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Resumen 

 
Las nanopartículas de oro posiblemente sean una de las nanoestructuras con más uso 

a lo largo de la historia. Esto es en gran parte se debe a su ruta de síntesis sencilla, y a 

sus propiedades fisicoquímicas particulares donde se destaca su gran capacidad de 

absorción de luz y los cambios espectrales que surgen de la variación del tamaño y 

estado de agregación. Esto es particularmente usado en sensores de tipo colorimétrico 

e inmunocromatográfico, donde el evento de reconocimiento tiene lugar a través de 

alguna molécula inmovilizada en la superficie de la AuNP. Cuando esta molécula es 

de naturaleza biológica hablamos de bioconjugación y de biosensores. En este trabajo 

se exploró la inmovilización de diferentes proteínas (anticuerpos, BSA, estreptavidina 

y proteína A/G) sobre la superficie de AuNPs, y al mismo tiempo cada uno de los 

bioconjugados fue interrogado por diferentes técnicas experimentales a fin de evaluar 

la calidad del bioconjugado obtenido y las propiedades del sistema coloidal resultante. 

Entre las técnicas comúnmente empleadas en nanoquímica se destacaron por la 
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contundencia de la información obtenida la espectrofotometría, microscopía 

electrónica de transmisión (TEM), dispersión dinámica de luz (DLS), potencial Z, 

estudio de la estabilidad coloidal y espectroscopía Raman aumentada por superficie 

(SERS). Al mismo tiempo ensayos de movilidad electroforética, exclusión molecular 

(SEC) o voltamperometría cíclica se destacaron también por su utilidad en la 

evaluación de protocolos de bioconjugación. De los conjugados más estables obtenidos 

se destacaron las AuNPs conjugadas a proteína A/G, las cuales fueron empleadas 

exitosamente en un inmunoensayo mediante TEM para detección de vesículas 

extracelulares (EVs). Además de posibilitar la detección de EVs, el inmunoensayo 

permitió caracterizar el nivel de expresión relativo de dos marcadores de superficie 

(tetraspaninas CD9 y CD81) de las EVs, obteniéndose resultados similares a técnicas 

ortogonales como la citometría de flujo y ExoView.  

Por último, se evaluó la inmovilización de una proteína ingenierizada (SpyCatcher) 

modificada con una cisteína terminal, de cara a permitir su anclaje covalente vía 

formación de un enlace S-Au. Los conjugados AuNP-SpyCatcher pueden ser 

empleados a futuro como sistema de inmovilización covalente de proteínas que 

incorporen la secuencia SpyTag que se une de forma específica a SpyCatcher. Con las 

técnicas de caracterización optimizadas en este trabajo se obtuvo evidencia de la 

inmovilización de SpyCatcher sobre AuNPs, y de su capacidad de unión a una proteína 

conteniendo la secuencia SpyTag. Sin embargo, no fue posible obtener evidencia 

contundente de que la unión se realizara vía tiol de la cisteína, aunque se presentan 

ensayos preliminares que apuntan en dicha dirección.
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Abstract  

 
Gold nanoparticles have been one of the most widely used nanostructures throughout 

history, largely due to their straightforward synthesis route and unique physicochemical 

properties, such as their exceptional light absorption capacity and spectral changes 

resulting from variations in size and aggregation state. These attributes are precious in 

colorimetric and immunochromatographic sensors, where recognition events occur 

through immobilized molecules on the AuNP surface. When these molecules are of a 

biological nature, it's called bioconjugation and biosensors. In this study, the 

immobilization of various proteins (antibodies, BSA, streptavidin, and protein A/G) on the 

AuNP surface was explored, and each bioconjugate was assessed using various 

experimental techniques to evaluate the quality of the bioconjugation. Spectrophotometry, 

transmission electron microscopy (TEM), dynamic light scattering (DLS), zeta potential, 

colloid stability studies, and surface-enhanced Raman spectroscopy (SERS) were the 

standout techniques in nanotechnology for the robust information they provided. 

Additionally, electrophoretic mobility assays, size-exclusion chromatography (SEC), and 
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cyclic voltammetry were also found to be useful for evaluating bioconjugation protocols. 

Among the most stable conjugates obtained, AuNPs conjugated to protein A/G stood out 

and were successfully employed in an immunoassay using TEM for the detection of 

extracellular vesicles (EVs). The immunoassay not only enabled EV detection but also 

allowed the characterization of the expression level of two surface markers (tetraspanins 

CD9 and CD81) on EVs, yielding results similar to orthogonal techniques like flow 

cytometry and ExoView. Finally, the immobilization of a recombinant protein (SpyCatcher) 

modified with a terminal cysteine for covalent anchoring via an S-Au bond was evaluated. 

The AuNP-SpyCatcher conjugates could serve as a covalent immobilization system for 

proteins containing the SpyTag sequence, which specifically binds to SpyCatcher. With the 

characterization techniques optimized in this study, evidence was obtained for the 

immobilization of SpyCatcher on AuNPs and its ability to bind to a protein containing the 

SpyTag sequence. However, compelling evidence for thiol cysteine mediated binding was 

not obtained, although preliminary trials pointing in that direction are presented. 
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1. Introducción  

 

1.1 Nanotecnología y Nanomateriales 

 

La Nanotecnología es un campo de investigación interdisciplinario que se centra en el 

estudio de las diversas estructuras de la materia a escala nanométrica. El prefijo "nano" se 

refiere a la milmillonésima parte de una unidad, en este caso, la milmillonésima parte de 

un metro. A esta escala, es posible manipular la materia directamente a nivel atómico y 

molecular 1. 

La Fundación de Ciencias de los Estados Unidos define la Nanociencia/Nanotecnología 

como la disciplina que estudia materiales que poseen determinadas propiedades clave: 

 

• Al menos una de las dimensiones del sistema debe ser menor de 100 nm. 

• Deben ser diseñadas utilizando metodologías que permitan controlar los atributos 

físicos y químicos de las estructuras a escala molecular. 

• Propiedades de "construcción-en-bloque": Los sistemas nanoestructurados pueden 

combinarse para formar estructuras más grandes, pero conservan las propiedades 

de sus componentes constituyentes 2. 

 

La Nanotecnología se nutre de diversas disciplinas científicas clásicas, como la física, la 

química y la informática. Sus avances y la creación de nuevas estructuras tienen 

aplicaciones en una amplia variedad de campos, que abarcan desde la medicina hasta la 

agroindustria y las telecomunicaciones 1,2. Las razones de la ganancia de relevancia en las 

últimas décadas se pueden resumir en que:  
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• las propiedades cuánticas de los electrones se ven afectadas por las variaciones en 

su entorno más cercano, que se define en un radio de unos pocos nanómetros. En los 

elementos nanoestructurados, donde la distribución se controla a escala atómica 

durante la síntesis, las propiedades macroscópicas y microscópicas del sistema, 

(ópticas, magnéticas y electrónicas) pueden variar sin cambiar la composición 

química original 

 

• los nanomateriales tienen una relación superficie/volumen extremadamente alto y 

pueden exhibir una mayor densidad electrónica y conductividad en comparación 

con las estructuras macroscópicas. Estas propiedades hacen que sean adecuados 

para una amplia gama de aplicaciones, desde el almacenamiento de energía hasta el 

transporte de fármacos y el desarrollo de dispositivos electrónicos y 

semiconductores 

 

• la escala de tamaño similar a la de moléculas biológicas, conlleva la posibilidad de 

la investigación y desarrollo de nanomateriales que pueden interactuar con estos 

sistemas en aplicaciones muy prometedoras. Esto permitirá la construcción de 

nanoestructuras artificiales y su vinculación con sistemas vivos para mejorar 

funciones específicas en células y tejidos 3. 

 

La nanotecnología como disciplina científica tuvo sus raíces teóricas varios años antes de 

establecerse como un campo de investigación concreto. En 1959, el físico Richard Feynman 

presentó la famosa conferencia titulada "There's Plenty of Room at the Bottom," donde planteó 

la idea de que la manipulación de la materia a nivel de átomos no infringía ninguna ley de 

la naturaleza. Explicó que la falta de control en ese nivel se debía únicamente a limitaciones 
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tecnológicas en ese momento 4. 

 

A partir de este razonamiento, Feynman también destacó cómo la manipulación a escala 

nanométrica podía influir en diversos fenómenos físicos y especuló sobre el potencial de 

las estructuras creadas con esta tecnología. Sin embargo, no fue hasta la década de los 80 

que la nanotecnología dejó de ser una mera hipótesis. Esto se debió a la convergencia de 

varios avances técnicos y científicos. La invención del microscopio de efecto túnel (STM) 

en 1981, el desarrollo de la microscopía de fuerza atómica (AFM) en 1984 y el 

descubrimiento de los fulerenos en 1985 son tres eventos clave que marcaron el inicio de 

esta disciplina 2. 

 

Una vez consolidada como una disciplina científica, la nanotecnología se fusionó con otras 

áreas de investigación existentes, como el estudio de interfaces y sistemas coloidales 5. A lo 

largo de las décadas siguientes, la nanotecnología experimentó un crecimiento constante y 

se convirtió en una disciplina con un gran potencial en la comunidad científica. En la 

actualidad, la investigación en nanotecnología abarca casi todas las disciplinas científicas 

tradicionales y se vislumbra como la base de la próxima revolución industrial. Sin embargo, 

el rápido desarrollo de estas tecnologías y sus implicaciones plantean importantes debates 

sobre regulaciones, aplicaciones y consecuencias sociales, éticas y ambientales. Organismos 

internacionales y gubernamentales, en colaboración con la comunidad científica, deben 

evaluar exhaustivamente el impacto en todos los aspectos, incluyendo los sociales, éticos, 

ambientales y políticos, con el objetivo de garantizar que la investigación en este campo 

beneficie a la sociedad en su conjunto1,2. 
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1.2 Nanopartículas metálicas 

 

Las nanopartículas metálicas (NPs) son las nanoestructuras más populares. El estudio de 

estos sistemas coloidales metálicos y sus aplicaciones precede a la consolidación de la 

Nanotecnología como disciplina científica. Durante varios siglos, las nanopartículas de oro 

(AuNPs), plata (AgNPs) y hierro, conocidas como coloides metálicos en ese momento, se 

utilizaron como pigmentos en vidrios y telas debido a sus propiedades ópticas y colores 

únicos. La síntesis de estas estructuras no difería mucho de los métodos químicos 

convencionales, lo que permitió el desarrollo de diversas técnicas previo a comprender 

plenamente los fenómenos físicos subyacentes a estos sistemas 1. 

 

Propiedades ópticas 

 

En la década de 1850, Michael Faraday inició la investigación científica de los coloides 

metálicos, centrándose en los coloides de oro en particular. Su trabajo en esta área lo llevó 

a desarrollar un método de síntesis de nanopartículas de oro puro mediante la reducción 

con fósforo. Posteriormente, en 1861, las ecuaciones de Maxwell describieron las bases 

físicas de los fenómenos ópticos observados en las nanopartículas. Uno de los fenómenos 

más destacados es el de resonancia de plasmón. Cuando una partícula metálica esférica se 

irradia con una onda electromagnética, la oscilación del campo eléctrico genera una 

oscilación coherente de los electrones del metal, fenómeno que se denomina resonancia del 

plasmón por analogía al movimiento de los iones en el plasma (Figura 1) 1,6,7.  

  

El alcance de la resonancia depende de la relación superficie/volumen, la forma y el tamaño 

de las partículas. En objetos de escala macroscópica la gran mayoría de los electrones se 
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encuentran confinados dentro de la red metálica, y como consecuencia la cantidad de 

electrones en la interface metal/ambiente no son suficientes para generar una resonancia 

significativa. En contrapartida, en objetos nanoestructurados, con geometrías específicas, y 

con una relación superficie/volumen mayor la incidencia de las ondas electromagnéticas 

en la extensa superficie origina una resonancia apreciable de los electrones, lo que se 

denomina resonancia de plasmón superficial localizada (LSPR, por su sigla en inglés) 7,8. 

Aquellas NPs cuya banda del plasmón superficial se encuentra en la región visible del 

espectro se denominan “nanopartículas plasmónicas”. 

 

 

Figura 1. Esquema ilustrativo del fenómeno de resonancia del plasmón. Se representa la oscilación de la 

nube electrónica (azul) cuando una onda electromagnética (verde) incide sobre la NP (amarillo). 

 

 

La frecuencia de vibración de la nube electrónica es llamada frecuencia del plasma, ωp, que 

en el marco de la mecánica cuántica se denomina plasmón, y que se relaciona con su energía 

(Ep) de acuerdo con:  
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𝐸𝑃 = ℎ𝜔𝑝                                                                 (𝑒𝑐. 1) 

 

donde h es la constante de Planck. 

Existen diferentes modos de oscilación de los electrones; en el más simple la nube de 

electrones se mueve paralela al campo generado y recibe el nombre de modo dipolar. Existe 

un modo cuadrupolar, en el que la mitad de los electrones se mueve en forma paralela al 

campo, y la otra mitad de forma antiparalela 6.  

 

En 1904, Gustav Mie presentó soluciones algebraicas exactas para las ecuaciones de 

Maxwell, lo que permitió describir la dispersión de las ondas electromagnéticas por 

cuerpos esféricos que facilitaron el cálculo de coeficientes de extinción molar (σext) y 

propiedades ópticas de las nanopartículas esféricas de oro, entre otros 1,7. En general, 

cuando la longitud de onda de la radiación incidente es mayor al diámetro de la NP (λ>>d), 

la teoría de Mie predice con gran exactitud los fenómenos de absorción y dispersión 

observados para NPs metálicas, con predominio de modos de oscilación dipolares 6.  

En la aproximación dipolar, el coeficiente de extinción puede expresarse como:  

 

𝜎𝑒𝑥𝑡 =
9𝑉𝜖𝑚

3
2 𝜔𝜖𝑖(𝜔)

𝑐(𝜖𝑟(𝜔) + 2𝜖𝑚)2 + 𝜖𝑖(𝜔)2
                                                      (𝑒𝑐. 2) 

 

 

donde V es el volumen de la partícula, c la velocidad de la luz, ω la frecuencia de la onda 

electromagnética incidente (relacionada a λ), ϵm la constante dieléctrica del medio externo, 

y ϵr y ϵi describen las componentes real e imaginaria respectivamente de la función 

dieléctrica del material de la partícula 6,9. 
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De acuerdo a la ecuación 2, el fenómeno de resonancia (y por tanto de máximo σext) se da 

cuando se minimiza el denominador, lo que ocurre con ϵi = -2 ϵm. Se desprende además que 

el tamaño, naturaleza del material, y el entorno inmediato de la NP influyen sobre el valor 

de σext, y el valor de frecuencia al que se produce el fenómeno de resonancia ωp 8. Por 

simplicidad, en el resto del texto llamaremos λLSPR al valor de longitud de onda asociado a 

dicha frecuencia.  

 

Para el caso de NPs, que pueden desviar la luz incidente, al fenómeno de absorción se le 

debe sumar el fenómeno de dispersión. Para el sistema de medición utilizado en los 

espectrofotómetros, la IUPAC recomienda el uso del término “atenuación”, aunque no 

sugiere un término específico para el coeficiente de absorción molar 10. Sin embargo, y dada 

la forma experimental por la que se obtienen estos valores, la denominación correcta sería 

“coeficiente de atenuación molar”. En lo que sigue, nos referiremos a este coeficiente como 

εLSPR. 

 

Estabilidad de los sistemas coloidales de NPs 

 

El modelo Derjaguin, Landau, Verwey y Overbeek (DLVO) 
 

La teoría DLVO (por sus autores), propuesta de forma independiente por Derjaguin-

Landau (1941) y Verwey-Overbeek (1948) explica los fenómenos de atracción y repulsión 

entre partículas coloidales que presentan cargas en sus superficies. Básicamente establece 

que la estabilidad de soluciones coloidales depende de la competencia entre las fuerzas de 

atracción de van der Waals y las repulsiones electroestáticas (por la carga superficial de las 

NPs), cuyo equilibrio mantiene a las partículas en suspensión, impidiendo su agregación 

11,12. 
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La teoría DLVO se fundamenta en las siguientes premisas 13,14: 

• Las partículas tienen superficies moleculares sólidas, planas y sin defectos, excepto 

por las cargas superficial. 

• El solvente tiene las mismas propiedades del líquido macroscópico en el seno de la 

solución, y solo se ve afectado en la interfaz con la partícula. 

• Las fuerzas de van der Waals y electroestáticas de la doble capa eléctrica son 

independientes y acumulativas. 

• La carga eléctrica en la frontera de la doble capa electroquímica se mantiene 

constante. 

• Las fuerzas de repulsión debido a la doble capa se calculan mediante la ecuación no 

lineal de Poisson-Boltzmann. 

• Las fuerzas atractivas de van der Waals entre los planos de las partículas se calculan 

suponiendo una densidad homogénea del líquido donde se dispersa el coloide. 

• Se ignora el efecto de la tensión superficial. 

 

Las fuerzas de van der Waals incluyen interacciones débiles como las de dipolo-dipolo, 

dipolo inducido y fuerzas de dispersión de London, que son responsables de la agregación 

en ausencia de un agente protector. La teoría DLVO sostiene que la estabilidad se logra 

cuando estas fuerzas se contrarrestan con fuerzas electroestáticas opuestas generadas por 

una doble capa electroquímica en la interfaz entre la partícula y la fase dispersante. 

 

La estabilidad coloidal se define por la resultante de energías potenciales de atracción y 

repulsión, las cuales dependen de la distancia entre las partículas. La Figura 2 ilustra la 

energía potencial total (𝑉𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙) en función de la distancia entre las partículas (r), con al menos 

dos mínimos energéticos posibles. El primer mínimo describe una floculación débil que 
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puede revertirse con facilidad. En estos casos, las partículas coloidales pueden coagularse, 

pero aún mantienen su identidad, lo que permite que el proceso sea reversible al cambiar 

las condiciones. El segundo proceso ocurre en un mínimo energético a distancias aún más 

cercanas entre las partículas. Cuando la barrera de energía que mantiene estable al coloide 

se supera, la agregación se vuelve irreversible y las fuerzas de repulsión electroestáticas 

ceden por completo, lo que lleva a la coalescencia de los agregados y la pérdida de la 

identidad de las partículas 14. 

 

 

 

Figura 2. El gráfico esquematiza las dos clases de agregados en función del balance energético generado 

por las fuerzas de repulsión (electroestática) y las fuerzas atracción (van der Waals) de acuerdo a la 

ecuación: 𝑉𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 = 𝑉v𝑑𝑊(𝑟) + 𝑉𝑐(𝑟). 

 

El balance de fuerzas de la teoría DLVO (𝑉𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙) para dos partículas esféricas de diámetro 

2R ubicadas a una distancia r, puede resumirse matemáticamente en dos ecuaciones 13: 
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𝑉𝐶(𝑟) = 4𝜋𝜀𝜀0Ψ0
2 𝑅 − 𝑟

𝑟
𝑙𝑜𝑔 {1 +

𝑅 − 𝑟

𝑟
𝑒[−𝜅(𝑟−2𝑅)]}                    (𝑒𝑐. 3) 

 

𝑉𝑣𝑑𝑊(𝑟) = −
𝐻

6
[

2𝑅2

𝑟2 − 4𝑅2
+

2𝑅2

𝑟2
+ 𝑙𝑜𝑔 (

𝑟2 − 4𝑅2

𝑟2
)]                   (𝑒𝑐. 4) 

 

siendo Vc(r) el potencial coulombimétrico (de repulsión de cargas) resultado de la doble 

capa electroquímica, Ψ0 el potencial externo de la superficie de partículas, y κ una variable 

que describe el radio de la nube electrónica de la doble capa electroquímica determinada 

en la expresión de Debye-Hückel: 

 

𝜅 =  
𝑒2

𝜀𝜀0𝑘𝐵𝑇
∑ 𝑛𝑗𝑧𝑗

2

𝑗

                                                      (𝑒𝑐. 5) 

 

donde ε y ε0 representan la permitividad eléctrica del medio y del vacío respectivamente, 

kB la constante de Boltzmann, T la temperatura absoluta y nj y zj la concentración y la carga 

de los iones de la solución, respectivamente.  

 

Por su parte, las fuerzas atractivas de van der Walls (VvdW(r)) quedan descriptas por la 

ecuación 4, donde H corresponde a la constante de Hamaker. 

Aunque esta teoría aún se considera válida, otros estudios han señalado desviaciones 

cuando se trata de explicar la estabilidad de sistemas coloidales, lo que llevó a la 

incorporación de nuevos factores no considerados en la teoría DLVO clásica 15–17. No 

obstante, para casos simples de estabilización basada en repulsiones electroestáticas, los 

modelos matemáticos descritos en las ecuaciones 3 y 4 continúan siendo útiles para 

interpretar los procesos de agregación de partículas. 
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En la siguiente sección, se presenta un ejemplo independiente de la teoría DLVO: la 

estabilización estérica. 

 

Estabilización estérica 
 

La estabilización estérica se produce cuando una molécula, generalmente de gran tamaño 

(polímeros, proteínas, ác. nucleicos), se une a las nanopartículas, evitando que estas se 

acerquen demasiado. A diferencia de la estabilización electrostática, que es termodinámica 

y depende de las fuerzas de atracción y repulsión entre las partículas, la estabilización 

estérica es principalmente cinética. La presencia de macromoléculas disminuye el 

movimiento aleatorio de las partículas, reduciendo la probabilidad de colisiones efectivas 

que puedan superar la barrera de energía potencial necesaria para la agregación del coloide 

18.  

La estabilización estérica es simple y en general ofrece la protección más resistente frente a 

la agregación ante cambios de pH, temperatura o fuerza iónica del medio. La desventaja 

radica en que cuando la floculación es un mecanismo deseado el proceso se dificulta.  

 

Doble capa electroquímica y potencia Z  
 

El concepto de la doble capa electroquímica es fundamental para entender la estabilidad 

de los sistemas coloidales. La doble capa, modela el comportamiento de superficies 

cargadas en la interface electroquímica entre un electrodo y el seno de la solución. El primer 

modelo planteado por Helmontz ha sufrido modificaciones desde entonces hasta el modelo 

actual conocido como modelo de Gouy-Champman-Stern 19,20. Como las NPs metálicas 

presentan cargas superficiales, el mismo modelo se usa para explicar la formación de la 

doble capa alrededor de una NP. Este modelo plantea la existencia de dos capas en la 
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interface NP-seno de la solución: una interna compacta (capa de Stern) que contiene 

moléculas del solvente, moléculas adsorbidas sobre la superficie y/o iones de carga opuesta 

a la superficie cargada de la NP, y una segunda capa (capa difusa) formada por iones 

solvatados que se aproximan a la primera por atracción electrostática, pero que también 

experimentan efectos de movimiento térmico 21. El balance entre estas fuerzas determina la 

distribución de iones y por tanto el potencial eléctrico.  

 

 
Figura 3.  Representación esquemática de la distribución de carga sobre una NP de carga negativa, donde 

se indican los límites de la capa de Stern y capa difusa. La diferencia de potencial entre la capa difusa y el 

seno de la solución se denomina potencial-ζ (potencial Z). 

 

Este potencial por tanto tiende a disminuir a medida que nos alejamos de la superficie de 

la NP, alcanzando el mismo valor que el del seno de la solución a distancias grandes 
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(normalmente considerado igual a 0 mV) A la diferencia de potencial entre el seno de la 

solución y la partícula a la altura de la capa difusa se la conoce como potencial-ζ (potencial 

Z), definiendo así la carga eléctrica neta de la partícula en solución (Figura 3) 22–24.   

 

Factores que afectan la estabilidad de las soluciones coloidales 
 

El fenómeno de agregación de las partículas, depende fundamentalmente de dos factores: 

el agente protector y el medio en el cual se encuentran las partículas. El poder estabilizante 

del agente protector dependerá de la naturaleza del mismo. A modo práctico se los pueden 

clasificar entre protectores de tipo: estérico, electroestático y electroestéricos. En general la 

protección estérica es mucho más fuerte que la estabilización electroestática, la cual cambia 

en función de las condiciones del medio (pH, fuerza iónica, etc.). En entornos acuosos, el 

pH de la solución es un factor significativo que puede influir en el potencial-ζ de las 

partículas y por tanto en su estabilidad. La carga eléctrica de las partículas se determinará 

por el estado de protonación de los grupos funcionales en el agente de recubrimiento, así 

como por las cargas superficiales adsorbidas. En este contexto, proporcionar un valor de 

potencial-ζ sin establecer las condiciones de medición no tiene sentido. Por definición, el 

valor de pH en el que el potencial-ζ es cero se llama punto isoeléctrico (pI); y en el contexto 

de la teoría DLVO, este punto es el de menor estabilidad del coloide. 

 

Desde una perspectiva práctica, los coloides con potenciales entre aproximadamente +30 

mV y -30 mV se consideran estables, fuera de estos valores la agregación es un fenómeno 

favorecido 25–28. Estas consideraciones son válidas para ligandos que estabilizan 

electrostáticamente, excluyendo la estabilización estérica. Dicho de otra manera, es posible 

obtener soluciones coloidales estables a potenciales-ζ de 0 mV, siempre que la 

estabilización sea estérica. 
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Además del pH, es necesario establecer los valores de conductividad de la solución, ya que 

la fuerza iónica afecta el tamaño de la doble capa electroquímica y, por lo tanto, modifica 

el valor del potencial-ζ. La magnitud en que los aniones afectan la doble capa 

electroquímica depende del tipo de anión y sigue la serie de Hofmeister 29. En todos los 

casos, la compresión de la doble capa electroquímica afecta la estabilidad del coloide, 

pudiendo disminuir las energías de separación de las partículas y dar lugar a la formación 

de agregados. 

 

Además de los factores electrostáticos mencionados, la estabilidad del coloide puede 

modificarse por otras vías como son la adsorción sobre un precipitado, cuando la formación 

de un agregado arrastra a las partículas que están en suspensión o la formación de puentes 

moleculares entre las partículas, cuando las partículas están recubiertas con agentes con 

estructuras complementarias. Dentro de este último grupo se encuentran la mayoría de los 

sensores químicos basados en el uso de nanopartículas 30,31. 

 

Por último, un efecto de “añejamiento” de las soluciones coloidales se observa a periodos 

largos de tiempo. Esto se debe a un fenómeno conocido como maduración de Ostwald, en 

la cual partículas de menor tamaño coalescen con otras de mayor tamaño. Esto se explica 

por el desbalance termodinámico existente debido a la gran área superficial existente en los 

sistemas coloidales, cuya energía asociada puede disminuirse si se logra reducir el área 

total de la fase dispersa 32. 

 

1.3 Generalidades de las nanopartículas de oro (AuNPs) 
 

Dentro de los elementos capaces de formar nanoestructuras, las nanopartículas de oro 
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(AuNPs) han sido de los sistemas más usados y estudiados. Sus inusuales propiedades 

ópticas, sus propiedades dependientes tanto del tamaño como de la forma, sumado a la 

sencillez de su síntesis, así como su gran estabilidad química, las han situado como modelo 

de investigación de varios fenómenos. Estas propiedades también han permitido su 

aplicación e incorporación en varias disciplinas tecnológicas, como la microscopía 

electrónica, desarrollo de nuevos materiales y sensores para metales, moléculas orgánicas 

y biomoléculas 5,33. El número de publicaciones encontradas en una búsqueda rápida con el 

término “gold nanoparticles” en la base de datos ScienceDirect y su comparación con la 

búsqueda de otras nanopartículas metálicas (Figura 4) muestra el destaque de las AuNPs 

en la investigación actual. 

 
Figura 4. Número de publicaciones en la base de datos de ScienceDirect bajo el término “metal-

nanoparticles”. Consulta realizada el 29/09/2023. AuNP: nanopartícula de oro, FeNP: nanopartícula de 

hierro, SiNP: nanopartícula de silicio, AgNP: nanopartícula de plata, PtNP: nanopartícula de platino, 

CuNP, nanopartícula de cobre.  
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Síntesis de AuNPs 

 

Se encuentran disponibles una diversidad enorme de métodos de síntesis de AuNPs, sin 

embargo, la mayoría de ellos comparten el mismo principio químico: se parte de una 

solución conteniendo iones Au+3 (o Au+1) y se realiza una reducción controlada para generar 

Au0. Las condiciones del medio de reacción, la naturaleza y concentración del agente 

reductor determinan generalmente el tamaño y forma de las AuNPs y con ello sus 

propiedades. En todos los casos es necesario además la presencia en la mezcla de reacción 

de un agente estabilizante, que recubra las AuNPs formadas y mantenga la estabilidad del 

sistema coloidal 1,34.  

 

El método de síntesis más difundido es el desarrollado inicialmente por J. Turkevich en 

1951, y mejorado por G. Frens en la década de los 70s, que es universalmente conocido 

como método de Turkevich-Frens, o simplemente método de Turkevich 35,36. En forma 

simple, el método parte de una solución acuosa de Au+3, (derivados del ácido 

tetracloroáurico, HAuCl4), la cual se calienta a 100 °C y se agrega citrato de sodio como 

agente reductor (Na3C6H5O7). Visualmente la solución amarrillo pálido de partida se 

transforma rápidamente a un rojo-bordó intenso pasando en su desarrollo intermedio por 

un color azul oscuro. En este caso, el mismo citrato (o productos de su oxidación) actúa 

como agente estabilizante de las AuNPs formadas en la reacción 37,38. La alta energía del 

sistema (consecuencia del calentamiento), el exceso de agente reductor y el tiempo largo de 

reacción, determinan que la reacción de Turkevich esté bajo control termodinámico, y por 

tanto la reacción genera AuNPs esféricas, la forma geométrica más estable 

termodinámicamente.  
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El método de Turkevich permite obtener AuNPs de diámetros comprendidos entre 5 y 150 

nm, variando la proporción molar [HAuCl4]/[citrato]. Frens (y más adelante otros autores) 

estudió por primera vez este efecto, demostrando que el diámetro de las AuNPs obtenidas 

aumenta cuanto menos agente reductor se añade 35,37,38. El pH es otro factor que determina 

el diámetro medio de las AuNPs obtenidas, fundamentalmente porque controla la 

disponibilidad de diferentes complejos de Au+3, y los estados de protonación del citrato, lo 

que influye en las rutas de reacción preferenciales 38–41. 

A pesar de ser un método ampliamente usado y estudiado, el mecanismo detrás de la 

formación de AuNPs por esta técnica de síntesis continúa siendo objeto de debate 39,42,43. Las 

primeras hipótesis planteadas por Turkevich y Frens, proponían que la síntesis sigue el 

modelo de LaMer, el cual se basa en dos etapas separadas. Una primera de formación 

explosiva de núcleos de Au0, seguida de una segunda etapa de crecimiento controlado por 

difusión, de los núcleos (o semillas) formados previamente 44,45.   

 

A pesar de ser el mecanismo más aceptado, estudios posteriores de Polte y Mikhlin, 

mediante microscopía electrónica de transmisión (TEM) y espectroscopía ultravioleta-

visible (UV/VIS) detectaron la presencia de cadenas de AuNPs en la etapa de nucleación, 

lo que contrariamente a la teoría de LaMer sugirió que las AuNPs se formarían a partir de 

la subdivisión de estructuras más grandes más que por crecimiento de núcleos 46,47. Si bien 

este mecanismo propuesto por Mikhlin es compatible con los cambios de coloración 

observados durante la síntesis (no así el mecanismo de LaMer), cuenta con detractores que 

aseguran que los agregados observados son artefactos de la preparación de muestra 

(especialmente durante la observación por TEM) 48,49.  
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Figura 5. A: Representación del dispositivo de síntesis de AuNP. B: AuNPs estabilizadas 

electrostáticamente por moléculas de citrato adsorbidas. C: Esquema del mecanismo propuesto para la 

síntesis de AuNPs. Al inicio se forman núcleos pequeños, que a medida que aumentan su tamaño tienden 

a formar grandes agregados, que finalmente se desensamblan formando las AuNPs finales. Los recuadros 

de colores indican la coloración de la solución durante el proceso de síntesis y su correspondencia con el 

mecanismo propuesto. Adaptado de 41. 

 

En un trabajo de nuestro grupo analizando la mezcla de reacción a tiempos cortos por 

dispersión dinámica de luz (DLS) y UV/VIS, y en concordancia con resultados de otros 
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investigadores, se planteó una nueva explicación que apoya tanto los defensores como 

detractores del modelo de LaMer. Según la evidencia experimental, los núcleos iniciales se 

formarían rápidamente, pero tenderían a formar agregados en las etapas iniciales de la 

síntesis, que luego se separarían para dar lugar a las AuNPs finales. A diferencia del 

mecanismo de Mikhlin, estos núcleos iniciales no coalescerían, sino que permanecen 

cercanos, conservando su identidad (Figura 5) 41.   

 

 

Fisicoquímica de las AuNPs 

 

Las coloración rojo-intensa de las soluciones coloidales de AuNPs resultantes de la síntesis 

de Turkevich quizás sean la propiedad óptica más llamativa, más aun considerando que la 

concentración de AuNPs se encuentra en el orden de 10-9 M (nM). Para estas soluciones, el 

valor del coeficiente de atenuación molecular a la longitud de onda donde se produce el 

efecto de resonancia del plasmón (εLSPR) determinado por diferentes aproximaciones (Ver 

Anexo 1) suele encontrarse en el orden de 108 M-1 cm-1 50–53.  

Los espectros de adsorción están fuertemente determinados por el tamaño, típicamente la 

reacción con las proporciones empleadas por Turkevich da origen a NPs esféricas, cuya 

media de diámetro poblacional se encuentra entre 13-15 nm. Estas NPs producen espectros 

donde la banda de plasmón (λLSPR) se ubica entre los 520 a 525 nm (Figura 6). Diferentes 

trabajos con simulaciones a partir de las soluciones matemáticas de Mie, y medidas 

experimentales muestran que a medida que el diámetro de la NP aumenta, el valor de λLSPR 

se mueve a longitudes de onda mayores  50,54,55 . Macroscópicamente esto se observa como 

transiciones de color que van desde el rojo intenso, al violeta-azulado, pasando por 

tonalidades de rojo menos intensas según el tamaño de NP obtenido.  
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Figura 6. A: Espectros UV/VIS característicos para soluciones de AuNPs (de entre 10-20 nm) dispersas 

(rojo), coaguladas (violeta) y coalescidas (azul). B: Representación de los diferentes estados de agregación 

de las AuNPs, y el aspecto macroscópico y microscópico de la solución.  

 

Para soluciones de AuNPs de diámetro definido, el espectro presenta un solo máximo en 

λLSPR, pero esta forma puede variar por la presencia de AuNPs no esféricas, o con el grado 

de dispersión de tamaño poblacional, que influye en el valor del ancho medio de pico 

(FWHM) 56.  

Las descripciones espectrales anteriores aplican a sistemas coloidales con AuNPs estables, 

aisladas y recubiertas por algún agente estabilizante, en donde el entorno de cada AuNP 

no se ve alterado. Sin embargo, como prevé la propia teoría de Mie (ecuación 2), a medida 

que dos AuNPs individuales se acercan, el perfil espectral de la solución coloidal sufre 

modificaciones. Específicamente lo que sucede es que la presencia de la otra NP modifica 

los valores de constante dieléctrica del medio externo (εm), lo que tiene una relación directa 

con los coeficientes de atenuación del plasmón (εLSPR) 6.  Por ejemplo, para las AuNP de 
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entre 10 y 20 nm, que presentan un máximo de plasmón en el entorno de 520 nm, se observa 

que a medida que se acercan, la intensidad de esta banda disminuye mientras que aumenta 

de forma más o menos homogénea la absorción a longitudes de onda entre 550 y 750 nm. 

Como resultado, macroscópicamente se observa una transición del rojo al violeta-azulado 

(cuanto más azul, más agregación) (Figura 6) 57,58. 

 

La agregación se puede inducir mediante la adición de un electrolito fuerte. Para el caso de 

las AuNPs recubiertas con citrato, la agregación se logra a concentraciones de electrolito 

muy bajas (≈ 5 mM). Esto se explica dado que la presencia de contraiones en solución 

neutraliza la carga negativa de las moléculas de citrato adsorbidas y, por tanto, elimina la 

repulsión electrostática que mantenía el sistema coloidal estable. Adicionalmente algunas 

moléculas de citrato (ionizadas) son removidas (por ser un ligando lábil) y pasan a 

interaccionar con los iones de carga opuesta en solución, lo que en conjunto provoca el 

acercamiento y colapso de varias AuNPs en una única macroestructura (coalescencia) 59,60. 

 

Como se mencionó anteriormente, en otras formas de agregación, las AuNPs pueden 

acercarse sin entrar en contacto directo, y mantener cada una su identidad (coagulación), 

lo que a priori es un estado reversible. En este caso es necesario su recubrimiento con algún 

agente que propicie la interacción entre AuNPs, sin embargo, este agente debe conformar 

una capa lo suficientemente delgada como para permitir el acoplamiento de plasmones. En 

algunos trabajos con simulaciones de sistemas de AuNPs, esta distancia mínima en la que 

una AuNP se ve afectada por la cercanía de otra (y por tanto se observan cambios en la 

posición del plasmón) se sitúa en el entorno de 10 nm 61,62.  

 

Otra de las propiedades por las que las AuNPs son interesantes es que presentan la 
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posibilidad de ser modificadas en su superficie (vía enlaces covalentes entre los átomos de 

la superficie y determinadas especies químicas). Este proceso, conocido como 

derivatización (o funcionalización), permite la creación de nuevas estructuras, con 

propiedades únicas y novedosas surgidas de la asociación de la nanopartícula y la molécula 

unida a ella. A través de la derivatización, es posible funcionalizar a la nanopartícula y 

lograr sistemas adaptables a varias funciones, como el reconocimiento molecular o la 

promoción de la formación de aglomerados 59,60. 

Las AuNPs pueden derivatizarse fácilmente con grupos tiol (-SH) a través de la formación 

de enlaces covalentes entre los átomos de oro de la superficie de la nanopartícula y el átomo 

de azufre del grupo funcional. La presencia del grupo tiol en determinadas moléculas 

orgánicas y biomoléculas permite construir las estructuras mencionadas y funcionalizar a 

la nanopartícula con una especie de interés 63,64. 

 

Si la molécula a unir es una biomolécula, el proceso se suele conocer como 

biofuncionalización o bioconjugación, y si las biomoléculas unidas a la nanopartícula tienen 

afinidad por otras especies químicas o biológicas es posible promover la formación de 

agregados de AuNPs a través del reconocimiento y la unión de estos elementos 65,66. Esto 

usualmente requiere que los analitos responsables de inducir la agregación sean 

multiméricos, con varios sitios de reconocimiento por molécula.  El acoplamiento entre las 

biomoléculas derivatizadas produce el acercamiento espacial de las AuNPs, y como 

consecuencia, el cambio de color del sistema coloidal. Este fenómeno de acoplamiento y 

cambio de color a nivel macroscópico es el principio en el que se basan la mayoría de los 

sensores colorimétricos que emplean AuNPs.  
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1.4 Estrategias de bioconjugación de proteínas a AuNPs 

 

La mayoría de las aplicaciones en estrategias de detección basadas en AuNPs, requieren de 

la modificación de la superficie de la NP. Principalmente estos cambios buscan darle a la 

NP una nueva propiedad o posibilitar la interacción con analitos de interés de forma 

selectiva o específica. Dentro del campo del bioanálisis, las moléculas más empleadas son 

los polímeros de alto peso molecular como polietilenglicol (PEG) o biomoléculas, tales 

como ácidos nucleicos, proteínas o carbohidratos. Dentro de las proteínas, las más 

frecuentemente empleadas son las inmunoglobulinas (en adelante: anticuerpos, “Ab”) 

dada su gran especificidad por antígenos de interés, aunque enzimas y receptores celulares 

son también objeto de inmovilización 65.  

La conjugación (o bioconjugación si hablamos de biomoléculas) busca inmovilizar la 

molécula de interés sobre la superficie de la NP, manteniendo la estabilidad de la misma, 

así como la estructura y funcionalidad de la molécula 67. Muchas estrategias pueden ser 

encontradas en la literatura, sin embargo, pueden agruparse en términos generales en dos 

categorías: A. Inmovilización covalente, y B. Adsorción física 68.  

 

Inmovilización covalente 

 

La estrategia de inmovilización covalente se basa en la capacidad de algunos grupos 

funcionales de reaccionar bajo ciertas condiciones con grupos presentes en las 

biomoléculas, formando un enlace covalente 69. En la Tabla 1, se reúnen algunas de las 

estrategias químicas más usadas. 
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Tabla 1. Representación de algunas de las estrategias químicas de conjugación covalente de biomoléculas a NPs. Adaptado de 69 

 

Activación vía 

carbodiimida 

  

Hidracina-

Aldehído 

 
 

Tiol-

Maleimida 

 
 

Tiol-Tiol 

(puentes 

disulfuro) 
  

 

Alquino-Azida 

(química click)  
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De todas las estrategias, una de las más empleadas es la de activación química de la 

superficie vía carbodiimida, dado que para la inmovilización de proteínas no requiere la 

incorporación de grupos funcionales a la misma, al anclar las biomoléculas vía aminas 

primarias. Brevemente la reacción se desarrolla a partir de grupos carboxilo expuestos 

sobre la NP, que son activados empleando 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida 

hidrocloruro (EDC). El agregado de N-hidroxisuccinimida (NHS) contribuye a la 

formación de un éster semi-estable capaz de reaccionar con aminas primarias formando así 

un enlace tipo amida (Figura 7). La variante N-hidroxisulfosuccinimida (sulfo-NHS) suele 

ser preferida por otorgar mayor estabilidad al sistema coloidal, debido a la formación de 

NPs de carga negativa, más fácilmente solubles en medio acuoso. Si bien el paso de adición 

de NHS (o sulfo-NHS) no es necesario para la formación del enlace amida con las aminas 

de la proteína, su agregado contribuye a una mayor eficiencia de la reacción debido a que 

el intermediario resultante de la activación con EDC es extremadamente inestable, y se 

hidroliza fácilmente 70. La estabilidad de los ésteres de NHS (o sulfo-NHS) suele ser de 

horas a minutos dependiendo del pH. Por ejemplo, la vida media se encuentra entre 3-4 hs 

a pH 7, siendo de menos de 10 min para pH ≥ 8. Es por ello que la reacción de activación 

suele ser eficiente en rangos de pH comprendidos entre 4.5 a 7.5, en soluciones 

amortiguadoras (“buffer”) libres de grupos carboxilo. Se suele emplear para tal fin 

soluciones buffer 2-(N-morfolino)etanosulfónico (MES) en la etapa de activación con EDC y 

solución buffer fosfato salino (PBS) para la esterificación con sulfo-NHS y reacción con 

aminas primarias. El éxito de la reacción queda en primer lugar determinado por el grado 

de exposición que tengan los grupos amino de la biomolécula, normalmente derivados de 

cadenas laterales de residuos de lisina en el caso de proteínas, así como de su extremo 

amino-terminal 71–73.   
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Figura 7. Esquema de reacción para la conjugación de proteínas a NPs vía la química de la carbodiimida. 

 

Las estrategias de inmovilización covalente (mostradas en la Tabla 1 y Figura 7) conllevan 

la modificación de la superficie de la NP a fin de introducir los grupos funcionales 

reactivos. Este paso se conoce como funcionalización de la NP, y se puede lograr mediante 

varias estrategias 69.  

La funcionalización puede realizarse durante la síntesis de las NP, incorporando el agente 

de recubrimiento en alguna de las etapas de formación, contribuyendo a la estabilidad de 

la solución coloidal, o puede realizarse posteriormente a la síntesis, en un proceso que se 

conoce como intercambio de ligando, en el cual la NPs debe ser incubada con un ligando 

de mayor afinidad, el cual desplaza al ligando original derivado de la síntesis de NP (citrato 

en el caso de las AuNP obtenidas mediante método de Turkevich) 65. Además de modificar 

la superficie de la NP de forma de exponer nuevos grupos funcionales, la funcionalización 

suele emplearse también para modificar la solubilidad de las NPs, obtener sistemas 

coloidalmente más estables, o incluso cuando se realiza durante la síntesis, regular el 

tamaño y forma de las NPs 74–76.  
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A continuación, se exponen brevemente algunas de estas estrategias con foco en 

nanopartículas metálicas de oro. 

 

Recubrimiento con moléculas de bajo peso molecular 

 

El empleo de moléculas pequeñas es una de las formas de funcionalización más usada. En 

general, se emplean moléculas con grupos funcionales capaces de interactuar con átomos 

de la superficie de las NPs metálicas, es por ello que suelen contener grupos 

carboxilo/carboxilato o grupos amino, capaces de formar enlaces de coordinación con 

átomos de la superficie. Además, al tratarse de grupos ionizables en función del pH pueden 

conferir estabilización por carga al sistema coloidal 77–79. Algunos ejemplos son el citrato 

(empleado también en la síntesis), aminoácidos, o ácidos grasos como el ác. oleico, aunque 

estos últimos se reservan para síntesis en fase orgánica.  

 

Especialmente para el caso de NPs de oro y plata, son de utilidad tioles orgánicos capaces 

de unirse covalentemente a la superficie metálica vía el grupo tiol (-SH). Algunos ejemplos 

de los más empleados incluyen el ác. tiobarbitúrico (TBA), ác. 3-mercaptopropiónico 

(MPA), o moléculas biológicas como el aminoácido cisteína o glutatión. Particularmente 

útiles son tioles de cadena larga como el ác. 11-mercaptoundecanoico (MUA) los cuales, 

además de unirse covalentemente a la superficie del oro, son capaces de formar monocapas 

autoensambladas por interacciones débiles entre sus cadenas laterales. El grado de 

compactación de esta monocapa puede regularse variando la concentración del agente de 

recubrimiento, logrando así diferentes grados de estabilización electrostática y estérica 80,81.  
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Recubrimiento con sílice 

 

El uso de revestimientos de dióxido de silicio ha sido ampliamente extendido por varias 

razones: aumentan la solubilidad de las nanopartículas sin modificar sus propiedades 

químicas, son compatibles con sistemas biológicos y otorgan estabilidad a las partículas 

frente a cambios en las condiciones ambientales, como el pH y la concentración de iones 

69,82. Además, su preparación es relativamente sencilla: se sigue una técnica de 

microemulsión que permite un control preciso del grosor y la cristalinidad de la capa 

superficial mediante la variación de los parámetros de síntesis 83. Además, los grupos 

silanol presentes en la superficie facilitan la funcionalización de las partículas mediante la 

unión covalente de otros ligandos a través de diversas reacciones químicas 84,85. 

Otra ventaja de estos sistemas de funcionalización, es la posibilidad de encapsulamiento de 

una o más de una NP dentro del mismo núcleo de sílice, ofreciendo la posibilidad de 

atrapar dos tipos diferentes de NPs, combinando así las propiedades de ambas en un solo 

nanomaterial; por ejemplo, una nanopartícula magnética y una de oro 69,86.   

 

Recubrimientos poliméricos 

 

Con frecuencia, se opta por los recubrimientos poliméricos para la funcionalización 

superficial de nanopartículas, ya que permiten la creación de nanocompuestos que 

presentan propiedades sinérgicas 87,88. El tipo de recubrimiento logrado depende de muchos 

factores como ser la composición, carga y tamaño del polímero.  Si el polímero es de cadena 

larga, no ramificado, interactuará formando bucles, envolviendo o encapsulando a la NP. 

En cambio, si es de cadena corta, se formará una envoltura tipo cerdas. Este tipo de 

recubrimiento se verá afectado además de si se trata de polímeros lineales o ramificados. 
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Uno de los polímeros lineales más empleados es el polietilenglicol (PEG), mientras que 

dentro de los ramificados suele emplearse la polietilenoimina (PEI). Cuando estos se 

empleen en formatos de bajo peso molecular (cadena corta) se lograrán recubrimientos de 

tipo cerda, mientras que sus versiones de alto peso molecular tenderán a formar 

recubrimientos de tipo envoltura, dado que una gran cantidad de grupos funcionales 

intentarán interaccionar con la superficie de la NP.  

 

La conformación también está relacionada con el grado de cobertura superficial, conocido 

como densidad de cobertura. Densidades de cobertura elevadas llevarán a configuraciones 

tipo cerdas, mientras que densidades de cobertura bajas probablemente se traduzcan en 

una configuración de tipo envoltura 69,89. Cuanto más alta sea la densidad de recubrimiento, 

mayor estabilidad del sistema coloidal se logra, principalmente frente al aumento de fuerza 

iónica del medio 90.  El proceso de síntesis de estos polímeros permite incorporarles grupos 

funcionales particulares; un caso típico son las versiones de PEG con grupos tiol (de forma 

de lograr anclaje covalente al oro) y/o grupos carboxílico capaces de ser empleados en pasos 

posteriores de anclaje de biomoléculas. 

 

Polímeros más complejos como el almidón y el dextrano también suelen ser empleados, 

aunque por lo general sean lineales, pueden ser modificados para generar cadenas 

ramificadas. 
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Figura 8. Representación esquemática de algunas estrategias de funcionalización de AuNPs con a: 

aminoácidos (ej. cisteína), b: monocapas autoensambladas (ej. tioles de cadena larga, MUA), c: sílice, d: 

polímeros de alto peso molecular (lineales y ramificados), e: ác. grasos, f: bicapas lipídicas. Se esquematiza 

el intercambio de ligando mediante desplazamiento del citrato de la superficie de una AuNP.  

 

Formación de bicapas 

 

Muchos grupos de trabajo han recurrido a la construcción de estructuras micelares o 

bicapas lipídicas como método de encapsulación de NPs. Esto es particularmente útil 
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cuando la síntesis de NPs se realiza en fase orgánica, dado que la formación de una bicapa 

con grupos hidrofílicos externos posibilita su pasaje a fase acuosa. Particularmente útil es 

este método para aplicaciones en sistemas vivos, donde el sistema inmune puede reconocer 

las NPs como un elemento extraño y conducir a su eliminación antes del que alcance el 

tejido blanco. Adicionalmente a la gran estabilidad conseguida, la bicapa puede exponer 

grupos funcionales que sirvan de anclaje de otras biomoléculas, como proteínas, ácidos 

nucleicos o anticuerpos 78,91,92.  

 

Consideraciones sobre la estrategia de inmovilización covalente 

 

La inmovilización covalente suele ser la estrategia preferible a la hora de obtener 

conjugados de NPs, dada la formación de una unión más estable de la molécula y la 

posibilidad de obtener reproducibilidad en el producto obtenido 93. Sin embargo, además 

de requerir en algunos casos múltiples pasos, implica someter al sistema coloidal a pasos 

de modificación y etapas de separación que pueden implicar un riesgo para la estabilidad. 

Además, algunas de las estrategias requieren modificaciones químicas para la 

incorporación de grupos funcionales particulares en la molécula a inmovilizar, lo cual 

puede ser engorroso en el caso de biomoléculas. Adicionalmente, y aunque no sea necesario 

incorporar nuevos grupos funcionales en la biomolécula, cabe la posibilidad de que la 

funcionalización involucre grupos funcionales presentes en el sitio activo de la biomolécula 

y disrumpa su funcionalidad. A modo de ejemplo, la inmovilización de anticuerpos es 

comúnmente realizada mediante la química de la carbodiimida, aprovechando la presencia 

de grupos amino en residuos de lisina de la proteína; sin embargo, muchas de estas lisinas 

se encuentran en la región de reconocimiento del antígeno (región Fab de la 

inmunoglobulina), con lo cual muchas moléculas de anticuerpo pueden perder capacidad 
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de unión durante la conjugación 93. En la misma línea, ninguna de las estrategias de 

inmovilización covalente mostradas en la Tabla 1, asegura un control de la orientación de 

la biomolécula; aspecto muchas veces crucial a la hora de la aplicación de los sistemas NP-

biomolécula. Si bien, como se menciona más adelante en este capítulo, se pueden realizar 

algunas estrategias para aumentar la probabilidad de orientación, estas no siempre son 

efectivas y requieren el estudio caso a caso de la molécula a inmovilizar. Por lo que el éxito 

del anclaje covalente como estrategia de inmovilización dependerá fuertemente de la 

biomolécula de interés y de la aplicación que se pretenda desarrollar.  

 

Adsorción física 

 

La adsorción física sobre NPs es una metodología ampliamente utilizada para la unión 

potencialmente reversible de biomoléculas a la superficie de las NPs 94. Esta adsorción física 

está gobernada por fuerzas atractivas hidrofóbicas, electrostáticas, de enlace de hidrógeno 

y de van der Waals entre la biomolécula y la superficie de la NP. Esta estrategia de unión 

es la más sencilla de lograr, ya que no implica la modificación química de la NP ni de la 

molécula a inmovilizar. Sin embargo, en esta metodología es necesario tener en 

consideración algunos efectos derivados de la interacción directa de la biomolécula con la 

superficie de la NP. Por ejemplo, para el caso de proteínas, las interacciones hidrofóbicas 

pueden llevar a la desnaturalización y pérdida de actividad de la misma una vez 

inmovilizada, como consecuencia de los cambios conformacionales inducidos en el proceso 

de adsorción95,96. Por otro lado, las interacciones electrostáticas entre NPs cargadas de 

manera opuesta y biomoléculas pueden dar lugar a uniones débiles, pudiendo estas 

últimas desprenderse luego de cambios en el pH o en la fuerza iónica 97. Al igual que la 

estrategia de inmovilización covalente, la unión orientada de la biomolécula no está 
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asegurada. 

