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No requiere de una gran investigacion,

Y la alegria serd publicada naturalmente,
En los rostros de tus cercanos

AE. Aliaga




Alvaro E. Aliaga Cerén

A continuacion les presentaré algunas vivencias de este cientifico, un
hombre que busca los equilibrios. Piensa que el éxito estd en la razon, el
conocimiento y el intercambio de ideas, sin descuidar la alegria de vivir y
los buenos sentimientos.

Alvaro nacié en Santiago de Chile un 28 de Septiembre de 1978. Es el
hermano mayor y menor, de Carolina y Oscar, respectivamente. Sus
padres, Julia y Luis.

Desde nifio fue risuefio, alegre, inquieto, timido y con humor diferente.
Desarmaba los juguetes y articulos electrénicos para ver como funcionaban.

Vivi6 un par de afios en La Serena y luego viajo a Santiago. La ensefianza basica la cursé en el
Liceo Madre Vicencia. Siempre fue muy responsable, buenas notas Yy pese a ser timido, siempre
exponia su vision de la vida y terminaba participando de todo tipo de actividades escolares:
bailes folcléricos, futbol, tae kwon do, voleibol.

La ensefianza media la cursé en el Liceo José Victorino Lastarria. Paso por una etapa de nifio
rebelde con excelente desempefio en todas las actividades deportivas. Conoci6é grandes
profesores, amalgama perfecta entre la rigurosidad de lo establecido y libertad de pensamiento
creativo. Ahi germino el interés por el mundo de las ciencias.

En la Universidad de Chile tuvo un comienzo con buenas notas, por ello sus amigos le
llamaron “maestro™. Fue responsable y pudo estrechar vinculos con sus compaiieros, amigos.
Los paseos a “Cartagua”, vacaciones en Tongoy, la primera fonda de los Quimicos (La
marimba), las clases de salsa y los congresos.

En la bisqueda de una vision de la Quimica aplicada e integradora, solicité transferencia
interna a Quimica Ambiental. Su Seminario de titulo lo realizé aislando microorganismos,
evaluando la biodegradacion de cianuro y determinando su concentracion en sedimentos
mineros. Sus estudios fueron realizados gracias a la Beca Universidad de Chile.

En la Universidad de Chile trabajé con el profesor Victor Vargas, mezcla ecuanime de rigor y
cordialidad; en fluorescencia de analitos y analisis instrumental, potenciando asi la faceta de
desarmar/arreglar artefactos electrénicos. El profesor Marcelo Campos, fusién de conocimiento
y experiencia, empleaba la espectroscopia vibracional para estudiar diversos sistemas
moleculares. Ahi nace el vinculo que lo llevé a realizar el doctorado estudiando los péptidos
mediante espectroscopia SERS.

En el Doctorado, aprendié mucho como alumno, siempre recibiendo las ensefianzas del Dr.
Campos en discusion proactiva y alta exigencia. Alvaro con gran orgullo y esfuerzo puede
comentarles que publicaron 16 articulos en revistas ISI como producto de su permanencia en el
grupo de espectroscopia vibracional y colaboraciones cientificas, incluyendo 2 portadas. en
Biopolymers y Journal of Physical Chemistry C, respectivamente. Un gran esfuerzo personal,
donde por la noche nunca falt6 el mate, el cigarrito, la aspirina, la compaiiia del huaso o la punta,
y el sillén de la oficina.

Realizo 3 estadias de investigacion, en Espaiia y Eslovaquia. Aprendié mucho como cientifico
y adquirié gran experiencia de la cultura Europea, conociendo los grupos de investigacion del
CSIC y de la UPJS. Como experiencia personal, conocié la marcha, el cocido Madrilefio, el
flamenco y en general a personas muy valiosas. A Kogice lleg6 después de un largo viaje,
intentando leer y entender un idioma absolutamente desconocido. También conocid personas
muy especiales en esos lugares, “Dakujem Slovensku’.

En estos momentos, se encuentra pensando en una nueva etapa. Independiente del lugar,
siempre existira la oportunidad de aprender, conocer, descubrir, compartir y disfrutar de la vida.
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RESUMEN

Este trabajo de tesis estd enfocado al estudio vibracional mediante espectroscopia
amplificada por superficie metilica (SERS) de la secuencia MRKDV modelo de péptido
amino terminal.de hemocianinas de moluscos. La hemocianina del molusco Concholepas
concholepas (CCH), al aplicarla en bajas concentraciones en mamiferos, induce la respuesta
inmune,

Hemos creado una base de datos infrarrojo y Raman de los aminodcidos caracteristicos
(Met, Arg, Lys, Asp, Val, Glu, Cys y Trp) registrando los espectros Raman con distintas
lineas de excitacién (514, 633 y 785 nm). Sobre ese conjunto de datos se realizaron los
espectros SERS sobre nanoparticulas de plata (NPs) de los aminodcidos caracteristicos, del
péptido MRKDV (y péptidos control), de las subunidades CCHA y CCHB, y de la proteina
CCH (y protefnas control). Se prepararon NPs de plata (Ag) en solucién coloidal; las NPs
fueron caracterizadas mediante extincion del plasmon de superficie y microscopia de barrido
electronico (SEM) o microscopia de fuerza atdmica (AFM). Todas las biomoléculas se
estudiaron en estado sélido y/o en solucion coloidal a pH controlado (~ 7.

Sobre la base de los resultados obtenidos en este trabajo concluimos que la interaccidn
preferencial biomolécula-NPs es de tipo electroestatica. Las biomoléculas se orientan sobre la
superficie metalica preferencialmente a través de los residuos de Arg, Lys, Met, Cys y Asp.
Un factor importante para la reproducibilidad del espectro SERS es el tiempo de interaccién
biomolécula-AgNPs, demostrando este efecto para Trp, Arg, Lys y MRKDV. Para el caso de
las subunidades de CCH, la mayor actividad SERS de CCHA esta relacionada con su menor
hidrofobicidad y exposicién al medio acuoso de los residuos hidrofilicos. Se identificaron los
aminoAcidos que estin expuestos en la CCH, infiriendo sobre la conformacién y orientacion
de los fragmentos aminoacidicos expuestos a la superficie metalica.

Para complementar la informacion experimental se realizaron en colaboracién los
célculos tedricos del péptido MRKDV. Los calculos con Hiicke! Extendido (EHT) y
mecdnica molecular (MM) del péptido interactuando con una superficie de Ag, otorgan
informacion de la cercania de los residuos de Arg, Met y Asp al metal (2,4 - 3,4 A). Los
célculos de DinAmica Molecular (MD), del péptido con un modelo de membrana
fosfolipidica, otorgan informacién de una conformacién oblato en medio acuoso y de la
afinidad por 1a interfase favorecida por los residuos Arg, Met y Asp.
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ABSTRACT

The main objective of the present thesis is related to the Surface-enhanced Raman
spectroscopy (SERS) study of the MRKDV amino acidic sequence, an amino terminal model
peptide of mollusks hemocyanins. Concholepas concholepas hemocyanin (CCH) induces an
immune response in mammals.

A general data base, including infrared spectra and Raman signals obtained with different
laser excitation (514, 633 y 785 nm) of the most relevant and characteristic amino acids Met,
Arg, Lys, Asp, Val, Glu, Cys and Trp, was built. Ag colloidal NPs were prepared; NPs were
characterized by the extinction surface plasmon spectrum, scanning electron microscopy
(SEM) and atomic force microscopy (AFM). On the basis of the above data, the surface
enhanced Raman spettrum (SERS) of the characteristic amino acids, the MRKDV peptide
(and controls), the subunits of CCH (CCHA and CCHB) and CCH protein (and controls),
were registered and analyzed. Biomolecules were studied in the solid and/or in nanoparticles
(NPs) colloidal solutions at controlled pH {~ 7).

SERS data allowed concluding that the biomolecule-metal surface interaction is
preferentially electrostatic; Arg, Lys, Met, Cys and Asp residues drive the orientation of the
biomolecules onto the surface. We have demonstrated that the analyte-metal surface time
interaction is relevant in order to obtain reproducible SERS spectra; it was the case for Trp,
Arg, Lys and MRKDV. The SERS activity of CCHA resulted to be higher than in the case of
CCHB; this was explained in terms that CCHA displays a low hydrophobicity and exposes to
the aqueous medium the hydrophilic residues. We identified the amino acids that are exposed
on the CCH, inferring on the conformation and orientation of the amino acid fragments
exposed to the metal surface.

To complete the experimental information extended Hilckel (EHT) and molecular
dynamic (MD) calculations, in collaboration, were performed for MRKDYV interacting with
an Ag surface and with a phospholipidic membrane model. Arg, Met and Asp residues are in
the 2,4 - 34 A distance range from the metal surface. In the aqueous medium the peptide
adopts an oblate conformation, the affinity to the interface is driven by the Arg, Met and Asp
residues.
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1. INTRODUCCION

Una herramienta importante que permite obtener informacion estructural de sistemas
biolégicos es la espectroscopia vibracional. En la literatura es posible encontrar estudios
vibracionales Raman ¢ infrarrojo (IR) de sistemas bioldgicos tales como aminodcidos,
péptidos, proteinas, bacterias y tejidos vivost™ % con la espectroscopia Raman es posible
obtener espectros en solucion acuosa, sin interferencia del agua y a concentraciones mayores
que 107! M. La espectroscopia Raman amplificada por superficie, denominada SERS (Surface
Enhanced Raman Scattering)®’l, se fundamenta en el aumento de la intensidad Raman del
analito cuando éste se encuentra adsorbido sobre una superficie metdlica, con rugosidad a
escala nanométrica, como es el caso de las nanoparticulas metalicas (NPs); la amplificacion
de 1a sefial Raman permite trabajar a concentraciones diluidas menores que 107 M.

Si bien es cierto que el avance en las técnicas de amplificacién de sefiales vibracionales
ha sido de gran importancia en sistemas moleculares[‘" 5], su aplicacion a la caracterizacion e
identificacién de biomoléculas como nucledsidos, aminoécidos y péptidos es un tema en
creciente desarrollof®'"). Existen dificultades para la reproducibilidad e interpretacién de los
espectros SERS de biomoléculast'?, ademds del desconocimiento de las condiciones dptimas
para favorecer la interaccion del sistema biomolécula-NPs.

Las hemocianinas se conocen como proteinas azules de cobrel' y realizan la funcién de
transporte de oxigeno en muchos invertebrados. Estas proteinas, en especial la extraida de la
lapa californiana Megathura crenulata (KLH), ha sido utilizada durante Jas tltimas décadas
como proteina inmunogénicaml; al administrarla en mamiferos la KLH activa la respuesta

inmune en el organismo, transforméndose en un poderoso antigeno.
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En esa perspectiva, se ha investigado la hemocianina extraida del gastrépodo
Concholepas concholepas (CCH), molusco endémico de la costa Chilena conocido con el
nombre Loco. La CCH presenta una gran complejidad estructural, lo que ha dificultado la
comprensién de los mecanismos involucrados en su inmunogenicidad al aplicarla en
mamiferos. En la tltima década hubo un progreso importante en el conocimiento de su
estructura, relacionados con estudios de microscopfa electronica y la determinacién de su
proporcion aminoacidical'®. Sin embargo, hay dificultades para determinar algunos de los
aminodcidos de CCH, como cisteina y triptofano, desconociéndose la secuencia completa de
sus subunidades (CCHA y CCHB). Actualmente, s¢ dispone de la secuencia m(;tivo de la
regién amino terminal que caracteriza ¢ identifica a las hemocianinas de moluscos. La
secuencia MRKDV corresponde al péptido motivo amino terminal de CCHA!'"%,

Los sistemas biolégicos, como son las proteinas y péptidos, estin constituidos por
aminoécidos unidos covalentemente, formando largas cadenas con plegamientos particulares
que dan cuenta de una estructura secundaria y funcién bioldgica definida. La clave para
entender los cambios en la funcion bioldgica, por la interaccion con un nuevo sustrato, estarfa

en develar principalmente la estructura y los grupos moleculares expuestos al medio externo.

Este trabajo involucra el estudio estructural de diversas biomoléculas, desde la

perspectiva de la fisicoquimica, empleando la espectroscopia vibracional y nanoparticulas

metalicas. La diversidad de conceptos empleados, entre la biologia, fisica y quimica, requiere
de una descripcién general de los fundamentos de cada aspecto. Entonces, los temas a
abordar en este capitulo fueron subdivididos de la siguiente forma:

- L1. Espectroscopia vibracional infrarrojo y Raman. Se describen los fundamentos de la espectroscopia

vibracional para la identificacion estructural y molecular del sistema.
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- 1.2. Espectroscopia SERS. Se explican los fundamentos y mecanismos de amplificacion de la seiial
vibraciongl para la identificacion estructural y/o conformacional del sistema.

- I.3. Nanoparticulas metilicas. Se presentan algunas propiedades fisicoquimicas y plasmdnicas generales de
sistemas coloidales metdlicos, ademds de su caracterizacion mediante microscopfa.

- I.4, Biomoléculas. Una descripcion general enfocada a los aminodcidos, péptidos y proteinas. Una descripeidn

de las caracteristicas estructurales de las hemocianinas de moluscos y algunos aspectos de la inmunogenicidad.

Los aspectos concernicntes a la revision bibliogrifica, propuesta de trabajo, hipétesis y objetivos planteados,

serdn descritos en el capitulo I1.
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L 1. Espectroscopia vibracional infrarrojo y Raman

En una molécula, las transiciones vibracionales son observadas a partir de la absorcion de
la radiacién infrarroja (IR). Sin embargo, no todas las vibraciones pueden presentar bandas
de absorcion en el espectro IR. La interaccién de la radiacion electromagnética con la materia
esta descrita por las reglas de seleccion. El requisito de la actividad IR es el cambio en el
momento dipolar, g, de un modo normal de vibracién. La existencia-de un centro de simetria
define la actividad de las vibraciones simétricas y antisimétricas. Asi, todas las otras
vibraciones no generan un dipolo eléctrico vibrante, y no pueden absorber o emitir radiacion
electromagnética, resultando inactivas en IR. El momento dipolar esta relacionado con la
extensién con que el centro de distribucion de las cargas negativas se aparta del centro de las
cargas nucleares positivas.

La posibilidad que ocurra la dispersién de luz, con un cambio significativo en frecuencia,
fue predicha por Smekall'®]. Los primeros experimentos que demostraron el fenomeno fueron
obtenidos por Raman y Krishnan'?. A este tipo de radiacién secundaria se le llamé
dispersién Raman, en honor a su descubridor.

Entonces, el efecto Raman es un fenémeno de dispersion de luz basado en la
polarizabilidad, & que presenta la nube electronica sobre los enlaces de la molécula en
estudio. Una de las caracteristicas del efecto Raman es su independencia de la frecuencia de
la radiacién incidente; el fotén perturba al sistema e induce una transicion a un nivel
energético virtual, dado por la frecuencia de la luz incidente, y generando una emisién de tipo
no radiativa.

La radiacién electromagnética puede tener cambios en frecuencia entre la radiacion

incidente 1 y la dispersada por las moléculas v, Cuando la luz incidente perturba una
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molécula en medio liquido, que estd en su estado vibracional fundamental, la radiacidn
dispersada tiene menor energia (v > Va), constituyendo una banda Raman Stokes. Por otra
parte, si la luzj es dispersada por la molécula en algin estado excitado vibracional, la
dispersién tendra mayor energia (Vp < V), constituyendo una banda Raman anti-Stokes.

En la Figura | se muestra un diagrama simplificado de los niveles energéticos asociados
a Jos estados vibracionales. En esta figura se puede observar la relacion entre la dispersién
Raman Stokes y la -anti-Stokes, en funcién de la transicién energética entre el estado
fundamental vibracional y el estado excitado vibracional de menor energia (4Eyipracional)s
pasando por un nivel intermedio correspondiente al estado virtual (dado por la energla de la
luz incidente). A temperatura ambiente las bandas Raman Stokes son mas intensas, este
fenémeno esté representado por la mayor probabilidad de inducir una perturbacién en la nube
electrénica del sistema molecular por los fotones incidentes; ocurre una transicién desde el
estado vibracional fundamental hasta un estado virtual y posteriormente el sistema se relaja
hasta un estado vibracional excitado. Los fotones dispersados en este proceso, comparados
con los proporcionados por la luz incidente, tienen una pérdida de energia equivalente a una
transicién desde el estado fundamental vibracional hasta el estado excitado vibracional de
menor energia (absorcién IR). Por esta razon se requiere una fuente de luz monocromatica, es
decir, una radiacién selectiva con un valor preciso de frecuencia y por ende de energia.
Cuando la luz incidente tiene una energia equivalente al estado electrénico fundamental
(absorcién electrénica), ocurren efectos resonantes que favorecen la intensificacion de la
banda Raman asociada al modo normal de vibracién del grupo molecular que presente
absorcién a ese valor de frecuencia (energia); este fenémeno se denomina efecto Raman

Resonante.
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EV — — — -

Energia

Vs

Vi

Y
A |

Dispersi6 R Raman Absorcién
Rayleigh Stokes Anti-Stokes Infrarroja
Vo= Viispersiin Vo™ Vitispersidn Vo= Vitinpersidn Vabsarcidn

Figura 1. Diagrama de los niveles energéticos asociados a los estados vibracionales Vo, V1,
V2, Vi...) y virtual proporcionado por el laser (EV). La frecuencia asociada a la contribucion
fotonica del laser se expresa como vy.

La radiacion electromagnética interactua con la materia y una fraccion de los fotones
incidentes son dispersados; sin embargo, la probabilidad de choques inelasticos con las
moléculas es muy baja. Usualmente la proporcion relativa entre los fotones dispersados en
forma inelastica y los fotones de la radiacién incidente es del orden de 107. Por esa razén se
requiere una fuente de excitacion de alta intensidad fotonica para aumentar la contribucién de
fotones dispersados en forma inel4stica.

Durante los afios sesenta, la técnica Raman sufrié un enorme auge con la aparicién del
laser, una fuente de excitacion de alta contribuciéon foténica y de caracteristicas
monocromaticas. La resolucién de las bandas esta relacionada con los desplazamientos en
frecuencia (v > vy y la intensidad con la contribucién de fotones dispersados
inelésticamente. Por estas razones se mejoré considerablemente la selectividad y sensibilidad
de esta técnica.

El espectro Raman es caracteristico y tnico para cada sistema molecular; cada una de las

bandas Raman se correlaciona con la energia de un modo normal de vibracién especifico.
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Para una molécula de N 4tomos, en el espectro Raman se espera observar bandas asociadas a
3N — 6 (o 3N — 5) modos normales de vibracion, o a un nﬁtﬁero menor de acuerdo con las
reglas de seleccién impuestas por la simetria molecular. El ancho de la banda Raman a media
altura depende ;lc la naturaleza y la complejidad del sistema molecular, con una dependencia
del medio en que éste se encuentre en funcidn de su constante dieléctrica.

La dispersién Raman se origina como consecuencia de la aparicién de un dipolo inducido

4 por la interaccidn_del campo electromagnético E con la molécula en funcién de su

polarizabilidad a de 1a siguiente forma:
p=oxXE (1

Para obtener un espectro IR en medio sdlido se debe dispersar la muestra, para ello se
debe agregar un agente que no interfiera con la absorci6n ni la dispersién de luz, como es el
caso del bromuro de potasio, un material transparente con una gran ventana espectral en el
infrarrojo. En medio acuoso se obtienen intensas sefiales IR del agua que interfieren en las
mediciones; el agua tiene un momento dipolar permanente de 1,85 D. En el caso de la
espectroscopia Raman, se puede obtener un espectro del sistema molecular tanto en medio
sélido como en medio acuoso; el agua no interfiere porque tiene una baja polarizabilidad
(1,45 A%). Esta ventaja hace de la espectroscopia Raman una técnica adecuada para trabajar
con muestras biologicas en medio acuoso.

Una gran dificultad experimental ocurre cuando los fotones incidentes perturban el
sistema desde un estado fundamental electronico a uno excitado electrénico (absorcion), para
luego ser emitidos de forma radiativa de tipo fluorescente. La cantidad de fotones emitidos en
forma fluorescente superan en varios 6rdenes de magnitud a los dispersados ineldsticamente,

impidiendo distinguir las bandas Raman. Usualmente, la banda de absorcion electronica de
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compuestos fluorescentes, que representan transiciones n=>n* del anillo aromdtico, se

encuentran ubicadas en la zona ultravioleta-visible. Como solucién a este problema, se utiliza .

un lser de excitacion con energfa cercana al infrarrojo cercano, como es ¢l caso del laser de
1

semiconductores Nd-YAG (Neodymium-doped Yttrium Aluminium Garnet). Esto disminuye

la posibilidad que se produzca la transicién electronica, y por ende la emisién fluorescente

que satura el detector.

L2. Espectroscopia SERS

El uso del laser mejord considerablemente la intensiciad de las seifiales Raman; sin
embargo, no cra suficiente para obtener informacién del analito en medio acuoso a
concentraciones menores a 107 M. El uso de superficies metalicas rugosas generd una
segunda revolucién de la espectroscopia Raman, al incrementarse considerablemente la
dispersion Raman en el analito, génesis de la espectroscopia amplificada por superficie
metdlica (SERS, Surface Enhanced Raman Scattering).

Fleischmann y coll®! en 1973 observaron por primera vez el efecto SERS al detectar un
gran aumento de la intensidad Raman de la piridina adsorbida electroquimicamente sobre un
electrodo rugoso de plata; en ese entonces el incremento de la sefial fue asociado a la mayor
superficie de contacto del metal con el analito. Posteriormente dos grupos independientes,
Van Duyne y Jeanmariel'®! y Albrecht y Creighton['gl, descubren que este enorme aumento
de 1a dispersion ineldstica era producto de una intensificacion del campo electromagnético en
las inmediaciones de la superficie metdlica, sobre la cual se encontraba adsorbida la piridina.

Desde las primeras experiencias se puso de manifiesto la necesidad de superficies

rugosas como requisito imprescindible para que tuviera lugar el fenémeno de amplificacién.
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Asi lo han corroborado después los estudios tedricos llevados a cabo por diversos autores!?™

22]

L2.1. Amplificacién de la dispersion Raman por superficie metdlica

La espectroscopia SERS se basa en el aumento de la dispersion inelastica procedente del
analito en contacto con una superficie metdlica rugosa. La intensidad de la sefial SERS
aumenta en varios drdenes de magnitud respecto a la sefial Raman convencional.

La teorfa electr;)magnética predice un gran aumento del campo electromagnético
experimentado por una molécula adsorbida sobre una superficie metalica rugosa. A pesar de
que se ha propuesto un gran numero de teorfas para dilucidar la naturaleza de este fenomeno,

los mecanismos asociados al incremento de la sefial Raman son atn materia de discusion.

En la actualidad se acepta que la amplificacion de la sefial Raman puede ser entendida
mediante 4 mecanismos'™ ** basados en los procesos resonantes. Uno de ellos corresponde
preferencialmente al mecanismo electromagnético (EM)?> 2%, donde la resonancia ocurre
enire la radiacion incidente y el plasmén de superficie del metal, sin variaciones de las
propiedades opticas del sistema molecular. En el mecanismo de transferencia de carga (C7)
la resonancia se da entre la radiacion incidente y la excitacién producto de la transferencia
desde el metal hacia el sistema molecular. Los otros mecanismos corresponden a la
resonancia entre la radiacién incidente y la excitacion molecular (Resonancia) y a las
interacciones no resonantes entre el sistema molecular y la superficie (CHEM)[24' ),
Entonces, la amplificacion total depende de la longitud de onda de la radiacion incidente, de
las caracteristicas del sistema molecular y de la superficie metdlica utilizada., El mecanismo
quimico (QM) corresponde a la contribucion de los mecanismos TC, Resonancia y CHEM; el

mecanismo QM predice a su vez un gran aumento de la polarizabilidad del sistema molecular
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como resultado de una interaccién pseudocovalente con el metal, con una posible variacion

de las propiedades dpticas del analito.
L.2.1.1. Mecanismo electromagnético

El modelo EM puede simplificarse considerando una radiacion de luz de frecuencia wg,
que incide sobre una particula esférica o esferoidal aislada® 2'); la particula esférica tiene
dimensiones comparables con la longitud de onda incidente. Esto es lo que se conoce como
modelo de la esfera metslica, constituyendo la aproximacion més simple al estudio tedrico de
estos sistemas. Segtin este modelo, la polarizabilidad, ¢, de la molécula no se ve afectada por
la presencia del metal®), salvo en lo que respecta al efecto debido a un campo eléctrico
magnificado en las proximidades de la superficie metélica.