 

Estrategias hacia la inmovilización orientada 

Inmovilización mediante proteínas adaptadoras 

 

Esta estrategia es fundamentalmente empleada para la inmovilización de anticuerpos, 

aunque también se puede emplear para inmovilizar otro tipo de moléculas. En general 

hacen uso de interacciones moleculares fuertes observadas en sistemas biológicos, y con 

ellas es posible lograr una inmovilización orientada. Entre algunos de los sistemas 

empleados se encuentra las proteínas de unión a biotina, donde la proteína más 

representativa es la estreptavidina. La interacción estreptavidina-biotina es una de las más 

fuertes de tipo no covalente conocidas (Figura 9). La unión de estreptavidina (≈ 66 kDa) a 

moléculas biotiniladas ocurre de forma espontánea, con una constante de afinidad alta 

(constante de disociación, KD ≈ 10-14 M) y es resistente a diferentes condiciones del medio 

(pH, fuerza iónica, temperatura) 98. Pese a ser una estrategia relativamente simple, su éxito 

depende en gran medida de la capacidad de biotinilar la biomolécula de interés. Si se logra 

dirigir el sitio de biotinilación dentro de la biomolécula, se puede lograr una inmovilización 

orientada, como en el caso de anticuerpos biotinilados en su región Fc. La unión de los 

mismos asegura por tanto que la región Fab (de reonocimiento de antígeno) quede expuesta 

con posibilidad de interacción con el antígeno de interés (Figura 9) 93,99.  

Otro sistema comúnmente empleado para la inmovilización de anticuerpos es el uso de 

proteínas de unión a la región Fc de inmunoglobulinas, tales como la proteína A o la 

proteína G (Figura 9), o constructos recombinantes de ambas, incluyendo quimeras 

(proteína A/G). A pesar de que la interacción es no covalente, la fuerza de unión es 

considerablemente fuerte. Por ejemplo, los valores de KD para un anticuerpo tipo IgG con 
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la proteína A o G son 10-8 y 10-7 M, respectivamente 100. La ventaja de esta estrategia es que 

es específica, no requiere la modificación del anticuerpo, y logra una inmovilización 

orientada 93.  

 

 

Figura 9. A: Estructura general de un anticuerpo. B: Estructura tetramérica de la proteína estreptavidina. 

Se señala la interacción de una subunidad con una molécula de biotina. 

 

Adicionalmente, la estructura tetramérica de la estreptavidina, o la posibilidad de las 

proteínas A y G de obtenerse en forma multimérica (sea separadamente o en constructos 

de ambas) ofrece la posibilidad de contar con múltiples sitios de unión (a biotina o a la 

región Fc de los anticuerpos, respectivamente). Considerando la posibilidad de que al 

interaccionar con la superficie de la NP la proteína puede cambiar su conformación y 

perder así funcionalidad, contar con múltiples subunidades, posibilita que mientras 

algunas participen en la unión (y posiblemente pierdan su estructura), otras quedan 

disponibles para interaccionar. Al mismo tiempo, al actuar como proteínas intermediarias, 

son capaces de formar una corona proteica capaz de estabilizar a la NP (de forma estérica), 
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y evitan la interacción directa de la biomolécula a inmovilizar con la misma 101.  

Independientemente de esto, el punto clave de estas estrategias es la inmovilización 

primaria de la proteína adaptadora, la cual puede realizarse de forma covalente o no.  

 

Aproximaciones biotecnológicas para la inmovilización de proteínas 

 

Otro tipo de estrategias han surgido a raíz de aproximaciones comúnmente empleadas en 

la producción recombinante de proteínas. La ventaja de los sistemas basados en ingeniería 

de proteínas radica en la posibilidad de introducir aminoácidos adicionales que propicien 

la inmovilización orientada de la proteína de interés (sea covalente o no).  

Por ejemplo, en una aproximación de este tipo Torres et. al., inmovilizaron una 

hemoglobina derivada del bivalvo Lucina pectinata modificada con una secuencia de seis 

residuos de histidina ((His)₆-rHbI) con la finalidad de crear un sensor de sulfuro de 

hidrógeno (H2S)102. Los repetidos de histidina son empleados en sistemas de purificación 

de proteínas recombinantes, empleando columnas cromatográficas conteniendo Ni+2 

(cromatografías de afinidad a metales inmovilizados: IMAC), dada la afinidad de estos 

repetidos por dicho ion mediante enlaces de coordinación. En el trabajo los autores 

recubrieron nanopartículas de oro con ác. 3-mercaptopropiónico, el cual es capaz de 

complejar iones Ni+2, vía sus carboxilos terminales, exponiendo así una capa de iones Ni+2 

disponible para la interacción con la proteína (His)₆-rHbI 102. En una estrategia similar Abad 

et. al., inmovilizaron una peroxidasa derivada de rábano ingenierizada y una NADPH 

reductasa sobre la superficie de nanopartículas de oro modificadas con ác. tióctico, e iones 

Co+2 103. Otras aproximaciones que involucran péptidos cortos aprovechan la afinidad de la 

glutatión-S-transferasa (GST) por el glutatión, o de la secuencia peptídica Strep-tag que, al 

igual que la biotina, presenta afinidad por la estreptavidina 68. Estos abordajes suelen 
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funcionar en condiciones de pH neutro, a baja fuerza iónica y temperaturas fisiológicas, 

por lo que ha sido de interés crear sistemas de inmovilización más robustos. Con este 

propósito en un trabajo de 2017 los autores diseñaron y sintetizaron un polipéptido llamado 

NanoLock, derivado de las proteínas SNARE (Soluble NSF Attachment protein Receptor), 

capaz de formar un complejo notablemente estable con la proteína derivada de SNARE 

SNAP25 (Synaptosome Associated Protein, 25 kDa). En el trabajo también lograron la 

adsorción a AuNPs de una fusión recombinante de SNAP25 a glutatión S-Transferasas 

(GST) llamada GST-SNAP25. Utilizando estas AuNPs recubiertas con GST-SNAP25 

lograron inmovilizar NanoLock de manera estable a las AuNPs. Esto abrió las puertas a un 

sistema de anclaje orientado, de cualquier proteína de interés al que se le incorpore como 

marca la secuencia NanoLock, sobre AuNPs modificadas con GST-SNAP25 mediante una 

simple mezcla 104,105. Además, la interacción SNAP25-NanoLock ha sido reportada 

resistente a tratamientos con urea o dodecil sulfato de sodio (SDS), salvo para el caso de 

tratamientos con SDS en condiciones de ebullición 105.  

En la misma línea de conseguir anclajes resistentes, se ha explorado el sistema 

SpyCatcher/SpyTag. Este sistema consiste en un método de acoplamiento de proteínas 

creado al dividir el dominio CnaB2 de la proteína de unión a la fibronectina FbaB de 

Streptococcus pyogenes. SpyCatcher es una proteína de 113 residuos que contiene una lisina 

reactiva (Lys31), mientras que SpyTag, la segunda parte, es un péptido de 13 residuos que 

contiene un residuo de ác. aspártico (Asp117) reactivo. Cuando se combinan SpyTag y 

SpyCatcher, se asocian mediante una reacción de amidación espontánea formando un 

enlace isopeptídico intermolecular entre Lys31 y Asp117, promovida por el residuo de ác. 

Glutámico (Glu77) ubicado en SpyCatcher 106.  

Esta amidación espontánea entre SpyTag/SpyCatcher ocurre en un amplio rango de 

temperaturas (4 a 37 °C), en diferentes tipos de soluciones buffer y en rangos de pH extensos. 
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Tanto SpyTag como SpyCatcher pueden fusionarse genéticamente en el extremo N- o C-

terminal de otras proteínas, o incluso en bucles internos 106,107. Lo atractivo de este sistema 

es que la reacción es irreversible y tiene una conversión que supera el 99 % 108. Este método 

posibilita el acoplamiento covalente específico de proteínas conteniendo la secuencia 

SpyTag sobre NPs recubiertas con SpyCatcher.  

En un paso más de diseño, y pensando en AuNPs, la proteína SpyCatcher puede diseñarse 

de forma de incorporar aminoácidos como la cisteína y posibilitar su anclaje covalente a la 

NP vía enlace Au-S. Esto permite que todas las uniones del sistema sean covalentes, 

asegurando una mayor estabilidad a las proteínas inmovilizadas. Una estrategia similar fue 

abordada en los trabajos de Ma et. al., en donde se fusionó al extremo N-terminal de 

SpyCatcher a la proteína GST, la cual es conocida por su habilidad de unión a oro vía 

enlaces Au-S, lográndose ensamblados AuNP-GST- SpyCatcher capaces de unirse a una 

proteína modificada con SpyTag 109. En esta tesis exploraremos la posibilidad de anclaje de 

una versión modificada de SpyCatcher, diseñada específicamente a estos fines, 

conteniendo en su extremo N-terminal un residuo de cisteína en el contexto de una 

secuencia corta y flexible de aminoácidos (linker).  

Estas aproximaciones biotecnológicas son ideales cuando se quiere tener un control estricto 

de la orientación.  Sin embargo, se requiere capacidad para la producción, caracterización 

y purificación de la proteína recombinante de interés, o la producción de la misma en el 

contexto de una colaboración científica o de un servicio tecnológico.  
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Figura 10. A: Representación de la estrategia de anclaje de proteínas a AuNPs mediante el sistema 

SpyCatcher/SpyTag. B: Esquema de la formación del enlace isopeptídico entre los aminoácidos lisina 31 

(SpyCatcher) y ác. aspártico 117 (SpyTag). C: Estructura del complejo SpyCatcher/SpyTag. Se resaltan los 

tres aminoácidos involucrados en la reacción. La visualización fue representada con el software Chimera X, 

a partir de la estructura PDB: 4MLI. 
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Otras estrategias para lograr orientación definida de biomoléculas inmovilizadas 
 

El conocimiento estructural y fisicoquímico de la biomolécula a inmovilizar puede brindar 

pistas a la hora de favorecer el anclaje de la misma a través regiones particulares. Esto es 

particularmente desafiante para el caso de biomoléculas más complejas como las proteínas. 

En términos simples, lo que se busca es identificar regiones de la biomolécula que expongan 

cargas o concentren en regiones grupos funcionales específicos (-COOH, NH2, -SH, etc.), 

de forma de modificar la superficie de la NP para favorecer la unión de la biomolécula por 

alguna de estas regiones 110. Por ejemplo, en un trabajo de Puertas et. al., plantean una 

estrategia de dos pasos para inmovilizar anticuerpos covalentemente sobre la superficie de 

nanopartículas magnéticas 111. La estrategia toma ventaja de que las interacciones de tipo 

iónico ocurren de forma más rápida que la formación de un enlace covalente. De esta forma, 

trabajando a pH < pI del anticuerpo, revelan que existe una mayor concentración de cargas 

positivas en la región Fc del anticuerpo. Funcionalizando la NP con grupos que presenten 

carga negativa al pH de trabajo, la adsorción del anticuerpo se dará con mayor probabilidad 

por la región Fc. Adicionalmente esto requiere que las NP sean parcialmente pre-activadas 

con EDC/NHS, de forma de exponer sitios reactivos para los grupos amino del anticuerpo, 

que al adsorberse previamente por su región Fc asegura que la formación del enlace 

covalente se de por esta región. Obviamente esta estrategia requiere el conocimiento del pI 

de la biomolécula, y un control estricto de las cantidades de EDC/NHS de forma de 

asegurar que solo algunos grupos de la NP se encuentren pre-activados, mientras que otros 

expongan cargas negativas 93. En el mismo trabajo demostraron para varios anticuerpos 

que con su estrategia de dos pasos la actividad del anticuerpo es mayor en comparación a 

la estrategia clásica de inmovilización covalente, y adicionalmente prueban la estrategia en 

otras biomoléculas como enzimas 111.  
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Algunas estrategias específicas para los anticuerpos se basan en la modificación química 

de los mismos, previo a la inmovilización (Figura 9).  Por ejemplo, la reducción con DTT de 

los puentes disulfuro que mantienen unidas las cadenas pesadas de un anticuerpo deja 

grupos -SH expuestos que pueden ser usados para el anclaje covalente sobre NP reactivas 

a grupos tioles. Como los puentes disulfuro más reactivos de un anticuerpo suelen ubicarse 

hacia la región Fc, esto asegura una mayor chance de inmovilización orientada, sin 

modificación de la región de reconocimiento de antígeno 93. Sin embargo, es importante 

considerar que la unión entre las cadenas pesadas y livianas también depende muchas 

veces de puentes disulfuro, cuya ruptura podría alterar el sitio de reconocimiento del 

antígeno. En la misma línea, algunos anticuerpos presentan modificaciones con 

carbohidratos en la región Fc, los cuales pueden ser oxidados con periodato de sodio 

(NaIO4) para formar grupos aldehídos reactivos, que puedan anclarse vía la química de la 

hidrazina sobre la superficie de NPs con grupos amino expuestos (Ver Tabla 1) 110. 

 

La orientación basada únicamente en interacciones débiles (mayoritariamente por 

interacciones iónicas) suele ser poco utilizada debido al efecto que podrían tener los 

cambios en las propiedades fisicoquímicas del medio (pH, fuerza iónica, temperatura) o la 

competencia con otras moléculas. Sin embargo, es viable ajustar la intensidad de la 

interacción de adsorción iónica de proteínas sobre NPs mediante el recubrimiento previo 

con polímeros de carga múltiple 112.   

Una superficie plana de carga múltiple solo permite interactuar con un área superficial que 

no excede el 15 % o 20 % de la superficie de la proteína. No obstante, los polímeros de carga 

múltiple facilitan la interacción con un mayor porcentaje de la superficie proteica. Este 

fenómeno deriva de una adsorción iónica tridimensional intensa en múltiples puntos, ya 

que la superficie no es plana y la proteína puede penetrar dentro de la matriz de polímero 
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inmovilizada. Esta estrategia no solo contribuye a aumentar la fuerza de unión, sino que 

también permite la adsorción de proteínas que no presentan regiones de elevada densidad 

de carga superficial, sino numerosos grupos cargados dispersos en su superficie 113. De ahí 

la popularidad de recubrir las NP con polímeros polianiónicos o policatiónicos114–116. 

En la Tabla 2 se intenta realizar un análisis comparativo de las diferentes estrategias de 

inmovilización de biomoléculas (con foco en proteínas). Sin embargo, la diversidad de 

materiales de los que puede estar hecha una NP, sumado a la complejidad y diversidad de 

las biomoléculas a inmovilizar, hace que no exista una estrategia de inmovilización que se 

imponga, y la elección de la misma dependerá de cada caso particular. 

 
Tabla 2. Cuadro comparativo de las diferentes estrategias empleadas en la inmovilización de biomoléculas 

sobre NPs. (+) Bajo, (++) Medio, (+++) Alto. 

 

Estrategia 
Costo 

temporal 

¿Control de 

la 

orientación? 

¿Aplicable a 

diversas 

biomoléculas? 

¿Cantidad de 

biomolécula 

requerida? 

Costo 

Adsorción física + 
+  

(se puede 

favorecer) 
+++ +++ + 

Inmovilización 

covalente 
++ 

++  
(se puede 

favorecer) 
++ ++ ++ 

Proteínas 

adaptadoras 
++ +++ 

+ + 
(principalmente 

proteínas) 
++ ++ 

Aproximaciones 

biotecnológicas 

+++  
(sobre todo 

la obtención 

de la 

biomolécula) 

+++ 
+ 

(solo proteínas) 
+ +++ 
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1.5 Consideraciones fisicoquímicas sobre el proceso de adsorción de proteínas a 

NPs. 

 

Como primera aproximación, el fenómeno de adsorción de una proteína sobre una NP 

puede asumirse similar al de adsorción sobre superficies planas. Esto es verdadero siempre 

y cuando se cumpla la relación:  

𝑟𝑁𝑃 = 2𝑑𝑃                                                                    (𝑒𝑐. 5) 

 

Donde rNP es el radio de una NP y dP el diámetro de una proteína (asumida como globular) 

117. Más adelante se expondrán algunos efectos adicionales considerando la curvatura de la 

superficie. Es ampliamente aceptado que cuando una NP entra en contacto con soluciones 

de proteínas, estas se adsorben rápidamente formando lo que se conoce como “corona 

proteica” 118.  

El proceso de adsorción se verá favorecido siempre que la energía de Gibbs (ΔG) del 

sistema (proteína-superficie y resto de la solución) disminuya, y se puede describir 

termodinámicamente considerando presión (p) y temperatura constante (T, absoluta) 

mediante:  

∆𝐺 =  ∆𝐻 − 𝑇∆𝑆                                                          (𝑒𝑐. 6) 

 

siendo ΔH el cambio de entalpía, y ΔS el cambio de entropía. El cambio de entalpía puede 

describirse por: 

∆𝐻 =  ∆𝑈 + 𝑝∆𝑉                                                          (𝑒𝑐. 7) 

 

donde ΔU representa el cambio en la energía interna del sistema. El segundo término de la 

ecuación 7 tiene validez para un sistema gaseoso, por lo que el cambio de entalpía del 

proceso se corresponde únicamente con su cambio en la energía interna para sistemas 
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acuosos. En una visión reduccionista, el cambio en la energía interna queda determinado 

fundamentalmente por los cambios producidos en el proceso de adsorción (ruptura y 

formación de enlaces e interacciones no-covalentes). 

Como se describirá brevemente más adelante el proceso global de adsorción de proteínas, 

está dirigido fundamentalmente por cambios entrópicos más que entálpicos 119,120.  

 

Factores que afectan la adsorción 

Factores externos a la proteína 

 

Los parámetros externos fundamentales son la temperatura, el pH, la fuerza iónica y la 

composición de la solución buffer.  

La temperatura influye tanto en el estado de equilibrio como en la velocidad de la adsorción 

de proteínas. Se puede anticipar un aumento en las tasas de adsorción debido a una mayor 

difusión de las proteínas hacia la superficie a temperaturas más altas (asumiendo que la 

proteína mantiene su conformación nativa a dichas temperaturas).  

Desde un punto de vista del cambio de entropía del sistema NP-proteína (ΔSsistema) el 

proceso de adsorción no se encuentra favorecido dado que la unión de proteínas a la 

superficie conlleva una disminución en el número de estados energéticos posibles del 

sistema (disminución de entropía). Sin embargo, de acuerdo con la segunda ley de la 

termodinámica, debe analizarse además el cambio del ambiente, ya que para que el proceso 

tenga lugar, se deberá cumplir que la entropía del universo (ΔSuniverso) aumente:  

 

Δ𝑆𝑢𝑛𝑖𝑣𝑒𝑟𝑠𝑜 =  Δ𝑆𝑠𝑖𝑠𝑡𝑒𝑚𝑎 + Δ𝑆𝑎𝑚𝑏𝑖𝑒𝑛𝑡𝑒                                        (𝑒𝑐. 8)  

 

El proceso de adsorción de proteínas implica además la liberación de moléculas de agua de 
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hidratación e iones, tanto de la superficie de la proteína como de la superficie de la NP. 

Ambos procesos implican un mayor número de estados posibles, con lo que la entropía del 

ambiente aumenta y por tanto es el cambio de entropía del ambiente (ΔSambiente) lo que 

termina gobernando el proceso de adsorción. El número de interacciones no suele cambiar 

significativamente durante la adsorción, por lo que el factor entálpico (ΔH, ecuación 7) 

suele contribuir poco. Por lo tanto, la principal fuerza impulsora detrás del proceso de la 

adsorción de proteínas es la ganancia de entropía que resulta de la liberación de moléculas 

de agua adsorbidas en la superficie y de iones de sal 121. 

 

El pH determina el estado electrostático de las proteínas. En el punto isoeléctrico (pI), las 

repulsiones electrostáticas entre las proteínas se minimizan, permitiendo una mayor 

densidad de empaque en la superficie. Las tasas de adsorción son más altas cuando la 

proteína y el sustrato tienen cargas opuestas, ya que las atracciones electrostáticas aceleran 

la migración hacia la superficie. Sin embargo, generalmente se observa que la densidad 

superficial de proteína se maximiza si se trabaja a pH = pI 122,123. Posiblemente dado que esto 

minimiza las repulsiones electroestáticas entre proteínas fuertemente cargadas a valores de 

pH más apartados del pI. 

Otro parámetro que influye en los procesos de adsorción de proteínas es la concentración 

de iones disueltos, expresada en términos de fuerza iónica. En términos simples, a medida 

que aumenta la fuerza iónica, las interacciones electrostáticas entre las entidades cargadas 

disminuyen. Como resultado, la adsorción de proteínas cargadas o dominios proteicos en 

superficies con carga opuesta se ve obstaculizada, mientras que se ve favorecida en 

superficies con cargas similares. Estos efectos electrostáticos pueden influir en la cinética 

de adsorción. La eficiente disminución del potencial eléctrico de las proteínas reduce las 

interacciones laterales, que generalmente son de naturaleza electrostática. Esto, a su vez, 
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puede llevar a un aumento en la densidad de empaque, o a la supresión de efectos 

cooperativos 119,123. 

 

Influencia de las propiedades de la superficie 

 

Además de considerar las propiedades individuales de la proteína, parámetros de la 

superficie de la NP tales como energía superficial, carga, polaridad y morfología deben ser 

también considerados 122,123. En términos generales las proteínas tienden a adsorberse más 

a superficies no polares que polares. Esto se entiende termodinámicamente considerando 

que las moléculas de agua cercanas a la superficie de la NP con superficies polares se 

encuentran en un estado de energía libre mayor, con lo que su desplazamiento al seno de 

la solución ocasionado por la adsorción de otra molécula contribuye a disminuir la energía 

libre. Adicionalmente el desplazamiento de aguas de solvatación de grupos no polares en 

la superficie de la proteína también contribuye a la disminución de la energía libre, con lo 

cual los efectos combinados crean un incentivo termodinámico para que las proteínas se 

adsorban a superficies de NP no polares.  Sin embargo, estas fuerzas pueden facilitar la 

desestabilización de la proteína, promoviendo reordenamientos conformacionales y 

llevando a interacciones proteína-proteína y proteína-superficie fuertes 122,124. 

En el caso de superficies polares no cargadas, el principal factor a considerar es la formación 

de enlaces de hidrogeno entre la proteína y la superficie de la NP. Al tener una molécula 

de proteína la posibilidad de formar múltiples enlaces de hidrogeno, el desplazamiento de 

las moléculas de agua de la superficie (que se encuentran formando enlaces de hidrogeno) 

es el principal factor termodinámico que favorece la adsorción. Dado que en términos 

generales la cantidad neta de enlaces de hidrógeno del sistema antes y después de la 

adsorción permanece relativamente constante, es el aumento de entropía lo que favorece la 
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adsorción.  

Típicamente la adsorción sobre superficies cargadas se piensa que es un evento dirigido 

por el cambio en la energía de enlace (ΔU), debido a la atracción de grupos con carga 

opuesta. Sin embargo, debe tenerse en cuenta la presencia de especies iónicas en la solución, 

en interacción con los grupos cargados de la proteína y de la superficie de la NP. Entonces 

lo que ocurre cuando los grupos cargados de una proteína interaccionan con grupos de 

carga opuesta de la superficie es un desplazamiento de iones, que se dirigen al seno de la 

solución. De forma similar a lo que ocurre con el desplazamiento de moléculas de agua, el 

proceso estará de hecho entrópicamente favorecido siempre y cuando existan múltiples 

grupos cargados capaces de interaccionar con la superficie, por cada molécula de proteína 

123.  

 

Consideraciones extra sobre el proceso de adsorción 

 

A diferencia de las pequeñas moléculas (que se comportan como estructuras rígidas), la 

mayoría de las proteínas no simplemente se adhieren o liberan de una interfaz con ciertas 

probabilidades de adsorción y desorción. En su lugar, la compleja composición y estructura 

de las proteínas dan lugar a fenómenos mucho más interesantes como los reordenamientos 

estructurales, cambios en las afinidades superficiales durante la adsorción, efectos 

cooperativos positivos, efectos de exclusión por tamaño, cinética de sobre-adsorción o la 

formación de agregados en la superficie 122. 

 

Las proteínas suelen ser moléculas asimétricas, con formas tendiendo a elípticas, de bastón 

o incluso más complejas como en el caso de los anticuerpos (forma-Y).  
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Considerando una proteína estructuralmente estable y de forma elíptica se pueden definir 

dos orientaciones posibles, según la orientación de sus ejes de simetría. Si el eje de simetría 

más largo queda paralelo a la superficie hablamos de una orientación side-on (de lado), 

mientras que si lo hace el eje más corto hablamos de una orientación end-on (por el extremo). 

Como se muestra en la Figura 11, a medida que la forma se complejiza, como el caso de un 

anticuerpo, aparecen otras orientaciones posibles 122,125. La orientación preferida dependerá 

de las posibilidades de interacción de la biomolécula, puede cambiar una vez adsorbida a 

medida que aumenta la densidad de recubrimiento o incluso coexistir múltiples 

orientaciones.  

Es un hecho ampliamente aceptado el que las proteínas sufren cambios conformacionales 

 

Figura 11. Orientaciones posibles durante la adsorción de un anticuerpo sobre la superficie de una NP. A: 

Dimensiones para un anticuerpo de tipo IgG genérico. B: Posibles orientaciones que puede adoptar un 

anticuerpo sobre una superficie, con la estimación de área proyectada ocupada (en nm2). 1IGY, 1IGT: 

código de dos estructuras cristalográficas de inmunoglobulinas de ratón depositadas en la base de datos 

PDB. Adaptado de 125 
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cuando se adsorben a superficies. Esto es así debido a que la conformación que corresponde 

a un estado de energía libre mínimo es diferente en solución que cuando se encuentra sobre 

una superficie sólida. Luego del acercamiento inicial de la proteína a la superficie de la NP, 

suele ocurrir un reordenamiento estructural, con pérdida de estructura secundaria que 

contribuye al aumento de entropía del sistema. Que tan extendido es este fenómeno 

depende de cada proteína, y conlleva a clasificarlas como proteínas duras o suaves. Esto, a 

su vez, puede impactar en mayor o menor grado en la función de las proteínas adsorbidas. 

En no pocos casos, las proteínas inmovilizadas pueden ser completamente carentes de 

función debido a la pérdida de estructura. Más allá de efectos dependientes de la 

orientación con la que la proteína se une a la superficie.  

Las proteínas se adsorben hasta alcanzar un punto de saturación de la superficie, tendiendo 

a formar monocapas, aunque bajo condiciones que favorecen la agregación de proteínas o 

disminuyen las fuerzas de repulsión puede observarse formación de multicapas 121. Las 

monocapas se favorecen para proteínas con bajas fuerzas de atracción o con fuerzas 

electrostáticas repulsivas. En general en estas monocapas, la densidad de empaquetado 

suele ser baja para proteínas con carga neta alta (pH ≠ pI y baja fuerza iónica) y alta para 

proteínas con carga neta neutra (pH = pI y alta fuerza iónica). La densidad de empaquetado 

también se ve afectada por la concentración de proteína en el seno de la solución; soluciones 

más concentradas suelen formar monocapas más densamente empaquetadas 126,127. Esto 

suele deberse a que a bajas concentraciones la ocupación de la superficie se realiza en forma 

más lenta, y cambios estructurales y de orientación pueden tener lugar. En cambio, si la 

concentración de la proteína es alta, el recubrimiento de la superficie se realiza de forma 

rápida, lo que, al no dejar sitios libres, entorpece los cambios conformacionales o de 

orientación 128 .  

Adicionalmente se han observado efectos cooperativos y no cooperativos, o cinéticas de 
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sobre-adsorción, aunque los mecanismos detrás de estos fenómenos aún no han sido 

completamente entendidos 129–133. 

 

Tamaño relativo NP-proteína 

 

Un aspecto no muchas veces tenido en cuenta a la hora de inmovilizar biomoléculas sobre 

NPs es el tamaño relativo entre la NP y la biomolécula. En la Figura 13 se representa a 

escala el tamaño de diferentes macromoléculas sobre una NP de 10 nm de diámetro (núcleo 

de oro de 5 nm más una monocapa de 2.5 nm de espesor). El primer efecto evidente en 

relación al tamaño de la NP es la cantidad de moléculas (N) que es posible inmovilizar 

sobre la superficie. Para el caso de proteínas, con forma relativamente globular, la cantidad 

de moléculas máxima que se pueden adsorber puede estimarse a partir del radio de giro 

de la proteína (Rg, distancia cuadrática media de cada átomo de la proteína a su centroide) 

y el radio de la NP, según la ecuación:  

𝑁 = 4
𝑟𝑁𝑃

2

𝑅𝑔
2                                                                 (𝑒𝑐. 9) 

  

En un trabajo de Wang et. al., se demostró una gran concordancia entre valores de N 

calculados (ecuación 9) y determinados experimentalmente mediante resonancia 

magnética nuclear (NMR) para una AuNPs de 15 nm de diámetro 117. A modo de ejemplo, 

según la ecuación 9, 155 moléculas de una proteína pequeña como la ubiquitina (76 

aminoácidos, 8.6 kDa) cabrían sobre la superficie de estas NP, mientras que solo cabrían 33 

moléculas de una proteína de mayor tamaño como la seroalbúmina bovina (BSA, 583 

aminoácidos, 66 kDa) 134. Más aún, considerando el Rg para un anticuerpo de tipo IgG (4.7 

nm 135) cabrían como máximo 10 moléculas de anticuerpo por nanopartícula. 
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Figura 12. Representación a escala del tamaño relativo de una NP de d=10 nm y diferentes moléculas de 

alto peso molecular. Adaptado de 136. 

 

En otro orden, el tamaño de la NP también afecta la afinidad de la proteína por la superficie. 

En varios trabajos donde se han determinado las constantes de adsorción (K) de diferentes 

proteínas por NPs del mismo material, pero diferentes tamaños, se observa un incremento 

en el valor de K a medida que aumenta el tamaño de la NP 137–144. Lacerda et. al, evaluaron 

la unión a AuNPs de diferentes tamaños (15-100 nm) de algunas proteínas comunes en el 

suero humano como la albúmina, fibrinógeno, inmunoglobulinas e insulina, evidenciando 

valores de K que pasan de 105 a 107 cuando el tamaño de la NP se incrementa 141. La 

explicación mayormente aceptada es que a medida que se incrementa el diámetro de la NP, 

las proteínas “ven” su superficie como un plano, y esto posibilita el establecimiento de un 

mayor número de interacciones 141,143. En otros trabajos se ha demostrado que el tamaño 

también afecta la densidad de empaquetado de la corona proteica y su grosor. A tamaños 
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de NP muy pequeños (3-5 nm), en lugar de corona proteica se suele hablar de complejos 

NP-proteína, dada la capacidad de unión de pocas moléculas. Sin embargo, a medida que 

el tamaño de la NP aumenta, se observa la formación de coronas proteicas densamente 

empaquetadas. Esto obedece nuevamente a un efecto de curvatura, dado que se impone 

una limitante geométrica a la hora de establecer interaccione laterales con proteínas 

vecinas, lo cual en NP de mayor tamaño al asemejarse a un plano no sucede 137. Este efecto 

impone una limitante al valor de N que se desprende de la ecuación 10 cuando las 

nanopartículas son pequeñas y por tanto muy curvadas. Además, por la misma razón 

suelen verse efectos cooperativos a tamaños mayores, y en general, el proceso de adsorción 

es más rápido sobre NP de menor tamaño, mientras que la formación de la corona proteica 

densamente empaquetada sobre NP grandes, requiere de más tiempo 138,139,144 

 

Modelos cinéticos de adsorción 

Dado que los mecanismos detrás de la adsorción de proteínas a superficies afectan 

principalmente a la cinética, varios modelos de este estilo han sido propuestos o adaptados. 

En general, para el caso de NPs un modelo de tres etapas suele ser aceptado, en donde el 

primer paso es la adsorción rápida e irreversible de la proteína (Figura 13). Hasta esta etapa 

la proteína conservaría en gran medida su estructura nativa. Luego de esto, la proteína 

sufre reorientaciones o cambios conformacionales tendientes a disminuir la energía libre. 

Aquí empiezan a jugar aspectos como la interacción con moléculas vecinas, o la posibilidad 

de pérdida de estructura secundaria de la proteína (proteínas duras vs suaves) de forma de 

alcanzar un estado de mínima energía. Por último, se daría la etapa de “endurecimiento” 

de la corona proteica, y es en este punto donde la unión puede tornarse irreversible, sobre 

todo para proteínas conteniendo grupos funcionales capaces de interaccionar o formar 

enlaces covalentes con la NP 122,123,134. 
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Figura 13. Modelo de tres-estados propuesto por Rabe para el proceso de adsorción de proteínas sobre 

NPs. En rojo y en azul se representan diferentes subunidades de una proteína. 

 

El modelo matemático más simple empleado para analizar parámetros termodinámicos y 

cinéticos de la adsorción de proteínas a NP y superficies sólidas en general es el modelo 

descripto por Irving Langmuir en 1932 para la adsorción reversible de gases sobre 

superficies sólidas 145. La ecuación general del modelo es:  

 

𝜃𝑒𝑞 =  
𝐾𝐶𝑒𝑞

1 + 𝐾𝐶𝑒𝑞
                                                               (𝑒𝑐. 10) 

 

siendo θeq el grado de recubrimiento superficial en el equilibrio, Ceq la concentración de 

adsorbato (proteína) en solución en equilibrio y K la constante de equilibrio de adsorción.  
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En su versión cinética el modelo se representa como: 

 

𝑑𝜃

𝑑𝑡
= 𝑘𝑜𝑛𝐶𝑠 (1 −

𝜃

𝜃𝑚𝑎𝑥
) − 𝑘𝑜𝑓𝑓. 𝜃                                            (𝑒𝑐. 11) 

𝐾 =
𝑘𝑜𝑛

𝑘𝑜𝑓𝑓
                                                                      (𝑒𝑐. 12) 

 

siendo θ y θmax el grado de recubrimiento superficial al tiempo t y máximo respectivamente, 

kon, koff las constantes cinéticas y Cs la concentración de proteína en la cercanía de la 

superficie (usualmente considerada igual a la concentración en el seno de la solución). El 

término 1 – θ/θmax da cuenta de la disminución progresiva de sitios de adsorción 

disponibles a medida que se unen más moléculas.  

 

A pesar de ser un modelo extremadamente simplificado, suele ser empleado en la literatura 

como modelo de ajuste y obtención de valores termodinámicos del proceso de adsorción 

de proteínas a superficies. Sin embargo, el modelo de isoterma de Langmuir se basa en que 

todos los sitios de adsorción son iguales, cada sitio de unión permite la adsorción de 

moléculas individuales y que no interactúan entre ellas, y se establece un equilibrio 

reversible de adsorción/desorción 146. Como se describió anteriormente, la adsorción de 

proteínas involucra interacciones complejas que violan los postulados del modelo, y a pesar 

de que los datos experimentales se ajusten matemáticamente a una isoterma, esto no 

significa que el comportamiento real sea tal.  Es por ello que los valores de K derivados de 

este ajuste deban ser usados con cuidado, y tenidos en cuenta a fines comparativos dentro 

de un mismo ensayo más que como parámetros termodinámicos reales.  

 

En la misma línea otras isotermas clásicas de adsorción han sido evaluadas, como ser el 
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modelo de Freundlich o Brunauer-Emmett-Teller (BET), con resultados favorables. Sin 

embargo, los mismos reparos deben hacerse con respecto a los valores de parámetros 

termodinámicos derivados de ellas 122,126,146,147. 

 Algunos modelos más complejos han surgido mediante modificaciones de la isoterma de 

Langmuir como el modelo RSA (adsorción secuencial aleatoria) que sustituye el término (1 

– θ/θmax) por una función de disponibilidad superficial (ϕ(θ)). Esta función y el modelo RSA 

en general considera el hecho de que, como resultado de la adsorción aleatoria de 

macromoléculas, sitios ya ocupados no están disponibles, y que además se originan 

“huecos” sin moléculas, en donde espacialmente no es posible la adsorción de otra 

molécula de proteína. 

Otros intentan incorporar los efectos de interacciones laterales entre proteínas ya 

adsorbidas, expresando las constantes cinéticas en función del grado de recubrimiento de 

la superficie (kon, koff = f(θ)), lo cual también permite tener en cuenta posibles efectos de 

cooperatividad 122.  

Para considerar observaciones experimentales de que las proteínas adsorbidas sobre una 

NP solo son parcialmente removidas en contacto con soluciones libres de proteínas 

McGuire et. al., propusieron el modelo de “dos-estados” 148. En el mismo una proteína 

puede adsorberse de forma reversible o irreversible, pero estos son dos estados diferentes, 

siendo posible que una vez adsorbida de forma reversible una molécula, realice una 

transición (con una ktrans asociada) hacia el estado irreversible. Así conviven proteínas 

adsorbidas en ambos estados, lo que explica la desorción parcial observada 148,149. 

Como podría preverse, también se han propuesto modelos que involucran múltiples 

estados y transiciones, y que requieren sistemas de ecuaciones para su resolución. Si bien 

es aceptado que las proteínas pueden adsorberse en más de dos estados, existe una 

limitación técnica/experimental a la hora de evidenciarlos y rastrearlos. Por ello se 
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considera que el modelo de “tres-estados” propuesto por Rabe et. al. estudiando la 

adsorción de β-lactoglobulina, contempla de forma simple la gran mayoría de los 

fenómenos que ocurren sobre la superficie 150. Según este las proteínas se adsorben en un 

estado inicial (no reversible) mientras la superficie disponible sea grande. Cuando se 

alcanza una concentración superficial crítica, en donde las interacciones laterales empiezan 

a tener lugar, ocurre una transición rápida al segundo estado, que involucra cambios de 

orientación más que de estructura. En este estado intermedio, algunas moléculas pueden 

desorberse de forma reversible.  Finalmente, y en forma más lenta, se da la transición hacia 

un estado irreversible, que involucra ya rearreglos conformacionales 122,150.   

 

1.6 Técnicas para la caracterización de AuNPs y AuNPs bioconjugadas  
 

La nanotecnología ha avanzado a gran escala a nivel mundial. La síntesis de nuevos 

nanomateriales crece año a año tanto a nivel industrial como biotecnológico. Ahora bien, 

este auge debe acompañarse con técnicas y protocolos adecuados de medición para 

materiales a escala nanométrica no solo pensando en el estudio del material en sí, luego de 

su síntesis y/o modificación, sino también en la necesidad de su detección ambiental dado 

su posible impacto en los ecosistemas o en la salud.  En la literatura se encuentran variedad 

de metodologías al respecto y cada día surgen nuevas variaciones de técnicas ya existentes, 

pero la mayoría no obedece a un programa de estandarización y calibración, o son 

únicamente aplicables a un nanomaterial en concreto.  Un problema general es la existencia 

de escasos estándares aprobados para ensayos con nanopartículas. Por ejemplo, el National 

Institute of Standars and Technology (NIST, EEUU) cuenta únicamente con estándares para 

tres tamaños de AuNP recubiertas con citrato. A esto se le suma la diversidad de formas, 

tamaños y materiales en los que las NP pueden ser sintetizadas lo que hace que contar con 
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estándares adecuados para cada caso sea algo inalcanzable. El peso del análisis recae 

entonces en contar con metodologías confiables que permitan una metrología adecuada de 

las mismas. Es necesario por tanto contar con equipos correctamente calibrados y 

protocolos definidos que permitan caracterizar de forma confiable nanopartículas. Por otra 

parte, tampoco existen (debido a la gran variedad) estándares de AuNPs bioconjugadas, 

con lo que su detección y estudio debe realizarse a partir de la información derivada de 

varias técnicas en simultaneo.  

A continuación, se exponen algunas de las técnicas empleadas en este trabajo, resaltando 

la información que se puede extraer, el alcance y las limitaciones de cada una. 

 

Microscopía electrónica de transmisión (TEM) 

 

El origen de la nanociencia se encuentra estrechamente vinculado a la historia del 

microscopio electrónico de transmisión (TEM), dado que la técnica permite la visualización 

directa de partículas a escala nanométrica. De hecho, se asocia el nacimiento de la “moda 

nano” a mediados del siglo XX, dado el surgimiento de la técnica 151.   

Lo atractivo de la técnica es el gran poder de resolución que se logra a partir de la incidencia 

sobre la muestra de un haz de electrones acelerado, mediante una diferencia de potencial. 

A modo de ejemplo, con potenciales del orden de 100 kV, la longitud de onda del haz es de 

0.0037 nm, la cual es unas 100000 veces menor a la de la luz visible, lo que conlleva a un 

poder de resolución tan chico como 0.15 nm 152,153. 

Este poder de resolución hace posible que pueda realizarse una caracterización estructural 

de los nanomateriales a partir de las imágenes TEM. Particularmente para el caso de NPs, 

permite evaluar la forma y tamaño. El análisis de múltiples imágenes permite mediante la 

medida de diámetro de partículas únicas construir histogramas de distribución de tamaños 
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de la población 154.  

 

El desarrollo tecnológico ha permitido corregir defectos asociados a los “lentes” 

electromagnéticos que conforman un TEM (principalmente las aberraciones cromática y 

esférica) y conjuntamente con técnicas de procesamiento de señales pueden obtenerse 

imágenes de alta resolución (HRTEM). A este nivel pueden observarse átomos (o más 

correctamente posiciones atómicas) lo que permite caracterizar un nanomaterial a nivel de 

su estructura cristalina, pudiendo incluso evaluar defectos en la red.  La resolución atómica 

se logra siempre y cuando el material tenga zonas o bordes bien aislados y delgados 

(menores a los 50 nm de espesor) y que se encuentren bien orientados en un eje de zona 

“amplio” 155–157.  

 

 

 

Figura 14. A: Evolución de las resoluciones alcanzadas mediante TEM. Adaptado de 156. B: Micrografía de 

AuNPs obtenida mediante HRTEM. Obtención propia. propia (créditos: Lic. Álvaro Olivera, CURE 

(Rocha)-UdelaR). En la misma puede observarse el arreglo cristalino de los átomos de oro de las AuNP 

sintetizadas y utilizadas a lo largo de esta tesis. 



  

69  

La gran ventaja de TEM para la caracterización de nanopartículas metálicas es la simpleza 

en la preparación de la muestra. En términos generales consiste en depositar la solución de 

NPs sobre una grilla de cobre-carbono, dejar secar (o secar de forma asistida) y observar. 

Los cuidados principales radican en la cantidad y concentración de la solución depositada. 

El exceso de NPs puede afectar la visualización, por generarse fenómenos de agregación 

durante el secado, que no permitan evaluar la forma y tamaño. Mientras que el defecto 

puede dificultar el hallazgo de partículas sobre la grilla.  

En cuanto a la evaluación de la modificación de la superficie de una NP por TEM, la 

información que se obtiene es indirecta y limitada. Básicamente se puede inferir el éxito de 

una modificación en base a cambios en los patrones de ensamblaje y agregación de las NPs. 

Sin embargo, debe tenerse en cuenta que artefactos derivados de la preparación de la 

muestra pueden afectar el estado de agregación y por tanto la imagen obtenida no siempre 

es un reflejo del estado de las NPs en solución. Algunas estrategias como el congelamiento 

rápido de las NPs en una matriz polimérica han sido evaluadas, pero aún no son 

ampliamente aplicadas, por lo que TEM continúa siendo más que nada una técnica de 

caracterización estructural del núcleo metálico de una NP 158.  

 

Espectroscopía ultravioleta-visible (UV/VIS) 

 

La espectroscopía UV/VIS suele ser la caracterización primaria más simple a la hora de 

evaluar soluciones coloidales. Particularmente útil resulta para el caso de NP metálicas, 

donde tiene lugar el fenómeno de resonancia del plasmón superficial descripto 

anteriormente. Además, los espectros para estas NPs dependen de la naturaleza del metal, 

su tamaño, forma y entorno fisicoquímico. Si bien estos espectros no constituyen huellas 

dactilares de las NPs, en conocimiento y control de otras variables del sistema pueden 



  

70  

inferirse otras propiedades.  

Lo primero que se determina a partir de los espectros UV/VIS es la posición del máximo 

del plasmón (λLSPR), la cual da cuenta del modo de oscilación predominante de las NPs, y 

por tanto depende de su tamaño y forma. Por ejemplo, para AgNPs esféricas se obtiene una 

banda en el entorno de 400 nm, y para AgNPs triangulares este máximo se corre hasta los 

800 nm. Como se mencionó en la sección sobre AuNPs, el aumento de tamaño de la NP 

ocasiona corrimientos de λLSPR a longitudes de onda mayores. Para las AuNPs de tamaño 

cercano a 20 nm este se encuentra en torno a 520 nm, mientras que para NPs de 100 nm se 

registran valores en torno a 580 nm, por lo que los espectros pueden ser usados para evaluar 

el producto de síntesis 159,160.  

Dado que en esencia los fenómenos de agregación de NPs originan NPs de mayor tamaño, 

la espectroscopía UV/VIS también puede emplearse para evaluar este fenómeno, donde se 

esperan corrimientos a longitudes de onda de menor energía, debido al fenómeno de 

acoplamiento de plasmones. Dependiendo del grado de agregación, al corrimiento de λLSPR 

puede sumarse el fenómeno de incremento en la línea de base por causa del aumento de 

turbidez de la solución (y por tanto mayor dispersión de luz). 

 

De acuerdo a la ecuación 2, la posición de λLSPR es dependiente además del entorno 

fisicoquímico inmediato de la NP (reflejado en el valor de εm). A raíz de esto, los espectros 

pueden ser empleados para evaluar procesos de modificación de la superficie (intercambio 

de ligando, adsorción de proteínas) dado que estos originarán pequeños corrimientos en 

λLSPR. Por ejemplo, en un trabajo de Ghosh et al. se analizó el efecto sobre λLSPR del cambio 

de solvente orgánico y ligando sobre AuNPs 161. Allí se vio un corrimiento hacia el rojo 

gradual en los valores de λLSPR a medida que se incrementaba el largo de cadena del 

surfactante (tanto aniónico como catiónico) empleado como ligando 161. En otros trabajos, 
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la magnitud del corrimiento de λLSPR (ΔλLSPR) se asocia a el grado de recubrimiento de la NP 

con el ligando. Por ejemplo, Xu et al., emplearon el valor de ΔλLSPR para estudiar mediante 

isotermas de Langmuir la unión de variantes de la proteína GB3 (mutadas en un solo 

aminoácido) sobre AuNPs 162.  

Por otra parte, el ancho medio de pico (FWHM) da cuenta de inhomogeneidades de la 

solución de NPs, por lo que puede emplearse tener una aproximación a la distribución de 

tamaños. Cuanto mayor sea el ancho, mayor variabilidad en los tamaños de partícula. 

Adicionalmente, el incremento en FWHM también se relaciona con la disminución de la 

distancia inter-partícula, por lo que evidencia procesos de agregación56,163.  

La espectroscopía UV/VIS, es un análisis simple y rápido, considerado de rutina a la hora 

de caracterizar las nanopartículas metálicas. Brinda información sobre la naturaleza, forma, 

tamaño, y estado de agregación de la solución coloidal. Al mismo tiempo permite 

evidenciar cambios en el agente de recubrimiento y por tanto es una herramienta valiosa a 

la hora de caracterizar los sistemas coloidales. Las medidas de FWHM por UV/VIS en 

conjunto con las simulaciones del espectro de absorción, siguiendo la teoría de Mie, 

permiten estimar a grandes rasgos el tamaño de la población de nanopartículas. Es por ello 

que, si bien el corrimiento de escasos nm en λLSPR (≈ 3 nm) suele tomarse como evidencia 

inequívoca del evento de modificación de la superficie de la NP, este debe interpretarse con 

cuidado, dado que cambios en el tamaño o estado de agregación de la solución coloidal 

pueden tener el mismo efecto 51.  
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Dispersión dinámica de luz (DLS) 

 

De entre las técnicas para determinar el tamaño de partícula de una solución coloidal, la 

medida por dispersión de luz (Dynamic Light Scattering, DLS) es una de las más empleadas. 

La técnica extrapola los tamaños de partículas a partir de la determinación de los 

coeficientes de difusión que surgen como resultado del movimiento browniano 164. Para la 

técnica, el diámetro de partícula o diámetro hidrodinámico (dh) se refiere al diámetro de 

una esfera que difunde a la misma velocidad que la partícula medida, es decir que asume 

que todas las partículas son esféricas y que los agregados se comportan como una sola 

partícula de mayor tamaño. La determinación se fundamenta en que cuando la luz 

atraviesa una solución coloidal, parte de los rayos siguen su trayectoria normal, mientras 

que otra se desvía dispersándose en todas direcciones, dependiendo de la posición relativa 

de cada partícula en ese instante. Es por ello que el equipo de DLS incorpora un fotodetector 

en un ángulo de 90° con respecto al haz incidente de manera de detectar las variaciones de 

intensidad en la luz dispersada 165.  

El cambio de intensidad que llega al detector es totalmente al azar (la intensidad puede 

aumentar o disminuir), sin embargo, la magnitud del cambio respecto al tiempo depende 

del coeficiente de difusión, y por tanto del tamaño de partícula. En consecuencia, existe una 

correlación entre la intensidad medida en un instante y la medida en el instante siguiente, 

que en términos matemáticos se expresa mediante una función de autocorrelación (G(τ)). 

Esta compara la intensidad al tiempo t, consigo misma un instante después (t+τ) (Figura 

15).  
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Figura 15. Esquema del principio de funcionamiento del DLS. El fotodetector ubicado a 90° respecto al haz 

incidente capta las fluctuaciones aleatorias en la intensidad de la luz dispersada. La función de 

autocorrelación g(τ) compara estas fluctuaciones a instantes de tiempo cortos (τ). Al inicio la correlación es 

alta, y decae en dependencia con el tamaño de partícula para valores de τ grandes.  

 

Al inicio la función toma su valor máximo (dado que las intensidades son iguales) y 

disminuye hasta llegar a 0 para intervalos de tiempo grandes (dado que el valor de 

intensidades ya es completamente aleatorio) (Figura 15).   

 

Experimentalmente se observa que G(τ) tiene una caída exponencial con el tiempo 

dependiente del valor del coeficiente de difusión (D) de las partículas según:  

 

𝐺(τ) = 𝐴[1 + 𝐵(𝑔(τ)2)]                                              (𝑒𝑐. 13) 

𝑔(τ) = exp(−𝐷𝑞2τ)                                                  (𝑒𝑐. 14) 
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donde A y B son constantes que representan la línea de base y factores instrumentales, y 

g(τ) representa el término exponencial, que incluye el factor 𝑞 =
4𝜋0

𝜆0
𝑠𝑒𝑛(𝜃

2⁄ ) , donde θ es 

el ángulo entre la radiación incidente sobre la muestra y la luz dispersada, y D el coeficiente 

de difusión.  

Las partículas pequeñas, que se mueven rápidamente, harán que la caída exponencial sea 

pronunciada, mientras que, para partículas grandes, de movimiento lento, la caída será 

menos pronunciada (Figura 16) 165,166. A partir de g(τ) para partículas monodispersas se 

puede entonces obtener el coeficiente de difusión medio (D) y, mediante la ecuación de 

Einstein-Stokes, derivar el tamaño de partícula (r):  

 

𝐷 =
𝑅𝑇

𝑁𝐴
 

1

6𝜋𝜂𝑟
                                                          (𝑒𝑐. 15) 

 

donde R es la constante universal de los gases, T es la temperatura absoluta, NA es el 

número de Avogadro, 𝜂 la viscosidad y r el radio de las partículas 167. 

Para muestras polidispersas, tales como mezclas de partículas de muy distinto tamaño, g(τ) 

queda definida por una combinación lineal de funciones exponenciales, que permite 

obtener un resultado aproximado de la función de autocorrelación e inferir la distribución 

de tamaños de la población. Esta aproximación conlleva un error asociado, el cual trata de 

minimizarse mediante diferentes algoritmos. El algoritmo de cumulantes es el más simple y 

utilizado, y se basa en el ajuste de la función de autocorrelación a un desarrollo de Taylor 

168. En la norma ISO 22412:2017 se establece como el método más adecuado para determinar 

el diámetro hidrodinámico de partículas, sin embargo, no permite diferenciar 

distribuciones de tamaño, sino que calcula un diámetro promedio de todas las poblaciones 

existentes (diámetro medio, dhmed) 169. 
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Figura 16. Esquema de la función de autocorrelación para una solución de partículas pequeñas y grandes.   

 

Una idea de la distribución de tamaños se puede obtener a partir del índice de polidispersión 

(PI) que se relaciona con el ancho de la distribución de tamaño poblacional. El algoritmo 

CONTIN, utiliza la transformada inversa de Laplace. Este tratamiento matemático se lleva 

a cabo por métodos numéricos, y logra diferenciar diferentes poblaciones de partículas, 

pero como contraparte requiere de una gran cantidad de valores para lograr minimizar el 

error, dado que la presencia de ruido hace que existan más de una posible solución 

matemática. Otro algoritmo empleado es el algoritmo NNLS (Non-Negative Least Squares), 

que se basa en minimizar de forma iterativa los coeficientes de ajuste para determinar g(τ), 
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imponiendo además la restricción de considerar solo valores positivos en el ajuste (dado 

que son los que tienen sentido físico). Esto minimiza la cantidad de soluciones posibles. En 

la práctica, para obtener un buen ajuste de resultados se utilizan ambos métodos (CONTIN 

y NNLS) dependiendo de la muestra. En general se sugiere utilizar el primero para 

muestras polidispersas con distribuciones monomodales y el segundo para distribuciones 

multimodales168,170.  

 

Gráficos de distribución 

 

A partir de los algoritmos mencionados, se puede obtener la distribución de tamaño de 

partículas, que se representa en un gráfico de intensidad vs. diámetro. La capacidad de la 

técnica de distinguir poblaciones de partículas de diferentes tamaños solo es posible para 

poblaciones bien diferenciadas, donde sea posible definir curvas de ajuste tipo logNormal. 

Dado que el valor en sí de intensidad es mayor para partículas grandes, por dispersar más 

cantidad de luz, la determinación de la población mayoritaria de partículas debe incorporar 

una corrección de la intensidad ponderada por tamaño, incorporando las ecuaciones de 

Mie y propiedades ópticas de las partículas como el índice de refracción. Como resultado 

de esta ponderación se obtiene un gráfico de número vs. diámetro, que para poblaciones 

monodispersas debería coincidir con el de intensidad. Adicionalmente, se puede expresar 

la distribución de tamaños mediante volumen o superficie, cuyas determinaciones también 

requieren conocimiento previo de propiedades ópticas de las nanopartículas, y asume que 

todas tienen la misma densidad y forma esférica 165. Es importante señalar que para 

poblaciones polidispersas las gráficas de intensidad vs. diámetro y de número vs. diámetro 

son muy diferentes, y brindan información complementaria. Mientras que las primeras son 

extremadamente sensibles para la detección de agregados o de partículas grandes, no 
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reflejan la proporción de agregados que realmente existe en una solución. 

 

Como consideraciones generales a la hora de utilizar la técnica, la presencia de polvo es el 

principal enemigo, por lo que las soluciones a medir deben ser filtradas. Se sugiere emplear 

filtros de tamaño de al menos un orden superior al diámetro de la población de partículas 

a analizar. Si bien los cambios en la intensidad medidos no dependen de la concentración 

de partículas, se sugiere trabajar a valores de conteo de entre 100 kcps a 300 kcps. Muestras 

muy diluidas necesitarán mayor tiempo de medida, mientras que muy concentradas 

pueden acarrear efectos no deseados de interferencia en el movimiento que por lo general 

conllevan a medidas de poblaciones con tamaño aparente superior.  Finalmente, la muestra 

debe ser translúcida y no absorber o fluorescer a la longitud de onda del láser 169.  

Teniendo en cuenta estas consideraciones, la utilidad de la información obtenida por DLS 

dependerá de la naturaleza de la muestra. Para muestras monodispersas (bajo PI, < 0.2) 

conteniendo una única población de partículas, el valor del diámetro hidrodinámico 

constituye un insumo muy importante a la hora de evaluar eventos de modificación de la 

superficie de las NPs. Si la molécula a inmovilizar tiene un tamaño apreciable, el evento de 

unión puede ser monitorizado por DLS 109. Por ejemplo, Mishra et al. midiendo el aumento 

en el diámetro hidrodinámico en función de la concentración de diferentes proteínas, 

determinaron algunos parámetros de unión, así como la formación de multicapas proteicas 

sobre AuNPs de diferente diámetro 121. Para el caso de poblaciones muy polidispersas (alto 

PI, > 0.2), o con más de una población de NPs se debería recurrir a los diámetros derivados 

de los gráficos de número. Sin embargo, para construir estos gráficos, se debe contar con 

los valores de índice de refracción de las NPs modificadas, lo cual no siempre es posible. 

Por ello en este caso, en lugar del valor absoluto de diámetro hidrodinámico, una medida 

más adecuada sería la magnitud de cambio en el diámetro (∆dh).  
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Claro está, las conclusiones anteriores dependerán de la ausencia de agregados, los cuales 

pueden apantallar la detección de partículas pequeñas. En relación a esto, y por el hecho 

de que las partículas grandes dispersan más luz, el DLS permite la evaluación de la 

formación temprana de agregados, incluso antes de que sean detectables mediante 

espectroscopía UV/VIS 51.  

 

Potencial Z 

 

El potencial-ζ (definido anteriormente) se determina de forma indirecta, mediante la 

inferencia de la movilidad electroforética (UE) de una partícula en presencia de un campo 

eléctrico (E) a partir de calcular su velocidad electroforética (νE). Los analizadores de 

potencial-ζ más populares se basan en la dispersión de luz láser, ya sea electroforética (ELS, 

Electrophoretic Light Scattering) o por análisis de fase (PALS, Phase Analysis Light Scattering). 

En la aproximación ELS (empleada en la mayoría de los equipos de la marca Brookhaven), 

la velocidad electroforética se determina a partir del cambio en la frecuencia Doppler de la 

luz dispersada, y se obtiene UE según la ecuación: 

 

𝑣𝐸 =  𝑈𝐸𝐸                                                                   (𝑒𝑐. 16) 

 

Esto es posible dado que, ante un campo eléctrico, las partículas se mueven como una 

unidad, acompañadas de sus iones más estrechamente unidos. La ecuación que relaciona 

el potencial-ζ y la movilidad electroforética es:  

 

𝑈𝐸 =
2𝜀𝑧𝑓(𝐾𝑎)

3𝜌𝜂
                                                                (𝑒𝑐. 17) 
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siendo UE la movilidad electroforética, z el potencial-ζ, ε la constante dieléctrica del medio, 

η la viscosidad, ρ la densidad de la partícula y ƒ(Ka) la función de Henry (que usualmente 

vale 1 o 1.5). El valor de η y ε dependen del solvente empleado, mientras que UE se 

determina a partir de las medidas de luz dispersada (como en DLS) 22,171. El valor de la 

función de Henry depende del tamaño de partícula, y la concentración salina del solvente 

y se determina teóricamente. Por ello es que existen dos métodos principales para la 

determinación del potencial-ζ: el método de Hückel y el de Smoluchowski. El primero se 

usa para partículas pequeñas y/o solventes no acuosos o de muy baja concentración salina, 

y básicamente aproxima la función de Henry a 1. El segundo se emplea para partículas 

mayores a 200 nm y/o concentraciones salinas superiores a 10 mM, que generan una doble 

capa electroquímica estrecha. En este caso la función de Henry se aproxima a un valor de 

1.5 25.  

 

Estudio de la estabilidad coloidal 

 

El análisis de la estabilidad coloidal constituye una estrategia experimental que permite no 

solo caracterizar una solución coloidal de NPs, sino que también permite evidenciar el 

intercambio de ligandos, siempre que este ocasione un aumento en la estabilidad 172. Como 

se explicó anteriormente, para el caso de NPs metálicas, uno de los procedimientos 

desestabilizantes más comunes es el aumento de fuerza iónica de la solución por el 

agregado de sales. En este caso el estudio se realiza mediante el incremento de 

concentración salina (típicamente con NaCl, NaNO3 o KCl) sobre la solución de NPs y se 

evalúa la formación de agregados sea mediante UV/VIS o por cambios en el dh determinado 

por DLS. Para el caso de UV/VIS se puede seguir tanto la disminución de absorbancia a 

λLSPR, el cambio en la posición del plasmón (ΔλLSPR) o si la formación de agregados genera 
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una señal de absorción en una región del espectro se puede evaluar la relación 

Abs(λLSPR)/Abs(λagr). Para el caso de AuNPs obtenidas mediante el método de Turkevich, 

esto se puede seguir por ejemplo midiendo la disminución de la absorbancia a ≈ 520 nm, o 

la relación Abs520/Abs650. Este ensayo permite obtener curvas de tipo sigmoideo, donde la 

caída de la curva da idea de la estabilidad de la solución coloidal. En este caso se puede 

definir la concentración crítica de sal (Ccrit), entendida como aquella que provoca una 

disminución del 50 % en el valor de la propiedad medida (por ejemplo, absorbancia) 

(Figura 17). 

 

 

Figura 17. Ejemplos de curva de estabilidad para AuNPs recubiertas con citrato y un agente con 

estabilización estérica (ej. Proteína). Se muestran los colores observados (esperables) para las soluciones a 

medida que aumenta la concentración de sales. En la sección resultados se muestran curvas obtenidas con 

datos reales. 

 

En otra estrategia experimental, se puede analizar la estabilidad del sistema a concentración 
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fija de sales. Esto permite evaluar de forma rápida la estabilidad de NPs que fueron 

incubadas por ejemplo con diferentes concentraciones de ligando, determinando así la 

concentración a partir de la cual el sistema logra la estabilidad. Se debe tener en cuenta que 

la concentración de sal a trabajar debe ser superior a la Ccrit previamente determinada para 

la solución de NPs previo a la modificación con el nuevo agente de recubrimiento.  

Particularmente para ensayos en medios biológicos es de interés que las NPs sean estables 

a concentraciones salinas ≥ 150 mM 173. 

 

Espectroscopía infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) 

 

La espectroscopía infrarroja constituye una técnica de análisis cualitativo y cuantitativo 

aplicado a lo largo de los años en diferentes disciplinas, desde la industria farmacéutica y 

alimentaria, a la caracterización de materiales. El principio general se basa en la capacidad 

de absorción de luz en la región del infrarrojo por una molécula o estructura química, la 

cual se asocia a movimientos vibracionales característicos de los grupos funcionales 

presentes. Clásicamente esta vibración de los enlaces se ha aproximado a un modelo de 

oscilación de resorte, que vibrará con una frecuencia que se determina mediante la 

ecuación: 

𝜈0 =  
1

2𝜋
√

𝑘

𝜇
                                                              (𝑒𝑐. 18) 

1

𝜇
=  

1

𝑚1
+

1

𝑚2
                                                            (𝑒𝑐. 19) 

 

siendo µ la masa reducida de dos átomos de masa m1 y m2, y k la constante del resorte 

relacionada a la rigidez del enlace 174. 
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Solo algunas vibraciones se producen por la absorción de la luz infrarroja, y en general se 

establece que para que un enlace genere una señal en el infrarrojo el momento dipolar debe 

cambiar durante la vibración. Esto se conoce como “regla de selección” y por tanto la 

interpretación de las señales de absorción dependerá de lo que formalmente se conoce 

como modos normales de vibración 174. Para una molécula diatómica la cantidad de modos 

posibles son dos, siendo uno el que representa el acercamiento de un átomo a otro 

(estrechamiento) y el otro el que representa el movimiento de la molécula fuera del plano 

que contiene sus átomos y el enlace (aleteo o bending en inglés). Para sistemas con más de 

dos átomos la lista de modos posibles se amplía a 3N-6 o 3N-5 para moléculas no lineales y 

lineales respectivamente, pero no todos serán activos según las reglas de selección.  

 

A diferencia de la espectroscopía tradicional, la absorbancia (o transmitancia) de la muestra 

no se obtiene de forma directa, sino que se infiere a partir del análisis de un interferograma 

formado por los haces de luz infrarroja que atraviesan la muestra. Como las muestras 

absorben luz a diferentes longitudes de onda, la forma del interferograma de salida 

contiene la información del espectro de absorción. Para esto se utiliza una función 

matemática que permite calcular la intensidad de luz para cada longitud de onda a partir 

del interferograma, y se conoce como “transformada de Fourier” 175. 

 

Los espectros FTIR suelen representarse como transmitancia (o absorbancia) en función del 

número de onda (ν, cm-1), en lugar de longitud de onda (λ, nm) y su análisis suele dividirse 

en dos partes 174. Por un lado, la región entre 400 a 1200 cm-1, denominada región de “huella 

dactilar”, caracterizada por un gran número de señales, la mayoría producto de modos 

vibracionales acoplados de diferentes grupos funcionales que componen las moléculas 

presentes en la muestra y al esqueleto hidrocarbonado. Dada la gran complejidad, y a que 
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pequeños cambios en los átomos de la molécula se traducen en cambios significativos, los 

patrones de señales de esta región son característicos de cada sustancia y se usan para 

caracterización y/o identificación de compuestos. En la segunda región, por encima de los 

1200 cm-1, las señales observadas brindan información sobre los grupos funcionales 

presentes en las moléculas, que pueden identificarse con ayuda de bases de datos bien 

catalogadas construida con información recabada a partir de diferentes moléculas que 

presentan grupos funcionales similares 174. 

 

Dado que las NPs metálicas en si no presentan señales vibracionales, la utilidad de esta 

técnica radica en la caracterización de las moléculas que recubren la NP. Particularmente 

puede emplearse como primer abordaje para identificar ligandos en procesos de síntesis de 

NPs, o evidenciar procesos de derivatización y conjugación de moléculas a NPs. En algunos 

trabajos se ejemplifica la utilidad de la técnica para caracterizar las moléculas de citrato 

adsorbidas en AuNPs, pudiendo establecerse modos de coordinación de los grupos 

carboxilato de la molécula de citrato con los átomos de oro 34,176,177. En otros se ha empleado 

FTIR para evidenciar y caracterizar formaciones de monocapas autoensambladas sobre 

superficies de AuNPs, o estudiar la interacción con diferentes aminoácidos 178–180. Para el 

caso de biomoléculas, además de observar la presencia de grupos funcionales 

característicos, y confirmar su inmovilización, el FTIR puede emplearse para caracterizar 

cambios estructurales comparando los espectros de la biomolécula pura e inmovilizada. 

Por ejemplo, la información de las bandas amida I y II características de proteínas puede 

emplearse para evaluar posibles cambios en la estructura secundaria que puedan surgir de 

la interacción de la biomolécula con la superficie 67,181,182.  

 

En cuanto a la lo procedimental, se deben realizar algunas consideraciones para el trabajo 
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con NPs. Tradicionalmente el análisis más extendido es en fase sólida, empleando discos o 

pastillas de sales como el bromuro de potasio (KBr) que son transparentes en el infrarrojo. 

Para el caso de NPs en suspensión esto requiere una etapa previa de obtención de un 

producto sólido, que pueda mezclarse con el KBr para la obtención de una pastilla. Esto 

puede lograrse por centrifugación de la suspensión coloidal, con posterior secado mediante 

corriente de N2 o algún gas inerte. La pastilla debe ser fina, y transparente y las partículas 

de sólido a analizar no deben ser muy grandes, de lo contrario generarán un incremento en 

la dispersión de luz. Esto puede ser particularmente difícil de lograr para suspensiones de 

NPs donde el efecto de la centrifugación puede generar formación de agregados. 

Alternativamente se puede analizar la suspensión de NPs en un líquido, en celdas 

desmontables formadas por un soporte y dos ventanas de algún material transparente en 

el infrarrojo (fluoruro de bario, BaF2 o de calcio, CaF2). En este caso la principal dificultad 

radica en preparar soluciones de NPs lo suficientemente diluidas para que la dispersión no 

interfiera, pero al mismo tiempo que la señal de los ligandos unidos sea detectable. 

Adicionalmente se suma la dificultad de trabajar con muestras acuosas donde la propia 

absorción de las moléculas de agua reduce el rango de numero de onda de medida (esto 

puede solventarse trabajando con agua deuterada).  

Sumado a esto, el análisis de ligandos inmovilizados sobre NPs requiere de la previa 

remoción de las moléculas no unidas, las cuales de lo contrario darán señales en el espectro 

al quedar incorporadas a la pastilla de KBr.  

 

Espectroscopía Raman intensificada por superficie (SERS) 

 

La espectroscopia Raman intensificada por superficie (SERS, por sus siglas en inglés, 

Surface-Enhanced Raman Spectroscopy) es una técnica poderosa y versátil que se ha 
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convertido en una herramienta esencial en una variedad de campos científicos y 

aplicaciones, que incluyen la química analítica, la nanotecnología, la bioquímica, la 

investigación de materiales y la detección de contaminantes y biomarcadores. Su capacidad 

para detectar moléculas individuales y proporcionar información química y estructural 

detallada a nivel molecular la convierte en una técnica valiosa para el estudio de sistemas 

complejos y la caracterización de nanoestructuras 183.  

 

Esta técnica combina los principios de la espectroscopia Raman convencional con la 

amplificación de señales proporcionada por nanoestructuras metálicas en la superficie de 

un sustrato. La espectroscopia Raman se basa en el fenómeno de dispersión inelástica de la 

luz (dispersión de Stokes). Cuando un fotón de luz incidente interactúa con una molécula, 

parte de la energía del fotón se transfiere a la molécula en forma de vibraciones 

moleculares. Esto resulta en un cambio en la energía del fotón dispersado, y este cambio es 

medido como un desplazamiento en la longitud de onda de la luz dispersada. Este cambio 

de longitud de onda (Raman shift) está directamente relacionado con las vibraciones 

moleculares de la molécula analizada. La señal Raman (a diferencia de FTIR) es sensible al 

cambio en la polarizabilidad de la molécula, y por eso enlaces homoatómicos pueden dar 

señal Raman. Sin embargo, la intensidad de las señales Raman suele ser débil, por lo que la 

detección de moléculas en concentraciones bajas o en superficies no optimizadas resulta 

desafiante. Es en este contexto es que el efecto SERS entra en juego 184. 

 

La SERS se basa en la capacidad de nanoestructuras metálicas, como nanopartículas de oro 

o plata, nanobastones etc. en aumentar significativamente la señal Raman de las moléculas 

adsorbidas en su superficie. Esta amplificación puede alcanzar factores de mejora de entre 

106-108, lo que permite la detección de moléculas individuales y la realización de análisis 
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altamente sensibles 183–185 (Figura 18). 

 

 

Figura 18. Esquema mostrando las diferencias en intensidad de los espectros Raman y SERS para una misma 

molécula. Las esferas amarillas representan AuNPs. 

 

El origen del efecto SERS no está del todo claro, y coexisten dos interpretaciones. Por un 

lado, la explicación física, radica en que el efecto de resonancia superficial de plasmón 

(LSPR) de algunos nanomateriales genera un campo electromagnético aumentado el cual 

sería el responsable del incremento de señal observado. Para el caso de NPs metálicas, la 

interacción de estas genera un acoplamiento de plasmones, generando “puntos calientes” 
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con campos electromagnéticos particularmente intensos 186. Por otro lado, la explicación 

química propone que el aumento de señal se relaciona con las interacciones entre las 

moléculas adsorbidas y la superficie metálica, lo que altera las energías de transición 

vibracionales de las moléculas y modifica sus espectros Raman 183. 

 

En cualquier caso, la cercanía de la molécula es necesaria (< 5 nm), por lo que la técnica 

resulta particularmente útil para evaluar moléculas inmovilizadas sobre la superficie de 

NPs metálicas, haciendo posible caracterizar ligandos de superficie o evidenciar reacciones 

de derivatización 185.  

Uno de los aspectos fascinantes de la SERS es su capacidad para proporcionar información 

química y estructural detallada a nivel molecular. Además, la técnica es no destructiva y se 

puede aplicar en una amplia gama de muestras, desde líquidos y sólidos hasta gases, lo 

que la convierte en una herramienta invaluable en campos tan diversos como la química 

analítica, la nanotecnología, la biología, la ciencia de materiales y la investigación en 

superficies 183. 

A diferencia de FTIR, la preparación de la muestra para espectroscopía SERS (y Raman en 

general) es mínima, y la determinación se puede hacer tanto en muestras sólidas como 

líquidas, ya que no existe interferencia de las moléculas de agua, siendo una técnica no 

destructiva para la muestra.  

Además, particularmente para el caso de las NPs metálicas (que generan efecto SERS), la 

separación del ligando libre previo a la medida no es estrictamente necesaria, debido a que 

comparativamente las señales Raman que se pudieran originar de estas moléculas en 

solución son muy débiles comparadas a las de las moléculas inmovilizadas.  

Desventajas con respecto a FTIR son que algunas señales características presentes en FTIR 

no son observadas en Raman (ej. banda amida I de proteínas), y se generarán efectos de 
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interferencia si la molécula de estudio es capaz de fluorescer en longitudes de onda 

cercanas a la del láser del equipo 187.  

 

Análisis electroquímico: voltamperometría cíclica (VC) 

El uso de NPs metálicas como elementos electrocatalíticos o de modificación de superficies 

de electrodos se ha investigado en innumerables trabajos 188. En general los efectos 

observados se asocian a la mejora en las propiedades electrónicas de la superficie. Sin 

embargo, el uso de técnicas electroquímicas para caracterización de NPs y sus 

modificaciones no es tan ampliamente usado. El concepto detrás de esto es simple, dado 

que las NPs modifican las propiedades de la interface electrodo-solución, la deposición de 

NPs que tengan diferentes agentes de recubrimiento, deberá provocar cambios 

diferenciales en las propiedades de la interface. Es así que mediante la deposición de NPs 

sobre la superficie de un electrodo y agregando una especie electroactiva, se puede 

interrogar a la superficie del electrodo y obtener parámetros como el área real o la constante 

de velocidad heterogénea de transferencia electrónica (k0). Como especies electroactivas, se 

emplean moléculas cuya naturaleza química no limite la información que se obtiene de la 

interface, entre ellas una de las más usadas es la cupla ferricianuro/ferrocianuro ([Fe(CN)6]4-

/[Fe(CN)6]3-) 189.  

De entre las técnicas electroanalíticas más simples, se encuentra la voltamperometría cíclica 

(VC), la cual consiste en un barrido de potenciales en ambos sentidos (anódico, catódico) 

registrándose al mismo tiempo la intensidad de corriente, cuyos picos de intensidad 

corresponden a procesos de electro-reducción y/o electro-oxidación de la especie 

electroactiva que se superpone sobre una corriente capacitiva aproximadamente constante. 

El barrido puede repetirse n veces, de ahí la calificación de cíclica 190,191. A partir de los 

voltamperogramas, puede obtenerse el valor de potencial de pico (Ep, catódico y anódico), 
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de cuya diferencia (ΔEp) puede estimarse el valor de k0. Para sistemas cuasi-reversibles (en 

los que se pueden detectar ambos picos voltamperométricos) se puede seguir el método de 

Nicholson para estimar k0, a partir del parámetro de Matsuda (Ψ) según la ecuación: 

 

𝜓 = 𝑘0 (
𝜋𝐷𝑛𝐹𝑣

𝑅𝑇
)

−
1
2

                                                    (𝑒𝑐.  20) 

 

donde n corresponde al número de electrones intercambiados, F la constante de Faraday y 

ν corresponde a la velocidad de barrido de potencial. El parámetro de Matsuda puede 

obtenerse a partir de ΔEp (hasta valores de ≈ 200 mV) empleando el ajuste lineal propuesto 

por Lavagnini et al. 192:  

𝜓 =  
−0.6288 + 0.0021𝑛Δ𝐸𝑝

1 − 0.017𝑛Δ𝐸𝑝
                                             (𝑒𝑐. 21) 

 

 

Figura 18. Voltamperograma representativo para AuNPs modificadas y sin modificar. Se representa la 

obtención del parámetro ΔEp y se un esquema del proceso redox en la interface.  
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En términos generales, el valor de k0 para especies en la cercanía del electrodo dependerá 

de la cantidad de sitios activos disponibles para el intercambio electrónico. Dado que estos 

varían en función del grado de modificación de las NPs, la determinación de k0 aporta 

información sobre la presencia del agente de recubrimiento 190,191. Cuando el agente de 

recubrimiento entorpece la transferencia electrónica, se observará una disminución de la 

constante de velocidad heterogénea. 

 

Cromatografía de exclusión molecular (SEC) y Electroforesis 

 

La cromatografía de exclusión (SEC) y electroforesis son técnicas bioquímicas empleadas 

para la separación y estudio de biomoléculas. La separación se basa en las propiedades de 

tamaño y forma (cromatografía) o tamaño, forma y carga (electroforesis) de las 

biomoléculas; dado que las NPs se encuentran a una escala de tamaño similar al de las 

grandes biomoléculas, es que surge la aplicabilidad de ambas técnicas al estudio de NPs 193.  

La SEC se basa en la separación por tamaño y forma, más precisamente el parámetro que 

influye en la separación es el dh de la NP. Eligiendo fases estacionarias de tamaño de poro 

adecuado, se puede lograr entonces la exclusión de NPs grandes y lograr así la separación, 

por ejemplo, de restos de ligando libre o remanentes de reactivos de síntesis. Como técnica 

separativa para NPs, presenta la ventaja de ser menos “agresiva” en comparación con la 

centrifugación, dado que no propicia el acercamiento de las NPs (y por tanto el riesgo de 

formación de agregados es menor). Además, puede emplearse como técnica de 

modificación de la fase en la que las NPs se encuentran resuspendidas. Adicionalmente a 

la elección de una fase estacionaria con un tamaño de poro adecuado, la misma no debe 

presentar interacción con las NPs (directamente o a través de su agente de recubrimiento) 

y la fase móvil empleada debe ser inerte y no promover la desestabilización del sistema 
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coloidal 194.  

El uso de SEC como técnica separativa ha sido empleado en varios trabajos, con NPs 

poliméricas, metálicas e incluso en la separación de mezclas de NPs esféricas y 

nanobastones 195,196.  

Dado que la modificación de la NP puede modificar el valor de dh, SEC también puede ser 

usado para la evaluación de la inmovilización de moléculas en NPs, particularmente 

cuando se trata de moléculas de alto peso molecular, como lo son las biomoléculas. En este 

caso cambios en los perfiles de elusión, pueden caracterizarse mediante el volumen de 

elusión (Ve) o los tiempos de retención (tr) de cada fracción. Si además se cuenta con una 

técnica de cuantificación lo suficientemente sensible, puede determinarse la concentración 

de la molécula a inmovilizar que no quedó inmovilizada y por sustracción cuantificar de 

forma indirecta la cantidad que logró unirse a la superficie de la NP 197.  

 

La movilidad electroforética (UE, ecuación 17) es otra de las propiedades que puede verse 

alterada luego de la inmovilización de una molécula sobre la superficie de una NP. En este 

caso además del efecto que conlleva el cambio en dh, también se suma el cambio de carga 

superficial (potencial-ζ) que puede sufrir la NP luego del evento de modificación. Así, 

mediante la determinación de la relación de frentes (Rf) pueden evaluarse, por ejemplo, 

diferentes concentraciones de agente de recubrimiento 93. Dado que en general las NPs 

metálicas son soluciones coloreadas, no es necesario el uso de agentes de revelado. 

Adicionalmente la electroforesis permite evaluar de forma cualitativa el estado de 

agregación de la solución coloidal, dado que suspensiones de NPs homogéneas en tamaño, 

sin grandes agregados migran en un gel como una banda única, mientras que la presencia 

de NPs de diferente tamaño o agregados ocasionan que no se distingan bandas 

individuales. Normalmente se emplean geles de agarosa o poliacrilamida, los cuales 
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permiten obtener diferentes resoluciones en función de la concentración del gel. En este 

caso es requerido el uso de soluciones buffer de alta fuerza iónica (dado que deben ser 

conductoras) por lo que para NPs recubiertas con agentes lábiles o adsorbidos débilmente 

la agregación puede ser un problema y no podrán ser evaluadas 198,199.  

 

1.7 Aplicaciones bionanalíticas de las AuNPs 

 

El empleo de AuNPs en estrategias analíticas no es nuevo. Por su naturaleza de 

nanomaterial denso en electrones, la primera aplicación de AuNPs como estrategia de 

detección estuvo asociada a la microscopía electrónica. Faulk y Taylor en los años 70 

describieron el primer protocolo de conjugación de un anticuerpo a AuNPs para el estudio 

de la distribución de antígenos sobre la superficie de Salmonella mediante TEM, y años más 

tarde Horisberger y Rosset emplearon la base de este ensayo para la localización de 

polisacáridos y glicoproteínas en levaduras y eritrocitos tanto por TEM como SEM 

(microscopía electrónica de barrido) 200,201. Mas adelante, y dadas las capacidades de 

penetración de las NPs en tejidos, su uso se extendió dentro de las técnicas 

inmunohistoquímicas para marcar estructuras celulares internas y agentes patógenos como 

virus y bacterias. Además, el uso de AuNPs de diferentes tamaños y modificadas con 

diferentes moléculas de reconocimiento permitió la marcación de estructuras en 

simultaneo, en la misma muestra celular 202,203. Recientemente las AuNPs han sido 

empleadas como sondas en microscopía de correlación, la cual combina la microscopía 

electrónica con la basada en luz. Las AuNPs, al ser capaces de visualizarse en ambas 

técnicas, permiten marcar posiciones de eventos de interés a nivel celular, visualizados por 

microscopía óptica, que luego pueden observarse con mayor resolución por TEM 204. Al día 

de hoy la facilidad de síntesis y la disponibilidad comercial de AuNPs modificadas hacen 
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que la inmunomarcación con AuNPs se siga usando ampliamente.  

 

Quizás el uso más extendido de las AuNPs en diagnóstico clínico es la 

inmunocromatografía de flujo lateral (LFIA). El diseño más común es en formato 

“sándwich”, en donde sobre una zona de prueba se forma una línea coloreada, producto de 

la interacción de AuNPs y el soporte sólido (típicamente nitrocelulosa), teniendo como 

mediador al analito de interés. De esta forma, únicamente se forma la línea de prueba 

cuando el analito está presente en concentración suficiente 205. En general, las AuNPs son 

modificadas con algún agente de reconocimiento por el analito de interés, usualmente un 

anticuerpo. La ventaja de las AuNPs es su facilidad de modificación con diversos agentes 

de reconocimiento, y la coloración roja intensa propia del reactivo. La simpleza, rapidez y 

bajo costo, han llevado a que existan muchos test de LFIA basados en AuNPs disponibles 

para detección de múltiples biomarcadores. Entre los más usados se encuentran la 

detección de gonadotropina coriónica humana (hCG) en tests de embarazo, o la detección 

de componentes virales, (ej. tests de antígeno para VIH, Hepatitis B, Hepatitis C o SARS-

CoV2) 206,207. Adicionalmente también existe amplia investigación y aplicación de la LFIA 

en detección de drogas, hormonas, contaminantes alimentarios y ambientales 208. 

 

La propiedad de las AuNPs más interesante a explotar en cuanto a posibilidades analíticas 

es el efecto de acoplamiento de plasmones. Como se mencionó anteriormente, cuando dos 

AuNPs interaccionan a cierta distancia, se produce un acoplamiento de los plasmones 

superficiales, que se traduce en un cambio espectral, que macroscópicamente se observa 

como un cambio de color de la solución pasando del rojo al azul. También puede darse una 

coloración violeta dependiendo del grado de cercanía y/o el porcentaje de AuNPs que 

logran acercarse al punto de acoplar sus plasmones. La gracia de los métodos de detección 
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colorimétricos basados en AuNPs es entonces que el analito de interés genere el 

acercamiento de las NPs, con el consecuente cambio de color. La ventaja de esta estrategia 

es que, en ciertas condiciones, la magnitud del cambio espectral (corrimiento hacia el rojo) 

puede ser empleada con fines cuantitativos (Figura 19).  

 

 

Figura 19. Esquema representando dos de las estrategias más usadas en sistemas colorimétricos de 

detección con AuNPs: agregación inducida por el analito (izquierda; cambio de rojo a azul) o 

desagregación inducida por el analito (derecha; cambio de azul a rojo). 

 

En los 80s Leuvering et al. fueron los primeros en plantear esta metodología de análisis y 

la aplicaron a la detección de hCG en orina 209. Brevemente prepararon AuNPs (d = 50 nm) 

modificadas con dos anticuerpos anti-hCG monoclonales distintos. Ante la presencia de la 

hCG en las muestras, la agregación de AuNPs ocasiona una disminución de la absorbancia 

a 540 nm (λLSPR para estas AuNPs) que demostró correlacionarse con la concentración. 

Adicionalmente la positividad pudo ser evaluada a “ojo-desnudo” mediante los cambios 

de color de la solución, lo que llevó a que el método se comercializara por la empresa 
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Chefaro Company (Netherlands) bajo el nombre Discretest™, como uno de los primeros test 

no hospitalarios (descentralizados) de embarazo 210,211.  

 

En una estrategia similar Liu et al. desarrollaron un sensor colorimétrico para detección de 

virus de influenza A empleando AuNPs anti-hemaglutinina, alcanzando límites de 

detección cercanos a 8 unidades de hemoaglutinación 212.  

Mirkin et al. introdujeron las estrategias de detección basadas en ácidos nucleicos 213. A 

grandes rasgos se dividen en dos tipos, la primera se basa en la agregación por hibridación 

ante la presencia de una secuencia blanco (el analito). Esta estrategia requiere contar con 

dos sets de AuNPs, sobre las cuales se han inmovilizado de forma covalente (en general vía 

enlace S-Au) secuencias de ADN complementarias a los extremos de la secuencia blanco, 

de forma que ambas AuNPs puedan hibridar con el ADN blanco, y así agregarse. Ejemplos 

de esta estrategia se encuentran para determinación de ADN de Micobacteria, Estafilococo y 

Estreptococo en muestras alimenticios y clínicas 214–216.  La segunda estrategia hace uso de la 

alta capacidad estabilizante que presentan las cadenas simple hebra de ADN sobre las 

AuNPs. En este caso cadenas complementarias a la secuencia blanco se adsorben sobre las 

AuNPs, y en presencia de su secuencia complementaria libre, se desorben dejando a las 

AuNPs sin agente protector, provocando así agregados luego del incremento de fuerza 

iónica de la solución.  Ejemplos de esta estrategia se encuentran para la detección de virus 

de la Hepatitis C, SARS-CoV-2, pesticidas y metales pesados 211,217,218.  

En general, estas estrategias dependen fuertemente de la cantidad de material genético del 

patógeno a detectar en la muestra, por lo que actualmente se trabaja en acoplar estos 

sistemas a reacciones de amplificación.  

En general, la mayoría de trabajos emplean la estrategia de la agregación. Sin embargo, en 

algunas ocasiones en la que las que la agregación es reversible, se puede usar el cambio de 
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color inverso (azul al rojo). A modo de ejemplo, induciendo la agregación de AuNPs de 

carga negativa, mediada por el policatión poli(dialildimetilamonio) (PDDA), se ha 

desarrollado un sensor de heparina. En presencia de heparina y dado su carácter de 

polianión, se produce la interacción entre ésta y el PDDA, desensamblando el agregado 219.  

Las estrategias anteriores resumen las bases de las estrategias empleadas por análisis 

colorimétrico empleando AuNPs. A partir de aquí, se pueden encontrar estrategias tan 

complejas como creativas, que no pretenden ser abarcadas en este punto. Sin embargo, y a 

pesar de lo intrincado que pueden resultar los mecanismos subyacentes de estas estrategias, 

en búsqueda de mejoras en los límites de detección y sensibilidad, no muchos sensores 

colorimétricos encuentran un lugar en el mercado. Esto obedece principalmente a dos 

razones. La primera es la complejidad de las muestras reales en donde particularmente 

para las AuNPs la agregación por fuerza iónica es un enemigo a considerar (sobre todo en 

muestras biológicas). La segunda desventaja, radica en que la agregación inducida por el 

analito no siempre se da, o no siempre es evidenciable por espectrofotometría o cambios 

colorimétricos, lo que limita la sensibilidad de la técnica.  

Para lo primero, la única solución posible es el agregado de agentes estabilizantes 

(polímeros, proteínas, moléculas conteniendo grupos tiol), en especial aquellos que brindan 

una estabilización estérica, y que, en el mejor de los casos, también cumplen la función de 

reconocimiento. Esto requiere además de una caracterización exhaustiva del sistema 

coloidal, previo a su uso en muestras reales, de cara a evitar resultados falso-positivos.  

En cuanto a la sensibilidad, se pueden explotar otras propiedades de las AuNPs. Por 

ejemplo, la técnica de DLS es capaz de detectar la formación de agregados en etapas 

tempranas, lo que permite su evidencia antes de que se produzcan cambios espectrales (o 

incluso aunque no se generen). Por ejemplo, Alenichev et al., reportaron buenos resultados 

en la detección de infecciones por Aspergillus spp., empleando AuNPs conjugadas a 



  

97  

anticuerpo anti-galactomananos, y detección basada en cambio en dh y aumento de la 

intensidad de luz dispersada 220. Dentro de las técnicas espectroscópicas el efecto SERS, 

mencionado anteriormente, ha sido abordado en varias publicaciones, acoplando a la 

superficie de AuNPs modificadas con anticuerpos, sondas SERS, de forma que la AuNP 

actúa como un amplificador de señal 221,222. En otros sistemas, las AuNPs son empeladas 

como reporteras de un evento de bioreconocimiento mediante cambios por el aumento de 

masa en sensores de tipo piezoeléctricos, por señales electroquímicas/electrocatalíticas 

propias de las NPs, o aumento de sensibilidad en biosensores basados en resonancia 

superficial de plasmón, como el caso de la plataforma comercial BiaCore 52,188,221,223. 

En otro tipo de abordajes, AuNPs modificadas con diferentes organotioles se emplearon 

para la detección de especies volátiles, identificadas como biomarcadores de cáncer de 

pulmón, presentes en el aire exhalado. La detección en este caso se llevó a cabo registrando 

el cambio en la resistencia eléctrica de las AuNPs, la cual varía en función del tipo y 

concentración del compuesto adsorbido sobre su superficie. Con esta metodología Gang y 

Tisch pudieron discriminar, a partir de 4 compuestos presentes en muestras de aire 

pulmonar, entre pacientes con y sin cáncer pulmonar desarrollado 224. 

 

En este trabajo, y por ser de interés para nuestro grupo de investigación, se pretende aplicar 

las AuNPs bioconjugadas a proteína en estrategias de identificación de vesículas 

extracelulares (EVs), por microscopía electrónica de transmisión y su detección en ensayos 

colorimétricos.  
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1.8 Generalidades de exosomas y otras vesículas extracelulares (EVs). 
 

Desde hace años se conoce que las células animales son capaces de secretar vesículas 

rodeadas de membrana al medio extracelular, pero durante muchos años estás vesículas se 

racionalizaron como un mecanismo de excreción de desechos celulares. Hoy en día se sabe 

que, además, las vesículas extracelulares juegan roles claves en la comunicación célula-

célula a distancia y están fuertemente implicadas en el cáncer. Mediante la secreción de 

vesículas, las células son capaces de transferir a otras células juegos específicos de lípidos, 

proteínas y ácidos nucleicos. Un ejemplo paradigmático constituye la transferencia de la 

proteína mutante truncada del receptor de EGF (EGFRvIII) mediante vesículas 

extracelulares, lo que permite a las células de tumores nerviosos muy agresivos (gliomas) 

transferir el factor que confiere la “malignidad” a células no mutadas 225.   

Con fines prácticos, las EVs se han clasificado según su tamaño y mecanismos de biogénesis 

en: exosomas, microvesículas y cuerpos apoptóticos 226.  Las microvesículas se producen 

por protrusión hacia el exterior de la membrana plasmática, y la consecuente liberación de 

vesículas cuyo tamaño oscila entre los 100nm-1µm. Su secreción por lo general es baja, 

salvo en células activadas como las plaquetas o en células tumorales 227,228. Por el contrario, 

el mecanismo de biogénesis de los exosomas deriva a partir de las partículas intraluminales 

que conforman los endosomas tardíos, o cuerpos multivesiculares. Cuando los cuerpos 

multivesiculares se fusionan con la membrana plasmática liberan su contenido hacia el 

exterior. A las pequeñas vesículas liberadas, se las denomina exosomas. Tienen un tamaño 

de 30 nm-150 nm y poseen una serie de proteínas características (ej. ALIX, TSG101, CD63, 

CD9, CD81, etc., dependiendo en parte del tipo celular). Están presentes en fluidos del 

cuerpo humano, incluida la sangre 229. También están presentes en saliva, orina y líquido 

cefalorraquídeo. A su vez, por lo general, la secreción de exosomas es constitutiva para la 
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mayoría de las células, aunque puede incrementarse en respuesta a la activación celular o 

el estrés celular 228.  

 

Exosomas: su implicancia en el cáncer y vehículos de transmisión del material genético 

regulatorio 

 

Las células tumorales, más allá de su origen, suelen secretar grandes cantidades de 

exosomas al medio extracelular y se ha demostrado que poseen función inmuno-

modulatoria. Además, pueden facilitar la invasión y la metástasis, estimular la 

angiogénesis, modular a las células del estroma, remodelar la matriz extracelular, transferir 

proteínas oncogénicas a células asociadas al tumor e incluso participan en los mecanismos 

de resistencia a fármacos 225,230–233.  

Otra relevancia de los exosomas es el rol que poseen en la comunicación celular. Desde 

hace años se conoce que las células son capaces de transferir determinadas proteínas y 

lípidos mediante la secreción de exosomas; considerándose esta vía como un mecanismo 

de comunicación célula-célula a distancia. No obstante, el tema cobró un renovado interés 

cuando se demostró que los exosomas pueden contener ARNs mensajeros y otros ARNs 

reguladores, tales como los microARNs 234. Esto último es especialmente relevante, ya que 

los microARNs son hoy reconocidos como moléculas capaces de regular la expresión de la 

mayoría de los genes de las células animales, actuando a nivel post-transcripcional 235. 

Cuando los exosomas son internalizados por las células receptoras, los ARNs mensajeros 

transferidos pueden ser traducidos a proteínas y los microARNs mantienen su capacidad 

de silenciar genes específicos. Por estas razones, la secreción de vesículas extracelulares es 

aceptada hoy día como un mecanismo mediante el cual las células logran inducir cambios 

fenotípicos en células vecinas o distantes dentro de un mismo organismo. Además de esto, 
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debido a que transportan un conjunto de ARNs, proteínas y lípidos que son característicos 

de las células que le dieron origen, las vesículas extracelulares que circulan por biofluidos 

como sangre u orina son fuertemente estudiadas por su potencial uso diagnóstico. Se 

considera que podrían constituir una importante fuente de biomaracadores de enfermedad 

en biopsias líquidas no invasivas. 

 

Métodos de purificación y aislamiento de EVs.  

 

Se utilizan métodos bioquímicos clásicos como centrifugación diferencial (desecho de 

detritos celulares y cuerpos apoptóticos a 2000g, purificación de microvesículas y otras 

vesículas grandes a 10000-16000g, purificación de exosomas y otras vesículas pequeñas a 

100000g), a lo que se suele agregar pasos de filtración por 0.22 µm. Otras técnicas muy 

utilizadas son la centrifugación en gradientes continuos o discontinuos de sacarosa o 

iodixanol (Optiprep ™) y la inmunocaptura. Si bien estos métodos cuentan con la ventaja 

de que forman parte de metodologías convencionales de laboratorio, son técnicamente 

demandantes, requieren centrifugaciones largas y a altas velocidades (>100000g para 

exosomas), volúmenes de partida grandes, y suelen presentar rendimientos bajos y ser poco 

reproducibles. Además, es difícil escalar estas técnicas para el procesamiento en paralelo 

de un gran número de muestras 236. Últimamente ha cobrado relevancia la cromatografía 

de exclusión molecular (SEC) como técnica de separación dada su sencillez y buenos 

resultados, con alteración mínima de las vesículas obtenidas. Existen columnas 

comerciales, con resinas de tamaño de poro entre 30 y 70 nm, que permiten aislar EVs de 

proteínas libres en muestras de orina o suero, obteniéndose un muy buen balance entre 

pureza, rendimiento y facilidad del proceso de purificación 237,238.  
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Cuantificación y caracterización de EVs 

 

La caracterización básica de EVs se basa en su cuantificación y determinación de tamaños 

de la población. La mayoría de las técnicas se basa en principios físicos (ópticos o 

electrónicos, en general), y no difieren demasiado de otros métodos para cuantificación y 

determinación de tamaños de NPs en general. Es por ello que técnicas como TEM y DLS 

también son usadas en la caracterización de EVs. Adicionalmente, en muchos casos es de 

interés caracterizar la población de EVs en términos de sus marcadores de superficie más 

frecuentes (como CD9, CD81 o CD63) o en términos de marcadores tejido-específicos, dada 

su potencial relevancia como fuente de biomarcadores 239. 

 

A continuación, se exponen brevemente los principios detrás de algunas de las técnicas de 

caracterización de EVs, con énfasis en las técnicas empleadas en este trabajo. Es importante 

también señalar la capacidad de muchas de estas técnicas de cuantificar la concentración 

de EVs dentro de un cierto rango de tamaños, algo que no es posible con técnicas tales como 

TEM y DLS. 

 

Citometría de flujo convencional 

 

La citometría de flujo (FCM) es capaz de caracterizar el tamaño, así como de fenotipar, y en 

cierta medida también cuantificar, las EVs de manera simultánea. A pesar de que el FCM 

es un método sencillo y de uso común en la clínica y presenta una alta capacidad para la 

detección simultánea de varios antígenos de superficie, el análisis preciso de las EVs 

mediante FCM plantea muchos desafíos 240. 

La caracterización del tamaño y cuantificación de las EVs se lleva a cabo en función de la 
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dispersión de luz y la fluorescencia en el FCM. A medida que un flujo de EVs atraviesa un 

haz láser que ilumina las vesículas mientras atraviesan un delgado capilar, pasando de una 

partícula a la vez, se genera una dispersión de luz en todas direcciones. La recolección de 

la luz dispersada en la dirección del haz de luz incidente constituye la señal de dispersión 

hacia adelante (FSC, por sus siglas en inglés), mientras que la luz dispersada recogida en 

dirección perpendicular se manifiesta como la señal de dispersión lateral (SSC, por sus 

siglas en inglés) 241–246. A partir de las intensidades de SSC y FSC, y teoría de Mie mediante, 

se puede obtener el tamaño de las EVs. Esto requiere de una calibración previa del 

citómetro, por lo común realizada con esferas de poliestireno o sílica de tamaño conocidos. 

Sin embargo, el pequeño tamaño de las EVs, así como su bajo índice de refracción (≈ 1.39) 

hacen que la señal de luz dispersada sea muy débil 247,248. Sumado a esto, las diferencias 

entre el índice de refracción de las EVs y los materiales usados para la calibración hacen 

que existan sesgos y diferencias entre diferentes citómetros. Es por ello que en términos 

generales la técnica permite en el mejor de los casos detectar partículas de tamaño superior 

a los 150-200 nm, salvo en el caso de citómetros diseñados específicamente para el estudio 

de EVs.  Además, la distribución de tamaños y concentración observable no es del todo 

confiable, al menos hasta que se encuentren materiales de calibración más adecuados 244,249–

251.  

Adicionalmente, la citometría permite el fenotipado de EVs, empleando anticuerpos 

conjugados a fluoróforos, dirigidos contra proteínas u otros componentes superficiales. 

Nuevamente los resultados dependerán de la sensibilidad del equipo empleado, así como 

del tamaño y nivel de expresión de marcadores de las EVs. Comúnmente la mayoría de las 

poblaciones de EVs presentan tamaños menores a 100 nm, y estas poblaciones generan 

señales de fluorescencia muy débiles en la mayoría de los citómetros convencionales. Por 

tanto, la señal registrada suele estar asociada a un subconjunto de EVs que presentan un 
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mayor tamaño 252,253. En muchos casos se logran mejores resultados, capturando 

previamente las EVs sobre microesferas 254,255. 

El marco MIFlowCyt-EV se ha desarrollado recientemente con el objetivo de mejorar la 

presentación y la confiabilidad de los experimentos de citometría de flujo de EVs 

individuales 256.  

 

Citometría de flujo para nanopartículas (nanoFCM) 
 

Para solventar algunas de las limitaciones de la citometría de flujo convencional, se han 

desarrollado equipamientos específicos que logran resoluciones de diámetro de partícula 

menores. La citometría de flujo de nanopartículas (nanoFCM) logra resoluciones de hasta 

10 nm para nanopartículas metálicas y entre 30 y 40 nm para nanopartículas lipídicas como 

las EVs.   

Las principales diferencias con respecto a la citometría convencional radican en mejoras a 

nivel de la fluídica, tipos de láser y sensibilidad de los detectores 257.  

Estos equipos incorporan focalización hidrodinámica confinando la corriente de 

nanopartículas a volúmenes de muestra pequeños dentro de la celda de flujo. Con flujos de 

menor ancho, mejoran la relación señal-ruido (~ 17 veces) para la señal de fluorescencia 257–

259. La disminución del ancho del flujo, permite el uso de velocidades de flujo menores, lo 

que aumenta el tiempo de tránsito y la intensidad de la luz dispersada 260,261. En cuanto a 

los detectores, los tubos fotomultiplicadores utilizados en la citometría de flujo 

convencional han sido reemplazados por diodos fotodetectores de avalancha de silicio 

(APDs); los APDs, que están hechos de material semiconductor, ofrecen una eficiencia 

cuántica relativamente alta y un bajo ruido electrónico 262. Los APDs se integraron con un 

sistema de multiplexación por división de longitud de onda (WDM), que separa las bandas 
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de colores de la luz sin necesidad de espejos dicroicos (como en la citometría de flujo 

convencional), evitando así pérdidas de señal del 20-50 %. Adicionalmente incorporan 

láseres de longitud de onda corta, (488 y/o 405 nm) que incrementan la intensidad de la luz 

dispersada, fundamentalmente la reflejada en incrementos en la señalen SSC 263.  

Esto permite obtener límites de detección menores, y obtener distribuciones de tamaños 

más certeras, posibilitando mayores sensibilidades en cuanto a la determinación de 

concentración de EVs. Además, la sensibilidad en los detectores de fluorescencia que 

permiten la detección de la señal a nivel de molécula única, hace a la nanoFCM más 

adecuada para la caracterización de marcadores de superficie, sobre todo de aquellos 

expresados en menor cantidad 264,265. Cabe señalar que aún no hay equipos de estas 

características en nuestro país, por lo que las medidas obtenidas con esta técnica fueron 

realizadas en el exterior. 

 

Análisis por seguimiento de nanopartículas (NTA) 
 

Durante mucho tiempo la técnica estándar (y única disponible) que existió para la 

cuantificación y caracterización de NPs fue el análisis de seguimiento de nanopartículas 

(NTA, por su sigla en inglés). El NTA se basa en el análisis del movimiento browniano de 

las NPs en solución, monitoreadas mediante la dispersión de luz al iluminar la muestra con 

un láser. La trayectoria de las partículas en un volumen definido se documenta mediante 

una cámara de video que captura la luz dispersada, lo que permite determinar el coeficiente 

de difusión de cada NP. Luego empleando la ecuación de Stokes-Einstein (ecuación 15) se 

calcula el tamaño de cada partícula rastreada 266,267. La técnica permite el recuento de 

partículas individuales, lo que en relación con el volumen de celda permite determinar la 

concentración de dichas partículas en las muestras.  En general, los equipos comerciales 
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vienen equipados con entre uno y tres láseres (450, 520 y 635 nm), lo que permite 

determinar un amplio rango de tamaños de partículas y materiales. Sin embargo, en el caso 

de EVs, no se han conseguido límites de detección por debajo de los 60-80 nm, y la 

resolución a nivel de tamaños suele ser baja, obteniéndose una envolvente extendida para 

el caso de mezclas de nanopartículas de tamaño similar 268,269. Adicionalmente, y a pesar de 

basarse en el mismo principio físico, se han observado diferencias entre equipos de 

diferentes fabricantes, así como baja precisión en la determinación de la concentración, 

fundamentalmente por la variación de la cantidad de partículas detectadas en cada registro 

de video para réplicas de una misma muestra 270. Algunos equipos de NTA incorporan 

además detectores de fluorescencia, con lo que se puede realizar la identificación específica 

de EVs a través de alguno de sus marcadores de superficie y anticuerpos conjugados a 

fluoróforo.  

 

Sensado de partícula única por imágenes de reflectancia interferométrica (SP-IRIS) 

 

El sensado por reflectancia interferométrica se ha empleado originalmente en la 

determinación de partículas virales en suero o sangre entera, adaptándose posteriormente 

para la caracterización de EVs, en una plataforma conocida bajo el nombre ExoView 

(NanoView Biosciences, Brighton, MA). En esta plataforma, las EVs son capturadas sobre 

la superficie de un sustrato (que consta de una capa de dióxido de silicio sobre un sustrato 

de silicio), sobre el que se ha inmovilizado un arreglo de anticuerpos anti-tetraspaninas 

(anti-CD9, anti-CD81, anti-CD63). 

Para detectar y determinar el tamaño de las nanopartículas, se ilumina la superficie con 

una fuente LED monocromática, y se registra el patrón de interferencia de la luz reflejada. 

La interferencia de la luz reflejada desde la superficie del sensor se modifica por la 
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presencia de partículas, y genera un contraste aumentado con respecto a la señal de fondo, 

lo que produce una señal distintiva que se correlaciona con el tamaño de la partícula (Figura 

20). Estos patrones de interferencia permiten inferir el tamaño de EVs a nivel de partícula 

única, en rangos comprendidos entre 50 y 1000 nm 271,272 (Figura 20).  

Adicionalmente, la plataforma cuenta con detección de fluorescencia en 3 canales, lo que 

permite que las EVs capturadas sean marcadas con anticuerpos conjugados a fluoróforo, y 

de esta forma realizar el fenotipado de marcadores de superficie clásico, mapeados a nivel 

de partículas únicas inmovilizadas.  La información derivada del análisis de fluorescencia 

permite identificar y contar EVs individuales con su correspondiente marca de 

colocalización de marcadores de superficie. Además de esta ventaja en la caracterización a 

nivel de fenotipado con marcadores de superficie, pueden marcarse componentes internos 

luego de la permeabilización y fijado de las EVs capturadas. A pesar de poder contarse EVs 

individuales, la técnica no permite la determinación de la concentración de la muestra, 

debido a la imposibilidad de determinar el volumen de muestra que ingresa al chip. 

Además, no necesariamente la totalidad de las EVs son capturadas. Sin embargo, permite 

comparar el número de EVs conteniendo distintas combinaciones de marcadores de 

superficie en una misma muestra 259,272. Al igual que nanoFCM, este equipo no está 

disponible en nuestro país, y el acceso al mismo se obtuvo a través de una colaboración 

científica con colegas del exterior. 
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Figura 20. A: Esquema del funcionamiento de la plataforma SP-IRIS (ExoView) indicando como se visualiza 

el contraste generado por una NP. B: Imagen de las superficies de captura luego del revelado con diferentes 

anticuerpos conjugados a fluoróforos. Nótese que, del análisis de la gama de colores, puede obtenerse 

información sobre la presencia de marcadores de superficie a nivel de vesícula única. Por ejemplo, una 

partícula amarilla será positiva para los marcadores detectados con un anticuerpo conjugado a un 

fluorocromo verde, y otro anticuerpo conjugado a un fluorocromo rojo. Los distintos paneles de la Figura 

corresponden a zonas con distintos anticuerpos de inmovilización (anti-CD63, anti-CD81 y anti-CD9). En 

todos los casos se utilizaron tres anticuerpos de detección (contra CD63, CD81 y CD9), marcados en verde, 

rojo y azul. Datos propios.  C: Gráfico de variación del contraste en función del diámetro de EVs. Adaptado 

de 271. 
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Sensado de pulsos resistivos acoplado a microfluídica (MRPS) 
 

La técnica de sensado de pulsos resistivos acoplada a microfluídica (MRPS, por si sigla en 

inglés) es un método de detección de partícula única, que permite determinar la 

concentración y distribución de tamaños de nanopartículas en suspensión.  Basa su 

funcionamiento en el mismo principio que un contador Coulter, donde un voltaje es 

aplicado a través de un pequeño poro (de tamaño nanométrico en el caso del MRPS). A 

medida que las nanopartículas transitan a través del poro, la resistividad eléctrica cambia, 

debido a la diferencia de conductividad entre el fluido (normalmente una solución buffer) 

y la nanopartícula. Esta alteración es sensada como un pulso de voltaje, cuya amplitud se 

relaciona con el volumen de partícula y el ancho del pulso (tiempo de tránsito, o transit 

time) se relaciona inversamente con la velocidad de flujo. En conjunto con el registro del 

tiempo de medida, esto permite calcular el volumen de muestra y por tanto la 

concentración de nanopartículas 253,273,274. El nanoporo, los electrodos de registro de voltaje 

y un sistema de prefiltros (de tamaño igual al del nanoporo) se encuentran inmersos en un 

chip de polidimetilsiloxano (PDMS), el cual es un material muy hidrofóbico (ángulo de 

contacto con el agua > 100° 275. Por ello las determinaciones de muestras acuosas deben 

realizarse en presencia de agente humectante, capaz de vencer la tensión superficial, 

típicamente polisorbato 20 (Tween-20) o BSA, aunque esta última suele registrar medidas 

inestables 250. La versión comercial del equipo (Spectradyne, LLC) permite determinaciones 

de nanopartículas > 65 nm, dentro de un rango de concentraciones de 107 a 1011 

partículas/mL 253. Este equipo utiliza un sistema de microfluídica conteniendo bombas que 

ejercen presión para forzar a las nanopartículas a atravesar el nanoporo. Desde 2020, gracias 

a un proyecto CSIC Equipamientos (UdelaR), contamos con un equipo de estas 

características en el Laboratorio de Bioquímica Analítica del Centro de Investigaciones 
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Nucleares (Facultad de Ciencias) 

 

 

Figura 21. Esquema de funcionamiento del equipo MRPS y las señales obtenidas. A: imagen del chip 

contenedor de muestra y sistema de electrodos. B: Esquema del arreglo de electrodos y nanoporo. C: Señal 

de voltaje normalizada de eventos detectados durante 1 s. D: Ampliación de una de las señales marcadas 

en C, indicando la forma y los parámetros determinados en cada señal. La línea punteada corresponde al 

valor del ruido de fondo más 3σ. Modificado de 276 

 

Otras técnicas 
 

Existen además en el mercado kits ELISA, los cuales se basan típicamente en la detección 

de los marcadores de superficie CD63, CD9 o CD81. Productos comerciales: ExoELISA™ 
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kits (System Biosciences), permiten la cuantificación de exosomas sin el requerimiento de 

costoso instrumental, pero a un costo por muestra considerable. Además, esta técnica no es 

compatible con el análisis de rutina hecho fuera del laboratorio.  