En la Figura 2 se muestra de forma esquematica el fendmeno que tiene lugar en un
proceso de dispersion Raman del sistema molecular aislado y en presencia de particulas
metdlicas. La figura 2A corresponde a la representacion de la dispersién Raman donde el
sistena molecular aislado esta situado en una posicién 'y es perturbado por una radiacién
electromagnética incidente de frecuencia wg, que corresponde a un campo electromagnético
Ej(r',wq); como producto de esta perturbacion la luz dispersada tiene una frecuencia wg que se
asocia a un nuevo campo electromagnético Ex(r',cg). La figura 2B contiene la representacion
de la dispersién SERS; el sistema molecular se encuentra en una posicién 7’ en presencia de
nanoparticulas metdlicas que incrementan el campo electromagnético en el entorno del
analito; en esta condicion el sistema molecular es perturbado tanto por el campo Ei(r', wgy)
como por el campo eléctrico disipado por el metal Epu(r', wg). E! campo Epy(r', wg) aumenta
considerablemente en intensidad cuando la frecuencia @ coincide con la frecuencia del

plasmén superficial del metal, provocando el efecto resonante con las oscilaciones del plasma
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electrénico superficial de la particula metélica®”. Por lo tanto el campo total que incide sobre

el sistema molecular E,(7', wg) corresponde a la sumatoria de ambas contribuciones segun lo

siguiente:

Eg(ey) | Dispersibn Ruman

Detector

Figura 2. Procesos de dispersién Raman para: A) analito aislado y B) analito en presencia de
una superficie con rugosidad dada por particulas metalicas esferoidales.

El campo electromagnético asociado a la dispersion Raman de frecuencia wg, sufre
también una amplificacion similar a la del campo incidente. El campo electromagnético total
dispersado a frecuencia wp, para el sistema molecular ubicado en una posicion r, corresponde
a la contribucién dada tanto por el campo dispersado por el analito E, (r, wg) y por el campo
dispersado por la particula metilica cuando son excitados los plasmones superficiales Epy, (7,

wg). Por lo tanto, el campo resultante de la dispersién total Eg(r, wp) corresponde a la

sumatoria de ambas contribuciones segun la ecuacién 3.

E, (r’wR):Ed (r!wR)+EDM (r’mR) 3)
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El metal amplifica tanto el campo electromagnético de la radiacion incidente como la
propia radiacién Raman dispersada por el analito, siendo mdxima la amplificacién en las
zonas de mayor rugosidad, decreciendo en intensidad a medida que se aleja de la superficie
metélica. A partir del campo Ep(r, wp) se puede calcular la intensidad de campo eléctrico
dispersado ineldsticamente I en la posicién 7. Si /% es el valor de esta intensidad en ausencia

del metal, puede definirse un factor de intensificacion F; de la siguiente forma:

F== C)

El valor de F; depende del tamafio de la particula, de su distancia con la superficie r
siendo inversamente proporcional a ', a Ia constante dieléctrica del metal e(w) y al medio
que la rodea &. Para el caso particular de un metal, la constante dieléctrica consta de una

parte real y otra imaginaria que son funciones de la longitud de onda:
g@)=Rle(@)+Lle(@)]li &)
R, [ (w)]: respuesta del metal al campo exterior; I [e (w)]i: resistividad del metal

Para obtener una amplificacion resonante del campo eléctrico es necesario que I+[R. {&
(o)} — 11 A = 0, es decir, que la parte real de & tenga un valor proximo a -2, que es
precisamente la condicidn de resonancia de los plasmones superficiales del metal, y que la
parte imaginaria de la misma alcance un valor cercano a cero, para evitar que los efectos de
estabilizacion compitan con los efectos resonantes.

La condicion de resonancia explica el papel tan importante que desempefian los metales,

como Ag, Au y Cu, en los experimentos de intensificacion sobre superficies; estos metales
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poseen una alta reflectividad en el rango de luz visible, donde la parte real cumple la
condicién de resonancia.

La constante 1/A relativa a la particula, explica porqué se obtiene una mayor intensidad
de radiaci6n dispersada en las zonas de més curvatura, ya que en ellas se acumula una mayor
densidad de campo eléctrico™). Es asi que en un sistema formado por un gran nimero de
partfculas adyacentes, la mayor densidad de campo se concentra en las regiones estrechas que
separan a las particulas, denominadas puntos calientes (hot spot).

La relacion dependiente de la longitud de onda incidente con la constante dieléctrica y la
geometria de las particulas, da cuenta de las variaciones en la intensidad de la banda SERS
por la modificacion de esas variables.

El modelo asume una orientacién preferente del sistema molecular sobre la superficie
metélica. Entonces, cambios en el potencial eléctrico de la superficie metélica pueden
producir una reorientacién del analito, generando una variacién de las intensidades relativas
de las bandas SERS.

El modelo electromagnético predice un factor de intensificacion de la sefial Raman del
orden de 10%, que corresponde a los valores de F; obtenidos experimentalmente. Es
importante destacar que F; es un factor multiplicativo que proviene de los diferentes efectos
que tienen lugar en el experimento SERS. En general, existen contribuciones por parte de la
excitacién de los plasmones superficiales a partir de la luz incidente, mecanismo EM, asi
como las debidas a la variacién de las propiedades dpticas del analito, mecanismo QM. Por lo

tanto el factor de intensificacién en el caso general sera:

F, = F,(EM)x F,{OM) (6)
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La contribucién del mecanismo EM ha sido estimada en un factor entre 10° y 10°,
mientras que la contribucién del efecto quimico es entre 10' y 102 El modelo
electromagnético es capaz de explicar gran parte de la intensificacion de la sefial Raman y de

justificar su dependencia con la naturaleza y morfologia del metal.

L2.1.2. Mecanismo quimico

La amplificacién del campo electromagnético por un mismo metal determinaria factores
de intensificacién similares para distintas moléculas. Distintas superficies metilicas no
amplifican la misma sefial para el mismo analito.

Es importante tener una monocapa de analito sobre superficies metélicas. En estudios
experimentales se ha probado el efecto de varias capas de analito, determinando que el factor
de intensificacién es mucho mayor para el sistema molecular unido a la superﬁciem’ »1
También es posible observar un notable aumento de la intensidad SERS cuando una delgada

pelicula de plata es depositada sobre un analitol®®3'],

Con el fin de explicar estos antecedentes, en algunos casos las moléculas interactiian

(%21 se propuso un modelo basado en la formacién de

fuertemente de forma pseudocovalente
un complejo de transferencia de carga entre el analito y el metal (ver Figura 3). Este modelo
fue llamado modelo de transferencia de carga CT, el cual constituye la contribucion
mayoritaria al modelo QM.

En el complejo formado tienen lugar transiciones electrénicas diferentes a las que se dan
en el sistema molecular aislado; Ia interaccién quimica analito-metal produce un aumento
considerable de la seccion eficaz Raman, El efecto @M se asocia con la superposicion de las

funciones de onda electronicas del analito y del metal, permitiendo que tenga lugar el proceso

de transferencia de carga. De esta forma los fotones incidentes sobre el metal permiten que
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un electrén pase a un nivel electrénico desocupado del analito (LUMO), denominado nivel de
afinidad® 34; previamente puede existir el paso de un electrén desde el orbital molecular
ocupado de mayor energia (HOMO) del analito hasta el nivel de Fermi del metal. Asi, un
analito cuyo miximo de absorcion estd en la zona UV (260 nm) puede cxperimentar una

transicion electrénica suficiente para que se produzca un aumento de la dispersion Raman.

Adsorbato Metal

LUMO
520 pm

Nivel de Fermi (Ey)

HOMO

Figura 3. Proceso de transferencia de carga en el complejo analito-metal. A la izquierda se
observan las curvas de los pozos de potencial, en estado fundamental y excitado del analito.
A la derecha la banda de conducci6n del metal.

La formacidn de este complejo de transferencia de carga explica el hecho de que s6lo la
monocapa adyacente a la superficie sea la responsable del aumento de Ia intensidad Raman.
Existe una fuerte dependencia del efecto SERS con la naturaleza del analito empleado, ya
que no todas las moléculas de analito presentan la misma afinidad quimica por el metal.
Asimismo, la posibilidad de que se produzcan excitaciones por transferencia de carga desde
el Er del metal hacia el HOMO del analito y viceversa, explicaria la dependencia observada
de la energia de excitacién con el potencial de trabajo del electrodo. Asi, si el potencial se

hace mds negativo, se produce un desplazamiento del Er hacia mayor energia, reduciéndose

de este modo la diferencia de energia en la transicién electronica. Esto origina un
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desplazamiento hacia el rojo de la longitud de onda que da lugar a un maximo de intensidad
Raman®®,

Este modelo explica también los desplazamientos en frecuencia de las bandas SERS, los
cuales se deben a la modificacién de la estructura de la molécula al producirse la interaccién

analito-metal®®. También explica la aparicién de una nueva banda de vibracién en la regién

de las bajas frecuencias, atribuida a la vibracién de estiramiento analito-metal (vs).

L2.2. Reglas de seleccion SERS e identificacion molecular

3% 38 5on tales que permiten inferir acerca de la

Las reglas de seleccion en SERS
orientacién y organizacién molecular de un analito interactuando con una superficie metélica;
se verdn amplificadas las sefiales cuya componente de la polarizabilidad varie en la misma
direccién de incidencia del laser. Como consecuencia, el efecto SERS posee reglas de
seleccion distintas a las que se dan en la espectroscopia Raman convencional.

El uso de las reglas de seleccion, para interpretar los espectros vibracionales, puede
proporcionar una valiosa informacién acerca de diversos aspectos estructurales de los
sistemas moleculares estudiados®®). Por ejemplo, acerca de la orientacién adoptada por el
analito y del tipo de interaccion analito-metal. A partir del estudio detallado de los espectros
SERS se puede complementar la informacion estructural del sistema molecular con la
orientacion preferente y la interaccion del analito con la superficie metdlica.

Las reglas de seleccién establecen una diferencia entre modos més activos, los cuales
aparecen con una mayor intensidad en el espectro SERS, y otros menos activos. El modelo
EM explica este hecho sobre la base de la existencia de intensidades del campo polarizade

sobre la superficie en forma paralela Ey o perpendicular E;. La relacidn que presentan ambos

componentes depende de la longitud de onda de excitacién. Asi, a una longitud de onda
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cercana a la de excitacion de los plasmones superficiales del metal, se cumple la condicidn de
resonancia R, = -2, resultando que E;= 4Ey,.
Las diferencias en intensidad que existen entre los campos E; y Ey, afectardn de manera

diferente a las componentes de polarizabilidad de la molécula. Esta diferenciacién puede

expresarse en términos de una polarizacion efectiva a,}”] de la signiente forma:

. o, a, EEQ’R;C{H
Qy = e | > % O\ )y @
(e (a) 2)x(e (@) +2) £(w)e,, E(wn)azy E(“’R)'E(wﬂ)azz

Donde x e y son los ejes ortogonales paralelos a la superficie metdlica y z es el eje
perpendicular a dicha superficie; £(wg) y &(wg) son las constantes dieléctricas relativas del
metal respecto al medio, a las frecuencias de excitacion wp y de dispersion wg,
respectivamente.

Si la molécula es lo suficientemente simétrica, es posible atribuir cada modo vibracional
a una componente distinta del tensor de polarizabilidad; de ia ecuacién 7 se deduce que los

37 El primero

modos vibracionales de la molécula pueden dividirse en tres grupos
corresponden a los modos que se transforman segiin las componentes ey, Gy, Gy, que solo
son excitados por la componente del campo Ej. El segundo grupo concierne a los modos que
se transforman segtin las componentes &.; ¥ a,., que son excitados tanto por el campo Ey

como por el campo E; a la supetficie. El tercero se relaciona con los modos que se
transforman segin la componente a,, y que sélo son excitados por el campo £,.
En cada grupo, las diferentes contribuciones de los campos E; y Ejy establecen una

seleccién de los modos de vibracion que se transforman generando un cambio en la

intensidad relativa de la banda Raman. La relacién cuantitativa entre los factores de




I INTRODUCCION Pégina 19

intensificacién de los modos vibracionales, correspondientes a cada uno de estos grupos,
puede ser deducida de la ecuacién 7. Al Considerar un desplazamiento Raman lo
suﬁcientementelpcqueﬁo como para que £{wy) = e(wg) = ¢, los modos del grupo 3 serdn Bl
veces mas intensificados que los del grupc; 1, mientras que los del grupo 2 lo serdn le|? veces.
El valor de & depende de Ia longitud de onda de excitacion, y por lo tanto también depende de
la relacién de intensidades de los modos vibracionales paralelos y perpendiculares en el
sistema molecular. Cuando la longitud de onda se desplaza dentro del intervalo visible hacia
el azul, puede ocurrir que la relacion de intensidades se invierta y que sean entonces los

modos paralelos los que presenten una mayor intensidad Raman.