 

Atendiendo a este panorama, el desarrollo de estrategias económicas, prácticas, capaces de 

obtener resultados en el momento y en el lugar en el que se extraen las muestras (en lo que 

se conoce como análisis “point-of-care”), constituye una herramienta poderosa y muy útil 

tanto en el campo clínico como en la investigación y en el desarrollo de políticas públicas 

de salud.  

.  
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2. Objetivos 

 

2.1. Objetivos generales 

 

Optimizar los pasos de síntesis, bioconjugación y caracterización de nanopartículas de oro 

(AuNPs) conjugadas a distintas proteínas adaptadoras (inmunoglobulinas, estreptavidina, 

proteína A/G, Spy-catcher), utilizando distintas estrategias de inmovilización, de modo tal de 

obtener una serie de nanopartículas modificadas que ofrezcan gran versatilidad de cara a 

su implementación en futuros ensayos analíticos. Y, recíprocamente, diseñar ensayos 

analíticos capaces de caracterizar en profundidad a estas nanopartículas modificadas. 

 

2.2. Objetivos específicos 
 

a) Sintetizar nanopartículas de oro según el método de Turkevich y caracterizarlas 

mediante diferentes estrategias experimentales clásicas (espectrofotometría UV/VIS, 

microscopía electrónica, dispersión dinámica de luz y determinación de potencial-ζ. 

 

b) Obtener AuNPs modificadas con anticuerpo (Ab) mediante inmovilización 

covalente y adsorción física. 

 

c) Evaluar la utilidad de la evidencia aportada por estrategias experimentales clásicas 

en la caracterización de los conjugados AuNP-Ab. 

 

d) Proponer un conjunto de nuevos abordajes experimentales para caracterizar los 

conjugados AuNP-Ab, entre ellos, estudio de la estabilidad coloidal, evaluación 

electroquímica, movilidad electroforética, cromatografía de exclusión molecular y 

espectroscopía de dispersión Raman intensificada en superficie. 
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e) Sintetizar y caracterizar AuNPs modificadas con proteína A/G o estreptavidina, de 

modo tal de posibilitar el anclaje orientado de anticuerpos no modificados o 

biotinilados, respectivamente. 

 

f) Emplear los conjugados AuNP-anticuerpo en una estrategia de detección 

colorimétrica (cuantitativa) y/o de marcación por microscopía electrónica de 

transmisión, para vesículas extracelulares (EVs) obtenidas de sobrenadante de 

cultivo celular.  

 

g) Cuantificar EVs mediante sensado de pulsos resistivos acoplado a microfluídica 

(MRPS) y citometría de flujo para nanopartículas (nanoFCM) y caracterizar sus 

marcadores de superficie mediante citometría de flujo convencional y la plataforma 

ExoView, comparando estos resultados con los obtenidos por inmunomarcación por 

TEM, utilizando nuestras propias AuNPs modificadas. 

 

h) Evaluar la posibilidad de utilizar ingeniería de proteínas a los efectos de obtener 

nanopartículas unidas de forma covalente y orientada a proteínas de interés. En 

concreto, evaluar la incorporación de una secuencia aminoacídica conteniendo una 

cisteína terminal a la proteína SpyCatcher como estrategia de inmovilización 

covalente (mediante enlace S-Au) de proteínas ingenierizadas, haciendo uso del 

sistema de anclaje SpyCatcher-SpyTag.  
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3. Materiales y Métodos 

3.1 Reactivos y soluciones 
 

Para la síntesis de AuNPs se empleó ác. cloroaúrico (HAuCl4.3H2O, 99.9 %, Sigma-Aldrich), 

y citrato de sodio (Na3C5H6O8, 99 % Carlo Erba). Para el intercambio de ligando se empleó 

ác. 11-mercaptoundecanoico (MUA, 95 %, Sigma-Aldrich), mientras que para la reacción 

de inmovilización covalente 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida hidrocloruro 

(EDC, 98 %, Sigma-Aldrich) y N-hidroxisuccinimida (NHS, 98 %, Sigma-Aldrich) o su 

variante N-hidroxisulfosuccinimida (s-NHS, 98 %, Sigma-Aldrich). 

En los ensayos de estabilidad coloidal en placa se empleó cloruro de sodio NaCl (99 %, 

Anedra) mientras que en el formato titulación se empleó nitrato de sodio (NaNO3, 98 %, 

Sigma-Aldrich). Para las determinaciones electroquímicas se empleó hexacianoferrato(III) 

de potasio (K3Fe(CN)6, > 99 %, Fluka) en concentración 1 mM en KCl 0.1 M (KCl, 99 %, 

MERCK). Para el ajuste de pH se empleó hidróxido de sodio (NaOH, 97 %, Anedra). Las 

determinaciones electroforéticas se realizaron en geles de agarosa (BioReagent, low EEO).  

 

A lo largo de este trabajo se emplearon las siguientes soluciones buffer: 

 

PB (NaH2PO4/ Na2HPO4 5 mM, pH = 7.4) 

PBlow (NaH2PO4/ Na2HPO4 5 mM, NaCl 5 mM, pH = 7.4) 

PBhigh (NaH2PO4/ Na2HPO4 5 mM, NaCl 50 mM, pH = 7.4) 

PBS (NaH2PO4/ Na2HPO4 10 mM, NaCl 150 mM, KCl 2 mM, pH = 7.4) 

TAE (Tris 40 mM, ácido acético 20 mM y EDTA 1 mM, pH 8) 

MES (ác. 2-(N-morfolino)etanosulfónico 5 mM, pH = 5) 

MESlow (ác. 2-(N-morfolino)etanosulfónico 5 mM, NaCl 5 mM pH = 5) 
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Los anticuerpos y proteínas empleados fueron en los ensayos de bioconjugación fueron:  

anticuerpo monoclonal anti-P15 (Ab, ~150 kDa, 200 μg/mL, IgG1 Santa Cruz 

Biotechnology), seroalbúmina bovina (BSA, ~66 kDa, libre de proteasas, > 96 %, Capricorn 

Scientific), estreptavidina (Strp, ~55 kDa, 1 mg/mL, Santa Cruz Biotechnology) y proteína 

recombinante A/G (A/G, ~50 kDa, 30 mg/mL, Thermo Scientific). 

 

Además, se emplearon para ensayos adicionales, anticuerpo monoclonal de ratón anti-P16 

(200 μg/mL, F-12, IgG2aκ, Santa Cruz Biotechnology) y anticuerpo monoclonal de ratón 

anti-CD9 (200 μg/mL, C-4 IgG1κ, Santa Cruz Biotechnology). 

 

En los ensayos con EVs mediante TEM se empleó, anti-CD9 (anticuerpo de ratón anti-

humano CD9, IgG1κ, 500 µg/mL, H19a, BioLegend) y anti-CD81 (anticuerpo de ratón anti-

humano CD81, IgG2b, 500 µg/mL, MAB4615, R&D Systems). Como control negativo se 

empleó anticuerpo anti nucleolina (anti-humano C23, IgG1k, 200 µg/mL, sc-8031, Santa Cruz 

Biotechnology). 

 

Para citometría de flujo se empleó Fc Blocking (Human TruStain FcX™), y anticuerpos 

conjugados a fluoróforo, anti-CD9 (anti-human CD9 Antibody, Biolegend, Nº cat: 312116, 

PE/Cy7) y anti-CD81 (anti-human CD81 Antibody, Beckman Coulter B19717, CD81-Pacific 

Blue, JS64, 0.5 mL, ASR). 

 

Los ensayos con proteínas ingenierizadas involucraron las proteínas SpyCatcher (6000 

µg/mL), SpyCatcherCys(M) (monómero, 570 µg/mL), SpyCatcherCys(D) (dímero, 1400 

µg/mL) y proteína verde fluorescente conjugada a SpyTag (tGFP, 3000 µg/mL). 

 



  

115  

Todas las soluciones se prepararon en agua ultrapura (resistividad de 18.2 MΩ.cm) 

 

3.2 Procedimientos de síntesis 
 

Síntesis de nanopartículas de oro (AuNP) 

 

El material de vidrio empleado en la síntesis y almacenamiento de las AuNPs fue 

previamente tratado con una solución de agua regia (HCl:HNO3 3:1 (v/v)) por 30 min, 

enjuagado posteriormente con abundante agua ultrapura (resistividad > 18.2 MΩ/cm) y 

secado en estufa a 60 °C previo a su uso.  La síntesis de AuNPs se llevó a cabo según el 

método tradicional de Turkevich 36 con modificaciones introducidas por Liu y Lu277. 

Brevemente, en un matraz de dos bocas con fondo redondo se colocaron 50 mL de agua 

ultrapura y 1 mL de una solución de ác. cloroáurico 20 g/L (≈ 50 μmol), se completó el 

sistema con un condensador de agua. Se calentó hasta ebullición y se agregaron 

inmediatamente 5 mL de solución de citrato de sodio 38.8 mM. La solución se continuó 

calentando a reflujo hasta la aparición de un color rojo-bordó intenso y se mantuvo por 10 

min adicionales. La solución de AuNP-cit se dejó enfriar durante 24 hs en la oscuridad antes 

de su caracterización.  

 

Modificación de AuNPs con ác. 11-mercaptoundecanoico (MUA) 

 

La síntesis de nanopartículas de oro recubiertas por MUA (AuNPs-MUA) se llevó a cabo 

mediante el método de intercambio de ligando. Previamente a la síntesis todo el material 

de vidrio fue tratado con una solución 12 M de NaOH durante 1 h, enjuagado 

vigorosamente con agua ultrapura y secado en estufa 278.  En un vial se agregó 1 mL de 

solución de AuNP-cit (11-13 nM) seguido de 20 µL de solución etanólica de ác. 11-

mercaptoundecanoico 500 mM en una relación molar AuNP-cit:MUA, 1:106, y se incubó 
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durante 24 hs a temperatura ambiente (Tamb). Posteriormente se filtró la solución (Whatman 

Anotop, 0.45 µm, celulosa) para remover el exceso de MUA agregado, y se almacenó a 4 °C 

para su posterior análisis.  

 

Inmovilización covalente de anticuerpos (Ab) sobre AuNP-MUA 

 

La unión covalente se llevó a cabo sobre AuNP-MUA usando el abordaje clásico de la 

activación con 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida hidrocloruro (EDC) y N-

hidroxisuccinimida (NHS), o su variante N-hidroxisulfosuccinimida (s-NHS) 70. La 

activación de EDC/NHS se realizó en buffer fosfato de baja fuerza iónica, PBlow. En el Anexo 

1 se detallan los ensayos previos para la selección de la solución buffer para la reacción. 

Antes de la activación superficial con EDC/NHS, las AuNP-MUA se centrifugaron 3X a 

10000 g durante 30 min a 4 °C, descartando el sobrenadante y resuspendiendo en PBlow. 

Posteriormente, se colocaron 400 µL de AuNP-MUA (≈10 nM) en un tubo de polipropileno 

de 1.5 mL, simultáneamente se añadieron 10 µL de EDC y 20 µL de NHS o s-NHS y se 

incubaron durante 5 min a Tamb. Las concentraciones de EDC y NHS/s-NHS ensayadas 

fueron 7.4, 3.7 y 1.85 mM y 14.8, 7.4 y 3.7 mM, respectivamente, manteniendo una relación 

molar fija EDC:NHS:s-NHS(NHS) 2:1. Finalmente, se agregaron 40 µL de Ab 66 µg/mL y 

la mezcla se incubó por 24 hs a 4 °C.  

Para el ajuste de la metodología (en este ensayo y posteriores) se empleó el anticuerpo 

monoclonal anti-P15 y posteriormente el mismo fue sustituido por las diferentes 

proteínas/anticuerpos ensayados en este trabajo. La solución de Ab se preparó en buffer 

fosfato de mayor fuerza iónica, PBhigh. Luego de las 24 hs se analizaron los productos de 

reacción mediante los espectros UV/VIS, movilidad electroforética y DLS.  
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Adsorción no covalente de proteínas en AuNP-MUA y AuNP-cit 

 

Primeramente, se evaluó el efecto de la concentración de Ab y el pH de incubación sobre el 

proceso de adsorción sobre las AuNPs. Para ello se incubaron 10 µL de soluciones de Ab a 

varias concentraciones (33, 66 y 132 µg/mL, en PBhigh) con 100 µL de AuNP-cit o AuNP-

MUA (≈ 10 nM) en una microplaca de 96 pocillos durante 24 hs. El pH se ajustó antes de la 

adición del Ab, mediante la adición de 5 µL de diferentes soluciones buffer de concentración 

100 mM, a saber, buffer fosfato (PB) en el rango de pH de 5.8 a 7.4, buffer borato (BB) para el 

rango 8.0 a 8.6 y buffer carbonato (BC) para el rango de 9.0 a 10.0. Después de la incubación, 

la estabilidad de las nanopartículas modificadas se midió mediante el ensayo de estabilidad 

coloidal en placa (ver procedimientos de caracterización más adelante) adicionando 100 µL 

de solución de NaCl 300 mM, para dar una concentración final de ≈ 150 mM. Se realizó una 

optimización similar con las proteínas seroalbúmina bovina (BSA), estreptavidina (Strp), y 

proteína recombinante A/G.  

Una vez definidas las concentraciones óptimas de proteína, la reacción de bioconjugación 

se escaló mediante la adición de 100 µL de soluciones de proteína (Ab, Strp, BSA, A/G) a 

1000 µL de AuNP-cit o AuNP-MUA (solo con Ab). Siempre que fue posible, el exceso de 

proteínas se removió por centrifugación (3X, 30 min, 10000g, 4°C) y las AuNP-proteína 

fueron resuspendidas en PBS y se caracterizaron mediante varias técnicas, como se muestra 

en el Esquema 1 del Capítulo 1. 
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3.3 Procedimientos de caracterización de AuNPs 

 
Determinación del diámetro de partícula mediante Microscopía Electrónica de 

Transmisión (TEM) 

 

Para la adquisición de imágenes de TEM se depositaron 10 µL de solución de AuNPs (≈ 5 

nM) en una grilla de cobre recubierta con carbono, y se dejó evaporar el solvente durante 

40 min a Tamb. Las imágenes se obtuvieron en un microscopio JEOL, modelo JEM 1010 con 

un voltaje de aceleración de 80 kV (Facultad de Ciencias, UdelaR). Para la determinación 

del diámetro de partícula (dTEM) se analizaron 14 imágenes (magnificación: 100000X) 

mediante el software FIJI, a partir de imágenes binarias obtenidas con la herramienta “Make 

Binary”. Se empleó la herramienta “Analyze Particles” restringiendo la circularidad a un 

valor mínimo de 0.85 279. Fueron contabilizadas y medidas por el software un total de 510 

partículas, a partir de las cuales se construyó el histograma de distribución de tamaños. 

 

Espectroscopía UV/VIS 

 

Para la caracterización mediante espectroscopía UV/VIS se empleó un espectrofotómetro 

Analytika (Alemania) modelo Specord 200. Los espectros fueron registrados con una 

resolución de 0.2 nm a una velocidad de barrido de 10 nm/s, lo que permitió detectar 

cambios en la posición de las bandas de absorción con una precisión de 0.4 nm. Para una 

discusión más detallada de la determinación de estos parámetros ver Figura A1.1 y Tabla 

A1.1 (Anexo 1). En general se realizaron barridos entre 320 y 800 nm para la determinación 

de la posición del máximo de la banda de absorción de resonancia superficial del plasmón 

localizada (λLSPR). Se realizaron diluciones de AuNP-cit y AuNP-MUA en agua ultrapura y 

se determinó el rango lineal de trabajo mediante curvas de calibración a partir de la 
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absorbancia obtenida de los espectros UV/VIS.  

 

Simulaciones espectroscópicas basadas en la Teoría de Mie 

 

Se simuló el espectro de absorción + dispersión (atenuación) de las soluciones de AuNP en 

el rango de 200 a 800 nm mediante el software MiePlot v.4.5.01. Se asumió un sistema 

conteniendo 50 NPs esféricas de oro de 13 nm de diámetro (índice de refracción real = 0.153; 

imaginario = 3.601), empleando la aproximación de Segelstein para simular el entorno 

acuoso 280. Se fijó el grado de dispersión de la población, asumiendo una distribución 

logNormal, con un desvío estándar de 3 nm (valores máximos permitidos por el software).  

 

Determinación del coeficiente de atenuación molar y cálculo de la concentración de 

AuNPs 

 

La determinación de la concentración de AuNP se realizó mediante dos abordajes. En 

primer lugar, considerando partículas esféricas de 13 nm de diámetro (según TEM) se 

determinó el volumen y masa de cada NP. Con base en la cantidad de HAuCl4 utilizado y 

asumiendo su consumo completo (es el reactivo limitante), se determinó el número de 

partículas presentes en el volumen de reacción, a partir de la cual se estimó la 

concentración. A partir de esta concentración, y con el valor de absorbancia en el máximo 

de plasmón (LSPR) se estimó el coeficiente de atenuación molar (𝜀LSPR) 

El segundo procedimiento se realizó en base a los trabajos de Haiss et al. 50. Brevemente, a 

partir de la relación AbsLSPR/Abs450nm y empleando las ecuaciones deducidas en dicho trabajo 

a partir de simulaciones espectroscópicas, se determinó el diámetro de partícula a partir 

del cual en relación a los datos obtenidos por Haiss et al., se determinó el valor de 𝜀450. A 

partir de la absorbancia a 450 nm se estimó la concentración de AuNP y una vez obtenida 
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esta, se calculó el valor de 𝜀LSPR.  

En el Anexo 1, se encuentra un mayor detalle de los cálculos de cada determinación.  

 

Medidas de diámetro hidrodinámico mediante Dispersión Dinámica de Luz (DLS) 

 

Para las determinaciones de DLS se empleó un equipo Brookhaven ZetaPlus 90 (EE.UU) 

equipado con un láser de 659 nm y un correlacionador a un ángulo fijo de 90°. Las 

determinaciones se realizaron en celdas de poliestireno de 1 cm de camino óptico, a 25 °C, 

siguiendo recomendaciones de la norma ISO 22412:2017 (International Organization for 

Standardization). Las soluciones de AuNP fueron diluidas hasta ≈ 1 nM empleando NaCl 1 

mM como electrolito soporte previamente filtrado (filtro de celulosa, 0.2 µm,). La 

evaluación del efecto de la concentración de electrolito soporte se detalla en la Figura A1.5 

del Anexo 1.  Para las medidas se fijó el índice de refracción del medio al valor del índice 

de refracción del agua y el componente real e imaginario del índice de refracción de las 

AuNPs, obtenidos de la literatura 281. Se realizaron 6 ciclos de medida por muestra, cada 

uno de 2 min de duración, y se procesaron los datos mediante el software Particle Solutions 

v. 2.5 mediante el algoritmo CONTIN. Se tomaron los valores de diámetro hidrodinámico 

medio calculado (dhmed), y por número brindado por el software, mientras que el análisis de 

los datos de intensidad se realizó externamente con los datos brutos, ajustando siempre que 

fuera posible a una distribución logNormal para obtener el valor de diámetro hidrodinámico 

de cada población presente (dh).  

 

Determinación del potencial-ζ  

 

Para la determinación del potencial-ζ, se empleó un sistema electródico (SZP-Surface Zeta 

Potential electrode, AQ-1244, Brookhaven, EE.UU) que consiste en dos electrodos de paladio 
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paralelos. Se emplearon para las determinaciones iguales concentraciones de AuNP y 

electrolito soporte que para las medidas de DLS. Para la obtención de un valor de potencial-

ζ se realizaron 10 rondas de medida de 6 ciclos cada una, siendo los datos analizados en el 

software Particle Solutions v. 2.5 mediante el algoritmo de Smoluchowski, reportándose el 

valor de potencial- ζ medio, luego de la eliminar valores de outliers mediante el test-Q de 

Dixon (95 % confianza). El pH de la solución analizada fue registrado luego de cada 

medida.  

 

Análisis mediante espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR) 

 

Para la caracterización de los ligandos presentes sobre la superficie de las AuNPs se empleó 

la técnica de FTIR. Previamente las muestras AuNP-cit y AuNP-MUA fueron sometidas a 

3 ciclos de centrifugación (10000g, 30 min) y lavado con NaCl 5 mM. Finalmente fueron 

resuspendidas en solución de NaCl 5 mM, y se depositaron 10 µL sobre una ventana de 

BaF2 y secados al vacío. Se realizaron 6 ciclos de depósitos/secado antes de cada medida. Se 

adquirieron 50 interferogramas con una resolución de 4 cm-1, las señales fueron apodizadas 

con una función Happ-Genzel y corregidas por humedad y CO2 ambiente empleado el 

software IR-Resolution. Como blanco se empleó la misma ventana de BaF2 antes de su 

modificación, a la humedad y temperatura ambientes.   

 

Análisis mediante espectroscopía Raman intensificada en superficie (SERS) 

 

Para los análisis por espectroscopía Raman se prepararon 500 µL de solución de AuNP 

conjugadas a proteínas. Luego de 24 hs de incubación con la proteína de interés se 

centrifugó a 10000g a 4°C durante 30 min, se retiró el sobrenadante y se resuspendió en 

buffer PBS pH 7.4. Las muestras se conservaron en hielo hasta el momento del análisis en 
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un microscopio Raman confocal WITec alpha300-RA (Polo Tecnológico de Pando, Facultad 

de Química, proyecto EQC-X-2012-1-14, UdelaR). Para la obtención de los espectros se 

depositaron 50 µL de solución de AuNP sobre un soporte de papel aluminio y se iluminó 

con un diodo laser de 785 nm (potencia < 10 mW, a temperatura ambiente).  Los espectros 

SERS se recopilaron en varias rutinas de series temporales, cada una compuesta por 100 

espectros utilizando un tiempo de integración de ~ 0.1 s. Para el procesamiento de los 

espectros SERS se realizó un suavizado mediante el método Savitzky-Golay (10 puntos, 

polinomio grado 2) posteriormente se estimó la línea de base mediante el método 

Asymmetric Least Squares Smoothing (factor de asimetría: 0.00005, límite:0.005, factor de 

suavizado:2, iteraciones:10) para cada espectro, los cuales finalmente se combinaron para 

obtener el espectro promedio de cada muestra.    

 

Ensayo de estabilidad coloidal (Titulación) 

 

La evaluación de la estabilidad coloidal se determinó automáticamente mediante la adición 

de volúmenes crecientes (180 ± 30 μL) de NaNO3 0,3 M a intervalos de 2 min con una bomba 

peristáltica (bomba FIA, Metrohm) a una solución por lotes de 10 mL de AuNPs en 

condiciones de agitación. La solución se bombeó continuamente a una celda de flujo de 

cuarzo de 1 mL dentro del espectrofotómetro. Un microcontrolador activa la adición de 

solución de NaNO3 en intervalos de tiempo preestablecidos, empleando un software 

diseñado por el Dr. Santiago Botasini (Laboratorio de Biomateriales, Facultad de Ciencias, 

UdelaR). Cada 2 min, se registró un barrido espectral entre 350 nm y 900 nm y la 

absorbancia máxima λLSRP (asignada a la presencia de AuNP no agregadas), se corrigió por 

la dilución, se normalizó y se graficó frente a la concentración creciente de NaNO3 de la 

dispersión coloidal. En general se realizaron ensayos por triplicado para cada muestra.  
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Ensayo de estabilidad coloidal en placa 

 

Para el análisis de la estabilidad coloidal en placa, se depositaron 100 µL de solución de 

AuNP (con o sin modificaciones) en una placa de 96 pocillos (fondo plano) y se agregaron 

100 µL de solución de NaCl 300 mM, de manera que la solución final fuera 150 mM en NaCl 

(concentración salina habitual en soluciones biológicas). Se incubó durante 10 min y se 

realizó la lectura espectrofotométrica en lector de placas a 520 nm y 650 nm (Tecan Infinite 

F50). Para la evaluación de la estabilidad coloidal se determinó la relación Abs520/Abs650 en 

función de la concentración de proteína. En algunos ensayos se registraron los espectros 

UV/VIS de las soluciones antes y después del agregado de NaCl entre 320 y 800 nm en un 

lector de placas Varioskan Lux (Thermo Scientific). 

 

Ensayo de movilidad electroforética 

 

Los ensayos de movilidad electroforética se realizaron en un gel de agarosa al 1 % (p/v) en 

buffer TAE. Se sembraron 10-40 µL de la muestra y se realizó la corrida a 100 V durante 5 

min en una cuba electroforética (Cleaver Scientific, sistema multiSUB-mini horizontal). La 

mayoría de imágenes de los geles fueron obtenidas mediante fotodocumentador (Image 

Quant 800) y la distancia de migración relativa (Rf) se determinó en relación a las AuNP-

MUA con el software IC-Measure. 

 

Cromatografía de exclusión molecular (SEC) 

 

Con el fin de analizar y separar las AuNP modificadas con proteínas de las proteínas libres 

y las AuNP no conjugadas, se empleó una columna de cromatografía de exclusión 

molecular preempaquetadas (iZon Science, qEVoriginal, tamaño de poro nominal de 70 
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nm, volumen muerto = 3 mL). Brevemente, la columna se equilibró con 50 mL de buffer 

fosfato (PBlow para AuNP-cit, PBS para las restantes AuNPs) y luego se sembraron 500 µL 

de solución de AuNPs en la parte superior, formando una capa delgada. La elución se llevó 

a cabo en PBS o PBlow. Se recogieron alícuotas de 500 µL hasta un volumen de elución total 

(Ve) de 20 mL, las que se transfirieron a una microplaca de 96 pocillos para su análisis 

espectrofotométrico. Se midieron las absorbancias a 280 nm (BSA) o 520/650 nm (AuNP 

libres) utilizando un espectrofotómetro de doble haz (Analytika Spelec 200) o un lector de 

microplacas (Tecan Infinite F50), respectivamente. Para evaluar el Ve de proteínas libres, se 

empleó una solución de BSA de 3 mg/mL como referencia, según lo reportado por el 

fabricante de la columna. 

 

Estudios electroquímicos 

 

La voltamperometría cíclica (VC) se realizó a Tamb en un sistema electroquímico serigrafiado 

(220AT, DropSens) que consta de una capa circular de oro de 4 mm de diámetro (área 

geométrica 0.126 cm2) como electrodo de trabajo, un anillo de oro truncado como 

contraelectrodo, que se completa con otro anillo que constituye el electrodo de cuasi-

referencia de plata. El potencial se controló con un potenciostato STAT400 DropSens. Las 

soluciones coloidales purificadas se depositaron sobre el electrodo de trabajo y se dejaron 

secar entre cada adición (20 µL, 5 adiciones). Posteriormente, se colocaron 70 μL de una 

solución que contenía el anión hexacianoferrato(III) ([Fe(CN)6]3-) en concentración 1 mM en 

KCl 0.1 M, formando una gota que cubría todo el sistema electrolítico. Después de un paso 

de preacondicionamiento a +0.50 V durante 30 s, el potencial se escaneó a 0.050 V s-1 en 

dirección negativa hasta -0.15 V, finalizando el ciclo en dirección positiva en un valor de 

+0.50 V. La diferencia entre los potenciales de pico de oxidación y de reducción, ΔEp, se 
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anotó para el cálculo de la constante de velocidad heterogénea, ko 282. 

 

Evaluación del pegado de proteínas mediante isotermas de Langmuir 

 

Para el estudio de la inmovilización de las proteínas a las AuNP mediante aproximaciones 

a una isoterma de Langmuir se obtuvieron los espectros UV/VIS de soluciones de AuNP (≈ 

10 nM) en el rango de 400 a 800 nm (resolución: 0.2 nm, velocidad barrido: 10 nm/s) 

incubadas durante 1 h y 24 hs con diferentes concentraciones de proteína (preparadas en 

PBS). Los espectros fueron analizados y comparados entre sí mediante la relación 

Abs520/Abs650 para descartar la formación de agregados y se determinó el corrimiento de la 

posición del máximo de absorción, ∆λ, para cada concentración de proteína (relativo a la 

posición del máximo de AuNP-cit). Para la construcción de las isotermas se graficó el valor 

de ∆λ para cada concentración de proteína normalizado por valor máximo de ∆λ dentro 

del mismo ensayo (∆λ/∆λmáx) en función de la concentración de proteína expresada en 

valores de mol/L. Se realizó un ajuste no lineal a una isoterma de Langmuir de acuerdo con 

la ecuación 283: 

 
∆𝜆

Δ𝜆𝑚á𝑥
=

𝐾𝑎[𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎]

1 + 𝐾𝑎[𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎]
                                         (𝑒𝑐. 23) 

 

 

donde el valor de la constante de asociación, Ka, se estimó a partir del ajuste al modelo, 

siempre que fue posible.  
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3.4 Obtención y purificación de vesículas extracelulares (EVs) 
 

Las EVs empleadas en los ensayos fueron obtenidas a partir del sobrenadante de cultivo de 

células epiteliales humanas de osteosarcoma (U2-OS). Las mismas se cultivaron en botellas 

T75 con medio condicionado (DMEM, 10 % suero fetal bovino) hasta entre 80 y 90 % de 

confluencia. Previo a la obtención de EVs se retiró el medio condicionado, las células se 

lavaron 3 veces con PBS y se agregó 7 mL de medio MEGM (sin suero). A las 24 hs se retiró 

el medio conteniendo EVs y se centrifugó a 2000g durante 15 min a 4 °C para eliminar restos 

celulares. Se descartó el pellet y los 7 mL de sobrenadante se concentraron mediante 

ultrafiltración (Vivaspin 10 kDa, 4 °C, 5000 rpm) hasta 500 µL. En este punto las muestras 

fueron congeladas a -20 °C para su posterior uso, dentro de una ventana de tiempo no 

mayor a un mes. Las EVs fueron purificadas empleando buffer a temperatura de heladera 

en columnas de exclusión molecular (SEC, qEVoriginal, iZON®, tamaño de poro ≤ 70 nm). 

Brevemente, se sembraron 500 µL de sobrenadante concentrado y se realizó la elución por 

gravedad con PBS (filtrado por 0.2 µm). Se recolectó un volumen de 2.8 mL (volumen 

muerto) y se recolectaron fracciones de 1 mL. Las fracciones 1 y 2 (que contienen la mayoría 

de las EVs) se juntaron y concentraron posteriormente mediante ultrafiltración (Amicon, 

10 kDa, 4 °C, 5000 rpm) hasta 100 o 200 µL. 

 

3.5 Cuantificación y caracterización de EVs 

 

Cuantificación y determinación de distribución de tamaños de EVs mediante MRPS 

 

Para la cuantificación de EVs se empleó un equipo de sensado por pulsos resistivos 

acoplado a microfluídica (MRPS, nCS1, Spectradyne). Para obtener un valor representativo 

de la concentración y distribución de tamaños de las EVs obtenidas, se creó un pool (28 mL) 
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de sobrenadante de células U2-OS (4 frascos t75, conteniendo 7 mL de medio) el cual se 

concentró hasta 2 mL y se fraccionó en 4 alícuotas de 500 µL, una de las cuales se empleó 

para la separación y cuantificación de EVs por MRPS (las restantes se mantuvieron a -20 °C 

para su uso posterior).  Para la determinación, la muestra de EVs fue concentrada hasta 200 

µL (Amicon, 10 kDa, 4 °C, 5000 rpm), y luego se preparó una dilución 1/10 en buffer PBS-

Tween-20 (0.1 % v/v) previamente filtrado por 0.2 y 0.02 µm al momento de realizar la 

dilución.  Posteriormente se tomaron 10 µL de la dilución anterior y se colocaron en un chip 

pre-calibrado de MRPS (C400, rango de tamaño 65-400 nm, Spectradyne), realizándose la 

medida con un tiempo de integración de 10 ms, hasta recolectar aproximadamente 3000 

eventos.  

Para la limpieza de datos se construyeron gráficos de dispersión con los parámetros 

diámetro (nm) vs. transit-time (ms) en función de la relación señal/ruido (SN) mediante el 

software OriginPro 2018. De estos gráficos se determinaron los valores de corte óptimos para 

los parámetros transit-time y SN, los cuales se aplicaron posteriormente para la limpieza de 

datos y eliminación de ruido en el software propietario del equipo (nCS1, Viewer). Los 

resultados finales se utilizaron para la obtención de los gráficos de distribución de tamaño 

y cuantificación de las muestras de EVs.  

 

Cuantificación y determinación de distribución de tamaños de EVs mediante nanoFCM 

 

La distribución del tamaño y concentración de las EVs se evaluó además mediante 

citometría de flujo de nanopartículas (NanoFCM Co.) en el laboratorio del Dr. Ken Witwer 

(Departamento de Fisiopatología Molecular y Comparativa, Universidad Johns Hopkins). 

Se utilizaron fotodiodos de avalancha de conteo de fotones individuales (APD) para la 

detección de dispersión lateral (SSC) de partículas individuales. El instrumento se calibró 
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en cuanto a concentración y tamaño utilizando una mezcla de nanopartículas de sílice 

(proporcionado por NanoFCM como perlas de sílice premezcladas con diámetros de 68, 91, 

113 y 151 nm). Las preparaciones de EV se diluyeron al medio en PBS, se pasaron por el 

detector y se registraron los eventos durante 1 min a una velocidad de flujo de 27.5 nL/min. 

La velocidad de flujo y la intensidad de dispersión lateral se determinó el número y tamaño 

de partículas correspondientes, empleando sendas curvas de calibración. A partir del 

volumen de muestra analizado se determinó la concentración de EVs. 

 

Caracterización de EVs mediante citometría de flujo 

 

Los análisis por citometría de flujo se realizaron en la Unidad de Biología Celular del 

Instituto Pasteur de Montevideo, en un citómetro Attune NxT - Thermo Fisher Scientific 

con resolución de partícula de hasta 100 nm. Para la detección de eventos se tomaron datos 

tanto empleando el láser azul (488 nm) como violeta (405 nm). Las EVs se separaron según 

el procedimiento descripto anteriormente. 200 µL de la solución concentrada de EVs 

purificadas el mismo día, se diluyeron hasta 1000 µL con PBS filtrado (0.2 µm) y se trató 

con 5 µL de Fc Blocking durante 45 min en frio (Human TruStain FcX™). Luego de esto 

alícuotas de 200 µL fueron incubadas con 1 µL de anti-CD9 (anti-human CD9 Antibody, 

Biolegend, Nº cat: 312116, PE/Cy7), 1 µL de anti-CD81 (anti-human CD81 Antibody, 

Beckman Coulter B19717, CD81-Pacific Blue, JS64, 0.5 mL, ASR) y con una mezcla de ambos 

anticuerpos durante 1 h a 4 °C, en oscuridad. Además, se analizó una alícuota de EVs sin 

anticuerpo, y la restante alícuota se diluyó con PBS TritonX 100 (concentración final 10 % 

v/v) y se incubó durante 30 min. Los datos de citometría se procesaron con el software 

FlowJo v10.9.0.  

 

 



  

129  

Caracterización de EVs mediante SP-IRIS (ExoView) 

La caracterización mediante ExoView en el laboratorio del Dr. Ken Witwer (Departamento 

de Fisiopatología Molecular y Comparativa, Universidad Johns Hopkins), según el 

procedimiento descripto en Mallick et al. 2020 258. Brevemente una alícuota de EVs 

purificadas por SEC se incubó a temperatura ambiente durante 16 hs sobre ExoViews chips 

(NanoView Biosciences, Brighton, MA) que contenían anticuerpos inmovilizados: anti-

humano-CD81 (JS-81), anti-humano-CD63 (H5C6), anti-humano-CD9 (HI9a), y, como 

control negativo, anti-mouse IgG1 (MOPC-21). Luego, los chips se incubaron durante 1 h a 

temperatura ambiente con un cóctel de anticuerpos conjugados a fluoróforo, anti-CD81 

antihumano (JS-81, CF555), anti-CD63 antihumano (H5C6, CF647) y CD9 antihumano 

(HI9a, CF488A) a una dilución de 1:1200 (v/v) en una mezcla 1:1 (v/v) de buffer de 

incubación y buffer de bloqueo. Luego de varias etapas de lavado, los chips fueron 

analizados mediante reflectancia interferométrica y detección de fluorescencia en un 

escaner ExoView (NanoView Biosciences, Brighton, MA).  

Los datos se analizaron utilizando el software NanoViewer 2.8.10 (NanoView Biosciences). 

 

3.6 Ensayos colorimétricos para detección de EVs con AuNPs 

 

El primer abordaje de cara a un ensayo colorimétrico para detección de EVs se realizó 

mediante ensayos en placa, evaluando diferentes relaciones EV:AuNP (partícula:partícula). 

Antes de cada ensayo 500 µL de las AuNP-cit-A/G se centrifugaron (30 min, 10000g, 4 °C), 

se resuspendieron en 500 µL de PBS, se le adicionaron 50 µL de solución de BSA 200 µg/mL 

y se incubaron por 1 h. Luego de esto se prepararon diluciones (1/2 a 1/50) y se colocaron 

100 µL de cada una en una placa de 96 pocillos. Inmediatamente se agregaron 10 µL de 

solución de EVs previamente incubadas con anticuerpo anti-CD9 y se incubó durante 1 h a 
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Tamb. Las concentraciones de las preparaciones de EVs ensayadas (determinadas por MRPS) 

quedaron comprendidas en el rango entre 1010 - 107 partículas/mL. Como control se realizó 

el mismo ensayo, pero empleando AuNP-cit-BSA.  

 

En otro abordaje se realizó una titulación espectrofotométrica, en la que 100 µL de solución 

de EVs (≈ 1010 partículas/mL, incubadas previamente con anti-CD9) se diluyó hasta 800 µL 

en PBS. Se registró el espectro visible (400 a 800 nm) antes y luego de cada agregado de 20 

µL de solución de AuNP-A/G (≈ 10 nM).  

 

Finalmente, para ambos ensayos se evaluaron los espectros y la relación Abs520/Abs650 en 

busca de posibles cambios originados en la formación de agregados de AuNP y EVs. Los 

resultados se muestran en la Sección 3 del Anexo 2.   

 

 

3.7 Caracterización de EVs con AuNPs mediante TEM 

 

Para los ensayos de inmunofenotipado se obtuvieron muestras frescas (obtenidas dentro 

de las 24 hs previas) de EVs según el procedimiento descripto anteriormente. Para este 

ensayo, 500 µL de sobrenadante conteniendo EVs fueron incubados previamente a la 

separación mediante SEC con 1 µL de diferentes anticuerpos dirigidos contra las 

tetraspaninas de superficie, a saber: anti-CD9 y anti-CD81. Como control negativo se 

emplearon EVs incubadas con anticuerpo anti nucleolina (1 µL, anti-humano C23) y AuNPs 

modificadas con BSA. 

Para la realización del inmunofenotipado se emplearon grillas de cobre con film de carbono 

(CF300-Ni-50, Electron Microscopy Sciences). Primeramente, se agregaron 20 µL de 

solución de EVs marcadas sobre la grilla y se incubó durante 10 - 15 min a Tamb. Luego se 
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secó la gota con papel absorbente para eliminar el exceso de líquido e inmediatamente 

después la grilla se invirtió y se colocó sobre la superficie de una gota de PBS-BSA 0.1 % 

durante 30 min a Tamb para el bloqueo se sitios de la grilla expuestos. Inmediatamente 

después se retiró la grilla y se lavó por flotación durante 1 min en buffer PBS, se secó y 

colocó sobre una gota de solución de AuNP-cit-A/G (dilución 1/5 en PBS-BSA, [BSA]f = 20 

µg/mL, preparada 30 min antes). Posteriormente la grilla se lavó 3 veces con PBS por 

flotación, incubando la grilla durante 5 min. Después de esto se incubó por 1 min en 

solución de acetato de uranilo al 2 % (tinción negativa), se lavó 3 veces con agua ultrapura 

y se incubó nuevamente en solución de acetato de uranilo, realizándose un lavado final con 

agua ultrapura.  Se eliminó el exceso de agua con papel absorbente y se dejó secar la grilla 

al aire. La observación se realizó en el microscopio electrónico JEOL JEM 2100 de 200 kV 

(cámara CCD Gatan Orius 10, CURE, Rocha).  

Para el análisis se tomaron un promedio de 150 imágenes por ensayo a una magnificación 

de 80000x, las cuales fueron procesadas en el software Digital Micrograph (Free License, 

Gatan Microscopy). De cada imagen se realizó el conteo manual (n = 381) de las EVs 

marcadas y no marcadas, registrando paralelamente la cantidad de AuNPs unida a cada 

EV.  

Adicionalmente se analizó la distribución de tamaños de las EVs a partir de las imágenes 

de TEM, midiendo el diámetro de cada EV empleando el plugin libre “measure_features” 

(Dave Mitchell's, http://www.dmscripting.com/measure_features.html).  
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3.8 Estudio de la inmovilización de proteínas ingenierizadas sobre AuNPs 
 

Para esta parte del trabajo se empleó como sistema de trabajo la proteína SpyCatcher, la 

cual es un derivado de la escisión del domino CnaB2 de la proteína de unión a fibronectina 

(FbaB) de Streptococcus pyogenes 107. Una versión modificada fue diseñada específicamente 

para esta tesis (SpyCatcherCys(M)), incorporando en su extremo N-terminal una secuencia 

de 20 aminoácidos, siendo el penúltimo un residuo de cisteína, el cual se postula pueda 

enlazarse covalentemente con los átomos de oro superficiales de la AuNP. Ambas proteínas 

(modificada y no modificada) fueron expresadas en forma recombinante y purificadas para 

este trabajo por el Dr. Agustín Correa del Núcleo de Ingeniería de Proteínas del Instituto 

Pasteur de Montevideo. Adicionalmente, durante el proceso de producción de la proteína 

modificada, surgió una segunda forma de la proteína correspondiente a una versión 

dimérica (SpyCatcherCys(D)), generada por oxidación del grupo -SH de la cisteína de cada 

subunidad para formar un enlace disulfuro. Esta forma dimérica podía apreciarse como un 

pico que eluía a menor volumen durante la purificación de la proteína por SEC, y se 

confirmó que correspondía a un dímero covalente mediante SDS-PAGE en condiciones 

reductoras y no reductoras (ver Figura A3.1, Anexo 3), como parte del trabajo realizado por 

el Dr. Agustín Correa. La secuencia aminoacídica de cada constructo se muestra en la Tabla 

A3.1 del Anexo 3. 

 

Para la inmovilización de las tres formas de la proteína SpyCatcher sobre AuNP-cit se 

tomaron 500 µL de solución de NPs (≈ 10 nM) y se incubaron a 4 °C durante 1 h o 24 hs con 

50 µL de solución de proteína (10 - 400 µg/mL) preparada en buffer PBS. Luego de la 

incubación se evaluó la estabilidad coloidal mediante ensayo en placa y se caracterizaron 

los conjugados AuNP-SpyCatcher mediante alguno de los procedimientos evaluados en el 
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Capítulo 1.  

Adicionalmente se intentaron ensayos de unión de los conjugados AuNP-SpyCatcher a 

proteína verde fluorescente conteniendo la secuencia SpyTag, capaz de unirse 

covalentemente a SpyCatcher (tGFP), y los constructos se evaluaron mediante 

espectroscopía UV/VIS, electroforesis y SEC. Para el caso de SEC se evaluó además 

presencia de tGFP en las diferentes fracciones mediante el registro de la intensidad de 

fluorescencia (λex = 488 nm, λem = 508 nm). 
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4. Resultados y discusión 
 

Capítulo 1: Síntesis, caracterización y modificación de AuNPs 

 

A continuación, se recaban los resultados más relevantes para la caracterización de AuNPs 

y su evaluación luego de cada procedimiento de modificación. El Esquema 1 funciona como 

guía sobre las técnicas aplicadas en cada paso de modificación 1. 

 

 

Esquema 1. Descripción general del diseño del estudio de las AuNPs y las técnicas de caracterización 

empeladas. S: síntesis de AuNP-cit. I: Intercambio de ligandos MUA/citrato. II: adsorción de Ab no 

covalente a AuNP-MUA. II*: adsorción de Ab covalente a AuNP-MUA. III: adsorción de proteínas (no 

covalente) a AuNP-cit. Los recuadros grises indican las técnicas utilizadas para evaluar el éxito de cada 

paso o para comparar entre variables (proteínas o métodos de inmovilización). Los colores representan las 

características macroscópicas típicas de cada solución/suspensión coloidal obtenida. 

 

 

 
1 Nota: En delante en este capítulo se emplea el término AuNP-cit-proteína para referirse a los diferentes 

conjugados, con el fin de indicar que se obtuvieron a partir de AuNPs sin modificar. 



  

135  

Resultados 

Caracterización de AuNP-cit 
 

El protocolo de síntesis desarrollado en este trabajo permitió obtener una población de 

AuNPs con un diámetro medio de 13 ± 4 nm (n = 510), determinado según TEM (Figura 

1.1). Esta población comprende un rango de tamaño entre 8.4 y 17.5 nm (intervalo de 

confianza al 95 %) y se ajusta a una distribución normal centrada en un diámetro medio de 

12.9 ± 0.1 nm. Esto fue acorde a lo esperado según la literatura reportada 36,284. A partir del 

análisis de los espectros UV/VIS, se determinó un valor para la posición del máximo de 

absorción del plasmón a una longitud de onda de 522.2 ± 0.2 nm (Figura 1.2), siguiendo el 

protocolo optimizado previamente (Anexo 1, Sección 1).  El valor experimental para λLSPR 

coincidió con el valor obtenido por simulaciones basadas en la teoría de Mie para AuNPs 

de 13 nm, y la forma de los espectros se encuentra simétricamente centrada (Figura 1.2). El 

mayor ensanchamiento del espectro experimental frente al simulado radica en que para 

esta última el software solo permite considerar una población polidispersa con un valor de 

desvío estándar máximo de 3 nm. Adicionalmente las simulaciones empleando las 

ecuaciones de Mie, evidenciaron que la forma espectral se debe casi exclusivamente a un 

fenómeno de absorción, donde el aporte de luz dispersada es prácticamente despreciable 

(ver Figura A1.3 B, Anexo 1, Sección 2). 

Cabe señalar que los espectros no mostraron señales de presencia de agregados, que 

producen espectros con ensanchamientos asimétricos hacía longitudes de onda mayores. 

El ancho de pico a media altura (FWHM) fue de 51 nm, lo que reflejó la dispersión de 

tamaños poblacional, pero en concordancia con la distribución de tamaño determinada por 

TEM 56.  
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Figura 1.1. A: Histograma de distribución de tamaños de las AuNP-cit obtenido a partir del análisis de las 

imágenes obtenidas por TEM. B: Micrografía TEM, señalándose la medida de diámetro para algunas 

AuNP-cit 

 

Mediante la construcción de una curva de calibración, se determinó que 1.2 unidades de 

absorbancia corresponde al valor máximo para el que se satisface la ley de Lambert-Beer 

(ordenada en el origen nula, P < 0.05), determinado así el límite para el empleo de la 

absorbancia como propiedad aditiva (Figura 1.2 B y A1.2 Anexo 1).  

La determinación del valor de coeficiente de atenuación molar en el máximo de absorción 

(𝜀LSPR) se realizó desde dos aproximaciones, una geométrica y otra óptica.  En el primer 

caso se estimó la concentración de la solución de AuNPs a partir de la cantidad total de oro 

empleada en la síntesis (asumiendo un consumo completo) y del diámetro de las AuNP 

obtenido mediante TEM.  En el abordaje óptico, a partir de los trabajos de Haiss et al., la 

concentración de AuNP se determinó a partir del valor de 𝜀450 (determinado a partir de 

aproximaciones teóricas empleando la teoría de Mie) y la absorbancia a 450 nm. Este 
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análisis permitió estimar un valor de concentración de 13 nM mediante la aproximación 

geométrica, y de 12 nM a partir de la aproximación realizada según la metodología 

descripta por Haiss et al. (ver Anexo 1, Sección 3 el detalle de los cálculos y aproximaciones 

realizadas) 50.  

 

 

Figura 1.2. A: Espectros UV/VIS normalizados experimental y simulado, empleando el software MiePlot. B: 

Relación entre la absorbancia a 522 nm (λLSRP) y la concentración de AuNP expresada en % v/v. Se muestra 

únicamente el rango lineal.  En la Figura A1.2 del Anexo 1 se muestra la curva para todas las 

concentraciones ensayadas.  

 

Con estos valores de concentración, y considerando la absorbancia en el máximo de 

plasmón (para valores menores a 1.2 u.a) se estimó un valor de 2.1 x 108 M-1 cm-1 
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(geométrico) y 2.4 x 108 M-1 cm-1 (según Haiss et al.). Considerando estos dos valores y 

resultados de interpolaciones con datos de otros trabajos (mostrados en la Tabla A1.2 del 

Anexo 1), se obtuvo un valor medio representativo de 𝜀LSPR para AuNP de 13 nm de 2.3 x 

108 M-1 cm-1. Adicionalmente en el trabajo de Haiss et al. se proporcionan dos 

aproximaciones para estimar el diámetro de AuNPs (no modificadas) a partir de los 

espectros UV/VIS. En el Anexo 1 se muestra en detalle las ecuaciones empleadas, de las que 

se obtuvieron valores de d = 11 nm y d =14 nm, los cuales quedaron comprendidos dentro 

de la distribución de tamaños obtenida experimentalmente mediante TEM. 

 

El diámetro hidrodinámico (dh) de las AuNP-cit se determinó mediante DLS, analizando el 

número de especies dispersantes y la intensidad de la luz dispersada. Aunque la 

distribución por intensidad mostró una población con un dh de 17 nm y otra de 82 nm, esta 

última se asoció a la presencia de unos pocos agregados (las partículas de mayor tamaño 

dispersan más la luz, lo que origina que se obtengan valores altos de intensidad). De 

acuerdo con esto, cuando los datos de DLS se analizaron mediante número en lugar de 

intensidad, se obtuvo una única población de tamaño medio de 16 ± 5 nm (Figura 1.3).  

 

El índice de polidispersión (PI) fue relativamente alto (0.273) lo cual estuvo de acuerdo con 

el FWHM de la banda de absorción en el espectro UV/VIS. El valor de dh mayor obtenido 

por DLS comparado al obtenido por TEM fue esperable, dado que esta última técnica solo 

considera los núcleos metálicos mientras que la determinación por DLS tiene en cuenta la 

doble capa electroquímica.   

El valor de potencial-ζ obtenido para las AuNP-cit fue de -36 ± 7 mV (n = 10), valor 

razonable considerando que al pH de medida (pH 5.4) las moléculas de citrato adsorbidas 

se encontrarían doblemente desprotonadas (pKa del ácido cítrico: 3.1, 4.7 y 6.4).   
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Figura 1.3. Determinación de dh mediante DLS de las AuNP-cit por intensidad (A) y número (B). Las 

medidas se realizaron en 1 mM NaCl. Las líneas llenas representan el ajuste de los datos a una distribución 

de tipo logNormal. 

  
 

Estudios de la estabilidad de las AuNP-cit frente al almacenamiento a 4 °C mostraron un 

leve incremento en la absorbancia en la posición del máximo del plasmón con el tiempo. 

Las medidas por DLS indicaron la aparición de algunos agregados con diámetro dhmed = 95 

± 5 nm luego de 50 días, lo que correspondería a aproximadamente 400 NPs de 13 nm por 

agregado. Estos agregados detectados por DLS no son evidenciados en los espectros 

UV/VIS, resaltando así la capacidad de la primera técnica en la detección de estados de 

agregación tempranos (ver Figura A1.7, Anexo 1, Sección 5) 
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Modificación de AuNP-cit con ác. 11-mercaptoundecanoico (MUA) 
 

La modificación de las AuNP-cit se realizó mediante el método de intercambio de ligando. 

El transcurso de la reacción fue monitoreado durante 24 hs mediante espectrofotometría 

UV/VIS. Como se observa en la Figura 1.4, pasadas 24 hs se observó un corrimiento hacia 

el rojo de la posición del máximo de absorción del plasmón, pasando de 522 nm a 525 nm. 