La aparicién de bandas de gran intensidad y ligeramente desplazadas en frecuencia,
debidas a modos vibracionales prohibidos segiin las reglas de seleccién de la espectroscopia
Raman convencional, sugiere la existencia de distintas reglas de seleccién en SERS. La
aparici6n de las bandas debida a una reduccion de la simetria de la molécula, cuando ésta se
halla interactuando con la superficie metélica, al igual que ocurre en complejos metdlicos, ha
sido descartada por Moskovits y col™ debido a la enorme intensidad y pequefio
desplazamiento en frecuencia que presentan. Sin embargo, este hecho se puede explicar
teniendo en cuenta la existencia de un considerable gradiente de campo £’ en la superficie, el
cual dard lugar a una contribucién adicional al dipolo inducido a través de la polarizabilidad
cuadrupolar @ de las moléculas!®'!, provocando Ia aparicién de modos vibracionales
prohibidos en la espectroscopia Raman. Asi en la superficie:

u=Ea+ Q3£ (8)
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Los modos vibracionales mas cercanos a la superficie dardn [ugar a una mayor intensidad
SERS, por estar sometidos a un campo mds intenso que los modos situados a una mayor
distancia.

En el estudio de biomoléculas, donde los grupos moleculares se encuentran cercanos o
distanciados, este efecto de la proximidad a la superficie metalica provocarfa una mayor
diferenciacién en la intensidad de los modos vibracionales, cuando la molécula se encuentra
adsorbida sobre la superficie.

De acuerdo con las reglas de seleccion del efecto SERS, una orientacion paralela o bicn
perpendicular de los modos vibracionales respecto a Ia superficie, se traduce en una
modificacion de la intensidad relativa de bandas. Es por esto que es posible obtener
informacion acerca de la orientacién de la biomolécula y de su interaccion con la superficie

metélica.
L3. Nanoparticulas metdlicas

Los materiales homogéneos mantienen invariante sus caracteristicas electrénicas y
estructurales en todo el sistema molecular. La clasificacion en cuanto al tamafio en téﬁninos
del didgmetro, define las particulas finas y ultrafinas. Las particulas finas cubren un rango
entre 100 y 2500 nm, mientras que las particulas ultrafinas, tienen un tamario entre 1 y 100
nm. Las nanoparticulas metilicas tienen tamafios similares a las particulas ultrafinas, sin
embargo, pueden mostrar propiedades opticas dependientes del tamafio®’, Las propiedades
Gpticas tienen dependencia del efecto ejercido en la superficie por la oscilacién colectiva de

los electrones de conduccién del metal, también llamado plasmon de superficie.

En un comienzo, fueron los electrodos metalicos las superficies mas empleadas en

espectroscopia SERS; los metales que tienen efectos resonantes en el rango del espectro

-
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visible corresponden a Au, Ag y Cu. En los ultimos afios se produce un mayor uso de los

sistemas coloidales, constituidos por las nanoparticulas metdlicas (NPs). Estos coloides

presentan ventajas comparativas en cuanto a una preparacién en medio acuoso, controlando
1)

el tamafio y la forma segun las condiciones experimentales empleadas.
L.3.1. Propiedades de sistemas coloidales

En quimica, los sistemas coloidales (coloides o dispersiones coloidales) corresponden a
sistemas con dimensiones entre 1 y 500 nm*Y. Los factores que mds contribuyen en la
naturaleza del sistema coloidal corresponden al tamafio y propiedades superficiales de las
particulas, las interacciones particula-particula y las interacciones particula-solvente.

Una caracteristica de los sistemas coloidales es la elevada relacién area/volumen de la
particula. Entre la fase dispersa y el medio de dispersion, la zona denominada interfase, se
manifiestan los fenomenos de superficie caracteristicos tales como efectos de adsorcién y
doble capa eléctrica. Estos fendmenos de superficie son de gran importancia para la
determinacidn de las propiedades fisicoquimicas del sistema como un todo.

La teoria DLVO, desarrollada por Derjaguin Landau Verwey Overbeek, proporciond un
modelo cuantitativo de las interacciones entre las particulas que dan cuenta de la estabilidad
del sistema coloidal'*®), En ella priman las fuerzas repulsivas electrostaticas de la doble capa
eléctrica (naturaleza coulombica), y las fuerzas atractivas de van der Waals (naturaleza
electroestdtica), ambas en funcion de la distancia interparticulas. La teoxl‘ia DLVO no da

42 como son la

cuenta de otras interacciones en coloides hidrofébicos en medio acuoso
solvatacion (repulsiva), la interaccién hidrofobica (atractiva) y la interaccién por

contribucidn estérica (repulsiva).
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El potencial zeta & también llamado el potencial electrocinético, se define como ef valor
de potencial eléctrico en el plano de corte de la particula; en sistemas coloidales este punto
estd cerca de lfi superficie. El valor de & es importante para establecer si la repulsion
electrostatica, dada por las cargas eléctricas ;n la superficie, genera una barrera de potencial
gléctrico entre las nanoparticulas metdlicas lo suficientemente alto para evitar su
aglomeracion. A partir de las mediciones de & se evidencia que en la superficie de NPs existe
un entorno de carga mayoritariamente negativo para un amplio rango de pH™. En otros
estudios se ha obtenido valores de & negativo en un amplio rango de pH para NPs de plata

[45)

obtenidas por reduccion quimica 46

y bioquimica”™™, como el caso de la cepa de hongo
Penicillium aislado del suelo. En el caso de la preparacion de sistemas coloidales metélicos,
cambios en los agentes reductores determinan nanoparticulas con ¢ negativos dependientes

del pH de la solucién, afectando la estabilidad del sistema; ademds, estas NPs presentan

diferencias en la morfologia y tamafio come consecuencia de las condiciones de sintesis.
L3.2. Propiedades plasmonicas

Cuando la radiacién electromagnética sufre scattering (dispersion y difusion) a causa de
esferas dieléctricas, de tamafio similar a la longitud de onda incidente, el fenomeno se
denomina scattering Mie, el cual da cuenta de los procesos resonantes. Esta teoria fue

descrita por Mie*]

al encontrar la solucién matematica de las ecuaciones de Maxwell para
particulas metalicas esféricas. En el estudio se describe la perturbacion en la onda
electromagnética generada por las soluciones coloidales metdlicas, asumiendo
comportamiento de particulas dieléctricas.

Para caracterizar las soluciones con NPs metilicas se registran los espectros de extincion

mediante espectroscopfa UV-Vis. En este-caso la extincién corresponde a la contribucion
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aditiva de los fendmenos de absorcidn electrénica y scattering de la luz que induce las NPs.
Cuando las particulas son pequeiias, con un tamafio en la escala de Angstrom, el scattering es

despreciable y los espectros de extincién son llamados espectros de absorcion.

1
La cuantizacién de la oscilacién coherente del plasma electrénico del metal se denomina

plasmén. El plasmén de superficie corresponde al plasma electrénico oscilante y confinado
en la superficie de las NPs. Es por ello que las NPs metilicas tienen propiedades
denominadas plasménicasts]. Entonces, en el espectro de extincion se puede obtener
informacién cualitativa de la morfologfa asociada al plasmén de superficie de la signiente
forma: la intensidad de la banda se relaciona principalmente con la cantidad de NPs, en
cambio, la posicién y el ancho de 1a banda a media altura se asocian al tamafio y distribucién

promedio, respectivamente.

1.3.3. Caracterizacion mediante microscopia

El microscopio de barrido por efecto tinel fue desarrollado por Binning y Rohrer en
1980, lo que les valié obtener el premio Nobel de Fisica en 1986, Este descubrimiento les
permitié inventar el microscopio de fuerza atémica (Atomic Force Microscopy), el
microscopio de barrido por sonda mis utilizado en la actualidad. Bésicamente, el AFM
consta de una pequefia punta delgada, generalmente silicio (SiO;), que mueve la superficie de
interés en el plano x-y, con movimiento en el eje z.

Una pequefia punta (tip) estd acoplada a una micropalanca (cantilever) que esté fija a un
soporte. Entre la punta y los dtomos de la superficie existen interacciones atractivas y
repulsivas. Alejado de la superficie, las interacciones predominantes son las fuerzas de van
der Waals (atraccidn), en cambio, al contacto con ella, las interacciones mayoritarias ocutren

por superposicion de los orbitales electronicos de los dtomos de la superficie con los de la
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punta del microscopio (repulsion). Las interacciones se anulan a unos pocos A de distancia
de la superficie, equivalente a la distancia de un enlace quimico.

Las ventajas del AFM, en cuanto al apalito en estudio; estin relacionadas con lo
siguiente: proporciona una descripcion tridimensional de Ia topografia de la superficie, no
requiere tratamiento adicional, es factible medir en medio sélido o liquide y permite el
registro de la fiuerza de interaccién analito-superficie. Las desventajas principales se
relacionan con la interferencia que provocan las vibraciones mecdnicas (movimiento de la
muestra) y un largo tiempo de coleccién de datos. La forma de la punta y la presencia de
contaminantes pueden generar imagenes diferentes, ya que dependen de la interaccion entre
la punta con la superficie.

Otro tipo de microscopia cotresponde a la de barrido electrénico (Scanning Electron
Microscopy). La técnica SEM se fundamenta en que un haz de electrones que interactia con
la muestra para generar imagenes que dan cuenta de las variaciones espaciales (topografia
fifa) y de su composicion quimica. Los electrones sécundarios son responsables de la imagen
de alta resolucién (choque ineldstico), en cambio, los electrones retrodispersados se
relacionan con la variacién en la composicién (reflexién eldstica). Regiones con dtomos de
mayor nimero atdémico emiten mds sefial de retrodispersion y proporcionan imagenes mdas
definidas.

El equipo SEM estA compuesto por upa fuente de electrones, un conjunto de lentes
condensadores y aberturas, un mecanismo de control de la posicidn y orientacion de la
muestra y un sistema de alto vacio. La fuente de electrones mas utilizada es un filamento de
tungsteno en base al efecto termoibnico de emisién de electrones. La amplificacion del
tamaiio de la imagen se encuentra entre 20 y 30000 veces con una resolucidn entre 2 y 4 nm.

Las ventajas del SEM, en cuanto al analito en estudio, estdn relacionadas con lo siguiente: se
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obtiene una imagen de la superficie, no existe contacto con la muestra y ocurre en un corto

tiempo. Las desventajas principales se relacionan con la necesidad de tener una muestra

solida v conductora, ademas de la dependencia de un medio de alto vacio. Por cllo las
'

Nanoparticulas, superficies metilicas utilizadas como sustratos para SERS, son

habitualmente analizadas por SEM.

1.4. Biomoléculas

4.0s aminodcidos (AA) son moléculas bioldgicas que conticnen, como funcionalidades,
un g,frupo amino (-NHj) y otro carboxilo (-COOH). Los AA son nombrados en base a un
grupo funcional especifico denominado residuo aminoacidico (-R). La estructura general de
lost o-aminodcidos, corresponde un carbono alfa unido a cuatro grupos moleculares: amino,
carboxilo, hidrégeno y residuo aminoacidico.

El cuerpo humano es capaz de sintetizar algunos aminodcidos (no esenciales) y otros son
obtenidos a partir de la ingesta de alimentos (esenciales). La sintesis de los aminodcidos no
esenciales involucra distintos precursores: a-cetoglutarato (arginina, glutamato, glutamina y
prolina), 3-fosfoglicerato (serina, glicina y cistefna), oxaloacetato (aspartato, asparagina,
metionina, treonina y lisina) y piruvato (alanina, valina, leucina e isoleucina).

La clasificacién, en cuanto a las caracterfsticas del residuo aminoacidico, describe los
aminoécidos de tipo apolares, polares neutros, dcidos y basicos. Los AA apolares presentan
caracteristicas hidrofébicas y corresponden a: alanina (-CHs), fenilalenina (-CH2CeHs),
isoleucina (-CH(CH;)CH,CHj;), leucina (-CHz(CH,);CHs), metionina (-CH,CH>SCHj3),
prolina (-CH;CH,CH;-), triptofanc (-CgHgN) y valina (-CH(CH;)CH3). Los AA polares
neutros presentan tendencia a interacciones del tipo puente de hidrégeno y corresponden a:

asparagina (-CH,CONH,), cisteina (-CH,SH), glicina (-H), glutamina (-CH,CH,CONH3),
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serina (-OH), tirosina (-CH,C¢H4OH) y treonina (-CH(CH;)OH). Los AA de tipo acido son
hidrofilicos, presentan un grupo carboxilo en el residuo y corresponden a: dcido aspértico
(-CH,COOH) y dcido glutimico: (-CH,CH,COOH). Los AA bésicos son hidrofilicos;
presentan un grupo amino en el residuo y corresponden  a:  arginina
(-CH2CH2CH2N¥'I(N H)NHS,), histidina (-CH,C3H;N,H) y lisina (-CH,CH;CH,CH,NH3).

Los AA son sustancias anfoteras, es decir, pueden actuar como 4cidos o bases en
solucién acuosa. Los grupos carboxilo y amino se encuentran ionizados a pH neutro,
carboxilato {-COO", base conjugada del -COOH) y amino protonado (-NH;*, 4cido
conjugado del -NHz). Asi, los aminodcidos pueden tener comportamiento acido, neutro o
bésico en funcién del pH de la solucidn.

La formacién de los péptidos requiere fa unién covalente de los AA por los grupos amino
y carboxilo. La reaccién de amidacién da origen a ]a unién denominada enlace peptidico. Los
péptidos se clasifican en funcion del nimero de AA como: dipéptidos (2), tripéptidos (3),
oligopéptidos (2-20) y polipéptidos (>20 a 50).

Las proteinas son sustancia constitutiva de las células y de las materias vegetales y
animales; es un biopolimero formado por una o varias cadenas de aminodcidos, fundamental
en la constitucién y funcionamiento de la materia viva.

Las proteinas pueden tener cuatro tipos de estructura dependiendo del tipo de AA que los
constituyen, del tamafio de la secuencia y de la conformacién espacial["s] (ver Figura 4). La
estructura primaria consiste en una estructura lineal, o secuencia de AA, dada por uniones
peptidicas y la estructura secundaria da cuenta de las conformaciones, dadas por
interacciones puente de hidrégeno entre dos cadenas, que otorgan las formas estructurales de
a-hélice, P-plegada y ovillo aleatorio. La estructura terciaria consiste en el plegamiento

espacial, dado por las interacciones puente disulfuro, que dan cuenta de la formacion de
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subunidades proteicas. La estructura cuaternaria da cuenta de las interacciones quimicas entre

las estructuras terciarias para constituir proteinas oligoméricas.

Las proteinas cumplen funciones biolégicas importantes y diversas en todos los
organismos vivos; participan de actividades como funcién estructural, hormonal, defensiva,
energética, enzimética y de transporte. Estas biomoléculas presentan diferencias
estructurales, en tamafio y forma. A modo de ejemplo podemos mencionar: colageno tipo I
de humano (fibrillas estriadas, didmetro entre 20 y 100 nm), inmunoglobulina A (monémero
en forma de Y, masa molecular entre 120 y 720 KDa dado por la polimerizacion del
monomero), fibrinégeno (lineal, longitud de 46 nm y masa molecular de 340 KDa), trombina
(dos cadenas de polipéptidos de 36 y 259 amino4cidos, masa molecular de 33,7 KDa) y

hemocianina (cilindro hueco de 38 nm de didmetro y masa molecular de 8MDa).

Primary Secondary Tertiary Quaternary
strueture structure structure strueture

Animo seid residues a Helix Polypeptide chuin Assembled subunits

Figura 4. Caracteristicas de las proteinas en funcién de los niveles estructurales (imagen
obtenida del libro de bioquimica de Lehninger(*®}).

1.4.1. Estructura de hemocianinas de moluscos e inmunogenicidad en mamiferos

Las hemocianinas se pueden describir estructuralmente como glicoproteinas que poseen
alta masa molecular, subunidades multiples y estructura cuaternaria complejal'. Las

hemocianinas comparten la funcién de transporte de oxigeno en muchos invertebrados; sin
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embargo, existen diferencias importantes en cuanto a la masa molecular, la estructura y la
organizacion de sus subunidades.

Las hemocianinas de moluscos presentan una forma de cilindro hueco, compuestas por
.

10 subunidades, organizacién que recibe el nombre de decdmero. Cada subunidad tiene una
masa de 350-450 KDa; las subunidades estdn formadas por 7-8 dominios globulares
conocidos como unidades funcionales (FUs). Las FUs se encuentran unidas covalentemente
por péptidos espaciadores de 10-15 aminoécidos, siendo capaces de unir reversiblemente el
oxigeno a través del par de dtomos de cobre unidos a los residuos de histidina. Los
decameros tienen una masa molecular de 3,5-4,5 MDa y pueden autoensamblarse como
dimeros estables, llamados didecimeros, de masa molecular en torno a 8-9 MDa!"”.. En Ia
Figura 5 se muestra las caracteristicas estructurales de la hemocianina en cuanto a la
microscopia electrénica de transmision TEM (Transmission Electron Microscopy) y a un

modelo de la conformacion™.

Las hemocianinas de moluscos, y en particular la de gastrépodos, tienen caracteristicas
de elevada inmunogenicidad en mamiferos. La hemocianina Keyhole limpet (KLH), obtenida
de la hemolinfa del molusco Megathura crenulata (Lapa), ha sido ampliamente estudiada en,
cuanto a su estructura y aplicaciones para estimular el sistema inmune de los mamiferos
incluyendo los seres humanos. La KLH tiene forma cilindrica y una organizacion con dos
subunidades, denominadas KLH1 y KLH2, que forman homodecdmeros. Se han realizado
algunas experiencias para la modelacidn teérica de la estructura de KLH, utilizando datos de
criomicroscopfa electrénica, donde se aprecia la estructura y la presencia de glucosidos
periféricos[sm. El amplio uso de KLH ha estimulado la bisqueda de otras hemocianinas con

propiedades inmunogénicas.
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En Chile, los estudios realizados por BIOSONDA S.A. y la Fundacién Ciencia y
Tecnologia para el Desarrollo, han demostrado estas caracteristicas inmunogénicas para la
hemocianina del molusco Concholepas concholepas (CCH)" 32, Esta proteina tiene forma

cilindrica y una organizacién con dos subunidades, denominadas CCHA y CCHB, que

Unidades funcionak

Didecsmero Decimero Subunidad

forman heterodecameros.

Figura 5. Organizacién general de las hemocianinas de moluscos gastropodos (imégenes e
informaci6n obtenidas del articulo publicado por Del Campo y col®l). A) Microfotografia de
hemocianina de C. concholepas con tincién negativa mostrando su forma de cilindro hueco
(325A y 392A, diametro externo y altura, respectivamente). Los circulos y rectdngulos
corresponden a vistas de la proteina desde arriba y laterales, respectivamente. Se sefiala un
didecamero (flecha larga) y un decdmero (flecha corta). B) Esquema de la estructura habitual
de oligémero con forma de cilindro hueco de las hemocianinas de moluscos. En gastropodos,
como CCH y KLH, los decameros que corresponden a la estructura bésica, formada por la
asociacién no covalente de 10 subunidades, se asocian de a pares formando didecimeros.
Cada subunidad a su vez, esta constituida por 8 dominios globulares (unidades funcionales),
unidos entre si por un péptido espaciador constituido por 10 a 15 residuos de aminoacidos.

En las hemocianinas de gastropodos, las caracteristicas otorgadas por la naturaleza
xenogeénica, gran tamafio y compleja estructura cuaternaria, permiten el reconocimiento de
multiples epitopos por parte de linfocitos T y B**. La gran actividad inmunogénica de KLH
ha permitido un gran desarrollo de las aplicaciones biomédicas; los estudios han sido
enfocados como proteina transportadora de haptenos y péptidos (desarrollo de anticuerpos y

vacunas) y como inmunoestimulante no especifico (antitumoral)®”. Otros estudios con la

CCH han evidenciado actividad como proteina transportadora, para producir anticuerpos
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CCH han evidenciado actividad como protefna transportadora, para producir anticuerpos
contra haptenos y péptidoslss], asi como agente antitumoral en un modelo murino de cancer
superficial de vejiga[su.

La inmunogenicidad de proteinas se relaciona con el reconocimiento por parte de
receptores especificos a nivel de superficies de membranas. La carga neta positiva podria ser
un factor que favorece la afinidad de proteinas por moléculas aniénicas a nivel de superficies
de membranas. Qi y col®” han informado que una proteina antigénica altamente catidnica,
como la lisozima de huevo de gallina (HEL), se puede unir a moléculas anidnicas
superficiales en membranas de células dendriticas (DCs), aumentando por efecto de carga la
afinidad de HEL por la membrana de DCs. Las DCs soncélulas presentadoras de

antigeno con una capacidad Unica para inducir la respuesta inmune ptimaria en mamiferos
mediante el reconocimiento de la protefna por los receptores de antigeno HEL en las DCs.

Las membranas biolégicas comprenden a todas las células (membrana plasmdtica) y
numerosos organelos intracelulares (membrana interna). Las principales funciones biologicas
de las membranas implican el mantenimiento de la integridad celular, el control de las
interacciones entre la célula y su entorno, la separacidén de los compartimentos intracelulares
y la recepcidn de seiiales de transduccion necesarias para el funcionamiento celular.

En términos de las caracteristicas estructurales, las membranas biologicas estan
constituidas por una bicapa lipidica, proteinas intercaladas o unidas libremente, esteroles,
péptidos y otros componentes unidos principalmente por interacciones no covalentes. La
serie de fosfolipidos mas frecuente en la bicapa estructural de las membranas celulares
eucariotas, corresponderia a la fosfatidilcolina (PC). PC representa una serie de mol€culas
anfipaticas con un grupo polar (cabeza hidrofilica), dos cadenas hidrocarbonadas (colas

hidrofdbicas) y forma espontdneamente bicapas en solucién acuosa; sus cabezas hidrofilicas
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muestra la estructura de PC y un modelo tipo de membrana biolégica obtenido mediante

dindmica molecular de una bicapa lipidica de DMPC (Dimiristoil-Fosfatidilcolina) en medio

acuoso.

Las membranas biolégicas presentan caracteristicas de cristal liquido liotr6pico al estar
formados por agregados de moléculas anfifilicas (moléculas que poseen en su misma
estructura, regiones hidrofébicas e hidrofilicas). Los anfifilos, en este caso los fosfolipidos,
forman una bicapa separada por el agua; las cadenas dentro de la bicapa tienen movilidad y
pueden tener orientacion vertical, inclinada o compactada, segun el tipo de anfifilos que las

componen!*®!,

Figura 6. Estructura quimica del fosfolipido DMPC y una imagen instantanea de la bicapa de
DMPC tomada de una simulacién mediante dindmica molecular (por razones de claridad no
son mostradas las moléculas de agua). Las esferas de color naranjo, azul y rojo representan
los atomos de fosforo, nitrégeno y oxigeno, respectivamente. Las colas hidrofébicas son

mostradas con varillas negras. (imagen e informacién obtenida del articulo publicado por
Volkov y col®),
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II. REVISION BIBLIOGRAFICA, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La gran actividad inmunogénica de hemocianinas de moluscos ha permitido el amplio
estudio de la hemocianina de Megathura crenulata (KLH), principalmente enfocado al
transporte de haptenos y péptidos (desarrollo de anticuerpos y vacunas) y como
inmunoestimulante no especifico (antitumoral)®*, Otros estudios con la hemocianina de
Concholepas concholepas (CCH), han evidenciado actividad como proteina transportadora,

(8] asi como agente antitumoral en un

para producir anticuerpos contra haptenos y péptidos
modelo murino de céncer superficial de vejigal®). Los mecanismos que determinan la
inmunogenicidad de las hemocianinas de moluscos al aplicarlas en mamiferos son
escasamente conocidos, sin embargo, la accidén inmunitaria se podria relacionar con la
interacci6n con receptores especificos a nivel de superficie de membrana de celular.
Entonces, un gran desafio estd en comprender la relacion entre las caracteristicas
estructurales de las hemocianinas de moluscos con la respuesta inmune en mamiferos. Se
ha estudiado la CCH utilizando diversas metodologias para determinar el contenido de
cobre y de glucdsidos periféricos, ademds de aspectos morfolégicos mediante microscopia
electrénical'®); se conoce la forma estructural, la proporcién aminoacidica y la presencia de

subunidades especificas. La secuencia amino terminal corresponde al péptido motivo que

identifica y caracteriza a estas hemocianinas.

IL 1. Espectroscopia vibracional y cdlculos tedricos de biomoléculas

Pawlokojc y coll® estudiaron los espectros IR y Raman de L-treonina policristalina, en
sus formas hidrogenada (H) y deuterada (D), apoyados con célculos ab initio y de
coordenadas normales. La asignacién espectral es completa, distinguiéndose incluso las

interacciones por puente de hidrogeno para las especies zwitterionicas,
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Kumar y col®! obtuvieron los espectros vibracionales de L-glicina (Gly) en estado
sélido y en solucidn acuosa, Los autores realizaron célculos ab initio con una base minima,
empleando el rmétodo semiempirico AM1 para interpretar su estructura. Con estos
resultados se concluyé que la glicina neutra es mas estable que la forma Zwitterionica,
donde la asignaci6n vibracional no coincide con otros resultados para el anilisis espectral
de aminodcidos; la Gly tiene un hidrégeno como residuo aminoacidico y presenta una gran
abundancia en las proteinas. Baran y coll® trabajaron con cristales de y-glicina, donde se
obtuvo una acabada y certera asignacion espectral Raman e IR, empleando polarizacion en
la luz de excitacion.