Este corrimiento representa el valor final alcanzado luego del equilibrio, luego de un rápido 

corrimiento que se observó desde los 30 min de reacción. Esto está de acuerdo con lo 

reportado en trabajos previos, sobre un proceso de anclaje rápido, seguido de una etapa de 

autoensamblaje y ordenamiento molecular más lento 285,286.  

 

 

Figura 1.4. Evolución de los espectros UV/VIS en función del tiempo durante la formación de AuNP-MUA. 

En el inserto se muestra en mayor detalle el corrimiento de la posición del máximo de absorción del 

plasmón (λLSPR).  
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El valor de pH luego de la reacción se mantuvo en el entorno de 5.6, lo que sugiere que el 

grupo carboxílico expuesto del MUA adsorbido se encuentra ionizado, de acuerdo con la 

medida de potencial-ζ de -23 ± 3 mV (n = 6) 287.  

Los diámetros hidrodinámicos determinados por DLS de 27 ± 2 nm (número) y 33 ± 2 nm 

(intensidad, PI = 0.236) fueron consistentes con la formación de AuNP recubiertas con una 

capa de MUA, sin signos apreciables de agregación (el diámetro medido en número para 

las AuNP no modificadas fue de 16± 5 nm; Figura 1.3). De hecho, al contrario de lo 

observado para las AuNP-cit en las determinaciones de DLS por intensidad (Figura 1.3 A), 

para las AuNP-MUA, únicamente se apreció la presencia de una población de NPs tanto 

por número como por intensidad (Figura 1.5).  

 

Figura 1.5 Determinación de dh mediante DLS de las AuNP-MUA por intensidad (A) y número (B). Las 

medidas se realizaron en 1 mM NaCl. Las líneas llenas representan el ajuste de los datos a una distribución 

de tipo logNormal. 
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El coeficiente de atenuación molar para las AuNP depende de su tamaño y forma, pero 

además del agente de recubrimiento 53,288. Algunos trabajos proveen información de la 

dependencia del valor de 𝜀LSPR con el tamaño de la AuNP-cit 50,53,288,289. Sin embargo, para 

otros agentes de recubrimiento, los datos son escasos y usualmente se emplea el valor de 

𝜀LSPR para AuNP-cit 290  

En este trabajo de Tesis se propone un nuevo método para la determinación de  𝜀LSPR  de 

AuNPs modificadas mediante intercambio de ligando, basado en dos asunciones: a) el 

proceso de intercambio de ligando entre MUA y citrato fue completo y b) no hay pérdida 

de átomos de oro durante el proceso. El método propuesto consistió en medir la 

absorbancia máxima de diluciones seriadas de AuNP-cit y AuNP-MUA. La relación entre 

las pendientes en el rango lineal entonces es igual a la relación entre los valores de 𝜀𝑠𝑝𝑟 de 

cada AuNP. Para los valores experimentales obtenidos, la relación 𝜀𝐴𝑢𝑁𝑃−𝑐𝑖𝑡/𝜀𝐴𝑢𝑁𝑃−𝑀𝑈𝐴 fue 

de 1.18, lo que permitió estimar un valor de 2.0 x 108 M-1 cm-1 para el 𝜀𝐴𝑢𝑁𝑃−𝑀𝑈𝐴 (Figura 

1.6). En ambos casos, es necesario el estricto cumplimiento de la Ley de Beer, por lo que se 

evaluó que las ordenadas en el origen fueran nulas (P < 0.05). 

 

En orden de obtener evidencia más contundente acerca de la modificación de la superficie 

de las AuNP con MUA, se empleó el análisis mediante FTIR. Sin embargo, a pesar de los 

indicios derivados del análisis FTIR de la formación de una monocapa autoensamblada 

(SAM) de MUA sobre las AuNP (Figura A1.8, Anexo 1, Sección 6), las similitudes 

moleculares y espectrales hicieron que el análisis de los espectros FTIR debiera ser 

interpretado con cautela y no aportara evidencia significativa para diferenciar la adsorción 

de MUA de la de citrato. Los espectros y más detalles con respecto a esta discusión se 

encuentran en la Sección 6 del Anexo 1. 
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Figura 1.6. Curva de calibración para AuNP-cit y AuNP-MUA. Los puntos indican el promedio de 3 

valores de absorbancia para cada concentración.  

 

Con el fin de obtener un ensayo experimental que pueda arrojar resultados concluyentes, 

buscamos métodos alternativos que pudieran confirmar la ocurrencia del intercambio de 

ligandos. Para ello, se implementó un sistema automatizado para la determinación de la 

estabilidad coloidal de la dispersión de nanopartículas tras aumentos progresivos de la 

fuerza iónica del medio con una sal inerte, mientras se monitoriza la banda LSPR en tiempo 

real (Figura 1.7). Se pudo ver una clara diferencia entre AuNP-cit y AuNP-MUA, de 

acuerdo con la estabilización esperada conferida por MUA unido covalentemente, evitando 

la formación de agregados incluso a concentraciones de NaNO3 del entorno de 100 mM, 

proporcionando así una evidencia convincente para el intercambio exitoso de ligandos 291. 
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En la Figura A1.9 del Anexo 1 se comparan los espectros UV/VIS para ambas AuNP a baja 

y alta fuerza iónica, siendo apreciable la formación de agregados para AuNP-cit. 

 

 

Figura 1.7. Curvas de agregación de soluciones coloidales AuNP-cit (rojo) y AuNP-MUA (negro) con 

NaNO3 acuoso 0,30 M. Todos los datos están normalizados a un valor de 1.0 para la absorbancia a 520 nm 

en el tiempo = 0. Cada curva representa la media ± SD de tres titulaciones independientes. 

 

 

Inmovilización covalente de anticuerpos mediante la química EDC/NHS 
 

Para la unión covalente de anticuerpos (Ab) con AuNPs, se emplearon AuNP-MUA y EDC 

en combinación con NHS o s-NHS. En primer lugar, se eliminó el exceso de MUA de la 
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dispersión coloidal de AuNP-MUA mediante centrifugación y las nanopartículas se 

resuspendieron en buffer PBlow. En la Sección 6 del Anexo 1 se discute el efecto de la 

centrifugación y resuspensión en diferentes tipos de buffer, destacándose que este 

procedimiento por sí solo mostró un efecto significativo en la estabilidad de las AuNP-

MUA. De hecho, se produjo al menos cierto grado de agregación, evidenciado por la 

disminución de la relación de Abs520/Abs650 (Figura A1.10, Anexo 1, Sección 6). 

 

Después de la activación de EDC/NHS y la incubación de Ab, se observó una completa 

agregación para las concentraciones de NHS más altas ensayadas. Para la concentración 

más baja de NHS, 3.7 mM, se observó un corrimiento hacia el rojo en el LSPR de 14 nm, 

pero no pudo atribuirse a la unión de Ab, ya que la disminución en la relación de 

Abs520/Abs650 nm reveló un estado de agregación parcial. El uso de s-NHS en lugar de NHS 

produjo resultados similares, también observados mediante análisis de DLS. Con una 

concentración de s-NHS de 3.7 mM, se obtuvo un corrimiento hacia el rojo de 5 nm en la 

posición de la banda LSPR, sin una disminución neta en la relación Abs520/Abs650 (Figura 

A1.13, B, Anexo 1, Sección 7). Sin embargo, este corrimiento también se observó en ausencia 

de Ab y las mediciones de DLS mostraron el mismo aumento en el dh para s-NHS y NHS, 

por lo que no fue posible confirmar la bioconjugación de Ab basándose únicamente en estas 

técnicas (Tabla A1.3, Anexo 1, Sección 7). Para intentar resolver este problema, se cargaron 

las diferentes suspensiones coloidales en un gel de agarosa al 1 % y se realizó un ensayo de 

movilidad electroforética, registrando su migración hacia el ánodo. Los valores de Rf, 

determinados en relación con AuNP-MUA, fueron 0.95 y 0.71 para AuNP-MUA-s-NHS y 

AuNP-MUA-s-NHS-Ab, respectivamente. Esta disminución en la movilidad electroforética 

podría explicarse por un aumento del tamaño de la partícula y/o un cambio en la relación 

carga/radio de la misma. En cualquier caso, sugiere la inmovilización de Ab. A pesar de 
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esto, la observación de un patrón "difuminado" en el perfil de migración en ambos casos 

sugirió que diferentes tamaños de partículas están presentes en la muestra, lo que indicó 

heterogeneidad inducida por s-NHS (datos no mostrados). Considerando estos resultados, 

no se obtuvo evidencia fuerte que indicara la inmovilización de Ab de forma covalente, y 

adicionalmente el producto AuNP-MUA-Ab obtenido mostró gran heterogeneidad de 

tamaños como se desprendió de los ensayos de movilidad electroforética y DLS (Tabla 

A1.3, Anexo 1, Sección 7). Por todas estas razones, no consideramos a la inmovilización 

mediante EDC y NHS (o s-NHS) como un método adecuado para la unión de Ab a AuNPs, 

al menos en las condiciones de reacción ensayadas.  

 

Inmovilización no covalente de anticuerpos a AuNPs 
 

Como estrategia alternativa, se incubó la solución de anticuerpos directamente sobre 

AuNP-cit o AuNP-MUA, apostando a una inmovilización no covalente, sea por cambio de 

ligando con el citrato o por atracción electroestática a los grupos carboxilos del MUA, 

respectivamente. La adsorción de anticuerpos fue seguida por mediciones UV/VIS y DLS. 

Los desplazamientos hacia el rojo en la posición de la banda LSPR de 522 a 525 nm (AuNP-

cit) y de 525 a 530 nm (AuNP-MUA) se asociaron con la modificación de la superficie tras 

la adsorción de Ab (Figura 1.8). Estos cambios de banda LSPR se observaron tan solo 30 

min después de la incubación, y se observó un comportamiento similar para los dh 

determinados por análisis DLS (ver Figura A1.15, Anexo 1, Sección 8), alcanzándose un 

valor final de 139 ± 3 nm y 255 ± 11 nm (por intensidad) o 67 ± 22 y 92 ± 36 (por número), 

para AuNP-cit-Ab y AuNP-MUA-Ab, respectivamente. Teniendo en cuenta que el dh 

informado para una IgG está en el rango de 10 a 12 nm (Hawe et al. 2011), se esperaba un 

diámetro hidrodinámico de alrededor de 41 o 51 nm para AuNP-cit-Ab y AuNP-MUA-Ab 

respectivamente, considerando el anclaje de dos moléculas de Ab por AuNP en posiciones 
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opuestas. Por lo tanto, posiblemente las mediciones de DLS se vieron afectadas por la 

formación de agregados que involucraron un bajo número de AuNPs, o un pegado multi-

capa de los Ab. A pesar de esto las mediciones de DLS por número sugirieron que el estado 

de agregación general de la población fue bajo, consistente con los espectros UV/VIS 

(Figura A1.14, Anexo 1, Sección 8). 

 

 

Figura 1.8 Evolución temporal de la banda LSPR en los espectros UV/VIS durante la adsorción de Ab sobre 

AuNP-cit (A) y AuNP-MUA (B). 

 

Más allá de esto, es importante mencionar que la adsorción de proteínas en la superficie de 

AuNPs puede cambiar el índice de refracción y la constante dieléctrica del medio 

circundante. Estos cambios pueden afectar los valores de dh. Por lo tanto, la evaluación del 
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cambio en el diámetro hidrodinámico Δdh, ante un evento de modificación (Tabla 1.1) 

resultó más indicativa de una modificación, frente al valor absoluto de dh derivado de las 

medidas por DLS (sobre todo cuando se analizan los datos por número) 283. En este trabajo, 

en cada paso hacia un producto bioconjugado final, los valores de dh aumentaron 

significativamente, de acuerdo con un aumento esperado en el tamaño del sistema. 

Consideramos entonces que el Δdh fue un indicador más apropiado de la bioconjugación 

dado que el valor absoluto de dh (sobre todo dhmed) puede ser diferente si algunos agregados 

están presentes en la solución. Además, cambios en el pH o la fuerza iónica también pueden 

modificar el diámetro hidrodinámico y por tanto el valor absoluto puede cambiar de una 

síntesis a otra. Es por ello que esta evidencia por sí sola no se consideró como prueba 

fehaciente del éxito de la bioconjugación, y debió tomarse en el contexto de resultados 

aportados por otras técnicas complementarias. 

 
Tabla 1.1. Cambio en el diámetro hidrodinámico (Δdh) para cada etapa de bioconjugación de Ab a AuNPs 

 

Etapaa Δdh (nm) ± SD 

 Número Intensidad 

I 10 ± 4 16 ± 4 

II 65 ± 38 222 ± 13 

III 51 ± 24 122 ± 5 

a Cada etapa de bioconjugación corresponden a las mostradas en el Esquema 1.  

 

En los ensayos de movilidad electroforética, en contraste con lo que se observó previamente 

con AuNP-MUA-s-NHS-Ab, las AuNP con Ab adsorbido físicamente no migraron (Rf = 0) 

tanto en el caso de AuNP-cit-Ab como en AuNP-MUA-Ab (Figura 1.9 y A1.16, Anexo 1). 

Este resultado sugirió que, en ambos casos, existieron partículas más grandes y/o sin carga 
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que no fueron capaces de migrar fuera de los pocillos de siembra. Para las nanopartículas 

de AuNP-cit no modificadas, la alta fuerza iónica del buffer empleado en la corrida 

electroforética causó su agregación en el punto de aplicación (evidenciado por el cambio 

de color de la muestra al azul inmediatamente después de cargada en el gel), pero no fue 

así para las AuNP-cit-Ab. Las AuNP-MUA, en cambio, sí lograron ingresar al gel y 

permanecer estables durante la corrida. Por lo tanto, la electroforesis en gel de agarosa 

ofreció evidencia convincente que sugirió una bioconjugación exitosa de Ab a ambas 

AuNPs. 

 

Figura 1.9. Ensayo de movilidad electroforética para AuNP-MUA y AuNP-cit 60 min y 24 hs después de 

la adsorción de Ab. (Recortado de Figura A1.16, Anexo 1, Sección 8). 

 

 

El potencial-ζ para AuNP-cit-Ab y AuNP-MUA-Ab fue de -8 ± 6 mV y -10 ± 8 mV a pH 5.2 

respectivamente, lo que implicó un cambio en los grupos ionizables de superficie de AuNP 

después de la adsorción de Ab. Este cambio hacia la neutralidad fue consistente con la 

ausencia observada de movilidad electroforética en nanopartículas conjugadas (Figura 1.9). 

El efecto de la concentración de Ab y el pH en el proceso de adsorción sobre AuNP-cit fue 

insignificante, como se dedujo de la constancia en la relación de Abs520/Abs650 nm luego del 
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agregado de NaCl (concentración final 140 mM). Sin embargo, para el caso de AuNP-MUA-

Ab, se observó una dependencia con la concentración de Ab y el pH de la reacción de 

bioconjugación (Figura A1.17, Anexo 1, Sección 8), lo que posiblemente indicó una 

repulsión electrostática entre el Ab y las AuNP recubiertas con MUA desprotonado, 

cuando el pH se estableció por encima del punto isoeléctrico del anticuerpo (Ver una 

discusión detallada en el Anexo 1, Sección 8). 

Evidencia adicional del éxito de la adsorción de Ab sobre AuNP-cit se obtuvo mediante 

ensayos electroquímicos sobre electrodos serigrafiados de oro, analizando los 

voltamperogramas cíclicos luego de la deposición de las AuNPs sobre los mismos.  En este 

caso el aumento del parámetro ΔEp (diferencia entre los picos anódicos y catódicos de la 

cupla redox), acompañado de una disminución de la constante de transferencia de carga 

(ko) fueron los parámetros indicativos de la inmovilización de Ab (Tabla 1.2). En el Anexo 

1 se muestra una discusión más detallada sobre los resultados del análisis electroquímico.  

 

 
Tabla 1.2 Evaluación por voltamperometría cíclica de AuNPs modificados. Diferencia de potencial máxima 

(ΔEp) y constante de velocidad heterogénea (ko) para la transferencia de carga de la cupla redox soluble 

[Fe(CN)6]3- sobre electrodos serigrafiados de oro modificados con sistemas de nanopartículas. Área 

geométrica del electrodo de oro: 0.126 cm2. 

 

Sistema Electroquímico ΔEp (V) ko (cm/s) 

Au 0.106 ± 0.003 3.5 x 10-3 

Au-Ab 0.112 ± 0.003 3.0 x 10-3 

Au-AuNP-cit 0.114 ± 0.002 2.8 x 10-3 

Au-AuNP-cit-Ab 0.190 ± 0.005 0.7 x 10-3 
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La estabilidad de los compuestos proteína-AuNP depende fuertemente de la proteína 
 

A continuación, se evaluó si diferentes proteínas podían conjugarse a AuNP-cit por el 

método de adsorción no covalente, dado que mostró los mejores resultados para la 

inmovilización de anticuerpos. Se eligieron tres proteínas adicionales en función de su 

versatilidad y frecuencia de uso en la literatura científica en sistemas AuNP-proteína. Se 

incluyeron la proteína A/G y la estreptavidina (Strp) ya que son ampliamente utilizadas 

como adaptadores para la inmovilización orientada de anticuerpos no modificados y de 

proteínas modificadas con biotina, respectivamente 292. También se analizó la unión de 

albúmina de suero bovino (BSA) ya que se usa con frecuencia como agente de bloqueo. 

La concentración óptima de cada proteína se determinó primero mediante ensayos de 

estabilidad coloidal en placa (Figura 1.10). Curiosamente, mientras que la agregación de 

AuNP-cit-Strp inducida por sal se observó independientemente de la concentración de la 

proteína (hasta 200 µg/mL), Ab, A/G y BSA produjeron nanopartículas estables a partir de 

concentraciones tan bajas como 80 µg/mL. Por análisis UV/VIS, las AuNPs incubadas con 

Ab, A/G y BSA mostraron el característico desplazamiento hacia el rojo de entre 3 y 5 nm 

de la banda LSPR, mientras que Strp indujo la agregación de nanopartículas (Figura 1.11). 

Esto fue evidente por un cambio rápido en el color de la suspensión y una tendencia de las 

nanopartículas resultantes a sedimentar después de períodos de tiempo relativamente 

bajos (> 1 h frente a días para AuNP-cit sin modificar) lo que se evidenció por la 

disminución de la absorbancia a ≈ 520 nm y un aumento a 650 nm (Figura A1.20, Anexo 1, 

Sección 9)  
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Figura 1.10. Ensayo estabilidad coloidal (en placa) para diferentes preparaciones de proteína AuNP-cit en 

presencia o ausencia de NaCl 150 mM (concentración final). Las barras de error indican la SD para dos 

mediciones independientes. A: BSA, B: A/G, C: Strp, D: Ab. Los sombreados amarillos indican el rango de 

concentración de proteína por encima del cual se obtienen nanopartículas modificadas estabilizadas frente 

al aumento de la fuerza iónica (lo que es indicativo de una inmovilización efectiva) 



  

153  

 

 

Figura 1.11. Espectros UV/VIS normalizados para AuNP-cit antes y después de la incubación con 

diferentes proteínas. La flecha muestra el desplazamiento hacia el rojo observado para todas las proteínas 

ensayadas. 

 

Se obtuvieron resultados similares mediante DLS (Tabla 1.3) y electroforesis en gel (Figura 

1.12 y Figura A1.20, Anexo 1). Los dh similares obtenidos para AuNP-cit-A/G y BSA son 

coherentes con la masa molecular y forma similares de ambas proteínas (MMBSA ≈ 66.43 

kDa, dh ≈ 8.4 nm; MMAG ≈ 50.46 kDa, dh ≈ 6.2 nm, ver Anexo 1, Sección 14). Considerando la 

unión de al menos dos de estas proteínas en caras opuestas de una AuNP-cit, esperaríamos 

dh del entorno de entre 30 y 40 nm, por lo que los resultados obtenidos fueron coherentes 

con la unión de más de una molécula de proteína. Para el caso de la unión de Strp (≈ 60 



  

154  

kDa) el gran dh obtenido se debió a la formación de agregados evidenciados ya previamente 

en el análisis UV/VIS. Esta agregación también fue evidenciada mediante electroforesis (al 

igual que para las AuNP-cit no modificadas), no así para el caso de las AuNP-cit-BSA, 

AuNP-cit-A/G, y AuNP-cit-Ab, donde además se observaron patrones de migración 

diferentes, acordes con el tamaño de cada una de las proteínas inmovilizadas (Figura 1.12). 

La mayor movilidad de las AuNP-cit-BSA y AuNP-cit-A/G se debió a su menor tamaño y/o 

mayor carga. Los valores de potencial-ζ a pH 5.4 fueron -30 ± 4 mV y -29 ± 6 mV para AuNP 

modificadas con A/G y BSA respectivamente. Considerando un valor de pI de 4.6 para A/G 

y 4.5 para BSA, estos valores fueron consistentes con lo esperado.  

 
Tabla 1.3. Diámetro hidrodinámico para AuNP-cit conjugadas a diferentes proteínas. Solo se muestran los 

datos de intensidad, Δdh representa la diferencia entre el diámetro hidrodinámico de cada ensamblaje AuNP-

cit-proteína y el AuNP-cit libre. 

 
 

dh (nm)    

(Intensidad) 

Δdh (nm) ± SD PI 

AuNP-cit 18 ± 1 ----- 0.26 ± 0.01 

AuNP-cit-BSA 44 ± 1 26 ± 2 0.316 ± 0.004 

AuNP-cit-A/G 40 ± 3 22 ± 4 0.29 ± 0.01 

AuNP-cit-Strp 305 ± 30 287 ± 31 0.28 ± 0.01 

AuNP-cit-Ab 132 ± 6 114 ± 7 0.18 ± 0.02 

 

 

Este efecto de agregación observado en las AuNP-cit-Strp, se hipotetizó podría ser 

desencadenado por la formación de agregados de Strp (multímeros) o por agentes químicos 

no revelados incluidos en la solución de proteína comercial empleada. Es importante tener 

en cuenta que Strp es una proteína tetramérica, y, por tanto, con una fuerte tendencia a 

formar interacciones proteína:proteína. Esto podría inducir la formación de agregados del 
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tipo (AuNP-cit-Strp-Strp-AuNP)n.  En el Anexo 1, Sección 9 se muestran ensayos 

adicionales realizados para intentar dilucidar/remediar el efecto de agregación observado; 

sin embargo, no fueron exitosos, por lo que las AuNP-cit-Strp no fueron posteriormente 

empleadas en este trabajo. 

 

Figura 1.12. Ensayo de movilidad electroforética para AuNP-cit conjugada a MUA, y las proteínas BSA, 

A/G, Strp (200 µg/mL), Ab (66 µg/mL). Adicionalmente se muestra un carril sembrado con AuNPs no 

modificadas. Nótese cómo, a diferencia de las AuNP no modificadas, o incubadas con Strp, las AuNP-cit-

Ab no migran, pero mantienen su coloración roja característica. Esto sugiere que, a diferencia de las 

anteriores, las AuNP-cit-Ab se mantienen como nanopartículas mayormente dispersas, y su no migración 

se debe más a su potencial-ζ cercano a la neutralidad. 
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Caracterización y purificación de AuNP-proteína por SEC 

 

Un paso final en la preparación de AuNP modificadas con proteínas, pensando en su futura 

aplicación es la separación de las AuNPs modificadas de las proteínas solubles libres que 

podrían interferir con la aplicación analítica de estos reactivos. Esto generalmente es 

realizado mediante centrifugación 293 sin embargo, como se detalla más adelante en este 

capítulo, suele registrarse formación de agregados luego de este procedimiento de 

separación.  Es por ello que se decidió evaluar la cromatografía de exclusión molecular 

(SEC) como técnica de purificación de nanopartículas modificadas, ya que se trata de un 

procedimiento amigable con la muestra, rápido, reproducible, fácil de implementar y que 

no requiere ningún equipo especializado. Además, a diferencia de la centrifugación, esta 

técnica no implica un paso de concentración de las nanopartículas, lo que favorece la 

generación de agregados.   

Los cromatogramas (registrados mediante Abs520) obtenidos para AuNP-MUA después de 

la inyección en columnas qEV preempaquetadas comerciales (Izon, volumen muerto = 3 

mL) mostraron un pico amplio a un Ve de 7 mL (Figura 1.13). Curiosamente, la inyección 

de AuNP-MUA-Ab dio como resultado un pico mucho más estrecho a Ve = 3.5 mL (ΔVe = 

3.5 mL, Figura 1.13 A), confirmando que estas nanopartículas poseen un radio 

hidrovolumétrico mucho mayor. Además, se pudo inferir que la modificación con 

anticuerpos fue prácticamente completa ya que no se detectó ninguna señal 

correspondiente a AuNP-MUA sin modificar. 

Por el contrario, las AuNP-cit no lograron ingresar a las columnas y se retuvieron en el 

prefiltro (Figura A1.21, Anexo 1, Sección 9). Curiosamente, los cromatogramas de AuNP-

cit-Ab (Figura 1.13 A), AuNP-cit-A/G o AuNP-cit-BSA (Figura 1.13 B y D) mostraron una 

distribución similar a una curva logNormal con un pico en Ve = 4.2 mL (Ab) o Ve = 6 mL (A/G 
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y BSA). Esto se consideró como una prueba más de la inmovilización de proteínas porque: 

a) las AuNP-cit modificadas con proteína lograron ingresar en las columnas (a diferencia 

de las sin modificar) y b) presentaron mayor tamaño que las AuNP-MUA no modificadas 

(ΔVe ≥ 1 mL), de acuerdo con los resultados de DLS y electroforesis. Además, la BSA soluble 

mostró una Ve = 8,5 mL, con una banda parcialmente superpuesta a las fracciones en las 

que eluyó la mayor parte de AuNP-cit-BSA (Figura 1.13, D). De cualquier modo, si se 

tomasen las primeras fracciones en las que eluyen las AuNP-cit-BSA (Ve < 6 mL), esta 

técnica serviría como técnica separativa para eliminar la proteína en exceso no conjugada, 

aunque se perderían muchas AuNP en el proceso.   

Al igual que AuNP-cit, las nanopartículas AuNP-cit-Strp se retuvieron principalmente en 

el prefiltro de las columnas, que en este caso se visualizó violeta en lugar de rojo (Figura 

A1.21, Anexo 1, Sección 9). Sin embargo, a diferencia de AuNP-cit, una fracción de la 

población pudo ingresar en la columna y se observó un pequeño pico con Ve = 4 mL 

(recuperación < 10 % basada en el área bajo la curva vs. AuNP-cit-BSA, Figura 1.13, C). 

Teniendo en cuenta estos resultados y los anteriores, se concluyó que la estreptavidina se 

está incorporando a las nanopartículas, produciendo AuNP modificadas que tienen una 

fuerte tendencia a agregarse en conjuntos grandes y heterogéneos; solo una pequeña 

fracción de ellos puede cruzar los prefiltros e ingresar a las columnas qEV. Por el contrario, 

los conjugados de BSA, A/G o Ab se mostraron muy estables, incluso en condiciones de 

alta fuerza iónica dada por el buffer de corrida (PBS).  
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Figura 1.13. Cromatogramas obtenidos para A: AuNP-MUA y AuNP-cit modificado con Ab, B: AuNP-cit 

modificado con A/G, C: AuNP-cit modificado con Strp y D: AuNP-cit modificado con BSA, y BSA sola. En 

todos los casos a fines comparativos se acompaña con el cromatograma para AuNP-MUA. 

 

Considerando la SEC como técnica de separación para los conjugados AuNP-proteína, 

podemos decir que el porcentaje de recuperación de fracciones puras para AuNP-cit-A/G 

y BSA fue muy bajo, dado la distribución de las AuNP en muchas fracciones, gran parte de 
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las cuales se solapan con los Ve para proteínas (testeado con BSA). Sumado a esto, existió 

un gran efecto de dilución de las muestras. En el caso de las AuNP-cit-Ab, o AuNP-MUA-

Ab el porcentaje de recuperación fue mayor, dada la distribución de las AuNPs en pocas 

fracciones bien separadas de las fracciones donde se espera que eluyan los Ab no unidos. 

Sin embargo, las absorbancias registradas denotan soluciones muy diluidas (del entorno de 

1:10) por lo que su efectividad como método de separación dependerá de la concentración 

requerida según la aplicación que se quiera desarrollar.  

Con esto, consideramos que, como técnica de caracterización, la SEC aportó resultados 

contundentes y complementarios a las demás técnicas exploradas en este capítulo, que 

permitieron confirmar la bioconjugación de algunas de las proteínas ensayadas. Sin 

embargo, como técnica de separación, la SEC posee algunas limitaciones, discutidas en el 

párrafo anterior. 

 

Evaluación de los conjugados AuNP-proteína mediante espectroscopía SERS 

 

Los espectros SERS obtenidos para AuNP-cit modificadas con A/G, BSA y Ab se muestran 

en la Figura 1.14. En términos generales los espectros obtenidos coincidieron con lo 

esperado, observándose señales en la región amida II (1480-1580 cm-1), comúnmente no 

detectable en espectroscopía Raman convencional, pero intensificadas por efecto SERS, 

asociada a vibraciones de aleteo de los grupos N-H y estiramiento (streching) del enlace C-

N 294,295. Señales asociadas a la región amida III (1200-1400 cm-1) fueron apreciables 

principalmente para las AuNP-A/G y Ab, siendo débiles para el caso de las AuNP-cit-BSA. 

Adicionalmente se registraron señales intensas en todos los casos en la región comprendida 

entre 1100-1200 cm-1 normalmente asociadas a vibraciones de estiramiento de los enlaces 

C-C y C-N del esqueleto proteico 296.  Las señales intensas entre 1400-1450 cm-1 observadas 
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en los espectros de AuNP-cit-A/G y Ab suelen asociarse a estiramiento simétrico del grupo 

carboxilo (COOH/COO-), cuya posición específica depende del estado de protonación 297,298. 

En una comparación de intensidades, llamativamente el efecto SERS fue mayor para las 

AuNP-cit-A/G, donde además se observó la presencia de señales adicionales no 

identificadas en los otros espectros. Identificar y asociar cada señal a una vibración 

particular fuera de las regiones espectrales tradicionales para una proteína resulta 

complejo, sin embargo, se sabe que las señales de los aminoácidos aromáticos suelen verse 

intensificadas por efecto SERS 295. La fenilalanina suele dar una señal característica en el 

entorno de 1005-1012 cm-1, y señales menores a 610 y 650 cm-1, las cuales se encontraron 

presentes en los espectros de las AuNP modificadas con proteína A/G. Las señales 

observadas a 910 y 950 cm-1 se asociaron a vibraciones ν(N−Cα-C) y δ(C-C-N) del esqueleto 

carbonado, mientras que las observadas a 640 cm-1 y 480 cm-1 podrían corresponder a ν(C-

S) y ν(S-S) respectivamente 181,299.  Por debajo de 400 cm-1 la asignación resultó aún más 

compleja debido a la ocurrencia de señales relacionadas a vibraciones propias de la cadena 

proteica; sin embargo, la señal intensa ubicada en el entorno de 270 cm-1, normalmente se 

asocia con interacciones de átomos de azufre con superficies metálicas, lo que planteó la 

posibilidad de que esta proteína pudiera estar uniéndose de forma covalente a las AuNP 

por interacción del grupo SH de alguna cisteína. La proteína A/G se trata de una proteína 

recombinante comercial, formada por cuatro subunidades de la proteína A de Estafilococo 

aureus y dos de la proteína G de Streptococo spp. Al realizar el análisis de la secuencia 

aminoacídica de ambas proteínas (obtenidas de UniProt, Tabla A1.5, Anexo 1, Sección 13) 

no se registró la presencia de residuos de cisteína, sin embargo, si de metionina (que 

contiene un grupo tioéter, -S-CH3), por lo que se argumentó la posibilidad de que esta 

proteína, pueda estar interactuando través de este residuo.  
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Figura 1.14. Espectros SERS para AuNP-cit-A/G, AuNP-cit-BSA y AuNP-cit-Ab 
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Algunos trabajos, donde se analizó la afinidad de diferentes aminoácidos por la superficie 

de AuNPs (en el contexto de una proteína) demostraron que la metionina es uno de los 

aminoácidos con mayor afinidad 162.  Independientemente de dilucidar los aminoácidos 

específicos a través de los cuales la proteína interaccionó con la superficie de la AuNP, el 

hecho de observarse mayor número de señales SERS y la mayor intensidad de alguna de 

ellas en comparación a las observadas para BSA y Ab, dio cuenta de una interacción muy 

cercana entre la estructura proteica (y por tanto de muchos de sus residuos) y la superficie 

de la AuNP 300 . Llamativamente, en todos los espectros, la banda amida I (1640-1700 cm−1) 

asociada a la vibración del grupo -C=O no fue detectada. La intensidad de esta banda en 

SERS se asocia a la facilidad de interacción del enlace peptídico con la superficie metálica, 

siendo muy débil en cadenas peptídicas que contienen aminoácidos con cadenas laterales 

voluminosas (como los residuos aromáticos) cuya interacción con la superficie aleja el 

grupo -C=O del enlace peptídico, haciendo poco probable el efecto SERS 187. Esto sugirió 

que la interacción de las proteínas con la superficie de las AuNPs en este caso se dio 

fundamentalmente a través de las cadenas laterales de residuos voluminosos. 

 
 

Evaluación de la centrifugación como técnica de separación de AuNP-proteína 

 

Los sistemas AuNP-proteína (Ab, A/G, BSA) obtenidos se analizaron antes y después de 

ser sometidos a tres ciclos de centrifugación a 10000g por 30 min a 4 °C y resuspensión en 

PBS. Como se muestra en el inserto de la Figura 1.15, C, la solución coloidal de AuNP-cit-

Ab luego de la centrifugación mostró claras señales de formación de agregados y 

adherencia a las paredes del tubo. Cuando se analizaron los espectros obtenidos para dicha 

solución, se observó principalmente una marcada disminución de la absorbancia a 520 nm, 

lo cual se debió principalmente a la pérdida considerable de AuNPs (por precipitación y 



  

163  

adherencia a las paredes del tubo). En cambio, las soluciones de AuNP-cit modificadas con 

BSA y A/G no mostraron (ni visual ni espectralmente) señales de formación de agregados 

luego de ser sometidas a la centrifugación. Cuando las mismas soluciones fueron 

analizadas por DLS, como era de esperarse, las AuNP-cit-Ab mostraron agregados de 

tamaño significativo; > 1000 nm (Figura A1.25, Anexo 1, Sección 10). En el caso de las 

AuNP-cit-A/G y BSA el efecto de la centrifugación también fue evidente, aunque no en la 

misma magnitud que para las AuNP-cit-Ab. Como se observa en la Figura 1.16, el 

histograma obtenido por DLS para AuNP-cit-A/G fue más ancho, alcanzando un valor de 

dh del en torno a 120 nm frente al valor de 50 nm previo a la centrifugación.  

 

 

Figura 1.15. Espectros UV/VIS para AuNP-cit modificadas con proteína A/G (A), BSA (B) y Ab (C) antes 

(“precent”, curva negra) y después (“postcent”, curva roja) de ser centrifugadas a 10000g durante 30 min. 

En el inserto se aprecia el aspecto de cada solución coloidal luego de la centrifugación.  
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Resultados similares se obtuvieron para las AuNP-cit-BSA (Figura A1.26, Anexo 1, Sección 

10), aunque en este caso previamente a la centrifugación ya fue detectable por DLS la 

presencia de algunos agregados. 

Considerando la posibilidad de utilizar estas AuNP-proteína en futuros ensayos 

colorimétricos, los sistemas AuNP-cit-A/G obtenidos, al conservar sus propiedades ópticas, 

fueron lo suficientemente estables como para ser purificados por centrifugación y ser 

utilizados como sistema de detección. No así las soluciones de AuNP-cit-Ab, la cuales 

mostraron claras señales de agregación y precipitación durante el proceso de separación, 

volviéndolas inútiles para ensayos analíticos basados en cambios de color rojo → azul.  

 

 

Figura 1.16. Distribución obtenida mediante DLS para AuNP-cit-A/G antes (A) y después (B) de ser 

sometidas al procedimiento de centrifugación y resuspensión en PBS.  

 

Ante estos resultados se intentaron diferentes estrategias para lograr obtener sistemas 

AuNP-cit-Ab, entre ellas el anclaje de los Ab a las AuNP modificadas con proteína A/G, 
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(dada la capacidad de unirse a la región Fc de las inmunoglobulinas); sin embargo, como 

indicaron los ensayos discutidos en el Anexo 1, Sección 11, ninguna fue exitosa, con lo que 

la estrategia de anclaje de Ab a AuNPs (directamente o vía proteína A/G) fue descartada.  

 

Esto no quiere decir que las AuNP-cit-A/G no puedan ser utilizadas como plataforma de 

anclaje de biomoléculas marcadas previamente con inmunoglobulinas, como se discutirá 

en el Capítulo 2.  

 

 

Discusión 

 

El procedimiento de Turkevich para síntesis de nanopartículas de oro recubiertas de citrato 

se emplea plenamente en nanociencia y nanotecnología 301, aunque el mecanismo exacto 

subyacente a la formación de las AuNPs aún está sujeto a revisiones continuas 39,41,43,54. A 

pesar de esto, el procedimiento sintético empleado, si se realiza de forma minuciosa, 

permite obtener AuNP-cit de 13 nm 284. 

Según los resultados mostrados en este trabajo, la caracterización de las AuNP-cit 

sintetizadas necesita el conjunto completo de mediciones experimentales, a saber, UV/VIS, 

DLS y TEM para logar describir completamente el sistema de nanopartículas. En todas estas 

técnicas los resultados fueron acordes a lo esperado para este procedimiento de síntesis. 

Las simulaciones de Mie y las consideraciones geométricas proporcionan un medio para el 

cálculo del coeficiente de atenuación molar, pero solo considerando el núcleo metálico de 

las nanopartículas sin reflejar el efecto del entorno fisicoquímico, lo que también puede 

afectar su capacidad para dispersar la luz.  

 

En el caso de los coeficientes de atenuación molar para AuNPs-cit, los valores calculados 
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aquí son lo suficientemente consistentes para usarse con confianza. Nuestro procedimiento 

propuesto para evaluar el coeficiente de atenuación molar para AuNPs recubiertas con otro 

agente de protección se basa en la suposición de que el intercambio de ligandos es 100 % 

eficiente. Por lo tanto, los coeficientes de atenuación molar para las soluciones coloidales 

de AuNP se pueden calcular a partir de diluciones en serie del AuNP-cit original y el AuNP 

intercambiado con ligando, comparando las pendientes de Lambert-Beer. En este caso los 

valores calculados para AuNP-MUA y AuNP-cit-A/G o BSA fueron muy similares entre sí.  

En cuanto a la estabilidad, las mediciones por DLS resultaron en una herramienta eficiente 

para la detección de las primeras etapas de agregación de nanopartículas 302. En los 

primeros 15 días de almacenamiento, el valor medio de dh de los datos de DLS fue de 40 ± 

3 nm (por intensidad) (Figura A1.7, Anexo 1). Considerando un intervalo de confianza del 

95 %, las partículas superiores a 50 nm de diámetro deben tomarse como los agregados 

mínimos detectables por la técnica DLS, que correspondería a un agregado representativo 

de 57 nanopartículas de 13 nm de diámetro (basado en las medidas TEM). Según esto, el 

aumento del 10 % en la eficiencia de dispersión debería reflejarse en un aumento 

equivalente en la absorbancia medida, una predicción observada en los espectros de 

evolución temporal de la solución madre de AuNP-cit (Figura A1.7, Anexo 1). Los 

agregados iniciales, por lo tanto, se componen de AuNPs que permanecen cerca entre sí, 

sin representar un aumento real en la sección transversal de absorción. Al mismo tiempo, 

el acoplamiento de la banda LSPR en las etapas iniciales de agregación, aún no es lo 

suficientemente fuerte como para ser detectado como un aumento de absorbancia 

alrededor de 600 nm 303,304. En consecuencia, tanto los espectros UV/VIS como las 

mediciones de DLS son adecuadas para seguir la agregación temporal de AuNP, pero 

solamente las mediciones de DLS se pueden usar con confianza para evaluar la presencia 

de agregados de AuNP en las etapas iniciales. 
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La reacción de intercambio de ligandos de citrato por MUA se basa en varias suposiciones. 

Primero, como la molécula de MUA se adsorbe en AuNP a través de un enlace covalente 

Au-S; consideraciones termodinámicas simples indican que la reacción superficial es muy 

favorecida 178. En segundo lugar, se asume que la reacción es cuantitativa, es decir, no queda 

ningún resto de citrato adherido a la superficie de la AuNP y en el proceso se obtiene una 

monocapa de MUA 76,305. A pesar de su relativa simplicidad, los métodos para evaluar la 

efectividad de la reacción pueden ser cuestionables. Un corrimiento al rojo típico entre 2 y 

5 nm de la banda LSPR (dependiendo del agente de protección) generalmente se toma como 

una prueba indirecta de que tuvo lugar la reacción de intercambio y, de hecho, este 

corrimiento es bastante sólido y está respaldado por varios informes 306–308. Más allá de tal 

robustez, la detección de este cambio diminuto en la posición del máximo de la banda LSPR 

requiere que la resolución espectral del espectrofotómetro se ajuste adecuadamente. La 

mayoría de los espectrofotómetros utilizan un valor predeterminado de 1 nm para la 

resolución espectral, y un cambio de banda entre 2 y 5 nm implicaría un error de entre el 

100 y el 40 % (Figura A1.1, Anexo 1). Por lo tanto, para utilizar el cambio de banda LSPR 

como prueba de la reacción de intercambio de ligandos, la resolución de la banda espectral 

debe establecerse lo más baja posible. En nuestro caso, fijamos ese valor en 0.2 nm, y el 

cambio de banda de LSPR de 3 nm para el intercambio de ligandos de MUA se pudo 

estimar con un error del 13 %. Solo bajo estas consideraciones experimentales, el cambio de 

banda LSPR se convierte en un resultado sólido para evaluar la reacción de intercambio de 

ligandos. 

 

Los resultados de estabilidad electrostática pueden interpretarse en términos de la 

influencia de la fuerza iónica en la estabilidad coloidal 309. Las curvas comparativas para las 

soluciones coloidales AuNP-cit y Au-MUA muestran claramente una estabilidad diferente 
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al aumentar la fuerza iónica del entorno de las nanopartículas. La principal diferencia entre 

ambos sistemas de nanopartículas es que, en el caso de AuNP-cit, el agente de protección 

se adsorbe electrostáticamente, mientras que MUA se une covalentemente a la superficie 

de AuNP. Por lo tanto, el efecto de apantallamiento de potencial electrostático en AuNP-

cit es más efectivo, posibilitando la desestabilización del sistema coloidal. Como resultado 

cuantitativo de este análisis, la concentración de sal que produce una disminución del 50 % 

del valor máximo de absorbancia se denomina “concentración crítica”, Ccrit. En el caso de 

un sistema estable como AuNP-MUA, no se alcanzó el valor de Ccrit en el rango de 

concentraciones ensayado, mientras que para las AuNP-cit obtuvimos un valor de Ccrit = 37 

mM NaNO3. Es destacable el diferente comportamiento entre ambos sistemas, lo que nos 

lleva a concluir que el estudio de la estabilidad electrostática de los sistemas coloidales, 

frente al aumento de fuerza iónica, proporciona un método experimental muy concluyente 

para evaluar las reacciones de intercambio de ligandos entre citrato y tioles. 

 

La bioconjugación covalente de proteínas a AuNP-MUA implica varios pasos y cada uno 

de ellos podría afectar la estabilidad del producto final. Por lo tanto, sugerimos más de una 

técnica para la evaluación del producto final. Por ejemplo, el desplazamiento hacia el rojo 

de la banda LSPR en los espectros UV/VIS sugiere la unión de Ab mediante la reacción de 

entrecruzamiento mediado por EDC/NHS, pero un análisis más profundo que incluye DLS 

y movilidad electroforética mostró agregación inducida por EDC/NHS, incluso cuando se 

sustituye NHS por su variante s-NHS, la cual debería conceder estabilidad al generar un 

intermediario de reacción cargado. Si bien esta estrategia de inmovilización suele ser una 

de las más empleadas en la literatura por la posibilidad de anclaje covalente, no asegura un 

anclaje orientado, conlleva también el riesgo de la modificación de las proteínas a 

inmovilizar (pudiendo perder funcionalidad) o, como sucedió en este trabajo con AuNPs 
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de 13 nm, generó formación de agregados desde las primeras etapas de la reacción. Es por 

ello que no se continuó con esta estrategia de inmovilización.  

Cuando evaluamos el procedimiento de adsorción no covalente de Ab, obtuvimos 

desplazamientos hacia el rojo en la posición de la banda LSPR después de 60 min de 

incubación, lo que sugirió la unión efectiva de Ab. En este caso, los espectros eran más 

definidos y estrechos. Sin embargo, a la luz de nuestros resultados anteriores, las AuNP 

modificadas fueron analizadas mediante técnicas adicionales, en particular DLS y 

electroforesis. En el caso de DLS, tanto para AuNP-cit-Ab como para AuNP-MUA-Ab, 

observamos un aumento esperado en el dh durante la incubación, con un índice de 

polidispersión menor en comparación con los resultados del ensayo de unión covalente. En 

principio consideramos que estos cambios se deben a los productos de bioconjugación y no 

a un proceso de agregación, aunque las mediciones de DLS por intensidad sugirieron la 

presencia de algunas partículas más grandes. 

En contraste con nuestros resultados de movilidad electroforética para la bioconjugación 

covalente, los productos de adsorción no covalente de Ab mostraron una disminución 

significativa de Rf sin un perfil de smearing, lo que sugiere una adsorción de Ab más eficaz 

tanto para AuNP-cit-Ab como para AuNP-MUA-Ab. A la luz de estos resultados, 

sugerimos que la movilidad electroforética es una técnica útil para confirmar el evento de 

bioconjugación, pues brinda información sobre tamaño, carga, estabilidad y 

heterogeneidad de las partículas, en una solución salina. 

 

El efecto de la concentración de Ab y el pH durante la incubación no covalente de Ab se 

evaluó mediante una modificación del ensayo de estabilidad coloidal por titulación. La 

unión exitosa de Ab se confirmó en base a una comparación de la relación Abs520/Abs650 

después de un aumento de la fuerza iónica mediante la adición de NaCl. Se obtuvieron 
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valores altos de la relación cuando se empleó AuNP-cit para todas las concentraciones de 

Ab y pH ensayados. Esto sugiere un efecto protector de la corona proteica, frente al 

aumento en la fuerza iónica, lo que indirectamente también confirma la unión de Ab. 

La independencia del pH en el caso de la adsorción física a AuNP-cit de 13 nm podría 

indicar que los Ab interactúan directamente con la superficie del oro, desplazando las 

moléculas de citrato. Por el contrario, en el caso de la adsorción a AuNP-MUA, se espera 

que Ab interactúe con los grupos carboxilo expuestos de la monocapa de MUA sin 

desplazar dicha molécula por estar unida covalentemente. En este caso, el estado iónico de 

estos grupos carboxílicos afecta la posibilidad de aproximación de Ab, observándose una 

fuerte caída en la eficiencia de bioconjugación para pH > 8. Por encima de este pH, 

esperamos que tanto MUA como Ab estén cargados negativamente, y esto dificultaría su 

acercamiento 287,310. Más allá de esta interpretación, el ensayo de estabilidad coloidal resultó 

ser una herramienta rápida y útil para evaluar diferentes condiciones experimentales y 

confirmar la inmovilización de anticuerpos. 

La evaluación electroquímica de la velocidad de transferencia heterogénea de carga con 

una sonda redox soluble también proporcionó datos muy concluyentes. Por ejemplo, la 

modificación del electrodo serigrafiado de oro con AuNP-cit produce una disminución de 

los valores de ko del 19 %, determinada por VC a partir del aumento de los valores de ΔEp 

de 8 mV. La adsorción adicional de Ab en AuNP-cit-Ab aumenta el valor de ΔEp en 76 mV, 

lo que produce una nueva disminución en los valores de ko. Siendo la apreciación en los 

voltajes de pico del orden de 1 mV, los valores obtenidos son muy precisos, por lo que la 

evaluación electroquímica de los electrodos de oro modificados con nanopartículas 

proporciona una prueba adicional muy concluyente del proceso de bioconjugación por 

adsorción no covalente a AuNP-cit. 
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Las nanopartículas modificadas por adsorción de Ab también fueron evaluadas por 

cromatografía de exclusión por tamaño. Los cromatogramas obtenidos para AuNP-cit-Ab 

y AuNP-MUA-Ab mostraron valores de Ve más bajos para ambos productos y una 

distribución muy estrecha, en comparación con la distribución obtenida para AuNP-MUA 

sin modificar (las AuNP-cit quedan retenidas en el prefiltro de la columna). Estos cambios 

son consistentes con un aumento en el tamaño de AuNP debido a la adsorción de Ab y 

confirman que Ab permanece unido a las AuNP incluso después de eliminar el exceso de 

anticuerpos libres. A pesar de que la SEC logró discriminar entre las AuNP-cit-Ab y AuNPs 

no modificadas, eluyendo a volúmenes diferentes, el efecto de dilución observado en la 

muestra fue de casi 10 veces. Por lo tanto, SEC puede emplearse como herramienta 

cualitativa para confirmar el proceso de bioconjugación, pero su utilidad como método 

separativo dependerá de la aplicación final.  

 

Para todo el procedimiento de bioconjugación (evaluado para la conjugación de Ab), 

finalmente hemos llegado a una propuesta de herramientas analíticas apropiadas para la 

verificación del cumplimiento de cada paso, las cuales se resumen en la Tabla 1.4.  

Con estas técnicas en mente se evaluó la conjugación de las proteínas A/G, BSA y 

estreptavidina a AuNP-cit mediante adsorción. El corrimiento típico hacia el rojo luego de 

la incubación con cada proteína fue nuevamente evidenciado. Particularmente para el caso 

de la Strp, el efecto de agregación fue tal que se evidenció por UV/VIS, y se confirmó por 

DLS y SEC. Si bien no se indagó en las causas de este fenómeno, sospechamos que puede 

deberse a componentes del propio buffer de la proteína comercial (de los cuales el fabricante 

no aporta datos) y/o a la tendencia de la estreptavidina a formar agregados multiméricos, 

favorecido para la proteína en estado liofilizado 311. 
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Tabla 1.4. Calidad de la información proporcionada por las diferentes técnicas (y parámetros evaluados) en 

cada uno de los pasos involucrados en la bioconjugación de AuNPs.a 

 Propósito de la evaluación (parámetro)a, b 

Técnica  1 2 3 4 

TEM ++++ 

(d) 

- (dnm) ND ND 

UV/VIS ++++ 

(λLSPR) 

++ 

(ΔλLSPR) 

++ 

(ΔλLSPR) 

++ 

(520 / 650 

nm) 

DLS ++++ 

(dh , PI) 

+++ 

(Δdh , PI) 

++ 

(Δdh, PI) 

- 

Potencial-ζ ++ 

(ζ) 

++ 

(Δζ) 

+ 

(Δζ) 

+ 

(ζ) 

FTIR ++ 

(υ) 

- ND ND 

Estabilidad 

Coloidal 

(Titulación) 

++ 

(Ccrit) 

++++ 

(ΔCcrit) 

AuNP-cit: ++++ 

AuNP-MUA: - 

(ΔCcrit) 

ND 

Estabilidad 

Coloidal 

(placa) 

- ++++ 

(520 / 650 nm) 

AuNP-cit: ++++ 

AuNP-MUA: - 

(520 / 650 nm) 

++ 

(520 / 650 

nm) 

Electroquímic

a 

- ++++ (dns) 

(ΔEp, ko) 

 

AuNP-cit: ++++ 

(ΔEp, ko) 

 

ND 

Electroforesis - ++++ 

(ΔRf) 

AuNP-cit: - 

AuNP-MUA: ++++ 

(ΔRf) 

 

++ 

(ΔRf) 

 

SEC - ++++ 

(Ve) 

AuNP-cit: ++++ 

AuNP-MUA: ++++ 

(Ve, ΔVe) 

 

++++ 

(Ve, ΔVe) 

 

SERS ND ND ND +++ 

(υ, intensidad) 

 
a Basado en el esquema 1. 1) Caracterización de AuNP-cit. 2) Evaluación de intercambio de ligando (cit → 

MUA). 3) Inmovilización de Ab sobre AuNP-cit y AuNP-MUA. 4) Comparación entre proteínas 

inmovilizadas sobre AuNP-cit. b Desde “+” (pobre/ambiguo) a “++++” (conclusivo), “-”: sin información 

relevante. “ND”: experimento no realizado. “dnm”: datos no mostrados. 
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La misma información se obtuvo en los ensayos de estabilidad, donde los conjugados de 

Strp y AuNPs fueron inestables para todas las concentraciones de proteínas ensayadas, así 

como por electroforesis y determinación de dh por DLS. En cambio, para las AuNP-cit-BSA, 

y AuNP-cit-A/G, los ensayos de estabilidad en placa permitieron determinar la 

concentración mínima de proteína necesaria para estabilizar las AuNP, la cual fue similar 

para ambos casos, dado que se tratan de proteínas de tamaño similar, con lo que su 

capacidad de recubrimiento (en términos de superficie) es similar.  Las AuNP-cit-BSA 

mostraron mayor movilidad electroforética frente a las AuNP-cit-A/G, lo cual mostró la 

capacidad de la electroforesis de distinguir entre sistemas AuNP-proteína con mínimas 

diferencias de tamaño, que no fueron evidenciadas por DLS ni por SEC. En cuanto a esta 

última técnica, si bien confirmó la modificación de las AuNP con estas proteínas, gran parte 

de las fracciones de elución se solapan con las fracciones de elución de BSA libre. Además, 

el efecto de dilución fue aún mayor que el observado para las AuNP-cit-Ab, confirmando 

así la utilidad analítica pero no preparativa de la técnica.     