Se realizé el estudio vibracional de L-cisteina®®) (Cys), en sus formas H y D; se
emplearon las espectroscopias IR y Raman, ademis de cdlculos ab initio y de coordenadas
normales. Los enlaces por puente de hidrégeno estarian jugando un rol importante en la
conformacién adoptada por la Cys en estado solido.

Jenkins y coll® obtuvieron el espectro Raman de triptéfano (Tp), Cys, fenilalanina
(Phe), tirosina (Tyr), metionina (Met) y algunos péptidos. La asignacién espectral de los
aminodcidos y los péptidos se llevé a cabo en términos de las bandas caracteristicas
asociadas a los fragmentos moleculares de los residuos aminoacidicos.

Nandini y Sathyaranayana'®! realizaron un estudio tedrico del dipéptido glicil-L-
alanina mediante calculos ab initio. Los autores determinaron la estabilidad de conférmeros
zwitteridnicos, los espectros vibracionales IR y Raman en ;:stado gas, vy la influencia del
solvente sobre estas estructuras. Los cilculos indican que no habria influencia del solvente
sobre el espectro vibracional y los espectros calculados propuestos no pueden ser

verificados experimentalmente.
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18] estudiaron los isémeros (cis y trans) de la N-acetil-L-alanina

Bruyneel y col
mediante cdlculos con la teoria del funcional de la densidad B3LYP y una base 6-311G(d,
p). Los autores determinaron la energla, las frecuencias vibracionales y las intensidades IR.
Los datos tedricos fueron comparados con los espectros IR y Raman a diferentes
temperaturas, obtenidos para isétopos H y D. Se concluyd que en estado sélido hay
interacciones puente de hidrogeno asociadas a los fragmentos-NHz y OH.

Di Foggia y col®® investigaron mediante IR y Raman cuatro oligopéptidos derivados
del péptido EAK-16 (Ac-AEAKAEAKAEAKAEAK-NH;) interactuando con una
superficie de TiO,; en los péptidos estd presente la secuencia Arg-Gly-Asp (RGD), la cual
se conoce como un activo modulador de la adhesion a superficies. El conjunto de datos
espectroscopicos permitié dilucidar la influencia de los aminodcidos en la adhesién sobre la
superficie de TiO2, Se concluyé que todos los péptidos interactian mediante el grupo
carboxilato adoptando una conformacién B-plegada mayoritaria (~ 60%). Ademas, la
remocion de un aminodcido polar favorece la capacidad de autoensamblaje mas que la
insercion de la secuencia RGD. La asignacidén de las bandas, debido a los modos de
vibracién amida I, 11 y I, es fundamental para inferir acerca de la conformacion de los
péptidos.

Gran parte de la informacion sobre los espectros Raman de proteinas ha sido recopilada
por Frushour y Koenig!"y Spiro y Loehr'®”). Los resultados evidencian la importancia de la
espectroscopia Raman en la elucidacion de la estructura; se ha establecido una relacién
entre la conformacién de la proteina y la existencia de determinadas bandas Raman
correspondientes al esqueleto peptidico y a los modos amida I, IT y III. Wang y col(®®]

estudiaron los espectros IR de albiimina, tripsina y hemoglobina en solucién acuosa, con
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resultados poco confiables, habiéndose hecho uso de técnicas sofisticadas de sustraccion de

bandas.

IL2 SERS de biomaléculas

H |

Determinar las preferencias conformacionales, en el contexto de una secuencia

' i
polipeptidica, resulta ser de gran interés. Ciertos plegamicentos en las proteinas estarfan
relacionados con restricciones conformacionales impuestas por los aminoicidos que la
constituyen. En esa perspectiva, se han reportado algunos estudios SERS de aminodcidos,

péptidos y proteinasmg"“l.

Shen y coll™ estudiaron mediante espectroscopia SERS los complejos de Co(II y III),
Zn(il) y Cu(ll), unidos a N-D-glucosamina, B-naftaldehido y glicina,; estos sistemas se
encuentran aislados o mezclados con ADN. Los autores concluyeron que ninglﬁmo de los
complejos se intercala al ADN. Los espectros SERS de los’complejos aislados presentan
signos de descomposicién térmica. |

Mesu y coll™! registraron y asignaron completamente el espeétro de L-histid;na (His) a
diferentes pH, de tal forma de determinar todas las especies posibles de protonacion. Los
autores concluyen que se pueden diferenciar por espectroscopia vibracional ias formas
tautoméricas protonadas, es decir, las especies HHis™", HyHis®, HpHis, HHis™y His”.

Castro y col™ estudiaron el 4cido fenilacético, el dcido 3-feni]pr01;i6nico, la
fenilglicina y la fenilalanina mediante Raman y SERS en sistemas coloidales de Ag. Sobre
la base de las reglas de seleccién SERS, del mecanismo electromagnético y de los
desplazamientos en frecuencia, se concluyd que los analitos se coordinan al metal a través

del grupo carboxilato; los aminoacidos también interactiian con el grupo amino (ver Figura

7.
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(74]

Figura 7. Orientacién preferencial de aminoécidos sobre un cluster de Ag'™. a) Fenilglicina

y b) Fenilalanina.

Podstawka y coll™ obtuvieron la conformacion estructural de dos fosfodipéptidos a
partir de los espectros SERS registrados sobre una superficie coloidal de Ag. Los
fosfodipéptidos corresponden a L-Ala-(3,4-dimetoxi)-L-Phe-PO3;H; ‘ y
L-Ala-(3 4-dimetoxi)-(des-CHz)-L-Phe-POsH,. Los autores concluyeron que ambos
sistemas interactiian con la superficie metilica a través del anillo aromético de la
fenilalanina, el gue se orientaria perpendicular al metal (ver Figura 8). Se ha propuesto
ademds que los grupos amino y fosfato estarian involucrados en la interaccién analito-
superficie (Caso A) y que el esqueleto peptidico estarfa plano sobre el metal (Caso B).

Se han registrado espectros SERS de algunos isémeros de Ala, Phe y Cis!™), utilizando
una técnica especifica para analitos protconémicosm]. Los espectros fueron obtenidos para
soluciones entre 0,5 y 1 mM (ver Figura 9). A partir de los espectros es posible inferir la
factibilidad de la identificacién, presentando cada aminodcido un patrén espectral unico.
No obstante, no hay una asignacién espectral especifica ni la identificacion de rotameros

coexistentes.
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Figura 8. Modelo estructural de fosfodipéptidos interactuando con una superficie de
plata™. A) L-Ala-(3,4-dimetoxi)-L-Phe-POsH;, B) L-Ala-(3,4-dimetoxi)-(des-CH,)-L-

Phe—PO3H2.
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Figura 9. Espectros SERS de L-alanina (L-ala), L-fenilalanina (L-Phe) y L-cysteina (L-

Cys)"el,

Un estudio mediante espectroscopia SERS ha sido realizado para oligopéptidos que

contienen distintas secuencias aminoacidicas y tamaiios('"’). Los oligopéptidos estudiados

son WPY, YPW, WPPPY, YPPPW, WPPPPPY y YPPPPPW; en la secuencia los

aminodcidos corresponden a Trp (W), Pro (P) y Thr (Y). Se encontrd que la respuesta

SERS predominante es la proveniente de triptofano (ver Figura 10), en particular de los

modos de vibracién asociados al grupo indol; estas sefiales sugieren una orientacion

coplanar del Trp hacia Ia superficie metalica.
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Figura 10. Espectros SERS de los oligopéptidos WPY y WPPPPPY!'%,; los aminoacidos
corresponden a Trp (W), Pro (P) y Thr (Y).

Se estudiaron mediante espectroscopia Raman y SERS tres dipéptidos que contienen
cistefna unida a diferentes aminodcidos aromdticos!'?, Los dipéptidos corresponden a WC,
YC y FC; los aminodcidos corresponden a Trp (W), Cys (C), Thr (Y) y Phe (F). Los
espectros Raman de estos dipéptidos fueron comparados con sus respectivos espectros
SERS obtenidos sobre superficies de Au; se encontrd gran amplificacion de las seiiales
Raman en los espectros SERS, sin cambios significativos en su frecuencia (<6 cm™). La
informacién espectroscdpica obtenida para estos péptidos fue comparada con el espectro
SERS de la penetratina (CGGRQIKIWFQNRRMKWKK); en la secuencia, los
aminoécidos corresponden a Cys (C), Gly (G), Arg (R), Gln (Q), Ile (I), Lys (K}, Trp (W),
Phe (F), Asn (N) y Met (M). Los autores presentan las caracteristicas espectrales de los
aminodcidos aromaticos, con una intensidad dominante en los espectros Raman o SERS,
respecto de los otros aminoacidos (ver Figura 11). Esto simplifica en gran manera la
interpretacion espectral de los péptidos. Un grupo de péptidos sintéticos denominados
penetratinas ticnen su origen en la penetratina-l (RQIKIWFQNRRMKWKK), que

contienen la secuencia de la tercera hélice del homeodominio de Antennapedial™); estos
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péptidos penetran en las células, alcanzan el ntcleo celular y pueden ser recuperados sin

degradacion.
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Figura 11. Comparacién de la prediccién empirica (rojo) con la medicién experimental
(negro) del espectro de la penetratinal'?!. (a) Modelo molecular del péptido incluyendo una
fenilalanina (rojo) y dos triptéfanos (verde). (b) Espectros Raman (*bandas del acido
trifluoroacético). (c) Espectros SERS.

En nuestro grupo de trabajo se utiliz6 la espectroscopia SERS para estudiar, en una
primera aproximacién e intento experimental con nanoparticulas de plata, la bacteria
Acidithiobacillus ferrooxidans y las hemocianinas KLH y CCH™!. Los resultados fueron
discutidos a partir del an4lisis espectral Raman de aminoacidos y de las vibraciones amida.
En ese momento se desconocian las condiciones que favorecen una interaccién preferencial
o reproducibilidad del espectro SERS de estas biomoléculas.

En general, existe una extensa informacién vibracional de aminoacidos, espectros IR y
Raman, con algunas divergencias en los espectros SERS. Por esta razén es de suma

importancia identificar los aminoacidos que interactian con las nanoparticulas metalicas y

definir como se orientan frente a su entorno inmediato en medio acuoso. Datos
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espectroscopicos IR, Raman y SERS del péptido motivo de la hemocianina, MRKDV, no
los hemos encontrado en la literatura.

En este t{abajo se propone estudiar el péptido motivo MRKDV, secuencia
aminoacidica amino terminal que identifica a la hemocianina, como sistema aislado y
formando parte de la subunidad A de la proteina CCH. Entonces, pensamos que el péptido
amino terminal podria estar expuesto en la hemocianina en el medio acuoso, pudiendo ser
factible su interaccion con las superficies metdlicas en solucion. Al ser un péptido terminal
de la CCH, se busca identificarlo junto a los residuos aminoacidicos que también estén
expuestos al medio acuoso. Dada la gran actividad inmunogénica de la CCH, es
fundamental identificar tanto las caracteristicas conformacionales/estructurales de estas
biomoléculas, como las variables que determinan una interaccion preferencial con las
nanoparticulas metalicas con carga neta interfacial negativa. Este sistema evidenciaria un
comportamiento similar a la interaccidn electroestdtica de protefnas inmunogénicas con
moléculas negativas superficiales en las membranas, como por ejemplo la lisozima de
huevo de gallina (HEL) interactuando con membranas de células dendriticas (DCs). En la
Figura 12 se muestra un esquema grafico a escala ngnométﬁca de 1a hemocianina CCH y
del péptido MRKDYV, sobre nanoparticulas metalicas de plata.

El estudio experimental fue complementado con célculos tedricos realizados en
colaboracion utilizando los métodos de Hiickel Extendido y Dinamica Molecular; se busca
evidenciar una posible interaccion del péptido con una superficie metilica y del péptido con

un modelo tipo membrana fosfolipidica.
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Figura 12. Esquema gréfico a escala nanométrica de una hemocianina de molusco y el
péptido MRKDV sobre nanoparticulas metalicas de plata. Es posible evidenciar las zonas
de maxima amplificacion interparticulas llamadas hot spot (rojo) y la disminucién de la
densidad del campo eléctrico a medida que se aleja de la superficie metélica (amarillo).

11.3. Hipdtesis

La espectroscopia Raman y Raman amplificada por superficie (SERS) con un sustrato metalico de
nanoparticulas de plata, permitirian obtener informacion acerca de la conformacion estructural del esqueleto
peptidico y de la disposicion de las cadenas laterales de los aminoacidos de la secuencia del péptido amino

terminal MRKDV de hemocianinas de moluscos.
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IL4. Objetivos generales

Estudiar la estructura de un péptido motivo amino terminal MRKDV de hemocianinas de moluscos y sus

aminodcidos caracteristicos mediante espectroscopia vibracional,

Determinar la orientacién molecular de un péptido motivo amino terminal MRKDV de hemocianinas de
moluscos y de los aminodcidos constituyentes sobre una superficie metdlica, en condiciones
fisicoquimicas controladas proximas de las fisioldgicas, empleando espectroscopia  vibracional

amplificada por superficie.

IL.5. Objetivos especificos

Indagar en la biisqueda de superficies metdlicas con propiedades opticas compatibles a la obtencidn de
espectros vibracionales amplificados de péptidos y aminodcidos, y su caracterizacion en cuanto a

morfologfa y tamafio mediante espectroscopia de absorcion UV-Vis y microscopia AFM y/o SEM.

Identificar grupos moleculares de residuos aminoacidicos asociados a las estructuras més estables de los
aminoécidos propios del péptido MRKDV aislado: metionina (Met), arginina (Arg), lisina (Lys), acido

aspértico (Asp) y valina (Val), mediante el registro ¢ interpretacion de los espectros Raman e infrarrojo.

Identificar grupos moleculares y residuos aminoacidicos asociados a las estructuras mds estables de
aminoécidos propios de hemocianinas de molusco: triptofano (Trp), lisina (Lys), cistefna (Cys), deido
aspértico (Asp) y 4cido glutdmico (Glu), mediante el registro ¢ interpretacién de los espectros Raman e

infrarrojo.

Determinar e identificar grupos moleculares caracteristicos y orientacién molecular del péptide MRKDV
aislado y de algunos aminodcidos propios de proteinas tipo hemocianina, mediante el registro ¢

interpretacion de los espectros SERS.

Asignar las sefiales vibracionales moleculares del péptido aislado y formando parte de la estructura

amino-terminal de la hemocianina CCH (C. concholepas).
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MATERIALES Y METODOS
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III. MATERIALES Y METODOS
IIL 1. Nanoparticulas metdlicas

Los reactivos fueron adquiridos a Sigma-Aldrich® o Merck®; estos tienen pureza
analitica y fueron utilizados sin purificacién adicional. Estos corresponden a nitrato de plata
(AgNO;), citrato trisédico dihidrato (CgHsO7Na;*2H;0), clorhidrato de hidroxilamina
(NH,OH*HCI), 4cido clorhidrico 12 M (HCI 37 % m/m) e hidréxido de sodio (NaOH).

En este trabajo de tesis se utilizaron tres metodologias para sintetizar NPs por reduccion
del i6n metdlico en medio acuoso. Las NPs de plata fueron preparadas por reduccion quimica
de nitrato de plata, siguiendo los procedimientos descritos por Lee y Meisel®™ y Leopold y
col.BV al utilizar como agentes reductores citrato trisédico dihidrato y clorhidrato de
hidroxilamina, respectivamente. Las nanoparticulas obtenidas por reduccién con
hidroxilamina (AghNPs) presentan la ventaja de una distribucién promedio homogénea en
forma y tamaifio, ademas de la ausencia de productos remanentes de oxidacion que podrian
interferir en las medidas SERS. Las nanoparticulas obtenidas por reduccion con citrato
trisddico dihidrato (AgcNPs) presentan mayor estabilidad en el tiempo (meses) respecto de
las AghNPs.

Las suspensiones coloidales se llevan a pH 7 con HCl o NaOH. En general, los coloides
presentan diferentes colores: gris oscuro (AgcNPs) y café grisdceo (AghNPs). El sisterna de

preparacion se muestra en la Figura 13a (Pagina 51).

HI2. Biomoléculas

Los aminodcidos de alta pureza fueron adquiridos a GIBCO® y fueron utilizados sin

purificacion adicional. Estos aminodcidos corresponden a triptofano (Trp,), valina (Val),
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lisina (Lys), arginina (Arg), 4cido aspdrtico (Asp), dcido glutdmico (Glu), metionina (Met) y
cisteina (Cys). |

Los péptidos utilizados tienen alta pureza y son solubles en agua. El péptido MRKDV
(Met-Arg-Lys-Asp-Val) fue sintetizado y purificado por OPERON® mediante cromatografia
liquida de alta eficacia (MPLC) (pureza mayor al 97,0 %). Los controles para evidenciar
efectos en la interaccidn con nanoparticulas metdlicas, producto del residuo de azufte, la
carga neta y el tamafio, corresponden a los siguientqes péptidos: a) CRKDV

i
(Cys-Arg-Lys-Asp-Val) y ECG (Glu-Cys-Gly), controles de residuo con azufre, fueron
sintetizados y purificados por GENSCRIPT® mediante HPLC (pureza mayor al 98,0 %). b)
ADEDRDA (Ala-Asp-Glu-Asp-Arg-Asp-Ala) y LGRGISL (Leu-Gly—Arg—GIyEIle—Ser—Leu),
controles de efecto de carga neta, fueron facilitados por la Universidad de Texas, Galveston,
a través del Dr. O. Monasterio de la Universidad de Chile; estos péptidos carboxilo
terminales fueron extraidos de tubulina bacteriana y tienen modificacién amida (CONHz) en
el carboxilo terminal (COQ") para remover la carga negativa y simular la estructura natural.
¢) P37 (desg-hCGBCTP), control efecto del tamaiio, fue purificado por New England
Peptide® y facilitado por el GrupoBios S.A.; este polipéptido corresponde aI la secuencia
aminoacidica carboxilo terminal de la subunidad B de la hormona gonadotrofina coriénica
humana y estd desprovisto de los glucésidos unidos a los residuos de serina en las posiciones
121,127,132 y 138.
.

Las hemocianinas C, Concholepas (CCH), y sus subunidades (CCHA y CCHB), fueron
extraidas de la hemolinfa del molusco y purificadas por BIOSONDA SIA mediante
cromatografia de intercambio idnico segiin la metodologia descrita por Becker y col™, Los
controles facilitados por la Fundaci6n Ciencia y Tecnologia para el Desarrollo corresponden
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a las signientes hemocianinas: a) hemocianina Keyhole lympet (KLH) obtenida del molusco
M. crenulata fue purificada por Thermo Scientific®. b) CCH desprovista del cobre en el
centro metéliw' (apo-CCH) y ¢) CCH desprovista de glucdsidos periféricos {desg-CCH)
mediante la oxidacion con peryodato de sodio®™. En el ANEXO 1 sc listan algunas
propiedades de las biomoléculas utilizadas correspondientes a los aminoacidos, péptidos y

proteinas (Pagina 149).
II1.3. Instrumentacion

Los espectros IR fueron obtenidos empleando un equipo Bruker Equinox 55 FT-IR,
equipado con una linea de excitacién ldser a 1064 nm y con un detector DTGS (Deuterated
TriGlycine Sulfate). Los datos fueron colectados y graficados empleando los programas
SPECTRUM V2.0 y ORIGINLAB 7.5.

Los espectros Raman y SERS fueron obtenidos con los dispositivos micro-Raman
Renishaw RM1000 y RM2000 equipados con un microscopio Leica LM/PM y un detector
CCD (Charge-Coupled Device) (ver Figura 13b, Pagina 51). Las lineas de excitacion ldser
disponibles corresponden a 514,5, 632,8 y 785 nm. La seiial es calibrada utilizando como
patrén la linea espectral a 520 em™ del silicio y un lente dptico con aumento de 50 X, La
intensidad del laser sobre la muestra es cercana a 2 mW. Los espectros resultantes se
obtuvieron utilizando lentes dpticos de 1X, 20X y 50X. La resolucidn espectral es de 4 em’y
los registros se realizaron empleando entre 5 y 10 barridos espectrales de 10 s. Los espectros
son registrados entre 200 y 3500 cm™.

En el caso de las protefnas, se disminuye el ancho de la rendija hasta un valor entre 30 y
50 nm y se ajusta el detector CCD para captar entre 10 y 20 % de la seccidn central del foco

del laser; esta condicién permite disminuir en la CCD el 4rea de deteccién desde 1 pm? a
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0,10-0,20 pm® Resulta entonces una medicion con caracteristicas pseudoconfocales,

apuntando a los residuos més cercanos a la superficie metélica sin cambios en el perfil

espectral, Las condiciones de registro espectral utilizadas no generan degradacion de las
'

muestras bioldgicas. Los datos fueron colectados y graficados empleando los programas

WIRE 2.0 y ORIGINLAB 7.5, respectivamente.

Los espectros en la regién UV-visible de las soluciones coloidales fueron registrados en
un espectrofotometro UV-VIS marca Cintra 5 utilizando celdas de 1 cm de paso dptico. Los
datos fueron colectados y graficados empleando los programas UV-WINLAB 2.0 y
ORIGINLAB 7.5, respectivamente.

El perfil morfoldgico de las NPs fue obtenido mediante imagenes empleando un
Microscopio de Barrido Electronico (SEM) Cameca SU-30.

El perfil topogrifico de nanoparticulas fue obtenido empleando el sistema NTEGRA
Solaris, el cual tiene incorporado un cabezal de Microscopia de Fuerza Atomica (AFM),
mediante la digitalizacion de la sefial en modo de contacto. Se realizaron dos metodologias
de preparacidn de muestras para ser analizadas por microscopfa AFM y corresponden a lo
siguiente: a) Un vidrio funcionalizado con 3-aminopropil-trimetoxisilano (3-APTES) se
sumerge en la suspension coloidal por un tiempo de 1 h; luego el vidrio se lava
cuidadosamente con agua desionizada y finalmente se seca a temperatura ambiente. b) Sobre
un dispositivo rotador (spinner) se coloca una ldmina de mica de 1 cm de lado, y luego en Ia
zona central, se adiciona una alicuota de 10 puL de coloide y se inicia la rotacion del sistema
con una velocidad de giro de 700 rpm por un tiempo de 3 s. Posteriormente, se aumenta la
velocidad a 2000 rpm y se deja por un tiempo de 1 m. Esta metodologia se denomina spin

coating y permite una distribucion homogénea de las nanoparticulas sobre la mica.
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II1.4. IR, Raman y SERS

Los espectros IR de los aminoacidos fueron registrados a partir de las muestras solidas y
dispersadas en pastillas de bromuro de potasio (KBr). Los espectros Raman son registrados
directamente con las muestras sélidas.

Los espectros SERS de los sistemas biolégicos fueron régistrados directamente en la
solucién coloidal o en agregados en un medio acuoso utilizando las lineas laser 5145, 632,8
y 785 nm, segtin la mejor resolucion espectral en la region comprendida entre 200 y 1800
cm™.

Las soluciones estindar de aminodcidos o péptidos, fueron preparadas con agua
nanopura, a una concentracion de 102 0 10* M. Un volumen de solucién estindar (0,1-10
ul) fue mezclado con la suspension coloidal a pH 7 (40-80 pL) para obtener una
concentracién final de biomolécula de 10 M. En el caso de las proteinas, se utilizé una
solucién estandar de CCH, CCHA y CCHB (concentracion entre 1 y 30 mg/mL) en buffer
fosfato salino (PBS) 1X a pH 7 y mezclado con la suspension coloidal de NPs para obtener
una concentracion finat de protefna en el rango 105107 M.

El procedimiento para la deteccion SERS de los sistemas bioldgicos consiste en
adicionar, sobre una placa de cuarzo, la solucién estandar de biomolécula (0,1-10 pL) con
suspensién coloidal (40-80 pL). Posteriormente, se coloca la placa superior con un
espaciador para evitar tocar ambas placas. Luego se presiona suavemente y en forma paralela
la placa superior hacia abajo hasta gue toque la solucion coloidal y lentamente se vuelve a la
posicién original; se habrd formado una columna de suspension coloidal. Los fendmenos de

tensién superficial y capilaridad del agua, relacionados con las diferencias entre las fuerzas
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cohesivas (dentro del liquido) y las adhesivas (liquido-superficie) respectivamente, otorgan
condiciones para formar la columna de suspension coloidal con un menor didmetro a media
altura. El sistema considera un paso optico adecuado segiin la distancia focal entre la lente
'

utilizada y la muestra; luego es posible la medicion micro-SERS de los agregados
biomolécula-NPs en la superficie de la placa con entorno acuoso (métodos A y B) o SERS en
el seno de la suspensién coloidal (método C). En la Figura I3c se presenta el sistema de
medicion SERS utilizado (Pagina 51).