 

En cuanto al análisis mediante SERS, las señales características esperadas para proteínas 

(amida II y III) fueron observadas en los tres sistemas ensayados. La diferencia destacable 

entre las muestras analizadas reside en la intensidad de estas señales, destacándose para el 

caso de las AuNP-cit-A/G la presencia de un mayor número de bandas, típicamente 

asociadas a grupos laterales de residuos aromáticos. Los espectros SERS confirman por un 

lado la unión de las proteínas a la AuNP y además permiten de forma cualitativa evidenciar 

el número de interacciones de cada proteína.  

 

A la hora de separar los sistemas AuNP-proteína de la proteína no unida, las AuNP-A/G, 

y BSA demostraron ser muy estables frente al proceso de centrifugación, con formación 
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mínima de agregados solamente detectable mediante DLS. En cambio, para las AuNP-cit-

Ab, el efecto de la centrifugación en la estabilidad del sistema fue drástico. Resultados 

posteriores demostraron que esta inestabilidad aumenta con el tiempo de incubación, es 

favorecida con la centrifugación, e independiente del anticuerpo empleado. Se ensayaron 

diferentes condiciones para estabilizar los sistemas AuNP-cit-Ab, sin éxito. Incluso el 

intento de anclaje de los Ab a las AuNP-cit-A/G desestabilizaron todo el sistema, generando 

agregados, lo que indica la capacidad de los Ab de unirse o incluso desplazar a la proteína 

A/G de la superficie. Por ejemplo, la interacción de inmunoglobulinas de tipo G presentan 

valores de Kd ≈ 15 nM, permaneciendo el Ab adsorbido frente a la competencia con 

proteínas plasmáticas 312 Todos los resultados con las AuNP-cit-Ab indicaron que la 

desestabilización era causada por el anticuerpo. En base a esto postulamos que los 

anticuerpos, aunque unidos, interaccionan de forma inespecífica entre sí favoreciendo la 

agregación. Tratamientos con detergentes tipo Tween-20 o con BSA no resolvieron el 

problema. Trabajos similares en la literatura reportaron que el efecto es dependiente del 

pH, y sugieren trabajar a pH > 7.5 313; intentos en esta línea tampoco llevaron a resultados 

fructíferos. Considerando el tamaño de las AuNPs empleadas en este trabajo (≈ 13 nm) y el 

dh reportado para una IgG, ≈ 10 nm, determinado por DLS 314,315, podrían unirse no más de 

2 moléculas de Ab a la superficie (asumiendo una orientación de tipo flat-on). Sin embargo, 

algunas consideraciones geométricas son de orden. Para un Ab, la superficie de una AuNP 

de este tamaño se presenta como una superficie curvada más que plana, esto podría 

provocar que, en beneficio de maximizar el número de interacciones a la superficie, el Ab 

deba asumir conformaciones que lo hagan perder parte de su estructura terciaria y/o 

cuaternaria, posibilitando la exposición de residuos hidrofóbicos, que induzcan 

interacciones inespecíficas entre AuNPs-Ab. De hecho, en la mayoría de las aplicaciones 

analíticas reportadas suelen emplearse AuNPs de diámetros > 40 nm, sin evidencia de 
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fenómenos de agregación 66,312,313,316,317, lo cual puede deberse a que en este contexto el grado 

de pérdida de estructura nativa del Ab no es extendido.  

Algunos trabajos con AuNPs < 20 nm, no reportan agregación durante la inmovilización de 

anticuerpos, sin embargo, emplean anticuerpos modificados con grupos tiol 318 o coincuban 

las AuNPs con polímeros de alto peso molecular como polietilenglicol 307 el cual suele ser 

empleado como agente estabilizante de AuNPs desnudas. Diferente sería la situación de la 

proteína A/G y BSA las cuales, al ser de menor tamaño y con forma globular, no se 

afectarían demasiado por la curvatura de la superficie. Es cierto que la mayor cantidad e 

intensidad de señales observadas por SERS para las AuNP-cit-A/G pueden indicar la 

pérdida de parte de la estructura nativa de la proteína. Sin embargo, al conformarse de 

varias subunidades (cuatro de proteína A y dos de proteína G), cabe la posibilidad que 

solamente algunas de estas se vean afectadas, conservando la funcionalidad de la proteína 

en las restantes no unidas directamente a la superficie de oro. Para el caso del Ab unido, 

los espectros SERS no mostraron señales intensas que se puedan asociar a grupos 

aromáticos, u otras cadenas laterales de aminoácidos, lo cual no apoyaría la hipótesis de la 

pérdida de estructura. Sin embargo, hay que señalar que los espectros se obtuvieron en 

solución, luego de que las AuNPs fueran centrifugadas, haciendo posible que la 

sedimentación de los grandes agregados los apartara del punto de interacción con el láser 

de las determinaciones SERS, y por tanto los espectros obtenidos sean de las pocas AuNP-

cit-Ab (tal vez de tamaño mayor) que permanecen estables en solución.  

Si bien lo expuesto anteriormente es solamente una hipótesis construida a partir de 

nuestros resultados y resultados publicados, deja la puerta abierta a nuevos desafíos de 

investigación que puedan ser abordados en un futuro.  

Además del aprendizaje para el grupo de investigación, que ayudó a diseñar los 

experimentos que se describirán en los capítulos siguientes, la Tabla 1.4 es una contribución 
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que esta tesis ha realizado a la comunidad científica, pues por primera vez se comparan de 

forma sistemática distintas técnicas de caracterización pasibles de ser utilizadas para las 

distintas etapas del proceso de síntesis y bioconjugación de AuNP-proteína. Muchas de 

estas técnicas son de uso frecuente en la literatura, pero faltaba una visión crítica capaz de 

evaluar el grado de certidumbre que dichas técnicas confieren, dependiendo de lo que se 

quiera evaluar (ej. síntesis y concentración, estabilidad, bioconjugación). Otras técnicas son 

de uso menos frecuente en la literatura especializada en esta temática (electroforesis y, 

sobre todo, SEC), pero emergen como técnicas idóneas para la caracterización de muchos 

de los pasos involucrados.  
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Capítulo 2: Nanopartículas de oro modificadas con proteína A/G para detección 

de vesículas extracelulares (EVs). 

 

Resultados 

 

Dado que no fue posible obtener AuNPs modificadas con anticuerpos (unidos directamente 

o por intermedio de proteína A/G), y de cara al desarrollo de un sensor para la detección 

de EVs, se decidió emplear una estrategia diferente; en lugar de inmovilizar los anticuerpos 

capaces de reconocer las tetraspaninas de superficie a las AuNPs, se procedió a incubar los 

mismos directamente sobre las EVs, para luego purificarlas por SEC (y eliminar así el 

excedente de anticuerpo). De esta forma, se obtendrían EVs marcadas con anticuerpo, que 

podrían ser reconocidas por las AuNP-A/G 2. Dicho reconocimiento se planteó que podría 

tender a la formación de agregados AuNP-A/G-EV detectables de forma colorimétrica (y 

por consiguiente espectral) y/o por aumento de tamaño.  

 

Caracterización de EVs  
 

Inicialmente se llevaron a cabo métodos de caracterización de EVs purificadas mediante 

SEC a partir de sobrenadante de cultivo de células U2-OS, con el objetivo de identificar el 

nivel de expresión de tetraspaninas de superficie, principalmente CD9, CD81 y CD63 

(ExoView y Citometría de Flujo) así como determinar la distribución de tamaños y 

concentración de EVs (MRPS y nanoFCM). Adicionalmente la distribución de tamaños se 

obtuvo también a partir del análisis de imágenes TEM, DLS y de los resultados de ExoView. 

 

 
2 Nota: en lo que sigue las bioconjugaciones de las AuNP-cit omitirán la indicación “cit” en el texto por 

comodidad. 
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La cuantificación de EVs, se realizó mediante la técnica de sensado de pulsos resistivos 

acoplado a microfluídica (MRPS) y citometría de flujo de nanopartículas (nanoFCM). Los 

resultados de ambas técnicas se muestran en la Tabla 2.1 junto a una estimación de la 

concentración mediante citometría de flujo convencional (Attune NxT).  

 
Tabla 2.1. Concentraciones de EVs determinadas mediante nanoFCM y MRPS. 

 
partículas/mL 

nanoFCM 2,0x108 

MRPS 9,6(±0,3)x109 

Attune NxT * 1,2x105 

*Solamente para partículas de diámetro ≥100 nm. 

 

En cuanto a la cuantificación mediante MRPS, si bien la puesta en funcionamiento y 

operativa del equipo (adquirido durante esta tesis, y, por tanto, estrenado con nuestros 

datos) fue sencilla, el procesamiento posterior de los datos brutos registrados por el equipo 

requirió cierta atención para poder extraer conclusiones. Una de las principales razones que 

hicieron necesario este procesamiento posterior de forma más pormenorizada fue que los 

tamaños de las EVs medidas se encontraron muy cercanos al límite de detección reportado 

por el fabricante, y las señales provenientes de ruido eléctrico pueden ser confundidas 

como eventos correspondientes a partículas discretas. Los detalles del procedimiento de 

procesamiento de los datos se recaban en el Anexo 2, Sección 1.  

La concentración de EVs puede variar en función del tipo celular, condiciones de cultivo y 

método de obtención 319así como la técnica de medición, por lo que no fue posible contar 

con valores de referencia obtenidos en condiciones similares a las de este trabajo. Sin 

embargo, las concentraciones determinadas quedaron comprendidas dentro de rangos 

comúnmente reportados en otros trabajos, i.e. 106 - 1010 partículas/mL 252,258,320,321. La 

diferencia en la concentración obtenida por MRPS y nanoFCM pudo deberse a la naturaleza 
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de cada técnica; mientras que la primera realiza el conteo en base a la alteración de una 

señal eléctrica a medida que las partículas pasan por un nanoporo, la segunda se basa en la 

detección de la luz dispersada por cada partícula, donde las partículas de menor tamaño 

dispersan de forma menos eficiente la luz 247. Dado que la distribución “real” de las EVs 

está sesgada hacia partículas pequeñas (Figura 2.1), es esperable una mayor concentración 

medida por MRPS, por su capacidad de detectar partículas de menor tamaño de forma más 

eficiente.   

En cuanto a la citometría de flujo convencional, si bien se pudo estimar un valor de 

concentración de EVs, este fue inferior al determinado por las otras técnicas, lo cual se debió 

fundamentalmente a que el límite de detección se encuentra en ≈ 100 nm, mientras que los 

resultados de MRPS y nanoFCM (y ExoView) mostraron que la mayoría de las partículas 

detectadas se encontraron por debajo de este tamaño (Figura 2.1). Esto es algo conocido en 

el campo, pues los citómetros de flujo convencionales están diseñados para medir células 

y no EVs, y poseen por tanto un menor límite de detección en tamaño que los otros dos 

equipos utilizados. 

Los resultados de distribución de tamaños según la técnica empleada se muestran en la 

Figura 2.1.  Dado que en todos los casos las distribuciones presentaron asimetría positiva, 

la media de tamaños no resultó un parámetro adecuado para caracterizar a la población. 

En su lugar, a fines comparativos se decidió emplear los valores de mediana y moda de 

cada población. Un gráfico comparativo de estos parámetros se muestra en la Figura A2.5 

(Anexo 2, Sección 2). En términos generales las distribuciones obtenidas coincidieron en 

que el 75 % de las EVs detectadas presentaron diámetros inferiores a 100 nm. En el caso del 

histograma obtenido mediante TEM (Figura 2.1, A) fue posible realizar el ajuste a una curva 

logNormal, obteniéndose una distribución con una mediana de 55 nm (moda = 45 nm), 

quedando la totalidad de las EVs analizadas comprendidas en un rango de tamaños entre 
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30 y 300 nm (n = 280).  En el caso de la determinación por nanoFCM (Figura 2.1, B), la 

distribución quedó comprendida entre los 50 y 200 nm, con una mediana de 73 nm (moda 

= 69 nm) superior a lo observado mediante TEM. Además, en la distribución se observó la 

presencia de dos poblaciones aparentes, una mayoritaria centrada en los 70 nm, y una 

minoritaria de partículas de mayor tamaño, en el entorno de los 110 nm.  

Esta segunda población no se apreció de forma tan definida para las restantes metodologías 

empleadas. En cuanto a los resultados de MRPS (Figura 2.1, D), se registraron eventos de 

hasta 300 nm, concentrándose la mayoría de ellos por debajo de 150 nm, con una mediana 

de 77 nm. La moda en este caso correspondió a 67 nm, similar a la obtenida por nanoFCM 

y el 75 % de los eventos se encontraron por debajo de 98 nm. Sin embargo, en este caso se 

debió tener en cuenta la pérdida de eventos de tamaño menor a 65 nm (por el filtro de datos 

impuesto, asociado al límite de detección de la técnica) lo que llevó la distribución hacia 

valores mayores. En el caso de la técnica de los datos de ExoView (Figura 2.1, C), si bien 

fueron detectados eventos de hasta 200 nm, la mayor parte de la población se concentró en 

un estrecho rango de tamaños (50 a 70 nm), con una mediana y moda similares a las 

obtenidas por TEM, aunque se debió considerar el límite de detección cercano a 50 nm para 

esta técnica. En cuanto al análisis mediante DLS, al no ser una técnica cuantitativa, no fue 

adecuado determinar estadísticos descriptivos de la población; a pesar de esto, a partir de 

los datos de intensidad se pudo estimar una distribución, descripta a través de una curva 

logNormal (Figura A2.6, Anexo 2, Sección 2). La forma de la distribución fue concordante 

con las determinadas previamente, sin embargo, en este caso se observó un sesgo más 

pronunciado a tamaños mayores, posiblemente debido a que la intensidad de luz 

dispersada escala con el tamaño (d) en un factor de d6. Considerando además las 

limitaciones de la técnica para poblaciones polidispersas (PI = 0.352 para la población de 

EVs por DLS) el resultado obtenido fue coherente con los anteriores. 
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Figura 2.1. Distribuciones de tamaño para EVs purificadas de sobrenadante de cultivo de células, 

determinado por TEM (A), nanoFCM (B), ExoView (C) y MRPS (D). En todos los casos se muestran los 

datos normalizados a fin de facilitar la comparación.  
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Los ensayos de detección de EVs que se buscaron desarrollar en este trabajo, centran su 

fundamento en la detección con anticuerpos dirigidos contra las tetraspaninas de superficie 

de las EVs; es por ello que resultó fundamental realizar una caracterización fenotípica de 

las mismas de forma de determinar el nivel de expresión de las tetraspaninas típicas 

presentes en EVs (CD9, CD81, CD63). Como primera aproximación se procedió a la 

caracterización mediante citometría de flujo, empleado anticuerpos anti-CD9 y anti-CD81 

conjugados a fluoróforos, a saber, ficoeritrina-cianina-7 (PE-Cy7) y PacificBlue, 

respectivamente. Inicialmente se definió el “gate” para incluir a los eventos asociados a EVs 

empleando la señal de “forward” (FSC) y “side scatter” (SSC) adquirida con el láser violeta 

(405 nm), el cual resultó ser el más adecuado para adquirir un mayor número de eventos. 

De forma de contar con evidencia de que los eventos observados correspondieron a EVs, 

se realizó la incubación de la muestra con detergente TritonX 100 (concentración final 10 % 

v/v, 30 min). Como se muestra en la Figura A2.7 del Anexo 2, luego del tratamiento durante 

30 min, prácticamente la totalidad de los eventos desaparecieron. A pesar de esto, el 

número de eventos adquiridos fue bajo, lo que no permitió compensar adecuadamente la 

señal de fluorescencia para el análisis de marcación. En el caso de las muestras incubadas 

solamente con anti-CD9 (Figura 2.2), se evidenció la presencia de EVs positivas (≈ 36 %). 

Resultados similares se obtuvieron cuando se analizó la muestra incubada con una mezcla 

de anti-CD9 y anti-CD81 (≈ 50 %), considerando que el porcentaje algo superior pudo 

deberse a la imposibilidad de realizar la compensación de los datos de fluorescencia.  Para 

el caso del resultado con anti-CD81, la intensidad de fluorescencia obtenida no se diferenció 

significativamente del control sin marca, indicando una baja marcación tanto en las 

muestras incubadas solamente con anti-CD81 como en las tratadas con la mezcla de 

anticuerpos (Figura A2.8, B, Anexo 2). Con estos resultados, se confirmó la presencia de un 

gran porcentaje de CD9 en las EVs; sin embargo, el bajo nivel de marca observado con anti-
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CD81 se debió a una baja eficiencia de unión del anticuerpo empleado y/o a la limitada 

cantidad de eventos adquiridos. Es también necesario considerar, en este caso, que el límite 

de detección de tamaño para el citómetro empleado fue de alrededor de 100 nm cuando, 

por las técnicas mostradas anteriormente, sabemos que el mayor porcentaje de la población 

de EVs se encuentra por debajo de este límite.  

 

 

Figura 2.2. Gráficos de dispersión obtenidos por citometría de flujo, analizando la señal del “side scatter” y 

el canal de fluorescencia para anti-CD9-PE. Se aplicó el gate de selección de EVs, y se definieron las 

poblaciones CD9+/CD9-. A: EVs incubadas con anti-CD9-PE-Cy7, B: EVs incubadas con anti-CD9-PE-Cy7 

y anti-CD81-PB. 

 

La fenotipificación mediante ExoView aportó mayor información; en este caso las EVs 

fueron capturadas con un anticuerpo anti-tetraspanina diferente en cada spot y luego 

incubadas con una mezcla de anti-CD9, anti-CD81 y anti-CD63 conjugados a diferentes 

fluoróforos, por lo que se analizó la expresión de las tres tetraspaninas en simultaneo. En 
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otras palabras, esta técnica tiene la capacidad de resolver, con resolución de vesícula única, 

la composición relativa de cada una de estas tres proteínas en su superficie. 

Cuando se analizaron los datos observando el número de EVs capturadas por cada 

anticuerpo (Figura 2.3), el mayor número de EVs capturadas se consiguió con anti-CD9, 

seguido de anti-CD63 y anti-CD81. A priori esto indicó que un mayor número de EVs 

presentaban la tetraspanina CD9 o que esta fue más abundante en cada EV, haciendo más 

probable su captura.  En la misma figura se puede observar un análisis más detallado, en 

donde se estudió el nivel de expresión de las tres tetraspaninas dentro de la población de 

EVs capturada con cada anticuerpo. Dentro de cada subpoblación capturada, se repitió el 

patrón de expresión CD9 > CD63 > CD81, lo que en conjunto mostró que todas las EVs 

capturadas presentaron al menos alguna copia de cada una de las tetraspaninas analizadas, 

siendo CD9 la de mayor abundancia. Un análisis más exhaustivo de los datos derivados de 

ensayos de colocalización, a nivel de EV única (Figura A2.9, Anexo 2) mostró que, si bien 

se identifican EVs que portaron una única tetraspanina, fueron mucho más frecuentes las 

EVs con combinaciones de dos de ellas, e incluso también EVs que portan las tres en 

simultaneo. Considerando los resultados anteriores, se determinó que de cara a sistemas 

de detección de EVs, por su nivel de expresión, era adecuado comenzar ensayos empleando 

anticuerpos dirigidos contra la tetraspanina CD9.  
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Figura 2.3. Caracterización fenotípica de EVs derivadas de sobrenadante de cultivo de células U2-OS 

mediante ExoView. En el eje horizontal se representa el anticuerpo de captura, mientras que los colores 

indican los anticuerpos empleados en la detección. IM: control negativo con inmunoglobulinas de ratón. 

 

Ensayos colorimétricos para detección de EVs 

 

Se realizaron incubaciones de soluciones de EVs preincubadas con anti-CD9 y separadas 

por SEC, con AuNP-A/G. Se ensayaron diferentes relaciones EV:AuNP 

(partícula:partícula), abarcando tanto exceso de EVs como de AuNPs.  Como se muestra en 

la Figura A2.11(Anexo 2, Sección 3), luego de las incubaciones, para ninguna de las 

relaciones ensayadas se observaron cambios significativos en los espectros UV/VIS. 

Tampoco fue evidenciado ningún cambio en la relación Abs520/Abs650 (Figura A2.12, Anexo 

2).  

En otra estrategia, se realizó una titulación, mediante el agregado de AuNP-A/G a una 
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alícuota de EVs y se registraron los espectros UV/VIS entre 400 nm y 800 nm luego de cada 

agregado de solución de AuNP-A/G. Como se aprecia en la Figura A2.13 del Anexo 2, 

tampoco fueron detectados cambios significativos tendientes a indicar la formación de 

agregados producto del reconocimiento entre AuNP-A/G y las EVs. Resultados similares 

se obtuvieron mediante DLS, donde la formación de agregados tampoco fue evidenciada y 

se obtuvieron diámetros hidrodinámicos similares a los de las AuNP-A/G (datos no 

mostrados).  

 

En virtud de estos resultados surgió la interrogante de si efectivamente el reconocimiento 

entre las AuNP-A/G y las EVs marcadas con anticuerpo estaba teniendo lugar. Para ello se 

recurrió a ensayos de inmunomarcación mediante microscopía electrónica de transmisión, 

de forma de lograr evidenciar de forma directa el reconocimiento de las AuNPs y las EVs 

marcadas con anticuerpo. 

 

Identificación de EVs mediante TEM empleando AuNPs 

 

Las AuNP-A/G se emplearon como reactivo de inmunomarcación de EVs (marcadas 

previamente con anticuerpo) sobre grillas de microscopía electrónica de transmisión. 

Previamente se optimizó la dilución de AuNPs a emplear, los tiempos de incubación, así 

como lavados (Datos no mostrados). El efecto de emplear o no AuNP-A/G bloqueadas con 

BSA también fue analizado en esta oportunidad. Como muestra la Figura A2.14 del Anexo 

2, la no inclusión de la etapa de bloqueo de las AuNP con BSA generó un gran pegado 

inespecífico de las AuNPs a las EVs, como demostraron los resultados obtenidos 

empleando AuNP-BSA (control negativo).  A partir de este resultado, las diluciones de 

AuNP-A/G ensayadas se realizaron en PBS-BSA, y se incubaron durante 30 min previo a 

cada ensayo de inmunomarcación. La concentración de BSA empleada fue la máxima 
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evaluada en los ensayos previos de bloqueo mostrados en el Anexo 1.  

  

 

Figura 2.4. Micrografías TEM de EVs incubadas con AuNP-A/G (A y C) y AuNP-BSA (B y D). Las EVs 

fueron previamente incubadas con anticuerpo anti-CD9 (A y B) o anti-CD81 (C y D). En todos los casos las 

AuNPs fueron previamente incubadas en solución bloqueante PBS conteniendo BSA. Las imágenes se 

tomaron a una magnificación de 80000x.  

 

Las micrografías de los ensayos con AuNP-A/G evidenciaron interacción entre estas y las 

EVs marcadas, tanto con anti-CD9 como con anti-CD81. No se observó prácticamente 

marca para los mismos ensayos realizados con AuNP-BSA, siendo este uno de nuestros 

controles negativos (Figura 2.4). El análisis cuantitativo de las imágenes tomadas (contando 

número de EVs con y sin AuNPs), determinó que alrededor del 40 % de las EVs tratadas 

con anti-CD9 presentó marca, mientras que esta cifra fue del 26 % para las tratadas con anti-
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CD81 (Figura 2.5). En paralelo, los controles empleando las mismas EVs tratadas con 

anticuerpo, pero incubadas con AuNP-BSA mostraron un porcentaje de marca entre el 1.5 

y 3 % (Figura 2.5). Adicionalmente se incluyó un control isotípico, incubando las EVs 

previamente con un anticuerpo inespecífico (anti-C23); para este ensayo el valor de marca 

fue del entorno al 6 %. 

 
Figura 2.5. Porcentaje total de EVs marcadas luego de la incubación con AuNP-A/G y AuNP-BSA. Las EVs 

fueron previamente incubadas con anti-CD9 o anti-CD81 (anticuerpos específicos) o anti-C23 

(inespecífico). 

 

Estos resultados en su totalidad confirmaron la capacidad de reconocimiento de las AuNP-

A/G por anticuerpos inmovilizados sobre las EVs, y que además esta interacción fue 

específica para EVs marcadas con anticuerpos dirigidos contra las tetraspaninas CD9 y 

CD81. 
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En un análisis más profundo de las imágenes, se contabilizó el número de AuNPs que 

interaccionan con cada EV. Los resultados resumidos en el gráfico de la Figura 2.6, 

mostraron que, si bien la mayoría de las EVs marcadas con AuNP-A/G contabilizadas 

presentaron una sola marca, para las EVs incubadas con anti-CD9 existió la tendencia a que 

fueran registradas con mayor frecuencia EVs con 2, 3 o hasta 5 marcas, mientras que esta 

frecuencia fue menor para las EVs tratadas con anti-CD81. En los ensayos con AuNP-BSA, 

fueron muy escasas las observaciones de EVs presentando más de una marca, lo que una 

vez más confirma la especificidad de nuestro inmunoensayo. 

 

 

Figura 2.6. Gráfico del % EVs marcadas en función del número de AuNPs por cada EV contabilizada, para 

EVs tratadas con anti-CD9 (rojo) y anti-CD81 (azul). Se comparan los resultados obtenidos para los ensayos 

con AuNP-A/G y AuNP-BSA (control negativo).  



  

190  

Adicionalmente, cuando se analizaron los datos de porcentaje de EVs marcadas en función 

del tamaño (medido por TEM), se apreció un incremento rápido de este porcentaje, medido 

como un acumulado, alcanzando su valor máximo en el entorno de los 90 nm (ver Figura 

A2.10, Anexo 2), lo indicó que, para las EVs de mayor tamaño, el porcentaje de marca fue 

menor.  

 

Discusión 

 

El principal objetivo de este capítulo fue el desarrollo de estrategias de detección de EVs a 

partir de AuNPs modificadas. Un punto clave en estos sistemas de detección basados en 

inmovilización de proteínas radica en la estabilidad del sistema coloidal 

(fundamentalmente para aplicaciones biológicas). En este caso el sistema AuNP-A/G fue 

ampliamente caracterizado previamente (Capítulo 1), confirmándose su estabilidad.  

En segundo lugar (no por ser menos importante) se realizó la caracterización de las especies 

a detectar (EVs, derivadas de sobrenadante de cultivo de la línea celular humana U2-OS), 

tanto para conocer su concentración y distribución de tamaños, como para conocer el nivel 

de expresión de ciertos marcadores de superficie. Esto último resulta sumamente relevante 

a la hora del desarrollo de una estrategia de detección mediada por anticuerpos. En cuanto 

a la caracterización por tamaño, las técnicas aplicadas muestran resultados comparables, 

teniendo en cuenta las limitaciones y alcance de cada una de ellas. A nivel cuantitativo, los 

resultados de nanoFCM y MRPS se diferencian en casi un orden. Esta diferencia pudo 

relacionarse a la naturaleza de cada técnica, en donde la primera emplea la luz dispersada 

como sistema de detección y la segunda señales eléctricas. Considerando que la señal en 

las técnicas basadas en dispersión de luz (Rayleigh) escala con el radio a la sexta potencia, 

es esperable una menor detección de partículas de pequeño tamaño, lo que podría explicar 
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la menor concentración medida 322.  No se encontraron reportes previos de valores de 

concentración de EVs derivadas de sobrenadante de cultivo de células U2-OS. No obstante, 

valores de concentraciones de EVs determinados en la literatura para otras líneas celulares 

(y purificados mediante SEC) se encuentran dentro de las concentraciones obtenidas en este 

trabajo. Adicionalmente, algunos trabajos reportan una tendencia a valores menores de 

concentración cuando se analizan EVs por nanoFCM frente a métodos basados en señales 

eléctricas 258,323. 

Dado que el sistema de detección de las EVs basa su funcionamiento en el reconocimiento 

por anticuerpos de las tetraspaninas de superficie, fue necesario conocer a priori el nivel de 

expresión de las tetraspaninas más comúnmente encontradas, a saber, CD9, CD81 y CD63 

239,324. La citometría de flujo convencional de EVs (incubadas con anticuerpo contra las 

tetraspaninas CD81 y CD9) permite una caracterización parcial de la muestra. En las 

condiciones de los ensayos de este trabajo, permite estimar el nivel de expresión de CD9, 

sin embargo, más pruebas se requieren para estimar mejor el nivel de expresión de CD81, 

dado que el nivel de marca fue muy bajo.  Entre las posibles explicaciones se destacan: la 

necesidad de emplear mayor concentración de anticuerpos (de forma de estar en 

condiciones de saturación) o el límite de detección de la técnica, donde partículas de menos 

de 100 nm no son fácilmente detectables con el equipo utilizado. Esto último podría 

repercutir en el nivel de marcación observado, debido a que como muestran las demás 

técnicas de análisis, casi la totalidad de la población de EVs presenta tamaños inferiores a 

los 100 nm. Por consiguiente, solo estaríamos viendo el nivel de marca de partículas 

grandes, las cuales no son las mayoritarias en nuestras muestras.  

En este sentido los resultados derivados de ExoView aportan evidencia más contundente.  

El principal resultado es que el nivel de expresión de CD9 es mayor al de CD63 y muy 

superior al de CD81; siendo mayoritarias las EVs que presentan CD9 en más de una copia. 
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Sin embargo, en la mayoría de las EVs detectadas se encuentra al menos la presencia de 

dos de las tres tetraspaninas testeadas (Figura A2.9, Anexo 2).  

Con los resultados mostrados en este capítulo, la posibilidad de la detección colorimétrica 

de la interacción AuNP-EV (marcadas) queda descartada. No son detectables cambios 

(originados de la agregación de AuNPs) ni a nivel espectral ni por DLS. Esto hace pensar 

en la posibilidad de que, en solución, no exista reconocimiento de la proteína A/G 

inmovilizada y los anti-CD9, o que la proteína A/G se libere de la superficie de las AuNP 

en presencia de anticuerpo. Claro está, esto no podría suceder a gran escala, dado que las 

AuNPs quedarían sin ligando (proteína A/G) y tenderían a la agregación por fuerza iónica. 

A raíz de la evidencia posterior derivada de los ensayos mediante TEM, la hipótesis del no 

reconocimiento parece menos probable.  

Para que ocurra agregación y/o cambio de color de las AuNPs en nuestro sistema, tendrían 

que ocurrir dos cosas. Para el caso de la formación de agregados (en un hipotético ensayo 

de aglutinación), las EVs marcadas con anticuerpo deberían quedar recubiertas con una 

cierta cantidad de AuNP-A/G, las cuales tendrían que ser capaces, a su vez, de ligarse otras 

EVs marcadas con anticuerpo en una configuración tipo “puente”, dando así lugar a 

agregados detectables. El problema es que una alta relación AuNP-EV podría provocar el 

recubrimiento de todas las EVs con AuNPs, y eso conspiraría contra la capacidad de formar 

puentes del tipo [EV-Ab]-(AuNP-A/G)-[Ab-EV]. Por otra parte, si se apelara a buscar un 

cambio de color luego de la unión de las AuNPs a las EVs, se debe considerar que existe 

una distancia interpartícula límite, a partir de la cual el efecto del corrimiento hacia el rojo 

del máximo de resonancia de plasmón (LSPR), ocasionado por cambios locales en el índice 

de refracción, ya no es observable. Considerando lo primero, en los ensayos colorimétricos 

se probaron múltiples relaciones AuNP:EV (con valores desde 0 a más de 10000) para 

asegurar cantidades por exceso y por defecto de AuNP-A/G, no registrándose cambios en 
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ninguna de las condiciones.  Los resultados de ExoView mostraron que las EVs contienen 

más de una copia de cada tetraspanina, lo que a priori es un requisito para este ensayo. Sin 

embargo, no contamos con información sobre la distribución de estas proteínas en la 

superficie de las EVs, lo cual puede ser una limitante a la hora del evento de acercamiento 

de AuNPs, pudiendo quedar las mismas unidas pero alejadas. Esto podría ser resuelto 

incubando las EVs con anticuerpos contra más de una tetraspanina, de forma de asegurar 

muchos sitios de unión de las AuNP-A/G. Aun en el supuesto de que la cantidad de AuNPs 

y la distribución de las tetraspaninas de superficie fuera favorable a la agregación, pudo 

existir una limitante en cuanto a la cantidad de anti-CD9 empleada, la cual no fuera cercana 

a la saturación. Esto último también podría explicar la no formación evidenciable de 

agregados de EVs entrecruzadas con AuNPs en los ensayos por DLS.  

En cuanto a la distancia interpartícula mínima necesaria para evidenciar el efecto del 

acercamiento de AuNPs por cambios en sus propiedades ópticas, a partir de simulaciones 

concordantes con datos experimentales, se ha estimado que para AuNPs esféricas de ca. 20 

nm, esta distancia es del entorno de los 6 nm 58. Considerando un dh = 6.3 nm para la proteína 

A/G (estimado a partir de la masa molecular de la proteína, Ver Anexo 1) dos AuNP-A/G 

no podrían acercarse a una distancia menor a ca. 12 nm, lo cual se encuentra por encima del 

límite necesario para que ocurra un cambio en la posición del máximo LSPR. Considerando 

la evidencia mostrada en el referido trabajo de Montaño et al. para distancias interpartícula 

de ca. 12 nm, son apreciables cambios espectrales empleando AuNPs con d ≥ 40 nm, lo cual 

debería ser tenido en cuenta para futuros desarrollos de esta línea de trabajo.  

 

Los ensayos mediante TEM, en primer lugar, confirman que las AuNP-A/G son capaces de 

reconocer las EVs marcadas con anticuerpos para tetraspaninas de superficie. Esto es cierto, 

al menos en un formato de inmunoensayo similar a un ELISA (pero sobre una grilla de 
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microscopía), pero no en solución. Además, por los resultados con AuNPs modificadas 

únicamente con BSA, y con EVs incubadas con anticuerpo inespecífico, se confirma la 

especificidad de la interacción. Esto muestra la potencialidad de emplear los sistemas 

AuNP-A/G como reactivo para el inmunofenotipado de EVs. En concordancia con los 

resultados de citometría y ExoView, el inmunoensayo protocolizado en este trabajo 

determina una mayor positividad para las EVs marcadas con anti-CD9 en comparación a 

anti-CD81 (considerando que se partía de la misma cantidad de anticuerpo en ambos 

ensayos). Si bien consideramos este resultado exitoso, también sabemos que aún son 

posibles algunas optimizaciones en el procedimiento. En primer lugar, basado en los 

resultados de ExoView, afirmamos que son raros los casos de EVs sin ningún tipo de marca 

de tetraspaninas, menos aun cuando la marca que se observa es la de CD9.  Esto hace pensar 

que a pesar de haber empleado concentraciones de anticuerpo habituales en protocolos de 

caracterización de EVs, sea posible que aún no estemos trabajando en condiciones 

saturantes. Esto además aportaría sustento a los resultados negativos obtenidos en los 

ensayos en solución. Adicionalmente, resta repetir los ensayos de inmunomarcación 

empleando anti-CD63. En caso de confirmarse un mayor nivel de marcación al emplear 

mayores concentraciones de anticuerpo, restará rediseñar los ensayos colorimétricos y 

evaluar adicionalmente la utilidad de marcar las EVs con anti-CD9, anti-CD81, y anti-CD63 

en simultáneo de forma de maximizar los sitios de anclaje de AuNPs.  

 

De suma utilidad sería lograr sintetizar AuNPs de diferente tamaño, de forma de poder 

evaluar en un solo ensayo, el nivel de expresión de las tres tetraspaninas (asociando cada 

anticuerpo a un tamaño diferente de AuNP). Bajo el protocolo de marcación de EVs previa 

a su purificación por SEC, esto quedaría sin efecto, dado que las AuNP-A/G interactúan 

con los anticuerpos unidos a las EVs por su región Fc. Este desarrollo solo sería posible si 
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el anticuerpo se inmovilizara directamente a la AuNP (directamente o vía proteína A/G). 

En el Capítulo 1 se exponen evidencias experimentales de las dificultades para obtener 

estas AuNPs. Sin embargo, también se menciona en la discusión, la posibilidad de que la 

agregación observada durante la inmovilización de anticuerpos a las AuNPs empleadas en 

este trabajo fuese producto de su pequeño tamaño. A la luz de esto, queda abierta la 

interrogante de si las AuNPs de mayor tamaño necesarias para un inmunofenotipado 

simultaneo de las EVs serían más estables frente a la inmovilización de anticuerpo.   

 

De todas formas, consideramos que estas AuNP-A/G, podrían ser empleadas en cualquier 

ensayo de “inmunoTEM” dada su capacidad de detectar anticuerpos unidos a estructuras 

biológicas. Además, generamos un protocolo no convencional de “inmunoTEM”, donde se 

parte de un reactivo sumamente estable y muy bien caracterizado (AuNP-A/G), y son las 

EVs las que se marcan con el anticuerpo de interés. Este nuevo protocolo es muy versátil, 

pues no exige la generación de un nuevo tipo de nanopartícula destinado para cada ensayo. 

Esperamos enviar a publicar el manuscrito con este nuevo protocolo de inmunomarcaje en 

los próximos meses, que será de gran interés para la comunidad que trabaja con vesículas 

extracelulares, pero que podría ser fácilmente implementado con otras nanopartículas 

biológicas (ej. virus, etc.).  
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Capítulo 3: Inmovilización de la proteína SpyCatcher y sus formas modificadas 

sobre AuNP 
 

Como se mencionó en la introducción, existe la posibilidad de lograr uniones estables y 

orientadas mediante proteínas ingenierizadas. En este capítulo se exponen los principales 

resultados obtenidos, en la inmovilización de la proteína “linker” SpyCatcher modificada 

con un residuo de cisteína con la finalidad de lograr su anclaje covalente al oro. Al mismo 

tiempo y buscando evidencia de la utilidad de la incorporación de la cisteína, se evaluó la 

inmovilización de la proteína sin ingenierizar.  

 

Resultados 

 

Esquema 3.1. Resumen de las estrategias de inmovilización de la proteína SpyCatcher y sus variantes 

modificadas con cisteína. En el cuadro se mencionan las principales técnicas empleadas para su 

caracterización.  
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Caracterización de los sistemas AuNP-SpyCatcher 

 

Se incubaron concentraciones diferentes de las variantes de la proteína SpyCatcher durante 

1 h o 24 hs con AuNPs-cit y se evaluó su estabilidad coloidal mediante el agregado de 

solución de NaCl. En la Figura 3.1 se observa la variación de la relación de Abs520/Abs650 en 

función de la concentración de proteína para las tres variantes de SpyCatcher tanto con 1 h 

como con 24 hs de incubación. En todos los casos se observó una tendencia creciente de la 

relación, indicando, como se esperaba, una mayor estabilidad a mayor concentración de 

proteína. Se apreció una pequeña diferencia en cuanto a la concentración de proteína 

incubada que estabiliza el sistema coloidal frente al aumento de la fuerza iónica. Para el 

caso de SpyCatcher se observó que esta estabilidad se logra con concentraciones de 

proteína iguales o mayores a 100 µg/mL, mientras que para SpyCatcherCys(M) y 

SpyCatcherCys(D) esta estabilidad se observó ya a partir de los 50 µg/mL. Si bien esto no 

constituyó una evidencia sustancial que confirmara el anclaje de las variantes 

ingenierizadas mediante la formación de un enlace S-Au, si hizo pensar en que la 

interacción proteína-AuNP se dio de forma diferencial, y esto impactó en la estabilidad 

coloidal de la solución. Si bien a partir de concentraciones de proteína del entorno de los 

100 µg/mL ya no se registraron variaciones en la relación Abs520/Abs650, lo que sugirió la 

adsorción de todas las variantes sobre la AuNP, se decidió emplear una concentración de 

trabajo de proteína de 200 µg/mL para los siguientes ensayos por encontrarse en el punto 

medio de la meseta de estabilidad alcanzada por las tres soluciones coloidales.  
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Figura 3.1 Relación de Abs520/Abs650 luego de la incubación de AuNPs con las diferentes variantes de la 

proteína SpyCatcher. En A se muestra el resultado luego de 1 h de incubación y en B luego de 24 hs.   

 

Si bien no se observaron diferencias en este ensayo entre la incubación durante 1 h frente a 

24 hs, lo que a priori indicó un proceso de adsorción rápido, existe evidencia en la literatura 

consultada que sugiere que luego de la adsorción ocurren cambios estructurales y 

organizacionales de las moléculas adsorbidas sobre la superficie de las AuNPs (no así de 

su número) y que estos procesos transcurren en forma más lenta 122,325–327. Incluso se ha 

reportado que la unión irreversible a través de cisteínas ocurre en pasos posteriores a la 

adsorción 134. Es por ello que se optó por la incubación durante 24 hs.  

En virtud de contar con evidencia cuantitativa de una unión diferencial de las diferentes 

variantes de la proteína SpyCatcher, se realizó una aproximación mediante un ajuste a una 

isoterma de Langmuir según se describió en la sección Materiales y Métodos. A partir de 
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las isotermas (mostradas en la Figura A3.4 y A3.5 Anexo 3, Sección 2) se estimó un valor de 

Ka (constante de asociación) aparente para el proceso de adsorción. Para la determinación 

de la Ka se descartaron los valores de ∆λ correspondientes a las concentraciones de 10 

µg/mL dado que las AuNPs-cit mostraron señales de agregación como se desprendió de 

los espectros UV/VIS registrados luego de la incubación con las diferentes concentraciones 

de proteína (Ver Figura A3.2 y A3.3, Anexo 3, Sección 2). Esta agregación se originó por el 

aumento de la fuerza iónica generado por el agregado de proteína disuelta en buffer PBS 

(NaCl ≈ 150 mM).  

Al igual que los resultados de estabilidad coloidal, no se observaron diferencias al evaluar 

el proceso de adsorción a 1 h o a 24 hs (reflejado en los valores similares de Ka). Esto pareció 

indicar que la cantidad de proteína adsorbida no cambió luego de la primera hora.  

 
Tabla 3.1 Constantes de asociación aparente determinadas mediante isotermas de Langmuir aparentes para 

la unión de las diferentes variantes de SpyCatcher a AuNPs. 

 

 

Ka M
-1
 

(1 h)  

Ka M
-1
 

 (24 hs) 

SpyCatcher (5.7 ± 0.6)x10
6
 (6.7 ± 0.5)x10

6
 

SpyCatcherCys(M) (4.8 ± 0.1)x10
6
 (3.9 ± 0.4)x10

6
 

SpyCatcherCys(D) (15 ± 2)x10
6
 (14.6 ± 0.6)x10

6
 

 

 

Como se aprecia en la Tabla 3.1 los valores de Ka calculados para la adsorción de 

SpyCatcherCys(D) fueron mayores a los de las otras variantes. Si bien el valor determinado 

de Ka aparente no representó un valor real termodinámico (debido a los supuestos del 

modelo de Langmuir, ver Introducción) cuando se consideraron de forma comparativa, 

apuntaron a un proceso de unión más favorable para SpyCatcherCys(D). Sin embargo, al 
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no ser las diferencias en los valores de Ka tan grandes, no pudimos confirmar que se 

debieron a una interacción vía cisteína en este constructo.  

 

Cuando se analizaron los espectros UV/VIS para una concentración de proteína de 10 

µg/mL, el proceso de agregación se evidenció en menor medida para las AuNP-

SpyCatcherCys(D) (Ver Figura A3.2 y A3.3 Anexo 3). Esta mayor estabilidad de AuNP-

SpyCatcherCys(D) pudo deberse a la unión de un mayor número de moléculas de proteína 

y/o a la unión en una orientación particular que minimizó las interacciones entre AuNPs y 

por tanto no favoreció la agregación.  

Considerando la necesidad de separar a las AuNP-SpyCatcher de los remanentes de 

proteína libre, y que además (como se vio en el Capítulo 1) la centrifugación resultó 

sumamente desestabilizante para algunos sistemas AuNP-proteína, indagamos la 

posibilidad de emplearla como método de estudio de estos sistemas, evaluando la relación 

Abs520/Abs650 luego de cada ciclo de centrifugación (10000g, 30 min, 4 °C) y resuspensión en 

PBS (Figura 3.2 y A3.7 Anexo 3). Como se esperaba, existió un efecto notorio con cada ciclo 

de centrifugación, disminuyendo la absorbancia a 520 nm e incrementándose levemente la 

correspondiente a 650 nm (ver espectros UV/VIS en la Figura A3.6, Anexo 3). Esta 

disminución reflejó la pérdida en cantidad de AuNPs dispersas, sea debido a un efecto de 

adherencia al tubo y/o por la formación de agregados (recordar que ε650 << ε520). La pérdida 

de estabilidad del sistema se apreció mejor en la Figura A3.7, donde se observó una 

disminución de la relación Abs520/Abs650 ya a partir del segundo ciclo de centrifugación, lo 

que determinó que la separación de AuNPs modificadas de proteína libre debió realizarse 

en no más de dos ciclos de centrifugación. No se observaron diferencias significativas en el 

comportamiento frente a cada ciclo de centrifugación entre las diferentes variantes de 

proteína, salvo una mayor tendencia de las AuNP-SpyCatcher (la no ingenierizada) a 
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adherirse a las paredes del tubo durante la centrifugación (Figura A3.8).  

 

 

Figura 3.2 A: Relación Abs520/Abs650 antes (pre) y después (post) de centrifugar durante 30 min a 10.000g 

las soluciones de AuNPs incubadas por 24 hs con las variantes de SpyCatcher. B: Variación en la posición 

del máximo de absorción (Δλ) para las mismas soluciones.  

 

En la Figura 3.2 se observan los valores de Abs520/Abs650 y ∆λ obtenidos a partir de los 

espectros UV/VIS para las AuNP-cit y modificadas con las variantes de SpyCatcher. Como 

ya se observó anteriormente no existieron diferencias significativas en la relación 

Abs520/Abs650 entre las diferentes AuNP modificadas con SpyCatcher; además esta relación 

se mantuvo prácticamente incambiada luego de dos ciclos de centrifugación, por lo que el 

posible efecto de este procedimiento sobre la estabilidad de las AuNPs no fue evidenciable 
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mediante espectrofotometría. Los espectros normalizados para todas las soluciones 

coloidales antes y después de someterse a centrifugación, fueron similares, sin señales de 

agregación (ver Figura A3.9, Anexo 3).  

 

Sin embargo, un análisis más detallado de los espectros mostró que existieron diferencias 

en el parámetro ∆λ según la variante de SpyCatcher inmovilizada. Como se observa en la 

Figura 3.2 B, el mayor cambio en la posición del máximo de absorción se registró para la 

inmovilización de SpyCatcher, mientras que el menor para la variante SpyCatcherCys(D). 

En este sentido, trabajos previos relacionaron el parámetro de ∆λ con la cantidad de 

proteína adsorbida, la cual modifica el valor de constante dieléctrica del entorno de la 

AuNP afectando así sus propiedades ópticas 162,328. Según esto entonces, la variante 

SpyCatcher se adsorbería en mayor medida y la variante SpyCatcherCys(D) en menor 

medida. Este hecho no se vio afectado luego de someter a las soluciones coloidales a dos 

ciclos de centrifugación dado que se mantuvieron las diferencias en los valores de ∆λ. En 

concordancia con este resultado, del análisis de movilidad electroforética se desprendió 

que las AuNP-SpyCatcher presentaron una menor migración dentro del gel (Ver Figura 

3.3), mientras que las AuNPs modificadas con SpyCatcherCys (tanto su forma monomérica 

como dimérica) registraron movilidades similares. Esto fue coherente con el mayor cambió 

en Δλ observado para SpyCatcher, que indicó que una mayor cantidad de moléculas de 

proteína se adsorbieron sobre la superficie de las AuNP aumentando así su tamaño y/o 

disminuyendo su carga.  
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Figura 3.3 Análisis de movilidad electroforética de las diferentes preparaciones de AuNP SpyCatcher antes 

y después de centrifugarse. Comparativamente se muestra el patrón de movilidad de AuNP-MUA. Los 

valores de Rf calculados se muestran en la Tabla A3.2 del Anexo 3. 

 

 

La movilidad electroforética se redujo luego de someter los sistemas AuNP-SpyCatcher a 

centrifugación. Para AuNP-SpyCatcher y AuNP-SpyCatcherCys(D), se evidenció además 

una migración con patrones de “smearing”, indicando la existencia de poblaciones de 

AuNPs heterogéneas, posiblemente por formación de agregados que no fueron detectables 

mediante UV/VIS.  

 



  

204  

Las determinaciones por DLS mostraron resultados coherentes con los valores de Rf del 

ensayo de movilidad electroforética (Tabla A3.3 y A3.4, Anexo 3). Las AuNP-

SpyCatcherCys(M) mostraron una distribución de tamaños más estrecha (PI: 0.260), con dh 

de 33 ± 5 nm (por intensidad) y 15 ± 5 nm (por número). En cambio, en los preparados de 

AuNP-SpyCatcher o SpyCatcherCys(D) la presencia de agregados de mayor tamaño fue 

detectada (en algunos casos visualizándose dos poblaciones) y los valores de dhmed por tanto 

fueron algo mayores. Cuando el mismo ensayo se repitió para los mismos sistemas luego 

de ser centrifugados, la aparición de poblaciones de mayor tamaño fue evidente para 

AuNP-SpyCatcher (Figura 3.4 B) no así para las AuNP- SpyCatcherCys(M), que 

mantuvieron la misma distribución de tamaños. Para el caso de SpyCatcherCys(D), aunque 

en menor medida, se detectaron algunas partículas para dh mayores a 300 nm (Figura 3.4, 

F. Este hecho determinó al igual que el ensayo de movilidad electroforética que 

SpyCatcherCys(M) estabilizó mejor los sistemas coloidales frente a la agregación inducida 

por centrifugación. Sin embargo, estos agregados no fueron suficientes como para 

evidenciar cambios en los espectros UV/VIS como mostraron los resultados anteriores.  
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Figura 3.4. Determinación de distribución de tamaños por DLS para AuNP: SpyCatcher (A y B), 

SpyCatcherCys(M) (C y D) y SpyCatcherCys(D) (E y F) antes (gris) y después (celeste) de ser centrifugados.  
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En busca de indagar en mayor profundidad sobre la interacción de las variantes 

SpyCatcher con la superficie de las AuNP se realizaron medidas de espectrometría SERS. 

La principal ventaja de este tipo de análisis es la posibilidad de detectar señales particulares 

que se ven aumentadas por la interacción de grupos particulares de la molécula con la 

superficie metálica. En base a esto, lo primero a destacar del análisis de los espectros SERS 

fue la aparición de señales muy intensas en las muestras de AuNP-SpyCatcher y AuNP-

SpyCatcher(M) (ver Figura A3.10, Anexo 3, Sección 3). La mayoría de estas señales se 

originaron en la región amida II y III correspondiente a vibraciones de los enlaces N-H y 

C-N del esqueleto proteico. Por debajo de los 1200 cm-1 se observaron diversas señales que 

pueden asignarse de forma tentativa a diferentes modos vibracionales del esqueleto 

proteico y particularmente a algunas cadenas laterales aminoácidos particulares, 

fundamentalmente aromáticos, como también se discutió en el Capítulo 1 295,297,298 . En la 

tabla A3.5 del Anexo 3, se muestran asignaciones tentativas más detalladas para algunas 

de las bandas observadas. 

Particularmente de interés fue la señal observada entorno a los 270 cm-1, que pudo 

corresponder al estiramiento del enlace Au-S, y es particularmente intensa por efecto SERS 

329,330. A modo comparativo se realizó la sustracción del espectro de SpyCatcher a los 

espectros de las variantes con cisteína y de estas últimas entre si resultando en los espectros 

de la Figura 3.5.  Para el caso de la sustracción del espectro de AuNP-SpyCatcherCys(M) y 

AuNP-SpyCatcher, se constató que esta señal permaneció entre las de mayor intensidad, 

siendo prácticamente la única señal que se mantuvo para AuNP-SpyCatcherCys(D) luego 

de la sustracción.  
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Figura 3.5 Espectros SERS obtenidos por sustracción entre las diferentes variantes de SpyCatcher 

adsorbidas sobre AuNPs. La flecha indica algunas señales relevantes para el análisis de los espectros 

comparativos.  En A se muestra la comparación entre SpyCatcherCys(M) y SpyCatcherCys(D), en B entre 

SpyCatcherCys(D) y SpyCatcher, y en C entre SpyCatcherCys(M) y SpyCatcher. 
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Considerando que esta señal fue de baja intensidad para SpyCatcher y que esta no cuenta 

con ninguna cisteína en su secuencia aminoacídica (Tabla A3.1, Anexo 3), esto aportó 

indicios de que al menos una cierta fracción de las versiones modificadas de SpyCatcher 

podrían estar uniéndose mediante un enlace S-Au, conforme a lo esperado. El enlace S-S, 

al igual que el S, también presenta afinidad por la superficie de oro, y dependiendo de su 

contexto molecular, el oro es capaz de catalizar la rotura de los disulfuros (formando 

enlaces S-Au)331 y las moléculas pueden igualmente adsorberse con gran afinidad 286,332,333. 

El hecho de que las señales SERS de SpyCatcherCys(M) y SpyCatcher fueran de mayor 

intensidad apoyó los resultados previos de espectroscopia UV/VIS (Δλ), que apuntaban a 

una mayor cantidad de moléculas adsorbidas sobre la superficie de la nanopartícula, 

haciendo más probable la generación de efecto SERS.   

 

Adicionalmente se determinaron los potenciales-ζ para las tres variantes de AuNP-

SpyCatcher, cuyos resultados se reúnen en la Tabla 3.2. Sorpresivamente el valor medido 

para SpyCatcher y SpyCatcherCys(M) fue similar, mientras que algo más negativo para 

SpyCatcherCys(D). Realizando un estudio de la superficie de potencial de estas estructuras 

proteicas, a pH 5 - 6 se identificaron dos regiones, una de potencial mayormente positivo 

hacia el extremo C-terminal, y otra más negativa hacia el extremo N-terminal (donde se 

encuentra la cadena adicionada conteniendo el residuo de cisteína) (Figura A3.12 y A3.13, 

Anexo 3). Esto sugirió (tomado en conjunto con los valores de potencial-ζ) una orientación 

diferencial sobre la AuNP de SpyCatcherCys(D), donde más regiones de potencial negativo 

quedarían expuestas.  
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Tabla 3.2. Potenciales- ζ determinados a pH 5.2 para las AuNP-cit-SpyCatcher 
 

Potencial-ζ (mV)  

SpyCatcher -15±9 

SpyCatcherCys(M) -17±10 

SpyCatcherCys(D) -33±16 

 

 

Ensayos de unión de los sistemas AuNP-cit-SpyCatcher a SpyTag-GFP (tGFP) 
 

Según los resultados de la sección anterior, existieron indicios de una unión diferencial de 

cada especie de SpyCatcher a las AuNPs. Sin embargo, los resultados no aportaron 

evidencia fehaciente de que la unión a la AuNP se realizara vía el grupo SH de la cisteína 

incorporada, aunque los ensayos de SERS sugieren dicha posibilidad. Para estudiar mejor 

este aspecto, se buscó evidencia en ensayos funcionales, evaluando la capacidad de unión 

a cada uno de los sistemas AuNP-cit-SpyCatcher de una proteína verde fluorescente 

modificada con la secuencia tag de unión a SpyCatcher (tGFP).  

 

En primer lugar, cada uno de los sistemas fue evaluado antes y después de la incubación 

con un exceso de tGFP durante 1 h en PBS mediante electroforesis (Figura 3.6). Lo que se 

observó en todos los casos fue un retraso en la migración electroforética, la cual se asoció a 

la unión de tGFP a la AuNP (directamente o vía SpyCatcher) y/o a un cambio de la carga 

superficial producto de la unión de tGFP. Para el caso de las AuNP-SpyCatcher, la 

incubación con tGFP ocasionó un patrón de migración más difuso, dando cuenta de la 

formación de una población de AuNPs heterogénea. Para el caso de los sistemas AuNP-

SpyCatcherCys(M) o AuNP-SpyCatcherCys(D), la incubación con tGFP mejoró la 
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heterogeneidad de la población de AuNPs, al generar patrones de migración menos 

difusos.  

 

Figura 3.6. Ensayo de movilidad electroforética para los sistemas AuNP-SpyCatcher antes y después de la 

incubación con tGFP (400 µg/mL).  

 

También fueron analizados los espectros UV/VIS para las diferentes AuNP-SpyCatcher 

antes y después de la incubación con tGFP.  De los espectros mostrados en la Figura A3.14 

(Anexo 3), se destacó la ausencia de indicios de agregación para AuNP-SpyCatcherCys(M) 

y AuNP-cit-SpyCatcherCys(D), siendo llamativo el aumento de la absorbancia (a 520 nm) 

obtenidos para las AuNP-SpyCatcher luego de la incubación con tGFP. Posiblemente esto 

(como se mencionó en la discusión del Capítulo 1), se debió a un aumento en la eficiencia 

en la dispersión de luz por la presencia de algunos agregados. De los espectros también se 

evaluó la magnitud del corrimiento de la posición del máximo LSPR (∆λ) tomando como 
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referencia la posición LSPR de las AuNP-cit no modificadas. En este caso se evaluó el ∆λ 

luego de la incubación de las AuNPs con las diferentes proteínas  

 

Figura 3.7. Cambio en el valor de λLSPR (Δλ, con respecto a AuNP-cit) para los sistemas AuNP-SpyCatcher 

incubados y no incubados con tGFP. Adicionalmente se analizó Δλ para AuNP-cit incubadas con la misma 

concentración de tGFP.  

 

SpyCatcher y luego de la incubación con tGFP. En paralelo, se analizaron AuNPs incubadas 

únicamente con tGFP. Llamativamente para todos los casos, el valor de ∆λ fue superior 

luego del agregado de tGPF; más aún se acercaron al valor obtenido para las AuNP-cit 

incubadas con tGPF. Ante esta situación no fue posible diferenciar si los cambios se 

debieron a la unión de tGFP vía las proteínas SpyCatcher, o a la unión directa de tGFP a la 

superficie de las AuNPs, sea en sitios libres o desplazando a las proteínas SpyCatcher.  
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Tratando de dilucidar esta situación, los sistemas AuNP-SpyCatcher, incubados con tGFP, 

fueron analizados por SEC y detectados mediante absorbancia a 520 nm y fluorescencia (λex 

= 488 nm, λem = 508 nm) de forma de rastrear la proteína tGFP. Paralelamente, como control, 

también se analizaron AuNP-cit y AuNP- -BSA incubadas con tGFP y soluciones de tGFP 

a dos concentraciones diferentes.  

 

 

Figura 3.8. A: Cromatogramas obtenidos para para los sistemas AuNP-SpyCatcher luego de ser incubados 

con tGFP (400 µg/mL). B: Cromatogramas para soluciones de tGFP (25 y 400 µg/mL). Adicionalmente se 

muestran los cromatogramas obtenidos para AuNP-cit y AuNP-BSA incubados con la misma 

concentración de tGFP. Tanto en A como en B los cromatogramas se obtuvieron mediante el registro de la 

absorbancia a 520 nm.  
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En la Figura 3.8 se muestran los cromatogramas obtenidos mediante el registro de la 

absorbancia a 520 nm. El Ve para las AuNP-cit-tGFP fue sensiblemente menor (≈ 4.5 mL), al 

de las AuNP-cit-SpyCatcher (en todas sus variantes) y AuNP-BSA (entre 6 y 7 mL). Sin 

embargo, en todos los casos se observó la elución de las AuNPs hasta ≈ 14 mL. Cuando los 

cromatogramas se analizaron por fluorescencia (Figura 3.9), se determinó que tGPF sola 

eluyó con un Ve ≈ 9 mL, detectándose desde los 6 mL hasta los 12 mL.  

 

 
Figura 3.9. A: Cromatogramas obtenidos para para los sistemas AuNP-SpyCatcher luego de ser incubados 

con tGFP (400 µg/mL). B: Cromatogramas para soluciones de tGFP (25 y 400 µg/mL). Adicionalmente se 

muestran los cromatogramas obtenidos para AuNP-cit y AuNP-BSA incubados con la misma 

concentración de tGFP. Tanto en A como en B los cromatogramas se obtuvieron mediante el registro de la 

emisión de fluorescencia a 508 nm. 
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Para el caso de las AuNPs, en todos los casos fue detectada tGFP a Ve ≈ 9 mL, 

correspondiendo a la tGFP no unida. En este caso se observaron diferencias en cuanto al 

área del pico del cromatograma, y en base a esta se calculó el porcentaje de diminución con 

respecto al área del cromatograma para tGFP 400 µg/mL (la misma concentración empleada 

en las incubaciones con AuNPs). Los datos se muestran en la Tabla A3.6 (Anexo 3). 

 

Dado que el área reflejó la cantidad de tGFP libre, esta disminución se pudo asociar 

indirectamente con la cantidad de tGFP unida a las AuNPs. Fue notoria la disminución 

observada para AuNP-cit (91 %), muy similar para los tres sistemas AuNP-cit-SpyCatcher 

(≈ 57 %) y algo menor para las AuNP-BSA (40 %). Si tGFP se encontró unida a las AuNPs 

entonces era de esperar su detección en las fracciones donde eluyen las AuNPs, sin 

embargo, es conocido el efecto de “quenching” de las AuNP sobre moléculas próximas a su 

superficie 334–337. La efectividad del quenching depende de la distancia a la superficie, si bien 

esto varía según la molécula de estudio, normalmente el efecto se observa para distancias 

menores a 15 nm 338; dado que la proteína SpyCatcher (MM ≈ 13 kDa) tiene un dh estimado 

en 4 nm, inclusive si tGFP se anclase a través de esta a la AuNP, el efecto de quenching 

sería observado. Esto imposibilitó la medición directa de tGFP unido a las nanopartículas, 

obligándonos a realizar una estimación indirecta mediante sustracción del valor de 

fluorescencia de la tGFP libre. 

Los resultados anteriores no nos permitieron concluir sobre la unión de tGFP vía 

SpyCatcher, pero la mayor cantidad de tGFP libre (en comparación a AuNP-cit) indicó que 

para los sistemas AuNP-cit-SpyCatcher los sitios disponibles para la interacción de tGFP 

fueron menores, sea por estar ocupados por la propia SpyCatcher, o porque la unión se da 

a través de esta.  Esto confirmó que SpyCatcher (en todas sus variantes) no fue desplazada 

por tGFP. Esta misma conclusión se extrapoló a las AuNP-BSA. Asumiendo, pues, que 
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ambos tipos de nanopartículas están “bloqueadas” de forma similar (es decir, sin sitios 

libres a nivel del oro), la presencia de SpyCatcher – en todas sus versiones – parecería 

favorecer la captura de tGFP, sugiriendo un pegado covalente mediado por la interacción 

SpyCatcher-SpyTag. La prueba definitiva de esto sería el empleo de proteína GFP no 

ingenierizada (es decir, sin SpyTag), a la misma concentración.  

 

Discusión 

 

El sistema SpyCatcher-SpyTag es ampliamente usado como estrategia de anclaje de 

proteínas. Dada su estabilidad mecánica ha sido empleado como medio de unión de 

proteínas sobre nanopartículas o interfaces aire/agua 107. En este trabajo pretendimos 

emplear las ventajas de este sistema, y evaluar si un constructo ingenierizado de 

SpyCatcher, al que se le añadió una secuencia aminoacídica con una cisteína terminal (en 

N-terminal) fuera capaz de formar un enlace S-Au y así unir al sistema covalentemente a 

las AuNP, en un solo paso y sin la necesidad de reactivos adicionales.  Teniendo en mente 

las técnicas mostradas en el Capítulo 1, evaluamos la unión de la proteína sin cisteína 

(SpyCatcher), y modificada (SpyCatcherCys(M)) que a su vez en el proceso de producción 

generó una forma dimérica (vía puente disulfuro, SpyCatcherCys(D)). El principal objetivo 

fue evidenciar la unión diferencial entre estas proteínas, a favor de las versiones 

modificadas. 

Los ensayos de estabilidad coloidal no aportan evidencia al respecto, siendo las tres 

proteínas capaces de estabilizar a las AuNPs frente al agregado de sal ya a partir de 

concentraciones ca. 100 µg/mL. Llamativamente, como mostraron los espectros UV/VIS 

para la mínima cantidad de proteína ensayada, las AuNP recubiertas con 

SpyCatcherCys(D) fueron más estables frente al agregado de sal. Esto podría explicarse con 
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el hecho de que el potencial-ζ fue mayor para estas AuNPs, lo que sumado al mayor 

volumen de la molécula de SpyCatcherCys(D) podría dar origen a una estabilización 

electrostática y estérica. La determinación del cambio en la posición LSPR (∆λ), que se 

relaciona indirectamente con el grado de recubrimiento de la AuNP 162, muestra que este es 

mayor para SpyCatcher en comparación a las variantes modificadas con cisteína. Sin 

embargo, esto no necesariamente se acompañó de una mayor estabilidad durante el 

proceso de centrifugación. Según los resultados de electroforesis y determinaciones 

mediante DLS, las AuNP-cit-SpyCatcherCys(M) fueron las menos afectadas. Sin embargo, 

a nivel espectral la presencia de agregados fue indetectable. Estas mismas AuNPs fueron 

las que presentaron mayor número e intensidad de señales en las determinaciones SERS. 

Algunas de ellas como la banda a 270 cm-1 sugieren la posibilidad de un enlace S-Au, o 

interacciones vía cisteína, por señales de vibraciones relacionadas a los enlaces C-S (entre 

400 y 500 cm-1). Estas (con menor intensidad) fueron las únicas señales, que se registraron 

para el espectro SERS de AuNP-cit-SpyCatcherCys(D). Esto sugirió que, si bien se trata de 

la misma molécula en ambos casos, SpyCatcherCys(M) tendría la capacidad de 

interaccionar a través de más grupos con la superficie metálica en comparación con su 

forma dimérica. Esto es coherente con la mayor estabilidad observada para AuNP-cit-

SpyCatcherCys(M) luego de la centrifugación (según DLS). Una posibilidad es que la forma 

dimérica se acerque a la superficie vía el enlace S-S, pero la presencia cercana de la otra 

unidad de SpyCatcher impida estéricamente la interacción de otros aminoácidos con la 

superficie de Au. Además, la cadena de aminoácidos adicionada le otorgaría la posibilidad 

de quedar anclada, pero a cierta distancia de la superficie, lo que podría explicar el valor 

de potencial-ζ superior, al quedar los grupos cargados menos apantallados. Si se confirma 

esta hipótesis derivada de la interpretación de los resultados aquí mostrados 

(particularmente de los datos de SERS), SpyCatcher(D) permitiría el tipo de orientación que 
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estábamos buscando al diseñar esta proteína: una unión covalente a las AuNP vía su 

cisteína terminal, y el resto de la proteína separada de la superficie vía un linker flexible, 

facilitando el reconocimiento del SpyTag por la cara opuesta de la proteína. Sin embargo, 

no se logró obtener evidencia directa, mediante ensayos funcionales, de que las AuNPs 

modificadas con SpyCatcher(D) sean superiores al resto. Aunque esa posibilidad sigue 

abierta. 

Como una primera aproximación a un ensayo funcional (es decir: midiendo la capacidad 

de las AuNP-SpyCatcher de reconocer su ligando específico) se utilizó una versión de GFP 

conteniendo la secuencia SpyTag (tGFP). Los corrimientos en el máximo LSPR (∆λ) así 

como los cambios observados en la movilidad electroforética sugieren la unión de la 

proteína tGFP. Sin embargo, estos ensayos no logran discriminar si esta unión se realiza vía 

las proteínas SpyCatcher o por desplazamiento de las mismas, directamente a la superficie 

de las AuNPs. El efecto de “quenching” de las AuNPs sobre la fluorescencia de tGFP no 

permite registrar de forma directa su unión a las AuNP en los ensayos de SEC, aunque 

puede obtenerse evidencia indirecta de esto a partir del seguimiento de la fluorescencia de 

tGFP libre en solución. Comparativamente, tGFP se une menos a los sistemas AuNP-

SpyCatcher que a las AuNPs no modificadas con proteína (AuNP-cit), lo que confirma que, 

al menos en parte, las moléculas de SpyCatcher permanecen unidas y no son desplazadas 

por tGFP. Además, las AuNP-cit-tGFP presentan un tamaño mucho mayor – medido por 

SEC – que las AuNP-cit-SpyCatcher-tGFP, lo que de nuevo sugiere un tipo de pegado 

diferente, y no una simple sustitución de ligando. Sin embargo, esto no permite confirmar 

que la unión sea vía SpyCatcher, y tampoco brinda información sobre diferencias de unión 

entre las diferentes AuNP-SpyCatcher.   

En este punto entonces, no contamos con evidencia suficiente para determinar la 

efectividad del anclaje covalente del sistema SpyCatcher vía enlace S-Au, ni tampoco de su 
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capacidad de unión de proteínas con secuencia SpyTag, por lo que nuevos diseños 

experimentales serán requeridos. La comparación entre AuNPs modificadas con 

SpyCatcher vs BSA sugiere la posibilidad de un pegado específico, pero esto implica asumir 

que el efecto de “bloqueo” conferido por ambos tipos de proteínas es el mismo, lo que 

deberá demostrarse empíricamente.  

Entre los diseños que se plantean a futuro, se encuentra la posibilidad de registrar 

electroquímicamente la reducción del enlace S-Au en medio básico, o realizar análisis 

mediante espectrometría de masas a partir de AuNPs purificadas por centrifugación o por 

SEC, y luego del tratamiento de las mismas con proteasas. En estos ensayos se esperaría 

obtener péptidos diferentes luego del tratamiento con proteasas según SpyCatcherCys se 

una o no a través de la cisteína adicionada. Pero, sobre todo, podría intentar encontrarse el 

péptido surgido a partir de la unión covalente entre SpyCatcher y el SpyTag, lo que 

demostraría fehacientemente el tipo de unión involucrado. Un ensayo mucho más simple, 

que deberíamos hacer antes, es repetir todos los ensayos funcionales con GFP carente del 

SpyTag, a los efectos de ver si las diferencias entre las AuNPs modificadas con SpyCatcher 

y con BSA se mantienen o no.  
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5. Conclusiones y perspectivas 
 

Se necesita una combinación de técnicas para obtener una interpretación correcta de los 

fenómenos físicos involucrados en cada paso del proceso de conjugación de moléculas y 

biomoléculas a AuNPs. Hemos corroborado que algunas técnicas, tal como la estabilidad 

coloidal, son suficientemente informativas para una prueba concluyente del cumplimiento 

de los diferentes pasos, mientras que otras pueden ser engañosas si se consideran de forma 

aislada. Cabe señalar que esto último es usual en la literatura científica. Por el contrario, 

hemos proporcionado aquí una evaluación crítica de al menos diez técnicas de 

caracterización diferentes y determinado su utilidad para informar sobre las diferentes 

etapas del proceso. 

Las técnicas como la electroforesis en gel y SEC se utilizan ampliamente en bioquímica y 

biología molecular y nos aportaron resultados muy concluyentes para todos los pasos 

principales de bioconjugación. Sin embargo, no se utilizan mucho en los laboratorios de 

nanomateriales a pesar de ser relativamente rápidos, sencillos y no requerir equipos 

costosos. Por lo tanto, recomendamos que estas técnicas se incluyan como parte de la caja 

de herramientas esencial para el control del proceso de bioconjugación. Adicionalmente 

algunas de ellas permiten incluso arrojar luz sobre mecanismos que podrían estar detrás 

de la ineficacia de la unión de algunas proteínas.  

Con la evaluación de la bioconjugación propuesta en este trabajo, se obtuvo un reactivo de 

calidad, resultado de la combinación de AuNPs y proteína A/G. La funcionalidad del 

mismo quedó demostrada en los ensayos de inmunomarcación de EVs por TEM, 

obteniéndose resultados comparables a otras técnicas de caracterización de EVs como ser 

ExoView y citometría de flujo. El protocolo de obtención de las AuNP-A/G y su empleo 
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como reactivo para inmunomarcación por TEM, puede ser desarrollado fuera de 

laboratorios especializados en nanopartículas inorgánicas o biológicas. Más aún, al tratarse 

de un reactivo capaz de reconocer anticuerpos, puede ser empleado fuera del campo de las 

EVs, para detección o marcación de estructuras biológicas por TEM. El protocolo que 

hemos diseñado, basado en la marcación de nanoestructuras biológicas con anticuerpos (en 

solución), la purificación de las mismas por SEC, y la posterior realización de un 

inmunoensayo en grilla de microscopía utilizando AuNP-A/G, puede ser extendido 

perfectamente, por ejemplo, al campo de la virología.  

A pesar de esto, el desarrollo de un sensor colorimétrico para detección de EVs no fue 

posible. Entre algunas razones argumentamos la incapacidad de las AuNP-A/G de unirse 

y permanecer lo suficientemente cercanas para generar un acoplamiento de plasmón 

efectivo. Posibles mejoras al respecto, podrían ser el uso simultáneo de anticuerpos 

dirigidos contra CD9, CD81 y CD63 de forma de asegurar la saturación de la superficie de 

EVs con AuNPs. Sin perjuicio de esto, cabe la posibilidad de que para AuNPs de este 

tamaño (≈ 13 nm) la corona proteica no permita el acoplamiento del plasmón buscado, por 

lo que ensayos con AuNPs de mayor tamaño serían necesarios.   

Unir NPs de mayor tamaño a EVs, podrían ser una herramienta útil para cuantificar EVs 

mediante MRPS apartándolas (al aumentar su tamaño) del límite de detección de la técnica 

(≈ 65 nm). 

Estrategias novedosas de bioconjugación de proteínas a NPs son necesarias, 

fundamentalmente si se realizan de forma racional, asegurando una unión fuerte y 

orientada de la biomolécula. Intentos de esto se realizaron en ensayos con el sistema 

SpyCatcher-SpyTag, incluyendo una cisteína terminal en la biomolécula. Sin embargo, las 

técnicas empleadas en este trabajo solo aportaron indicios del anclaje covalente vía cisteínas 

de esta proteína.  Nuevas técnicas de estudio de la interacción proteína-AuNP son 
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necesarias, a nivel computacional y experimental, de forma de dar respuesta a la 

posibilidad de lograr una unión covalente vía S-Au.  

En resumen, este trabajo constituye un importante paso adelante hacia la estandarización 

de los procedimientos de control “paso-a-paso” para nanomateriales como los conjugados 

proteína-AuNP. Esperamos que este esfuerzo aumente la reproducibilidad en este campo, 

ayudando tanto a los productores como a los usuarios finales de ensayos analíticos basados 

en nanopartículas. También ofrecemos un nuevo protocolo de inmuno-TEM de vesículas 

extracelulares, muy versátil y fácil de implementar en casi cualquier laboratorio que trabaje 

en la temática, dado que la técnica de SEC se ha convertido en una de las técnicas más 

utilizadas para purificar EVs. Por último, generamos avances hacia un sistema de pegado 

orientado y covalente de proteínas (ingenierizadas con un SpyTag) a AuNPs, mediante el 

sistema SpyCatcherCys(M/D). Si bien este sistema debe ser caracterizado más 

exhaustivamente, los resultados preliminares aquí presentados revisten un gran potencial.  
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7. Anexos 

 

Anexo 1 

 
Sección 1: Optimización de las medidas UV/VIS 

 

La selección de la resolución espectral adecuada para las medidas espectrofotométricas en 

el UV/VIS es un punto central para obtener los parámetros de las bandas de absorción con 

mayor precisión, sobre todo considerando que una determinación precisa del máximo de 

absorción del plasmón es necesaria cuando los corrimientos ocasionados por la 

modificación de la superficie de las AuNPs usualmente se encuentran por debajo de los 5 

nm.  

Para optimizar la resolución espectral adecuada de nuestras medidas se realizaron las 

determinaciones mostradas en la Figura A1.1, repitiéndose los barridos espectrales (entre 

320 y 800 nm) a diferentes resoluciones fijas (0.2 a 1 nm) y diferentes velocidades de barrido 

(entre 5 y 50 nm/s) lo que cubrió tiempos de integración entre 0.1 y 0.002 s.  
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Figura A1.1. Influencia de los parámetros instrumentales resolución y velocidad de barrido en la 

adquisición de espectros UV/VIS de AuNP-cit. El inserto muestra una aproximación más cercana a las 

posiciones del máximo de absorción LSPR.  

 

Como era de esperar, cuanto menor fue la resolución mayor es la reproducibilidad de los 

espectros adquiridos. La posición del máximo del plasmón no mostró diferencias 

significativas para las resoluciones de 0.2 y 0.5 nm. Para la resolución de 1 nm no se 

observaron diferencias en la posición del máximo del plasmón (Tabla A1.1). 

De acuerdo con esto, todos los espectros de este trabajo (a excepción de los ensayos con 

lector de placas) fueron tomados a una resolución de 0.2 nm, a una velocidad de barrido de 

10 nm/s lo que representó un buen compromiso entre reproducibilidad y tiempo de 

análisis.  

 

Tabla A1.1. Propiedad de las bandas LSPR en función de la resolución espectral empleada en su 

determinación espectrofotométrica. 

 

 

 

 

 

Resolución espectral (nm) Rango LSPRmax  (nm) LSPRmax  (nm) 

0.2 521.8 – 522.8 522.3 ± 0.2 

0.5 522.0 – 522.5 522.5 ± 0.5 

1 523 523 
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Curva de calibración mediante UV/VIS de las soluciones de AuNP-cit  

 

 

Figura A1.2 Espectros UV/VIS de una solución de AuNP-cit concentrada y en dilución 1:10 en agua 

ultrapura. 

 

Sección 2: Simulaciones de espectros UV/VIS para AuNPs 

 

Las simulaciones de Mie de AuNPs polidispersas se realizaron mediante el software Mie 

Plot v.4.5.01, asumiendo nanopartículas esféricas en el rango entre 8-60 nm, con índices de 

refracción real e imaginarios para el oro de 0.150 y 3.601 respectivamente, asumiendo un 

sistema de 50 nanopartículas, rodeadas de un medio acuoso empleando la aproximación 

de Selgestein para simular el índice de refracción del agua. El grado de dispersión de la 
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población, se incorporó asumiendo una distribución logNormal, con un desvío estándar de 

3 nm (valores máximos permitidos por el software).  

 

 

Figura A1.3. A: Espectros simulados mediante el software MiePlot® para AuNPs de diámetros 

comprendidos entre 8 y 60 nm. B: Espectro para AuNP de 13 nm de diámetro desglosado en sus 

componentes de dispersión (Qsca) y absorción (Qabs) y el resultante de ambos fenómenos (Qext = Qsca + Qabs) 
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Sección 3: Determinación del coeficiente de absortividad molar y concentración de 

AuNPs 

 

Abordaje geométrico 
 

La determinación del valor de 𝜀LSPR mediante un abordaje geométrico consideró los 

siguientes supuestos: 

El reactivo HAuCl4 se consumió por completo. 

La solución coloidal contenía únicamente NPs de tamaño medio 13 nm (r = 6.5 nm o 6.5x10-

7 cm) con una distribución de tamaño homogéneo.  

Se asumió que las AuNPs mantienen un valor de densidad igual al del oro a granel (bulk): 

19.32 g cm-3. 

Considerando esto, en primer lugar, se determinó el volumen de cada NP según la ecuación 

de volumen de una esfera: 

 

𝑉𝑁𝑃 =
4

3
𝜋𝑟3 =  

4

3
𝜋(6.5 × 10−7𝑐𝑚)3 = 1.15 × 10−18 𝑐𝑚3 

 

Tomando en cuenta la densidad del oro, se determinó la masa de una AuNP: 

 

𝑚𝑁𝑃 = 𝜌𝑂𝑅𝑂𝑉𝑁𝑃 = 19.32 𝑔. 𝑐𝑚−3 × 1.15 × 10−18 𝑐𝑚3 = 2.22 × 10−17 𝑔 

 

La cantidad de HAuCl4.3H2O agregada (en moles) fue: 

 

𝑛HAuCl4.3H2O = 50 × 10−6𝑚𝑜𝑙 = 𝑛𝐴𝑢 

 

Lo que considerando la masa molar del Au da un total de: 

 

𝑚𝐴𝑢 = 𝑛𝐴𝑢𝑀𝐴𝑢 = 50 × 10−6 𝑚𝑜𝑙 × 196.99 𝑔 𝑚𝑜𝑙−1 = 9.85 × 10−3 𝑔 𝐴𝑢 

 

Entonces la cantidad de AuNP formadas en la síntesis fue: 
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𝑛°𝑁𝑃 =
mAu

mNP
=

9.85 × 10−3 g 

2.22 × 10−17 g
= 4.44 × 1014 𝑁𝑃 

 

Convirtiendo a moles con la constante de Avogadro (NA) se obtuvo: 

 

𝑛𝑁𝑃 =
𝑛°𝐴𝑢

𝑁𝐴
=

4.44 × 1014 𝑁𝑃 

6.023 × 1023 𝑁𝑃
= 7.37 × 10−10 𝑚𝑜𝑙 𝑑𝑒 𝑁𝑃 

 

Considerando que el volumen final de reacción fue de 55 mL, la molaridad de la solución 

de AuNP fue de: 

 

𝑀𝑁𝑃 =
𝑛𝐴𝑢

V
=

7.37 × 10−10 𝑚𝑜𝑙 

0.055 L
= 1.34 × 10−8 𝑚𝑜𝑙 𝐿−1 

 

A partir de la concentración molar de la solución de AuNP y mediante la absorbancia a 522 

nm de una dilución 1:10 (0.2786 u.a) se estimó el valor de  

𝜀LSPR según:  

 

𝐴𝑏𝑠𝐿𝑆𝑃𝑅 =  ε𝐿𝑆𝑃𝑅 . 𝑏. 𝑀𝑁𝑃 ⇒  ε𝐿𝑆𝑃𝑅 =
𝐴𝑏𝑠𝐿𝑆𝑃𝑅

𝑏. 𝑀𝑁𝑃
= 2.1 × 108 𝑀−1𝑐𝑚−1  

 

Abordaje óptico (Haiss et al.) 
 

En el trabajo de Haiss et al., se realizó un abordaje teórico de la variación de las propiedades 

ópticas de las AuNP en base a su tamaño y longitud de onda empleando la teoría de 

dispersión multipolo, aplicando correcciones para el índice de refracción complejo del oro 

debido al efecto de un reducido camino medio libre de los electrones de conducción en 

partículas pequeñas. A partir de los datos y ecuaciones derivados de estos cálculos se puede 

determinar el diámetro y concentración de las AuNP a partir de sus datos espectrales 

experimentales.  
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Para la determinación del diámetro de la AuNP se encontró que una de las aproximaciones 

que mejor concordancia con los datos experimentales guarda es la medida de la relación de 

absorbancia a la longitud de onda del máximo del plasmón con la absorbancia a 450 nm 

según la ecuación: 

 

𝑑 = 𝑒
(𝐵1

𝐴𝐿𝑆𝑃𝑅
𝐴450

−𝐵2)
 

 

donde B1 = 1/m, siendo m la pendiente de la relación ALSPR/A450 vs ln(d) y B2 = B0/m donde B0 

corresponde a la intersección con el eje y. El gráfico de esta relación, así como la ecuación 

del ajuste se muestran en la Figura A1.4.  

 

Figura A1.4. Relación AbsLSPR/Abs450 vs ln(d) para AuNPs. Datos tomados del material suplementario de 

Haiss et al., 2007.  
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Según esta aproximación, considerando los datos experimentales del espectro UV/VIS de 

las AuNPs sintetizadas en este trabajo, el diámetro calculado para las AuNP según la 

relación AbsLSPR/Abs450 fue de 11 nm. 

En un segundo abordaje, el diámetro de la AuNP puede obtenerse con mayor precisión a 

partir del valor de ALSPR y conociendo la cantidad de oro empleada en la síntesis según la 

ecuación: 

𝑑 =  (
𝐴𝐿𝑆𝑃𝑅5.89 × 10−6

[𝐴𝑢]𝑒𝐶1
)

1/𝐶2

 

 

 

siendo C1 = -4.75 y C2 = 0.314 parámetros obtenidos del ajuste lineal de la relación entre el 

valor de 𝜀LSPR por unidad de volumen de oro calculado y el ln(d). Los datos de ε𝐿𝑆𝑃𝑅 para 

cada diámetro de AuNP no se muestran en el trabajo. 

Según los valores experimentales de ALSPR (522 nm) y la concentración de oro empleada en 

la síntesis (en mol L-1) pudimos determinar el diámetro esperado: 

 

𝑑 =  (
1.4763 × (5.89 × 10−6)

50 × 10−6𝑒𝐶1
)

1/𝐶2

= 14 𝑛𝑚 

 

La concentración de AuNPs según este trabajo puede ser determinada a partir de los datos 

del espectro UV/VIS a partir de la relación: 

 

[𝐴𝑢𝑁𝑃] =
𝐴450

𝜀450
 

 

Considerando el valor de ε450 reportado por Haiss de 1.39x109 M-1 cm-1 (Haiss et al., 2007, 

Material suplementario) y el valor de absorbancia a 450 nm para una dilución 1:10 de AuNP 

(comprendida dentro del rango lineal) obtuvimos: 
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[𝐴𝑢𝑁𝑃] =
0.1647

𝜀450
= 1.18 × 10−9 𝑚𝑜𝑙 𝐿−1 

 

Considerando el factor de dilución determinamos una concentración de ≈ 12 nM, lo cual 

fue muy similar al valor de concentración obtenido mediante cálculo geométrico. Con el 

valor de esta concentración y la absorbancia, se calculó el valor de 𝜀LSPR 

 

𝐴𝑏𝑠𝐿𝑆𝑃𝑅 =  ε𝐿𝑆𝑃𝑅 . 𝑏. 𝑀𝑁𝑃 ⇒  ε𝐿𝑆𝑃𝑅 =
𝐴𝑏𝑠𝐿𝑆𝑃𝑅

𝑏. 𝑀𝑁𝑃
= 2.4 × 108 𝑀−1𝑐𝑚−1 

 

 
Tabla A1.2 Valores de ε𝐿𝑆𝑃𝑅 para AuNPs de 13 nm de diámetro, determinados en este trabajo con las 

diferentes aproximaciones detalladas en el texto. 

 

Referencia 𝛆𝑳𝑺𝑷𝑹 (M-1 cm-1) 
50 2.4 x108 

52 2.2 x108 

53 2.5 x108 

Fagúndez et al., 2021 51 2.1 x108 

*Determinados con datos experimentales propios 

 

Sección 4: Optimización de las medidas por DLS 

 

Las medidas de DLS y potencial-ζ se deben realizar en un medio conteniendo electrolito 

soporte (típicamente NaCl) en orden de aportar la cantidad suficiente de cargas que 

permitan la conducción eléctrica. Sin embargo, la presencia de iones puede causar la 

agregación de las AuNPs y por tanto se hizo necesario determinar la concentración óptima 

de NaCl para llevar a cabo las determinaciones. En virtud de esto se realizaron 

determinaciones en concentraciones de NaCl en el rango 0 a 10 mM. 
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Figura A1.5. Evaluación de las condiciones de medida por DLS. Se muestran los gráficos de intensidad de 

la luz dispersada en función del diámetro hidrodinámico para AuNP-cit diluidas en A: agua ultrapura, B: 

NaCl 1 mM, C: NaCl 5 mM y D: NaCl 10 mM. En todos los casos las soluciones de NaCl fueron previamente 

filtradas mediante 0.2 µm.  
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Como se deduce de las medidas de DLS por número de las especies dispersantes (Figura 

A1.6), no existieron diferencias significativas entre concentraciones de electrolito soporte 

entre 1-10 mM. Sin embargo, las medidas de luz dispersada por intensidad en ausencia de 

electrolito soporte (no NaCl) mostró que al menos es requerido un mínimo de fuerza iónica 

para obtener menor dispersión de tamaños (Figura A1.5, A).  

 



  

266  

 

Figura A1.6. Evaluación de las condiciones de medida por DLS. Se muestran los gráficos de número en 

función del diámetro hidrodinámico para AuNP-cit diluidas en A: agua ultrapura, B: NaCl 1 mM, C: NaCl 

5 mM y D: NaCl 10 mM. En todos los casos las soluciones de NaCl fueron previamente filtradas mediante 

0.2 µm. 
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Sección 5: Efecto del almacenamiento de las AuNP-cit  

 

Las AuNP-cit se almacenaron a 4°C, y alícuotas de dicha solución fueron analizadas 

mediante DLS y UV/VIS a diferentes tiempos (hasta 50 días) para evaluar la estabilidad de 

la solución coloidal en el almacenamiento. En cuanto a los espectros UV/VIS, se observó un 

leve incremento en la absorbancia después de 50 días de almacenamiento. Los espectros 

normalizados que se muestran en la Figura A1.7 A, no mostraron cambios en su forma a 

con el tiempo de almacenamiento, lo que sugirió que no existió agregación después de 50 

días dado que los espectros no mostraron ensanchamientos. Sin embargo, las medidas por 

DLS revelaron un incremento progresivo del diámetro medio de la población de NPs. 

Después de 50 días el mismo alcanzó valores de dhmed = 95 ± 5 nm lo que representó ≈ 400 

NPs de 13 nm por agregado. Estos agregados solo evidenciables mediante DLS, solo 

reflejaron un leve incremento en la absorbancia debido a un incremento de la eficiencia de 

dispersión de la luz de la solución coloidal.   
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Figura A1.7. Estabilidad de las AuNP-cit en función de los días de almacenamiento. A: Espectros UV/VIS 

normalizados de las soluciones coloidales. B: Cambios en el dhmed determinado mediante DLS. 

 

Sección 6: Modificación de AuNP-cit con MUA 

 

Análisis mediante FTIR 
 

El análisis mediante FTIR puede ser usado para la evaluación de la modificación de la 

superficie de las AuNP285. En este caso los espectros de AuNP-MUA y AuNP-cit obtenidos 

en una ventana de BaF2 fueron comparados. En relación a los compuestos parentales se 

esperaban señales correspondientes a los grupos carboxilato adsorbidos sobre las AuNP 

para el citrato 339, y no unido para el MUA, ya que este último se une a la superficie de oro 

vía el grupo tiol (SH) 34. Sin embargo, no todos los grupos carboxilato se encuentran unidos 

a la superficie de las AuNP-cit, por lo que señales de carboxilato libre también pueden ser 

registradas. Sumado a esto, las señales asociadas a vibraciones del grupo CH2 asociadas al 
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esqueleto carbonatado del MUA, también son esperables para la molécula de citrato, 

aunque en menor medida. Esto hace que la interpretación de las bandas vibracionales de 

las AuNP-cit aún sigua en debate 34,176,177,340. Los resultados obtenidos en este trabajo 

mostraron nuevas consideraciones para las señales FTIR de AuNP-cit comparadas con su 

compuesto parental (Figura A1.8). La banda presente en el espectro de citrato no unido 

asignada al estiramiento del grupo carboxilato a 1591 cm-1 fue remplazada por dos bandas 

centradas en 1568 y 1552 cm-1, correspondientes a la coordinación de moléculas de citrato 

en estado protonado, 34,340, la más relevante de las especies de citrato al pH de trabajo al que 

la muestra fue tomada.   

Comparado al espectro del compuesto MUA libre, el MUA adsorbido a través de su grupo 

SH exhibió señales correspondientes al grupo carboxilo ionizado, con bandas de absorción 

en 1567 cm-1 (asimétrico) y 1413 cm-1 (simétrico), lo cual se encontró en concordancia con la 

ionización esperada para este grupo debido al pH de la solución de trabajo, considerando 

un valor de pKa de 4.0 para el MUA 287. Otras bandas de absorción podrían indicar la 

formación de una monocapa autoensamblada de MUA sobre la AuNP, como el aleteo de los 

grupos metileno a 1466 cm-1 presente en el MUA libre, pero ausente en la nanopartícula 179. 

Adicionalmente, las bandas intensas de estiramiento del enlace CH a 2918 y 2847 cm-1 

presentes en el MUA puro, decrecieron significativamente en intensidad y se movieron 

hacia 2920 y 2850 cm-1, lo cual estuvo de acuerdo con la formación de dominios de 

moléculas de MUA adsorbidas, altamente ordenadas. Estos corrimientos han sido 

reportados previamente tanto para superficies de oro 2D como 3D 178,180. Sin embargo, no 

hay que dejar de considerar que todas estas asignaciones derivaron de un análisis 

extremadamente detallado de bandas minoritarias en el espectro, lo cual siempre 

constituye un análisis complejo. 

En resumen, el análisis FTIR proporcionó varias características que deben analizarse 
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cuidadosamente para obtener resultados relevantes para el estado de adsorción de cada 

molécula. La comparación de AuNP-cit y AuNP-MUA mostró diferencias mínimas que 

deben analizarse con mucho cuidado. Como las características generales esperadas son las 

mismas para todas las modificaciones analizadas (CH2, carboxilato), la técnica de FTIR no 

proporcionó evidencia experimental sólida sobre la modificación de la superficie de las 

nanopartículas, en particular, para evidenciar las reacciones de intercambio de ligandos. 

Por lo tanto, el análisis FTIR podría usarse como una herramienta para demostrar la 

efectividad del intercambio de ligandos, dependiendo, por supuesto, de las características 

de IR de los agentes de protección involucrados, lo que puede requerir un análisis 

extremadamente detallado. 
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Figura A1.8. Espectros FTIR normalizados para AuNP-cit y AuNP-MUA y de los ligandos puros. 



  

272  

Estabilidad coloidal de AuNP-cit vs AuNP-MUA 

 

 

Figura A1.9. Espectros UV/VIS para AuNP-cit (negro) y AuNP-MUA (rojo) antes (línea llena) y después 

(línea punteada) del agregado de NaNO3 a una concentración final de 85 mM. 

 

La agregación, caracterizada por un incremento de la absorción en el entorno de 650 nm y 

una disminución de la absorbancia en el máximo del plasmón fue evidente para de AuNP-

cit. Sin embargo, a una concentración de NaNO3 similar (≈ 100 mM), las AuNP-MUA 

mostraron un leve incremento en la absorbancia a 650 nm, mostrando así su mayor 

estabilidad.  
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Determinación del efecto de la centrifugación y resuspensión en diferentes soluciones 

buffer sobre las AuNP-MUA 

 

El procedimiento de activación de EDC/NHS se realizó en buffer de baja fuerza iónica. Se 

consideraron varias soluciones buffer, para finalmente seleccionar PBlow como el más 

adecuado. 

En todos los casos, previo al procedimiento de activación química, las AuNP-MUA se 

centrifugaron 3X a 10000g durante 30 min a 4 °C y se resuspendieron en alguna de las 

soluciones buffers analizadas, a saber, buffer fosfato (PB, 5 mM, pH = 7.4), buffer PB con 

adición de NaCl 5 mM (PBlow), buffer MES (5 mM, pH = 5) y buffer MES con agregado de 

NaCl 5 mM (MESlow). Adicionalmente se analizó una solución de AuNP-MUA centrifugada 

y resuspendida en el mismo medio de reacción, a fin de evaluar el efecto de la 

centrifugación por si sola. En la Figura A1.10 se muestran los espectros obtenidos para cada 

una de las condiciones. En primer lugar, se destacó que la centrifugación y resuspensión en 

si misma generó la formación de agregados (Figura A1.10, C y A1.11, B). Cuando la 

resuspensión se efectuó en alguna de las soluciones buffer estudiadas, la formación de 

agregados (detectables mediante UV/VIS) fue menor, siendo apenas apreciable para el caso 

del buffer PB y PBlow.  

Las mediciones por DLS mostraron resultados similares, evidenciando además que la 

presencia de NaCl 5 mM por sí sola no es capaz de generar agregados y que la ausencia 

total de sales también induce la agregación (Figura A1.11 C y D). En cuanto al efecto de la 

naturaleza de cada solución buffer, quedó evidenciado la formación de agregados en ambas 

(Figura A1.12), sin embargo, el efecto fue menor cuando se trató de PB o PBlow. Ante la 

necesidad de efectuar la reacción de activación en alguna de las soluciones buffer 

estudiadas, optamos entonces por realizarla en PBlow.    
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Figura A1.10. Espectros UV/VIS para de AuNP-MUA después de 3 ciclos de centrifugación y resuspensión. 

A: resuspensión en buffer fosfato (PB, 5 mM, pH = 7.4) sin y con agregado de NaCl 5 mM (PBlow); B: 

resuspensión en buffer ácido 2-(N-morfolino)etanosulfónico (MES, 5 mM, pH = 5.0) sin y con NaCl 5 mM 

(MESlow); C: espectro comparativo de las AuNP-MUA antes y después de la centrifugación y resuspensión 

en la misma mezcla de reacción. 
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Figura A1.11. Determinaciones mediante DLS según intensidad de la luz dispersada para AuNP-MUA A: 

antes de ser centrifugadas, B: después de 3 ciclos de centrifugación/resuspensión en la misma mezcla de 

reacción, C: centrifugadas y resuspendidas en NaCl 5 mM y D: centrifugadas y resuspendidas en agua 

desionizada. En todos los casos las medidas de DLS fueron realizadas en solución NaCl 1 mM. Las líneas 

en rojos representan ajustes a distribuciones de tipo logNormal.  
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Figura A1.12. Determinaciones mediante DLS según intensidad de la luz dispersada para AuNP-MUA 

luego de ser centrifugadas y resuspendidas en buffer A: PB, B: PBlow, C: MES y D: MESlow. En todos los casos 

las medidas de DLS fueron realizadas en solución NaCl 1 mM. Las líneas en rojos representan ajustes a 

distribuciones de tipo logNormal. 
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Sección 7: Inmovilización covalente de Ab sobre AuNP-MUA 

 

La Figura A1.13 muestra los espectros UV/VIS, obtenidos para activaciones de AuNPs con 

EDC/NHS (o s-NHS) a diferentes concentraciones. También se compara el resultado para 

AuNPs activadas e incubadas con Ab. Para las concentraciones de NHS y s-NHS más altas 

ensayadas se observó una completa agregación. Para las concentraciones intermedias (7.4 

mM), las AuNPs activadas con NHS también se agregaron completamente, mientras que 

las incubadas con s-NHS mostraron un corrimiento en λLSPR de ≈ 30 nm, lo cual sumado al 

aumento de FWHM y de la relación Abs520/Abs650 indicó la formación de algunos agregados. 

También puede evidenciarse por el color violeta de esta solución apreciado en el panel C. 

Este resultado fue similar para el caso de activación con NHS 3.7 mM, lo cual a priori indicó 

que en ningún caso de las activaciones con NHS se generó un producto AuNP-Ab estable. 

Para el caso de s-NHS a la concentración menor, y el corrimiento en λLSPR fue de 

aproximadamente 5 nm, lo cual fue coherente con la posible modificación de la superficie 

por la unión del Ab. Sin embargo, idénticos resultados espectrales se obtuvieron cuando se 

analizaron AuNPs activadas, sin incubación con Ab.  
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Figura A1.13. Espectros UV/VIS luego del procedimiento de bioconjugación química. A: bioconjugación con 

EDC/NHS, B: bioconjugación con EDC/s-NHS, y C: aspecto de las soluciones coloidales obtenidas luego de 

los diferentes procedimientos de bioconjugación.  
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Tabla A1.3. Diámetros determinados por DLS para la reacción de inmovilización covalente empleando 

EDC/s-NHS a diferentes concentraciones. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

[Ab] 

(µg/mL) 

[s-NHS]f 

mM 

dhmed (nm) dh (nm) 

intensidad 

dh (nm) 

número 

PI 

66 14.8 > 1,000 109 ± 17 

> 1,000 

79 ± 8 0.52 

66 7.4 207 ± 4 66 ± 9 

301 ± 20 

61 ± 4 0.30 

66 3.7 133 ± 2 50 ± 13 

221 ± 26 

46 ± 11 0.25 

0 7.4 119 ± 2 49 ± 11 

178 ± 17 

44 ± 12 0.22 

0 3.7 128 ± 2 43 ± 6 

203 ± 31 

40 ± 5 0.27 
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Sección 8: Inmovilización no covalente de Ab sobre AuNPs 

 

Espectros UV/VIS durante la incubación de AuNP-cit y AuNP-MUA con Ab 

 

 

Figura A1.14. Espectros UV/VIS de AuNP-cit (A) y AuNP-MUA (B) durante la absorción de Ab.  
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Evolución temporal del dh en la incubación de AuNP-cit y AuNP-MUA con Ab 

 

Figura A1.15. Evolución temporal de los dh determinados por DLS durante la incubación con Ab para 

AuNP-cit (negro) y AuNP-MUA (rojo). A: Valores de dh por intensidad y B: por número. 
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Figura A1.16. Ensayo de movilidad electroforética para AuNP-MUA y AuNP-cit 60 min y 24 hs después de 

la adsorción de Ab. Vista completa. 

 

Estudio del efecto de la concentración de Ab y pH de incubación 

 

El efecto de la concentración de Ab y el pH en el proceso de adsorción en AuNP-cit fue 

insignificante, como se evidenció en la constancia en la relación Abs520/Abs650 nm a 140 mM 

NaCl (Figura A1.17, A). Sin embargo, para AuNP-MUA-Ab, la relación de absorbancia 

disminuyó tanto con la concentración de Ab como con el pH (Figura A1.17, B). Por encima 

de pH 8.5 las AuNP-MUA-Ab formadas presentaron menor estabilidad lo que provocó que 
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se generaran agregados luego de la adición de NaCl, como lo reveló la disminución en la 

relación de Abs520/Abs650. En este caso, se argumentó que se produjo una débil o nula 

adsorción de Ab. Teniendo en cuenta que MUA se encontraría ionizado a este pH 287, y que 

el punto isoeléctrico típico de Ab monoclonales se encuentran en el rango de 7.6 a 9.5 310, es 

razonable suponer que la repulsión electrostática entre Ab y AuNP-MUA dificultó la 

adsorción.  En consecuencia, en el caso de AuNP-cit, la adsorción de Ab desplazó a las 

moléculas de citrato, de acuerdo con la menor energía de unión de este ligando a la 

superficie de AuNP. 

 

 

Figura A1.17. Efecto del pH y concentración de Ab durante la adsorción física de Ab sobre AuNP-cit (A) 

y AuNP-MUA (B) evaluado luego del agregado de NaCl a una concentración final de 140 mM. 
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Evaluación electroquímica de diferentes pasos de modificación de AuNP-cit 
 

Otra forma de corroborar los cambios en la superficie de las nanopartículas consistió en 

adsorber las diferentes nanopartículas en superficies de electrodos de oro y observar cómo 

su presencia afectó la capacidad del sistema electroquímico para transferir electrones a las 

especies de hexacianoferrato(III) en solución. Dicha capacidad se evaluó a través de la 

determinación experimental de ΔEp, que se relaciona con la tasa heterogénea de 

transferencia de carga, ko 341. 

Luego de la deposición de las diferentes soluciones de AuNP, para todas las modificaciones 

de electrodos, se observan corrientes tanto anódicas como catódicas asociadas al sistema 

redox de hexacianoferrato (III)/(II), lo que indicó que el proceso de transferencia de carga 

no fue completamente bloqueado. La deposición de AuNP-cit se reflejó en un ligero 

aumento en la corriente medida (Figura A1.18), de acuerdo con una mayor área 

electroactiva producida por la adsorción de AuNPs, y con una disminución marginal en el 

valor de ko. Curiosamente, los AuNP modificados con Ab mostraron un aumento en ΔEp y 

una fuerte disminución en ko (Tabla 1.2), lo que indicó que la voltamperometría cíclica se 

puede utilizar como una técnica informativa para evaluar el evento de bioconjugación. En 

todos los casos, el parámetro ΔEp se pudo determinar fácilmente con un error asociado por 

debajo del 5 %. 
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Figura A1.18. Respuesta voltamperométrica de los nanosistemas adsorbidos sobre un electrodo serigrafiado 

en oro de área geométrica 0.126 cm2. La flecha indica la dirección de la exploración de voltaje inicial a 0.050 

V s-1. 
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Sección: 9 Inmovilización de proteína A/G, BSA y estreptavidina sobre AuNP-cit 

 

 

Figura A1.19. Espectros UV/VIS de AuNP-cit antes y después de la incubación con diferentes proteínas 

durante 24 hs.  
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Figura A1.20. Ensayo de movilidad electroforética para AuNP-cit conjugada a MUA, y las proteínas BSA, 

A/G, Strp (200 µg/mL), Ab (66 µg/mL). Adicionalmente se muestra un carril sembrado con AuNPs no 

modificadas. Los restantes carriles corresponden a duplicados o siembras fallidas.  
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Figura A1.21. Fotografía del estado de las columnas luego del pasaje de AuNP-cit, AuNP-cit-Strp o AuNP-

cit-BSA, A/G, Ab. 

 

Estudio del efecto de la estreptavidina sobre AuNP-cit 

 

La incubación con Strp mostró formación de agregados de AuNPs, que aumentan con el 

tiempo de incubación. Bajo estos resultados se hipotetizó que la solución comercial de Strp 

(~55 kDa, 1 mg/mL, Santa Cruz Biotechnology) podría contener algún agente no declarado 

que indujera la agregación de las AuNPs. Sin embargo, no se logró obtener más 

información al respecto luego de consultar al proveedor. En la hoja de datos se manifiesta 

que el pH de la solución de Strp comercial obtenida luego de resuspender en agua ultrapura 

resulta en un valor de 9, pero no se declaró la solución buffer empleada. Considerando esto, 
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y sumado a la tendencia de la Strp de formar agregados multiméricos 311, se ensayó con 

soluciones de Strp preparadas en solución buffer carbonato (BC, HCO3-/CO32- 10 mM, NaCl 

150 mM, pH = 9) a diferencia de los ensayos previos realizados en PBS (NaH2PO4/ Na2HPO4 

10 mM, NaCl 150 mM, KCl 2 mM, pH = 7.4), bajo la hipótesis de que a pH menores a 8 la 

Strp formara agregados proteicos, que inmovilizados sobre las AuNPs induzcan la 

agregación de las mismas. 

 

 

Figura A1.22. Espectros UV/VIS para AuNP-cit incubadas con Strp por 24 y 48 hs. Para comparación se 

muestra el espectro de AuNP-cit sin modificar.  

 

Como se observa en la Figura A1.23 A, a 15 min del agregado de Strp, tanto en PBS como 

en BC, se observó una disminución de la relación Abs520/Abs650, lo que indicó formación de 

agregados. La relación fue un poco mayor para la Strp preparada en BC, sin embargo, luego 

de 1 h de incubación cayó aún más. Ante el agregado de NaCl, la relación se mantuvo 
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incambiada. Paralelamente este ensayo se repitió para AuNP-cit, pero incubándose con las 

mismas soluciones buffer sin el agregado de Strp. Esto permitió descartar que el agregado 

de PBS o BC no indujo la agregación de AuNPs (Figura A1.23, B).  

 

 

Figura A1.23. Estabilidad coloidal de AuNP-cit durante la incubación con Strp (A) o sin Strp (B). Las 

soluciones de Strp fueron preparadas en buffer PBS (rojo) o BC (negro).  

 

Adicionalmente las soluciones de AuNP-cit-Strp (tanto preparadas con Strp-PBS o Strp-BC) 

se analizaron mediante SEC. En la Figura A1.24 se constató que el pequeño aumento de 

estabilidad observado cuando se empleó Strp preparada en buffer carbonato, se debió a la 

generación de menos agregados (o de menor tamaño), que ahora son capaces de ingresar a 

la columna, y eluír (a diferencia de lo que ocurre con los ensayos en PBS donde quedaron 

mayormente retenidos en el prefiltro). Notar que la elución en ambos casos se realizó en 

buffer PBS. Estudios adicionales serán necesarios para lograr obtener sistemas AuNP-cit-
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Strp estables, sin embargo, los resultados anteriores indicaron que posiblemente el efecto 

sea ocasionado por la propia proteína.  

 

Figura A1.24. Cromatogramas obtenidos para las soluciones AuNP-cit incubadas con Strp preparada en 

PBS (rojo) o BC (negro). La elución se realizó en ambos casos en buffer PBS. 
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Sección 10: Efecto de la centrifugación sobre AuNP-proteína (Ab y BSA) 

 

Figura A1.25. Determinaciones DLS por intensidad para AuNP-cit-Ab antes (A) y después (B) de tres ciclos 

de centrifugación y resuspensión en PBS. 

 

 

Figura A1.26. Determinaciones DLS por intensidad para AuNP-cit-BSA antes (A) y después (B) de tres ciclos 

de centrifugación y resuspensión en PBS. 
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Sección 11: Agregación inducida por anticuerpos 

 

 

Figura A1.27. Resumen gráfico de los resultados de los ensayos de inmovilización de Ab sobre AuNP-cit y 

AuNP-cit-A/G, y su intento de separación por centrifugación. 

 

Ante la imposibilidad de obtener un sistema AuNP-cit-Ab estable a la centrifugación se 

realizaron una serie de ensayos extra para tratar de estabilizar el sistema coloidal. En 

primer lugar, en un ensayo de incubación de las AuNP-cit con Ab (sin pasos de 

centrifugación) por largos periodos de tiempo, se observó que la agregación progresó de 

forma gradual como revelaron los espectros UV/VIS de la Figura A1.28. Además, fue 

evidente la sedimentación de agregados de AuNP, así como la adherencia a las paredes del 

tubo. Esto nos llevó a pensar que la centrifugación aceleró un efecto que sin embargo es 

intrínseco al anticuerpo o al material del tubo donde se realiza la incubación/centrifugación.  

En un intento adicional, se analizó la posibilidad de anclar el Ab a las AuNP-cit-A/G 

obtenidas previamente, empleando la capacidad de la proteína A/G de unirse a la región 

Fc de las inmunoglobulinas. Para ello, 500 µL de AuNP-cit-A/G se centrifugaron (para 

remover restos de proteína A/G libre), resuspendieron en PBS y se incubaron con 50 µL de 

Ab a una concentración de 66 µg/mL durante 1 h a 4 °C. Luego de esto las AuNP-cit-A/G-
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Ab fueron centrifugadas en las mismas condiciones. Llamativamente, y pese a la 

estabilidad de las AuNP-cit-A/G observada anteriormente, nuevamente se observó el 

mismo efecto de agregación obtenido para las AuNP-cit-Ab, con lo cual una vez más se 

confirmó que el efecto se asoció al Ab.  

 

 

Figura A1.28. Espectros UV/VIS para AuNP-cit incubadas con Ab durante 24, 48 y 72 hs. La concentración 

de Ab empleada fue de 66 µg/mL y las incubaciones se realizaron a 4 °C. 

 

Para descartar que el efecto no fuera debido al anticuerpo particular empleado en la 

mayoría de los ensayos (anticuerpo monoclonal anti-P15, Ab, ~150 kDa, 200 μg mL−1, IgG1 

Santa Cruz Biotechnology), se evaluó la conjugación de las AuNP-cit-A/G a otros 

anticuerpos, a saber: anticuerpo monoclonal de ratón anti-P16 (200 μg/mL, F-12, IgG2aκ, 

Santa Cruz Biotechnology) y anticuerpo monoclonal de ratón anti-CD9 (200 μg/mL, C-4 

IgG1κ, Santa Cruz Biotechnology). 
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Adicionalmente, se evaluó la estrategia de conjugación previa del anticuerpo P15 a la 

proteína A/G y posterior inmovilización del complejo P15-A/G sobre las AuNP-cit. Para 

ello sobre 50 µL de solución de proteína A/G (200 µg/mL) se adicionaron 15 µL de anti-P15 

200 μg/mL (concentración final ≈ 66 µg/mL) y se incubaron durante 1 h a 4°C. Luego de 

esto los 65 µL de solución de P15-A/G se adicionaron a 500 µL de solución de AuNP-cit-

A/G y se incubaron a 4 °C por 24 hs. Luego de esto todas las soluciones AuNP-anticuerpo 

se centrifugaron a 10000g, 30 min y se resuspendieron en PBS. Como se aprecia en la Figura 

A1.29, para todos los casos, independientemente del anticuerpo empleado, la agregación y 

adherencia de las AuNP a las paredes del tubo fue detectable, incluso para la estrategia de 

incubación con el complejo P15-A/G.  

 

 

Figura A1.29. Aspecto de las diferentes soluciones coloidales de AuNP incubadas con A/G y diferentes 

anticuerpos luego de ser centrifugadas.  

 

Dado que posteriormente a los ciclos de centrifugación se observó además de la agregación 

y precipitación, adherencia de las AuNPs a los tubos empleados, se decidió evaluar el 
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posible efecto del tipo de tubo empleado y realizar las incubaciones en tubos de baja 

adherencia a proteínas y ADN. Se testearon:  

 

• micro tubos de 1.5 mL (tipo eppendorf de polipropileno, PP),  

• micro tubos de 1.5 mL, (tipo eppendorf, ProteinLow binding, LowProt) de 

polipropileno,  

• micro tubos de 1.5 mL, para PCR, (DNALow binding, LowDNA) de polipropileno  

• tubos cónicos tipo Falcon de 15 mL, de polipropileno. 

 

Como se observa en la Figura A1.30, independientemente del tipo de tubo empleado la 

agregación/adherencia de las AuNP-cit-A/G incubadas con Ab fue significativa, indicando 

que existió algún tipo de interacción entre los diferentes materiales y las AuNP-Ab (En 

resultados previos este comportamiento no fue evidenciado para las AuNP-cit-A/G solas). 

 

 

Figura A1.30. Soluciones coloidales de AuNP-cit-A/G luego de la incubación con Ab, y centrifugación en 

diferentes tipos de tubos.  
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A raíz de esta posible interacción entre las AuNP-Ab y las paredes del tubo empleado, se 

intentó realizar un pretratamiento previo de los mismos con solución de PBS BSA al 1 % 

durante 24 hs. Posteriormente se lavaron seis veces con PBS y se emplearon para realizar 

la incubación con Ab durante 24 hs tanto para AuNP-cit como para AuNP-cit-A/G. Para las 

AuNP-cit, también se evaluó el efecto de la centrifugación en tubos pretratados y no 

pretratados con PBS BSA.  

En la Figura A1.31 se observa el resultado de estas pruebas para las AuNP-cit, donde 

nuevamente el efecto de agregación inducido por Ab fue evidente (Figura A1.31, C). 

Curiosamente se observó que las AuNP-cit (sin incubación con Ab) centrifugadas y 

resuspendidas en PBS, en tubos pretratados con PBS BSA fueron estables (Figura A1.31, B), 

lo que evidenció la unión de la BSA remanente en el tubo a las AuNP-cit. Esto confirmó 

que el pretratamiento de los tubos fue efectivo, pero no evitó la agregación de las AuNP en 

contacto con Ab.  
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Figura A1.31. Aspecto de la solución coloidal de AuNP-cit luego de la incubación con Ab y centrifugación 

en tubos pretratados con PBS BSA 1 %. Se muestra además el efecto de la centrifugación sobre AuNP-cit en 

tubos pretratados y no pretratados.   

 

Para el caso de las AuNP-cit-A/G se realizaron ensayos similares, pero el resultado 

obtenido fue nuevamente desalentador. En un ensayo (Figura A1.32, A) solamente la etapa 

de centrifugación post-Ab se realizó en los tubos pretratados con PBS BSA, en un segundo 

ensayo solamente la etapa de incubación con Ab (Figura A1.32, B) y en última instancia un 

ensayo con todas las etapas realizadas en un tubo pretratado, es decir desde la incubación 

con proteína A/G (Figura A1.32, C).  
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Figura A1.32. Aspecto de la solución coloidal de AuNP-cit-A/G luego de la incubación con Ab y 

centrifugación en tubos pretratados con PBS BSA 1 %.  

 

Sabiendo que la agregación es un fenómeno que se ve favorecido a bajas temperaturas y 

considerando que todas las incubaciones previas se realizaron a 4 °C, se evaluó la 

posibilidad de realizar las mismas a 37 °C. Para ello las AuNP-cit se incubaron con Ab por 

24 hs en un baño termostatizado. Paralelamente también se realizó el mismo ensayo a 4 °C. 

Luego de esto, las soluciones AuNP-cit-Ab obtenidas fueron evaluadas mediante ensayo 

de estabilidad coloidal en placa, agregándose a 100 µL de las soluciones anteriores 100 µL 

de solución de NaCl 300 mM. Las relaciones de Abs520/Abs650 se determinaron antes y 

después del agregado de NaCl. No se observaron mejoras con la incubación a 37 °C con 
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respecto de la incubación a 4 °C, de hecho, la inestabilidad de los complejos AuNP-cit-Ab 

fue mayor. Lo que se destacó de los resultados, resumidos en la Figura A1.33 fue que la 

estabilidad del sistema AuNP-cit-Ab ya se encontró comprometida antes de la adición de 

NaCl (es decir solamente a partir del agregado de anticuerpo), y no empeoró luego del 

aumento de fuerza iónica. Comparativamente las AuNP-cit, como era de esperarse si 

mostraron una fuerte agregación por fuerza iónica. Considerando estos resultados 

pudimos evidenciar que los agregados AuNP-cit-Ab fueron estables frente al agregado de 

NaCl, con lo cual entonces, la inestabilidad observada puede ser debida a la formación de 

agregados por la interacción inespecífica de los Ab unidos entre sí. 

 

 

Figura A1.33. Ensayos de estabilidad para la incubación de AuNP-cit con Ab a 4 °C y 37 °C. En todos los 

casos se registró la relación Abs520/Abs650 antes (A) y después (B) del agregado de NaCl (concentración final 

150 mM). 
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Considerando la posibilidad de la existencia de estas interacciones inespecíficas entre los 

sistemas AuNP-cit-Ab, se consideró evaluar el agregado de agentes disociantes de 

interacciones débiles como el detergente polisorbato 20 (Tween-20) o agentes comúnmente 

empleados en la estabilización y bloqueo de superficies expuestas como la BSA. La 

capacidad de unión y estabilización de la proteína BSA a las AuNP ya fue observada 

previamente en este trabajo, no así la del detergente Tween-20. Con esto en mente se 

determinó previamente (mediante ensayos de estabilidad coloidal) la cantidad mínima de 

BSA o Tween-20, capaz estabilizar la solución coloidal de AuNPs.  

 

 

Figura A1.34. A: resultado de los ensayos de estabilidad coloidal para AuNP-cit incubadas con diferentes 

concentraciones de Tween-20 (% v/v). B: espectros obtenidos durante el ensayo luego del agregado de NaCl 

(concentración final 150 mM). 

 

Diferentes concentraciones de BSA o Tween-20 fueron ensayadas y registrada la relación 

Abs520/Abs650 antes y después del agregado de NaCl.  Los resultados de estos ensayos y los 
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espectros UV/VIS obtenidos luego del agregado de NaCl se muestran en la Figura A1.34 

para Tween-20 y A1.35 para BSA.  

 

 

 

Figura A1.35. A: Ensayos de estabilidad coloidal para AuNP-cit incubadas con diferentes concentraciones 

de BSA (µg/mL). B: Espectros UV/VIS obtenidos durante el ensayo luego del agregado de NaCl 

(concentración final 150 mM). 

 

Como era de esperarse, el Tween-20 adicionado a partir de concentraciones de 0.025 % (v/v) 

logró estabilizar a las AuNP-cit frente al incremento de fuerza iónica, lo cual pudo 

explicarse por su adsorción a la superficie de la AuNP, tratándose de una molécula grande 

(1.227.54 g/mol) y polar con muchos grupos capaces de interaccionar con la superficie de 

las AuNP sea a través del citrato o desplazándolo. La concentración de 0.025 % (v/v) fue 

seleccionada para ensayos posteriores de incubación con Ab. Para el caso de la BSA, los 

resultados de la Figura A1.35 (y evidencia anterior mostrada en la Figura 1.10 A del 
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Capítulo 1) mostraron que a partir de soluciones de trabajo de 80 µg/mL, las AuNP-cit 

permanecieron estables frente al aumento de concentración de sales por lo que se empleó 

esta concentración para los ensayos siguientes de incubación conjunta con Ab. 

 

 

 

Figura A1.36. Relación Abs520/Abs650 para AuNP-cit incubadas con Ab y Tween-20 (0.025 % v/v). En cada panel se 

muestra el valor de la relación inmediatamente después de 24 hs de incubación (A), luego del agregado 

de NaCl para una concentración final de 150 mM (B) y luego de la etapa de centrifugación (C).  

 

A partir de los resultados de UV/VIS y DLS para la adsorción directa de Ab a las AuNP-cit 

(Figura 1.8 Capítulo 1 y A1.15 en este Anexo) se evidenció que la misma se produce dentro 

de la primera hora de incubación. Considerando que existen indicios de inestabilidad en 

las primeras 24 hs de incubación, se realizó la adición de BSA o Tween-20 inmediatamente 

después de la primera hora de incubación con Ab y luego se dejó el sistema a 4 °C por 24 

hs. Luego de esto se evaluó la estabilidad coloidal mediante la relación Abs520/Abs650 luego 



  

304  

del agregado de NaCl o posteriormente a ser centrifugado (30 min, 100 000g a 4 °C). Los 

resultados para las soluciones de AuNP-cit-Ab en estos ensayos con Tween-20 o BSA se 

muestran en la Figura A1.36 y A1.37.  

En términos generales los resultados de las incubaciones con Tween-20 no mostraron 

efectividad a la hora de evitar la agregación de las AuNP-cit-Ab, lo que quedó de manifiesto 

por la baja relación Abs520/Abs650 obtenida antes y después del aumento de fuerza iónica. 

Esta relación disminuyó más luego del proceso de centrifugación como ya se había 

observado previamente, destacándose que las AuNP-cit incubadas únicamente con Tween-

20 permanecieron estables al intento se separación. Se obtuvieron resultados similares en 

las incubaciones conjuntas con BSA (Figura A1.37).  

 

 

Figura A1.37. Relación Abs520/Abs650 para AuNP-cit incubadas con Ab y BSA (80 µg/mL). En cada panel se 

muestra el valor de la relación inmediatamente después de 24 hs de incubación (A), luego del agregado de 

NaCl hasta una concentración final de 150 mM (B) y luego de la etapa de centrifugación (C). 
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Los mismos ensayos se repitieron para las AuNP-cit-A/G. En este caso las AuNP-cit-A/G 

tanto incubadas con BSA como con Tween-20 mantuvieron la estabilidad luego de 24 hs de 

incubación conjunta con el Ab (Figura A1.38 y A1.39, A y B). Sin embargo, luego del intento 

de separación por centrifugación, nuevamente se registró la pérdida notoria de estabilidad, 

con formación de agregados (Figura A1.38 y A1.39, C). En estudios anteriores (Figura 1.15, 

A, Capítulo 1) se confirmó la estabilidad de los complejos AuNP-cit-A/G luego de la 

centrifugación, con lo cual estos resultados evidenciaron un efecto asociado únicamente a 

los Ab, que se vio acelerado cuando la solución coloidal fue centrifugada, haciendo 

imposible su separación por este método.  

 

 

Figura A1.38. Relación Abs520/Abs650 para AuNP-cit-A/G incubadas con Ab y BSA (80 µg/mL). En cada panel 

se muestra el valor de la relación inmediatamente después de 24 hs de incubación (A), luego del agregado 

de NaCl hasta una concentración final de 150 mM (B) y luego de la etapa de centrifugación (C). 
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En un último intento de hallar una solución a la agregación observada durante y luego del 

proceso de centrifugación, considerando el valor de potencial-ζ cercano a la neutralidad 

registrado para las AuNP-cit-Ab, se hipotetizó la posibilidad de estabilizar 

electrostáticamente el sistema, trabajando a un pH capaz de conferir carga a las moléculas 

de Ab. Si bien no contamos con el valor de pI del anticuerpo específico empleado en estos 

ensayos, datos de la literatura reportan valores de entre de 7.6 a 9.5 310 para anticuerpos 

monoclonales.  Se trabajó entonces con solución buffer bicarbonato pH 10 (NaHCO3, 0.1 M, 

NaCl 150 mM, pH 10). Para ello, 500 µL de las AuNP-cit-A/G se centrifugaron y 

resuspendieron en PBS o buffer bicarbonato y se realizó la incubación con Ab (50 µL, 66 

µg/mL) durante 1 h a 4 °C. Luego de esto las AuNP fueron centrifugadas y resuspendidas 

en las mismas soluciones buffer.  

 

 

Figura A1.39. Relación Abs520/Abs650 para AuNP-cit-A/G incubadas con Ab y Tween-20 (0.025 % v/v). En 

cada panel se muestra el valor de la relación inmediatamente después de 24 hs de incubación (A), luego del 

agregado de NaCl (B) y luego de la etapa de centrifugación (C). 
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Paralelamente se realizó el mismo procedimiento, pero sin el agregado de Ab. El efecto del 

cambio de pH no mostró mejoras en la estabilidad de los complejos AuNP-cit-A/G-Ab, más 

aún, las propias AuNP-cit-A/G mostraron una mayor inestabilidad en el buffer bicarbonato, 

no resistiendo la etapa de centrifugación (a diferencia de lo que si ocurre en PBS) como se 

reflejó en los valores de la relación Abs520/Abs650 mostrados en la Figura A1.40. 

 

Ante la falta de resultados positivos en la obtención de AuNP-Ab, se decidió descartar este 

método de unión y emplear las AuNP-A/G como herramienta en el desarrollo de una 

aplicación analítica.  

 

 

Figura A1.40. Relaciones Abs520/Abs650 para AuNP-cit-A/G, luego de las etapas de incubación con y sin Ab 

y centrifugación a pH 10 (B) y pH 7.4 (C). A: Se observa el resultado para AuNP-cit-A/G no centrifugadas.  
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Sección 11: Comparación de los valores de coeficiente de absortividad molar para AuNP-

cit-A/G y AuNP-cit-BSA 

 

De cara a ensayos funcionales con las AuNP-cit-A/G y BSA, en donde la concentración de 

AuNPs deberá ser determinada previamente, se estimaron los valores εLSPR para las AuNP-

cit-proteína frente al calculado para AuNP-cit sin modificar. La aproximación seguida fue 

similar a la empleada para la determinación εLSPR para las AuNP-MUA. En este caso se 

construyeron curvas de calibración y se realizó la comparación del valor de la pendiente 

resultante del ajuste lineal (la cual guarda relación con el valor de εLSPR) en cada caso con la 

pendiente calculada para AuNP-cit, tanto en λLSPR de AuNP-cit (522 nm) como al valor de 

λLSPR de las AuNP-cit-A/G y BSA (525 nm). Loa valores de εLSPR calculados se muestran en 

la Tabla A1.4. 

 

 



  

309  

 

Figura A1.41 Curvas de calibración para AuNP-cit, AuNP-cit-BSA y AuNP-cit-A/G obtenidas registrando 

la absorbancia a 522 nm (A) y 525 nm (B). 522 nm y 525 nm corresponden a la posición del máximo del 

plasmón para AuNP-cit y AuNP-proteína respectivamente. Las ordenadas en el origen para el rango lineal 

no difieren significativamente de cero (P < 0.05). 
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Tabla A1.4. Valores de coeficiente de absortividad molar para AuNP-cit, AuNP-cit-A/G y AuNP-cit-BSA a 

522 nm y 525 nm.  

 𝜺𝟓𝟐𝟓 (M-1 cm-1) 𝜺𝟓𝟐𝟐 (M-1 cm-1) 

AuNP-cit 2.0 x108 2.1 x108 

AuNP-cit-BSA 1.9 x108 1.9 x108 

AuNP-cit-A/G 2.1 x108 2.0 x108 

 

 

Considerando que estos valores no difieren significativamente entre ellos (P < 0.05), es 

adecuado estimar la concentración de las soluciones de AuNP-cit-A/G y AuNP-cit-BSA a 

partir de la absorbancia a 522 o 525 nm, considerando el valor de 𝜀LSPR de las AuNP-cit. 

 

Sección 12: Evaluación del bloqueo de las AuNP-cit-A/G con BSA 

 

Previo a la aplicación de las AuNP-cit-A/G en sistemas de detección, se analizó el 

comportamiento de las AuNPs frente a la incubación con el agente de bloqueo BSA. Si bien 

la concentración de A/G empleada en la bioconjugación fue la máxima estudiada y las 

AuNP formadas mostraron gran estabilidad (lo que apoyó la idea de un porcentaje de 

recubrimiento alto) cabe la posibilidad de que queden sitios de oro expuesto, que ocasionen 

problemas de pegado inespecífico durante las aplicaciones de estas AuNPs. 

Adicionalmente, considerando que las AuNP-cit-A/G serán separadas de la proteína libre 

y que la unión se realizó por adsorción, resulta probable que algunas moléculas de A/G 

puedan desorberse y pasar a solución. Esto conllevó entonces a la necesidad de contar con 

estudios de bloqueo de posibles sitios expuestos con BSA.  
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Figura A1.42. Ensayo de movilidad electroforética para AuNP-cit-A/G bloqueadas con diferentes 

concentraciones de BSA. Se muestran resultados para AuNP-cit-A/G no purificadas (A) y purificadas (B). A 

fines comparativos se sembraron en paralelo AuNPs modificadas con MUA y BSA (200 µg/mL, 24 hs). 

 

En este sentido, las AuNP-cit-A/G (obtenidas 24 hs antes) fueron incubadas con diferentes 

concentraciones de BSA (de 50 a 200 µg/mL) por 1 hora, a 4 °C. Se evaluaron tanto AuNP-

cit-A/G centrifugadas como no centrifugadas y paralelamente AuNP-cit incubadas con las 

mismas concentraciones de BSA durante 1 h. Las soluciones obtenidas se evaluaron por 

electroforesis como se muestra en la Figura A1.42. 

Como se observa en el gel de la Figura A1.42, A, las AuNP-cit-A/G (no purificadas) 

incubadas con BSA no mostraron diferencias en el patrón de migración comparadas a las 

AuNP-cit-A/G sin BSA. Tampoco se observaron diferencias en cuanto a las diferentes 

concentraciones de BSA ensayadas entre sí. Como era de esperar, las AuNP-cit-A/G 

sometidas a centrifugación, registraron un retraso en su migración electroforética, lo que 
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obedeció a la formación de algunos pequeños agregados (ya detectados por DLS). Cuando 

las AuNP-cit-A/G centrifugadas se incubaron con BSA (Figura A1.42 B), tampoco se 

apreciaron diferencias significativas con respecto a la concentración de BSA o AuNP-cit-

A/G no bloqueadas. Para verificar que la BSA no fue capaz de desplazar completamente a 

la A/G unida (sobre todo en las AuNP purificadas) se incubaron AuNP-cit con las mismas 

concentraciones de BSA por 1 h. Los resultados mostrados en el gel de la Figura A1.43, 

demostraron que las AuNP formadas en ese caso muestran un patrón de migración 

dependiente de la concentración de BSA, con formación de smearing lo que obedeció a un 

recubrimiento incompleto de las AuNPs. Esto confirmó que las AuNP incubadas con A/G 

y bloqueadas conservaron parte de la proteína unida, aunque no fue posible confirmar por 

estos ensayos si la BSA fue co-inmovilizada. En el Anexo 2, se muestran ensayos por TEM 

con AuNPs bloqueadas y no bloqueadas La falta de bloqueo ocasionó problemas de pegado 

inespecífico, con lo cual se confirmó la necesidad de este paso.  
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Figura A1.42. Ensayo de movilidad electroforética para AuNP-cit incubadas con diferentes concentraciones 

de BSA durante 1 h (carril 1 a 4, izquierda a derecha). Los carriles 5 y 6 corresponden a AuNP-cit incubadas 

24 hs con BSA 200 µg/mL luego de ser centrifugadas. A fines comparativos se sembraron en paralelo AuNPs 

modificadas con MUA. 
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Sección 13: Secuencias aminoacídicas para proteína A y G. 

 

Tabla A1.5. Secuencias aminoacídicas para proteína A y G obtenidas de la base de datos UniProt. En amarillo 

aparecen resaltadas las metioninas contenidas en ambas proteínas.  

 

 Secuencia: 

Proteína 

G 

 

(PDB: 

1EM7) 

MEKEKKVKYFLRKSAFGLASVSAAFLVGSTVFAVDSPIEDTPIIRNGGELTNLLGN

SETTLALRNEESATADLTAAAVADTVAAAAAENAGAAAWEAAAAADALAKA

KADALKEFNKYGVSDYYKNLINNAKTVEGIKDLQAQVVESAKKARISEATDGLS

DFLKSQTPAEDTVKSIELAEAKVLANRELDKYGVSDYHKNLINNAKTVEGVKEL

IDEILAALPKTDTYKLILNGKTLKGETTTEAVDAATAEKVFKQYANDNGVDGE

WTYDDATKTFTVTEKPEVIDASELTPAVTTYKLVINGKTLKGETTTKAVDAETAE

KAFKQYANDNGVDGVWTYDDATKTFTVTEMVTEVPGDAPTEPEKPEASIPLVP

LTPATPIAKDDAKKDDTKKEDAKKPEAKKDDAKKAETLPTTGEGSNPFFTAAA

LAVMAGAGALAVASKRKED 

Proteína 

A 

 

(PDB: 

1BDC) 

MKKKNIYSIRKLGVGIASVTLGTLLISGGVTPAANAAQHDEAQQNAFYQVLNM

PNLNADQRNGFIQSLKDDPSQSANVLGEAQKLNDSQAPKADAQQNKFNKDQ

QSAFYEILNMPNLNEEQRNGFIQSLKDDPSQSTNVLGEAKKLNESQAPKADNNF

NKEQQNAFYEILNMPNLNEEQRNGFIQSLKDDPSQSANLLAEAKKLNESQAPK

ADNKFNKEQQNAFYEILHLPNLNEEQRNGFIQSLKDDPSQSANLLAEAKKLND

AQAPKADNKFNKEQQNAFYEILHLPNLTEEQRNGFIQSLKDDPSVSKEILAEAK

KLNDAQAPKEEDNNKPGKEDGNKPGKEDGNKPGKEDNKKPGKEDGNKPGKE

DNKKPGKEDGNKPGKEDGNKPGKEDGNKPGKEDGNKPGKEDGNGVHVVKP

GDTVNDIAKANGTTADKIAADNKLADKNMIKPGQELVVDKKQPANHADANK

AQALPETGEENPFIGTTVFGGLSLALGAALLAGRRREL 
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Sección 14: Estimación del dh de proteínas 

 

La estimación del valor de dh para la proteína A/G se realizó mediante un ajuste a datos 

experimentales de radios de Stokes (Rs) para diferentes proteínas tomadas como estándares 

de masa molecular en gel filtración. Los datos analizados fueron tomados de 342. 

Adicionalmente se utilizó la herramienta disponible en línea de la compañía Fluidic 

Analytics (https://www.fluidic.com/toolkit/hydrodynamic-radius-converter/) que estima el 

valor de Rs tomando como dato la masa molecular de la proteína y su estado de 

plegamiento. Considerando una masa molar de 50.46 kDa para la proteína A/G, reportada 

en la hoja de datos del reactivo 

(https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/21186) se obtuvo un valor de Rs = 

3.18 nm y Rs = 3.12 nm para cada aproximación respectivamente.  

Para el caso de la proteína BSA (MM ≈ 66 kDa) se obtuvieron valores de Rs = 3.6 nm y Rs = 

3.5 nm, cercanos a valores reportados en la literatura 343. 

 

 

 

 

https://www.fluidic.com/toolkit/hydrodynamic-radius-converter/)
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/21186
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Figura A1.43. Curva de calibración de radios de Stokes (Rs) en función del logaritmo de la masa molecular 

(kDa). Los datos para construir la curva fueron tomados de valores reportados en 342. Al pie de la gráfica 

se muestra la ecuación obtenida para el ajuste lineal de los datos. 
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Anexo 2 

Sección 1: Optimización del análisis de datos derivados de MRPS para la cuantificación 

de EVs 

Adicionalmente a este trabajo de tesis y por considerarse de relevancia en una de las 

aplicaciones de las AuNP que se exponen, se realizó la instalación y puesta en 

funcionamiento del analizador de partículas por microfluídica de pulsos resistivos (MRPS, 

por su sigla en inglés). Si bien la operativa del equipo es sencilla y el equipo no requiere 

calibración, la obtención de resultados de concentración y tamaño requiere un 

procesamiento ulterior de los datos recabados.  A pesar de que el software de adquisición 

de datos licenciado con el equipo (Spectradyne Tools v.2.0.5.325) cuenta con un algoritmo 

preconfigurado de análisis de datos en tiempo real, con filtros precargados, en la mayoría 

de los casos, para determinaciones de EVs en nuestras muestras, el mismo considera como 

eventos reales señales asociadas a ruido eléctrico. En parte esto surge a raíz de que el 

tamaño medio de la población de EVs derivadas de cultivo de células U2-OS se encuentra 

muy cercano al límite de detección del equipo. El software cuenta con un módulo adicional 

(Spectradyne Viewer) que permite inspeccionar y analizar en profundidad los datos, 

permitiendo crear filtros (“gates” similares a los que se emplean en citometría de flujo) a 

partir de gráficos biparamétricos de diámetro (en nm) y transit time (ts), o relación 

señal/ruido (S/N) o simetría. Estos filtros o “gates” pueden ser creados de forma poligonal 

o lineal. Sin embargo, la determinación de los valores más adecuados de corte para estos 

filtros no resultó en una tarea sencilla, por lo que se decidió realizar un análisis externo de 

los datos brutos previamente a la construcción de estos filtros. Inicialmente se eliminaron 

los filtros preconfigurados y se exportaron los datos brutos; este archivo contenía los 

valores de ts, S/N y diámetro de cada evento registrado por el equipo. Estos valores se 

procesaron empleando el software OriginPro 2018 y se construyeron gráficos 
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triparámetricos de ts vs. diámetro, tomando como tercera dimensión el parámetro S/N. En 

la Figura A2.1 A se ejemplifica un gráfico de este tipo para datos recabados del análisis de 

una muestra de vesículas extracelulares (EVs) antes del filtrado de datos.  

A partir de estas visualizaciones se analizaron datos brutos de determinaciones de EVs y 

un blanco (PBS Tween-20 0.1 % v/v) de forma de definir los valores de corte de los tres 

parámetros.  

Al considerar los datos de las medidas obtenidas con el blanco (Figura A2.1 B), se observó 

que existieron eventos que se ubicaron en una banda estrecha de diámetros (≈ 50 a 80 nm), 

pero que abarcaron un amplio rango de valores de ts. Físicamente este resultado resultó 

inverosímil, dado que eventos correspondientes a tamaños de partícula similares no 

pueden registrar valores de ts tan dispares. Por otra parte, la gran mayoría de estos eventos 

(fundamentalmente para ts ≥ 80 ns) presentaron relaciones S/N bajas. Considerando esto, 

se asociaron estas señales a eventos artificiales y no a partículas reales. A partir de este 

análisis se estableció entonces que eventos asociados a partículas reales debieran tener al 

menos valores de ts ≤ 80 ns y S/N ≥ 20. Este procesamiento paso a paso puede verse en la 

Figura A2.1 (A-H), tanto para los datos de una muestra de EVs como del blanco.  

En los gráficos resultantes luego de este procesamiento, se observaron eventos (en la región 

de diámetros entre 50 y 70 nm) con relaciones S/N ≥ 20 presentes en las determinaciones 

del blanco. A este punto resultó incierto si se tratan de eventos reales o artificiales, con lo 

cual por corresponder a eventos por debajo del límite de detección de tamaños (≈ 65 nm) 

reportado por el fabricante se optó por eliminarlos aplicando un filtro de diámetro ≥ 65 nm.  

Considerando este análisis se establecieron estos mismos valores de filtros en el software 

Spectradyne Tools, para obtener así los datos de distribución de tamaño. En la Figura A2.2 

se muestran las distribuciones obtenidas antes y luego de la aplicación de cada filtro de 

datos tanto para el blanco como la muestra de EVs.  
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Figura A2.1. Gráficos de transit time en función del diámetro y de la relación señal/ruido. Cada panel 

muestra el cambio generado a medida que se establecen valores de filtrado. Se muestran comparativamente 

los datos medidas de una muestra de EVs y un blanco compuesto únicamente por buffer de corrida.  
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Como se observa, la aplicación del filtro S/N ≥ 20 resultó sumamente necesaria para 

eliminar eventos artificiales que contribuyeron fundamentalmente en la región de diámetro 

≤ 100 nm. Aplicando estos filtros, por tanto, se logró reducir al mínimo la contribución del 

buffer, como se aprecia en la Figura A2.3 donde se muestra el cambio en la concentración 

total de partículas calculado dentro del rango de 65 a 400 nm. El valor final de concentración 

reportada para la muestra de EVs fue de 9,6(±0,3)x109 partículas/mL (sin considerar el factor 

de dilución), mientras que para el blanco se obtuvo un valor de de 7,5(±0,7)x107 

partículas/mL, lo que corresponde a ≈ 1 % del valor de concentración de EVs. Esto marcó 

la pauta que, en nuestras condiciones de trabajo, las muestras con concentraciones del 

orden de 107 partículas/mL no pueden ser diferenciadas del ruido.  
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Figura A2.2. Distribución de tamaño obtenida antes (A) y después (B-D) de aplicar los diferentes 

valores de filtrado, para datos de muestras de EVs y PBS Tween-20 0.1 %. 

 

Alternativamente, para evaluar este protocolo de procesamiento de los datos, se realizó el 

análisis de un estándar de partículas de poliestireno (suministrado por el fabricante del 

equipo) de diámetro medio de 150.4 nm y concentración reportada de 3x1012 partículas/mL. 

Para esta determinación, una alícuota de solución de estándar se diluyó mil veces en PBS 

Tween-20 0.1 %; de forma de quedar comprendida entre el rango de concentraciones 

recomendado por el fabricante para el del chip c400.  
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Figura A2.3. Cambio en los valores de concentración calculados durante la aplicación de cada paso de 

filtrado para EVs y PBS Tween-20 0.1 %. 0: Datos sin filtrado, 1: transit time ≤ 80, 2: signal/noise ≥ 20, 3: diameter 

≥ 65 nm. La línea punteada indica la concentración final de EVs en la muestra luego de aplicados los filtros 

de datos.  

 

Considerando el procedimiento de análisis de datos descripto anteriormente, se obtuvo una 

distribución de tamaños centrada en 151 nm para las partículas estándar, lo cual fue muy 

cercano al valor esperado de 150,4 nm (Figura A2.4). En cuanto a la concentración, se 

obtuvo un valor para la dilución de partículas estándar de (1.94±0.03)x109 partículas/mL. 

Considerando el factor de dilución (1:1000), la concentración esperada para el estándar 

sería de 3x109 partículas/mL. 
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Figura A2.4. Distribuciones de tamaño para partículas estándar (150.4 nm) y un blanco (PBS) antes (A) y 

después (B) del procesamiento aplicando los filtros de datos determinados previamente.  

 

Analizando por rango de tamaños, entre 65 y 120 nm se observó que las concentraciones 

obtenidas son similares tanto para las partículas estándar como para el buffer solo, lo que 

reflejó la contribución de eventos artificiales en este rango de tamaños. Sin embargo, por 

encima de 120 nm, la contribución de los eventos del buffer fue despreciable (Tabla A2.1). 

Idealmente este análisis deberá hacerse en el futuro con estándares de tamaño 

comprendido en el rango entre 65 y 100 nm, para evaluar fehacientemente el efecto de 

eventos “artificiales” en la concentración. 
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Tabla A2.1. Concentraciones determinadas por MRPS para partículas estándar y un blanco (PBS), para 

diferentes rangos de tamaño analizados. N representa el número de eventos detectados en cada ventana de 

rango de tamaños. 
 

Rango de tamaños 

(nm)  N Concentración 

(partículas/mL) 

Estándar 150.4 

nm 

65-400 4990 (1,94±0,03)x10
9 

65-100 183 (7,1±0,7)x10
7 

65-120 388 (1,5±0,1)x10
7 

120-400 4602 (1,92±0,03)x10
9 

PBS 

65-400 238 (7,4±0,5)x10
7 

65-100 193 (6,0±0,5)x10
7 

65-120 212 (6,6±0,6)x10
7 

120-400 26 (0,8±0,6)x10
7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sección 2: Caracterización de EVs 
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Distribución de tamaños: Comparación entre diferentes técnicas 
 

 

Figura A2.5. Parámetros estadísticos descriptivos para las distribuciones de tamaño de EVs, determinadas 

por nanoFCM, ExoView, TEM y MRPS. En todos los casos se emplearon EVs de células U2-OS, aisladas bajo 

el mismo procedimiento de purificación.  
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Distribución de tamaños de EVs por DLS 

 

Figura A2.6. Distribución de tamaños obtenida mediante DLS para una muestra de EVs aisladas de cultivo 

de células U2-OS. 
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Citometría de flujo 
 

 

Figura A2.7. Gráficos de dispersión obtenidos por citometría de flujo (Attune NxT), analizando la señal 

forward y side scatter. Se indica el gate determinado para seleccionar eventos asociados a EVs diluídas en PBS, 

antes (A) y después (B) del agregado de TritonX 100 (concentración final 10 % v/v). 
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Figura A2.8. Histogramas de fluorescencia obtenidos por citometría de flujo para EVs sin marca (celeste), 

marcadas con anti-CD81-PB o anti-CD9-PE-Cy7 (rojo), o una mezcla ambos (naranja). A: Señal de 

fluorescencia en el canal de Cy7-PE, B: señal de fluorescencia del canal de PB (PacificBlue). En la tabla se 

resumen parámetros estadísticos basados en intensidad de fluorescencia. 
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Análisis mediante SP-IRIS (ExoView) 
 

 

Figura A2.9. Resultado de colocalización (de partícula única) para EVs analizadas mediante ExoView. En el 

eje x se indican los anticuerpos de captura empleados, mientras que en el eje y se muestran los anticuerpos 

usados para la marcación. Las combinaciones obedecen a las señales de fluorescencia captadas en 

simultaneo para cada EVs. 
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Distribución de tamaños por TEM  
 

 

Figura A2.10. Evolución del % EVs marcadas en función del tamaño de las EVs analizadas. Se muestra 

superpuesto al histograma de distribución de tamaños de EVs obtenido por TEM (n = 381).  
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Sección 3: Ensayos colorimétricos para detección de EVs con AuNPs. 

Se ensayaron diferentes relaciones de EV:AuNP, abarcando desde excesos de EVs de hasta 

5000 veces, o excesos de AuNPs de hasta 10 veces. En ningún caso se evidenció algún 

cambio detectable por UV/VIS (Figura A2.11 y A2.12). 

 

 

Figura A2.11. Espectros UV/VIS (400-800 nm) luego de la incubación de AuNP-cit-A/G o AuNP-cit-BSA 

(en diferentes concentraciones), con diferentes cantidades de EVs marcadas con anti-CD9. Las EVs se 

agregaron en alícuotas de 10 µL con concentraciones determinadas por MRPS. La concentración de AuNPs 

se indica en nM. 



  

332  

 

Figura A2.12. Relación Abs520/Abs650 para las diferentes condiciones de incubación de AuNP-cit-A/G y 

AuNP-cit-BSA con diferentes concentraciones de EVs marcadas con anti-CD9.  

 

Tampoco se apreciaron cambios en la relación Abs520/Abs650 en función del aumento de la 

cantidad de EVs para ninguna de las concentraciones de AuNPs ensayadas (Figura A2.12). 

El efecto de disminución del valor de la relación en función de la concentración de AuNP 

ensayada se debió a que el cambio en la absorbancia a 650 nm con la dilución de AuNPs es 
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inapreciable (debido a la inexistencia de agregados detectables espectrofotométricamente) 

a diferencia de lo que sucede con la absorbancia a 520 nm.  

 

Figura A2.13. Ensayo de titulación espectrofotométrica de EVs con AuNP-cit-A/G. Se partió de 800 µL de 

solución de EVs (≈ 2.5 x109 partículas/mL) y se realizaron agregados de 20 µL de solución de AuNP-cit-

A/G (≈ 10 nM) registrándose el cambio en la relación Abs520/Abs650.  

 

Resultados similares se obtuvieron para ensayos de titulación mediante el agregado de 

AuNPs a una solución de EVs (Figura A2.13). 

Los puntos correspondientes a los dos primeros agregados de AuNPs son artefactos debido 

a que la Abs650 es prácticamente nula a esas diluciones de AuNPs, no así la Abs520 nm lo que 

se debe a que ε520 >> ε650. 
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Sección 4: Efecto del bloqueo con BSA sobre el pegado inespecífico de AuNP-cit-BSA. 

 

Figura A2.14. Imágenes TEM de EVs incubadas con AuNP-cit-BSA sin (A y B) y con una instancia de 

bloqueo de las AuNP-cit-BSA (C y D) en PBS-BSA ([BSA]f = 20 µg/mL) durante 30 min. Las EVs fueron 

previamente incubadas con una mezcla de anticuerpos anti-CD9 y anti-CD81. Las AuNPs empleadas fueron 

diluidas 1/5 en el mismo PBS-BSA de bloqueo  
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Anexo 3 

 

Sección1: Caracterización de la proteína SpyCatcherCys  

 

Tabla A3.1. Secuencia aminoacídica de la proteína SpyCatcher y su versión modificada. En rojo se señala la 

secuencia adicionada, indicando la posición del residuo de cisteína. 

 
 Secuencia: 

SpyCatcher GSDSATHIKFSKRDEDGKELAGATMELRDSSGKTISTWISDGQ

VKDFYLYPGKYTFVETAAPDGYEVATAITFTVNEQGQVTVN

GKATKGDAHI 

SpyCatcherCys(

M) 

GSDSATHIKFSKRDEDGKELAGATMELRDSSGKTISTWISDGQ

VKDFYLYPGKYTFVETAAPDGYEVATAITFTVNEQGQVTVN

GKATGDAHIGGGGSGGGGSGGGGSGGGCS 

 

En la Figura A3.1 se muestran resultados de caracterización de la proteína 

SpyCatcherCys(M) ingenierizada obtenida de forma recombinante. En A se muestra el 

cromatograma para obtenido durante la purificación por columnas IMAC, observándose 

dos picos de elución. Dado el agregado de cisteína a la secuencia de SpyCatcher, se 

sospechó que uno de los picos correspondería a una versión dimérica de SpyCatcherCys(D) 

(P1), generada a partir de la formación de un enlace disulfuro, mientras que el segundo (P2) 

correspondería a la versión monomérica. Para confirmar esto, se realizaron tratamientos 

con Ditiotreitol (DTT) a SpyCatcherCys(D), obteniéndose en el análisis mediante 

electroforesis una banda de peso molecular similar al de SpyCatcherCys(M), lo que 

confirmó que P1 se trató de una dimerización de SpyCatcher(M) (Figura A3.1 C).  
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Figura A3.1. A: Cromatograma obtenido mediante FPLC para la purificación de la proteína SpyCatcherCys. 

B: Electroforesis en gel de poliacrilamida comparando la siembra de las fracciones P1 y P2 luego de la 

inyección en la columna de FPLC frente a la muestra previo a la inyección. En C se observa el resultado del 

tratamiento con DTT de la versión dimerizada de SpyCactherCys. Resultados cedidos por el PhD. Agustín 

Correa. 
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Sección 2: Isotermas de Langmuir 

 

 

 

 

 

Figura A3.2. Espectros UV/VIS luego de la adsorción sobre AuNP de A: SpyCatcher, B: SpyCatcherCys(M) 

y C: SpyCatcherCys(D), a diferentes concentraciones durante 1 h. En D, E y F se aprecia el corrimiento del 

máximo de absorción observado (λLSPR) para las diferentes concentraciones de proteína ensayadas.   
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Figura A3.3. Espectros UV/VIS luego de la adsorción sobre AuNP de A: SpyCatcher, B: SpyCatcherCys(M) 

y C: SpyCatcherCys(D), a diferentes concentraciones durante 24 hs. En D, E y F se aprecia el corrimiento 

del máximo de absorción observado (λLSPR) para las diferentes concentraciones de proteína ensayadas.   
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Figura A3.4. Isotermas de Langmuir para la adsorción sobre AuNP de A: SpyCatcher, B: 

SpyCatcherCys(M) y C: SpyCatcherCys(D), durante 1 h. 

 

 

Figura A3.5. Isotermas de Langmuir para la adsorción sobre AuNP de A: SpyCatcher, B: 

SpyCatcherCys(M) y C: SpyCatcherCys(D), durante 24 hs. 



  

340  

Sección 3: Caracterización de los sistemas AuNP-SpyCatcher.  

 

Estabilidad de los sistemas AuNP-SpyCatcher frente a diferentes ciclos de centrifugación 

 

 

Figura A3.6. Espectros UV/VIS luego de cada ciclo de centrifugación y resuspensión para AuNPs 

incubadas con A: SpyCatcher, B:SpyCatcherCys(M) y C:SpyCatcherCys(D).  
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Figura A3.7. Cambio de la relación Abs520/Abs650 con cada ciclo de centrifugación y resuspensión para 

AuNPs modificadas con las diferentes variantes de SpyCatcher.   
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Figura A3.8. Aspecto de los tubos de baja adherencia a proteína luego de dos ciclos de centrifugación y 

resuspensión en PBS de las AuNPs modificadas con las diferentes versiones de la proteína SpyCatcher. En 

todos los casos las AuNPs fueron incubadas por 24 hs con la proteína.  

 

 

Figura A3.9. Espectros UV/VIS normalizados para AuNPs incubadas 24 hs con las diferentes versiones de 

SpyCatcher antes y después de ser centrifugadas.  
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Ensayo de movilidad electroforética. 
 

Tabla A3.2. Valores de Rf relativos a AuNP-MUA para AuNPs modificadas con las diferentes variantes de 

SpyCatcher antes (pre) y después (post) de ser sometidas a centrifugación.  

 

AuNP+: Rf 

MUA 1.00 

SpyCatcher_post 0.64 

SpyCatcher_pre 0.75 

SpyCatcherCys(M)_post 0.78 

SpyCatcherCys(M)_pre 0.84 

SpyCatcherCys(D)_post 0.75 

SpyCatcherCys(D)_pre 0.86 

 

 

 
Tabla A3.3. Valores de diámetro hidrodinámico (dh) determinados por DLS para los sistemas AuNP-

SpyCatcher antes de ser centrifugados.  

 

 Pre-centrifugación 
dhmedio 

(nm) 

dh (nm) 

intensidad 

dh (nm) 

número 
PI 

SpyCatcher 48±2 42±5 17±3 0.31±0.01 

SpyCatcherCys(M) 33±5 28±10 15±5 0.26±0.03 

SpyCatcherCys(D) 45±7 
31±8 

15±4 0.32±0.02 
142±44 
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Tabla A3.4. Valores de diámetro hidrodinámico (dh) determinados por DLS para los sistemas AuNP-

SpyCatcher después de ser centrifugados.  

 

Post-centrifugación 
dhmedio 

(nm) 

dh (nm) 

intensidad 

dh (nm) 

número 
PI 

SpyCatcher 67±10 
51±11 

17±4 0.35±0.01 
145±136 

SpyCatcherCys(M) 44±8 35±7 16±5 0.28±0.04 

SpyCatcherCys(D) 55±14 
26±12 

30±43 0.33±0.02 
130±30 
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Espectros SERS para los sistemas AuNP-SpyCatcher 
 

 

Figura A3.10. Espectros SERS para AuNPs modificadas con SpyCatcher, SpyCatcherCys(M) y 

SpyCatcherCys(D). Las bandas de color indican las regiones amida (I, II y III) características para proteínas 

y además se indican algunas señales asignadas detalladas en Tabla A3.5 de este anexo.  
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Tabla A3.5. Asignación e identificación de algunas bandas características en los espectros SERS de proteínas 

adsorbidas sobre superficies de NPs metálicas. 

 

ν (cm-1) Asignación Modo Referencia 

270 S-Au Estiramiento (streching) 329,330 

340-470 C-N, C-S, C-

C-C 

Estiramiento 344 

536 S-S Estiramiento 294 

610-622 PHE Deformación del anillo aromático en el plano. 294 

640 TYR Estiramiento C-C  297,345 

637/704 S-C Estiramiento 330 

830-850 TYR Doblete ocasionado por un fenómeno de 

resonancia de Fermi entre los modos respiración 

(breathing) y aleteo(bending) (fuera del plano) del 

anillo aromático. 

346 

875 TRP  Aleteo N-H. Sensible a la formación de puentes 

de hidrogeno. Vibración del anillo indol. 

294 

970-990 C-C Estiramiento asociado al esqueleto de la proteína. 

Asociado a la presencia de hojas β. 

294 

1002 PHE Respiración del anillo aromático. 294 

1050 PHE, TYR Aleteo 297 

1177 TYR Refleja el grado de hidratación de la proteína 294 

1130-1140 

 

C-N, C-C 

 

Estiramientos asociados al esqueleto proteico 

 

296 

1220-1400 

 

amida III 

 

Contribuciones en fase de aleteo N-H y 

estiramiento C-N. La intensidad se ve afectada 

por las cadenas laterales. La influencia del agua 

no se ve, por lo que es útil para determinación de 

estructura secundaria. 1240 cm-1 banda 

característica de hojas β en la estructura de la 

proteína. 

 

294 

1230-1275 

 

TYR 

 

Estiramiento del enlace C-O 

 

346 

1420-1430 

 

COOH/COO- 

 

Estiramiento simétrico 

 

297 
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1450 CH2 Tijereteo (scissoring) 297 

1470 CH Estiramiento 347 

1480-1580

 

 

  

amida II Contribuciones fuera de fase de aleteo N-H y 

estiramiento C-N. Suele ser muy débil salvo en 

condiciones de resonancia. 

294 

1550 

  

TRP Vibraciones asociadas al anillo indol 294 

1570 

  

PHE Estiramiento del anillo aromático (fuera de fase) 294 

1604-1613 TYR Estiramiento de los enlaces C-C del anillo 

aromático 

294 

 

 

Sección 4: Cálculo de superficie de potencial para las proteínas SpyCatcher 

 

Para la determinación de la superficie de potencial electrostático de la proteína SpyCatcher 

se utilizó la herramienta Adaptive Poisson-Boltzmann Solver (APBS) la cual resuelve las 

ecuaciones de electrostática continua para grandes ensamblados biomoleculares. Para 

realizar estos cálculos se empleó la versión on-line de la herramienta 

(https://server.poissonboltzmann.org/pdb2pqr), que partiendo de la estructura en formato 

.PDB determina el estado de ionización de los residuos aminoacídicos de la proteína según 

el pH seteado y retorna un archivo .PQR (que contiene información de carga y radios 

atómicos) que se usa como input para el cálculo APBS. Los archivos generados on-line se 

descargaron y visualizaron con el software UCSF ChimeraX (Resource for Biocomputing, 

Visualization, and Informatics, University of California, San Francisco, Open Source). La 

estructura de SpyCatcher-spyTag se obtuvo del Protein Data Bank (PDB, 4MLI 

https://doi.org/10.2210/pdb4MLI/pdb) y fue depurada para eliminar la cadena 

correspondiente a SpyTag.  Para el caso de la estructura de la versión de 

SpyCatcherCys(M), se obtuvo la predicción de la estructura terciaria de la proteína a partir 

https://server.poissonboltzmann.org/pdb2pqr
https://doi.org/10.2210/pdb4MLI/pdb
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de la secuencia de aminoácidos, empleando la herramienta AlphaFold, disponible gracias al 

trabajo de la comunidad en un servidor de GoogleColab 162 .  

 

Figura A3.11. Superposición de las estructuras terciarias para SpyCatcher (PDB: 4MLI) y SpyCatcherCys(M) 

(predicha empleando la herramienta AlphaFold). La escala de colores corresponde a los valores de RMSD 

obtenidos al comparar las dos proteínas. La sección verde corresponde a la secuencia solo presente en la 

versión de SpyCatcher ingenierizada empleada en este trabajo, donde se señala la ubicación del residuo de 

cisteína.  
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Para determinar el grado de predicción de la herramienta AlphaFold, la estructura predicha 

se superpuso a la obtenida del PDB, y se realizó un análisis de desviación cuadrática media 

(RMSD) que compara la similaridad entre dos estructuras (Figura A3.11).  Cuanto menor 

sea el valor de RMSD, mayor similaridad entre las estructuras (más azul). En color verde 

en la Figura A3.11 representa la secuencia presente en la proteína recombinante 

ingenierizada, pero no en la versión wild-type de SpyCatcher obtenida del PDB. Se señala 

además la ubicación de la cisteína.  

 

Figura A3.12. Superficies de potencial determinadas mediante la aproximación APBS, para SpyCatcher (A 

y C) y SpyCatcherCys(M) (B y D) a pH 5 y pH 6.  
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Figura A3.13. Superficies de potencial determinadas mediante la aproximación APBS, para SpyCatcher (A 

y C) y SpyCatcherCys(M) (B y D) a pH 5 y pH 6. Rotación 180 ° con respecto a A3.12. 
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Sección 4: Ensayos de unión de AuNP-SpyCatcher a tGFP. 

 

 

Figura A3.14. Espectros UV/VIS para A: AuNP-cit, B: AuNP-SpyCatcher, C: AuNP-SpyCatcherCys(M) y D: 

AuNP-SpyCatcherCys(D), antes (negro) y después (rojo) de la incubación por 1 h con tGFP. 
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Figura A3.15. Espectros UV/VIS normalizados para A: AuNP-cit, B: AuNP-SpyCatcher, C: AuNP-

SpyCatcherCys(M) y D: AuNP-SpyCatcherCys(D), antes (negro) y después (rojo) de la incubación por 1 h 

con tGFP. Se destaca el corrimiento en λLSPR en cada caso. 
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Tabla A3.6 Área debajo de la curva de los cromatogramas de tGFP sola o incubada con AuNPs. El área se 

determinó en base a la intensidad de fluorescencia a 508 nm. El % de disminución del área se determinó 

tomando como referencia el valor de área para tGFP 400 µg/mL. 

 
 

Área pico (IF) % Disminución (IF) 

tGFP (400 μg/mL) 82 0 

tGFP (25 μg/mL) 30 -64 

AuNP-: 
  

SpyCatcher 35 -58 

SpyCatcherCys(M) 35 -57 

SpyCatcherCys(D) 36 -56 

BSA 49 -40 

citrato 7 -91 
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