El método A consiste en la inmovilizacion del aducto biomolécula-NPs como un todo
por depésito directo sobre una placa de cuarzo. El método B se basa en el depésito y secado
de una microgota de solucion estindar de biomolécula (formacion de una pelicula) y
posterior adicién de suspension coloidal sobre la pelicula, formandose los agregados
biomolécula-NPs en un entorno acuoso. Para favorecer la formacion de agregados se utiliza
una fraccién menor del volumen de suspension coloidal, secando los agregados, para
adicionar la cantidad restante de suspension coloidal. El método C consiste en la medicion
directa de la biomolécula en el seno de la suspension coloidal. La variable de tiempo de
interaccién biomolécula-NPs es también considerada, dependiendo del sistema biologico y

del método utilizado.

En esa perspectiva, y considerando los cuatro puntos mencionados, implementamos un
sistema para la medicion SERS de sistemas bioldgicos en el mismo compartimiento. Alli es
posible: a) obtener los espectros SERS de solidos, agregados con entorno acuoso y solucion,
b) utilizar pequefios voliimenes y concentraciones de la muestra (uL y 10 M), c) emplear

distintas lineas laser y d) considerar el tiempo de interaccién biomolécula-NPs.
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Figura 13. Algunos equipos utilizados en el trabajo de Tesis Doctoral. (a) Sistema para
preparacion de coloides metalicos. (b) Equipo Micro-Raman Renishaw RM-1000. (c)
Sistema con la columna de suspension coloidal para medicion SERS.

Para la medicion SERS de la proteina CCH se emplean los métodos A y B. Para
evidenciar la exposicion de los residuos aminoacidicos se adicionan alicuotas sucesivas de

suspension coloidal para el lavado y desplazamiento de agregados CCH-NPs hacia el borde

exterior de la soluciéon (ver Figura 14). Se emplean las condiciones de pseudoconfocalidad
Q .
) (b) © )
[y E YNy |

Figura 14. Sistema de medicion SERS de agregados CCH-NPs en las placas de cuarzo

anteriormente descritas.

(inferior o superior) o en el seno de la solucién. (a) Alicuota de CCH (0,5-1 pL) secada a
temperatura ambiente. (b) Primera adicién de NPs coloidales (5 pl) y secado. (c) Segunda
adicion de NPs coloidales (40 plL) y secado. (d) Tercera adicion de NPs coloidal (entre 50 y
80 uL).
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IIL5. Cdlculos utilizando el método de Hiickel extendido y mecdnica molecular

Los célculos en esta tesis fueron realizados gracias a la colaboracién del Dr. Juan
Sebastidan Gomez. La superficie de Ag se simuld de la siguiente manera: una estructura
clibica de Ag centrada en las caras, con a = 0,408 nm y 9 x 9 x 2 celdas unitarias, fue
ajustada para obtener una doble capa plana compuesta por 342 dtomos. Las biomoléculas en
la forma zwitteridnica fueron construidas con el paquete de programas de HyperChem!®], A
continuacién, manteniendo fija la geometria de la superficie de Ag, la estructura de Ia
biomolécula evoluciona libremente para llegar a una conformacion de minima energfa. Se
emplearon diferentes orientaciones y geometrias de partida para el sistema de biomolécula-
superficie de Ag; finalmente, la biomolécula adopta una tnica geometria sobre la superficie
metdlica. Dado el tamaifio de los sistemas moleculares, se utilizd Mecénica Molecular para la
optimizacion de la geometria en condiciones de campo de fuerza OPLS (Optimized Potential
for Liquid Simulation). La funcién de onda del sistema biomolécula-superficie de Ag y de los
analitos aislados fue obtenida con el método de Hiickel extendido (EHT) mediante el uso de
la aproximacién de Wolfsberg-Helmholtz. Una breve descripcidn de los fundamentos y un
esquema grafico de la forma de proceder se presentan en el ANEXO 2 (Pagina 150).

La representacion molecular grifica de las biomoléculas sobre el cluster de plata fue

realizada en nuestro grupo de laboratorio empleando el programa PyMOL v1.4.

IIL6. Cilculos de dindmica molecular

Los célculos fueron realizados gracias a la colaboracion del Prof. Dr. Boris Weiss y del
Dr. Herndn Ahumada. En cuanto a las aplicaciones de biomoléculas interactuando con

membranas, la MD otorga una descripcién de la conformacion, orientacion preferencial de
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grupos funcionales y afinidad (o migracion) de las moléculas de la biomolécula interactuando
con moléculas de fosfolipidos, u otra superficie, en un entorno de moléculas de agua.

La simulacién tedrica consiste basicamente en adicionar el péptido MRKDV al un sistema
constituido por una bicapa fosfolipidica en medio acuoso; los fosfolipidos corresponden a
una mezcla de dimiristoil-fosfatidilcolina (DMPC) y dihexanoil-fosfatidilcolina (DHPC). La
mezcla DMPC/DHPC permite la formacién de una bicapa estable en un amplio rango de
temperatura, ademds de la alineacion de los campos magnéticos, los que pueden” ser usados
para producir una pequefia anisotropia en el movimiento rotacioinal de proteinas esféricas
solubles en agual®. El péptido MRKDV evoluciona en el jinterior de la membrana
(simulacién 1) y en el medio acuoso (simulacién 2). Una modificacion en el grupo carboxilo
terminal (grupo etilpentano) permitiria evidenciar cambios conformacionales producto de un
aumento en la hidrofobicidad del péptido MRKDV en la gstmctura de la proteina
(MRKDVhd). El péptido modificado evoluciona en el interior de Ié membrana (simulacion 3)
y en el medio acuoso (simulacidn 4). }

La bicapa fosfolipidica fue construida con 72 moléculas de bMPC y 24 moléculas de
DHPC, rodeadas con 7049 moléculas de agua segin el modelo SPC (Simple Point Charge).
Todo el sistema estd inserto en una caja de dimensiones 5,7 x 5,3 x 10,3 nm>, con
condiciones de borde periddico en todas las direcciones del espacio. Cada simulacién del
péptido (1, 2, 3 y 4) fue realizada con un tiempo de al menos 10 ns. EI cilculo de las

trayectorias y posterior analisis fue realizado empleando el programa GROMACS v. 4.0,

La representacion molecular grafica del sistema constituido por la bicapa fosfolipidica,

las moléculas de agua y el péptido MRKDV, fue realizada en nuestro grupo de laboratorio

I

empleando el programa Visual Molecular Dynamics 1.8.7.
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CAPITULO IV

NANOPARTICULAS METALICAS
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IV. NANOPARTICULAS METALICAS

Las metodologias de preparacion de nanoparticulas metdlicas determinan diferencias en

cuanto al tamaiio, forma y estabilidad de la suspension coloidal en el tiempo.
1V.1. Propiedades fisicoguimicas de las nanoparticulas metilicas

Las nanoparticulas de plata fueron obtenidas por reduccion de nitrato de plata con
clorhidrato de hidroxilamina (AghNPs) y citrato trisddico dihidrato (AgcNPs).

La mayor estabilidad de AgcNPs se atribuye a la adsorcion de iones citrato en la
superficie, los que ademds actuarian como un amortiguador de pH. La elevada fuerza idnica
de los iones citrato aumenta notablemente el valor negativo del potencial zeta (£), producto
de la mayor carga negativa en la superficie; se evita de esa forma la aglomeracion de las NPs.
Una desventaja es que el citrato podria actuar como interferente en las mediciones SERS con
mayor efecto a pH 4cidol®), En general, las NPs reducidas con citrato proveen de un medio
adecuado para las experiencias SERS otorgado por las caracteristicas buffer de pH; sin
embargo, el limite inferior de trabajo debe ser a pH 5,5 para no tener problemas de
interferencia por citrato.

Las AghNPs se estabilizan por la adsorcion de iones cloruro en la superficie. Los iones
cloruro no actiian como amortiguador de pH, por lo cual la formacién de dxidos de nitrégeno
podria afectar lentamente el pH de la solucién coloidal®. El exceso de i6n plata en los
reactivos genera 6xido de plata en medio alcalino (el coloide cambia de color café grisdceo a
gris metalico). El material de vidrio se lava con solucidn acida denominada “pirafia”, mezcla
de 4cido sulfiirico concentrado con perdxido de hidrogeno (H,SO4:H;0;, en proporcién 1:1),
para remover los residuos grasos, metdlicos y de iones cloruros; un material mal lavado

tiende a formar cloruro de plata (AgCl) que torna de color blanquecino la solucion
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transparente de nitrato de plata. Por lo tanto, para evitar estos fendmenos es que se agrega
hidroxilamina levemente en exceso y el coloide se lleva a pH 7 al momento de la
preparacion,

Las AghNPs presentan valores negativos de £ menores que AgcNPs, producto de la
menor carga eléctrica de los iones cloruro comparados con los de citrato, lo que sugiere una
mayor facilidad a la aglomeracion de estas NPs y con ello una menor estabilidad en el
tiempo. Pese a ello, este coloide se mantiene estable durante dos meses. La ventaja de este
coloide es que presenta una tinica banda SERS correspondiente a la vibracion Ag-Cl a 247
cm™, Esto se puede explicar por la baja solubilidad de Ag-Cl, evitindose asi las posibles
interferencias de otros compuestos®. En general, las AghNPs reducidas proveen de un
medio adecuado para las experiencias SERS por no tener problemas de interferencia. El

potencial zeta de las AghNPs tiene una media de -50 mV, resultado de 5 determinaciones®®”.

IV.2. Plasmén de superficie de las nanoparticulas metdlicas

A partir del espectro de extincion se puede obtener informacion cualitativa de la
morfologia asociada al plasmdn de superficie; la intensidad de la banda se relaciona
principalmente con la cantidad de NPs. La posicion y el ancho medio de la banda se asocian
al tamafio y distribucion promedio, respectivamente.

En la Figura 15 se muestran los espectros de extincién de soluciones coloidales de
AghNPs y AgcNPs. En el caso de las NPs de Ag, el espectro de extincion de la solucion
coloidal de AghNPs (ver Figura 15A) se caracteriza por un plasmon centrado en 415 nm y un
ancho medio de banda de 180 nm; en cambio, el espectro de extincion de la solucion coloidal
de AgcNPs (ver Figura 15B) se caracteriza por un méximo del plasmoén centrado en 410 nm,

un hombro a 490 nm y un ancho medio de banda de 260 nm. A partir del mayor ancho medio
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de banda en la solucidén coloidal. Se infiere que las AghNPs tienen una mayor distribucion de

tamafios; el tamafio promedio mds probable se encuentra préximo a 50 nml®7 881,

El analisis nos indica que el espectro de AgcNPs tiene un mayor ancho de banda, con un
hombro a longitudes de onda mayores. Este resultado se asocia a una distribucion asimétrica
de tamafios con tendencia a NPs de mayor didmetro. Para ver la distribucion de tamafios se
realizaron las mediciones mediante microscopia SEM (microscopia electrénica de barrido) o

AFM (microscopfa de_fuerza atomica).
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Figura 15. Espectros de extincién de nanoparticulas de plata coloidal a partir de distintos
agentes reductores: A) clorhidrato de hidroxilamina, AghNPs. B) citrato trisédico, AgcNPs.

IV.3. Microscopia de barrido electronico SEM de las nanoparticulas metdlicas

La morfologia de las NPs se puede obtener a partir de la microscopia SEM. En la Figura
16 se muestra la imagen SEM de AghNPs depositadas sobre vidrio; se observa una
morfologia preferencialmente esferoidal para las nanoparticulas las cuales presentan

dizgmetros entre 20 y 80 nm con una media entre 50 y 60 nm. Estos resultados son
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concordantes con los valores publicados para AghNPs®" ¥”- 381 donde los autores obtuvieron
AghNPs esféricas de didametro cercano a 60 nm. En trabajos previos del grupo de
espectroscopia vibracional®”, se determing por andlisis elemental una composicién en plata
metalica de un 99.9 % y formacion de agregados fractales al ser inmovilizadas sobre vidrio.
Estos valores respaldan la informacién obtenida de las suspensiones coloidales para los
plasmones de superficie con una banda asimétrica, y como consecuencia una distribucion

heterogénea de tamafios.

Figura 16. SEM de AghNPs depositadas sobre vidrio.

1V.4. Microscopia de fuerza atomica AFM de las nanoparticulas metdlicas

Las muestras con nanoparticulas de Ag (AghNPs) en solucién fueron analizadas bajo dos
metodologias: A) depdsito sobre vidrio y secado a temperatura ambiente y B) depdsito con
giro (spin coating) sobre mica. En ambos casos se obtiene informacién del tamafio y perfil

topografico de las AghNPs mediante AFM.




IV. NANOPARTICULAS METALICAS Pigina 59

En el primer caso tenemos la representacién topografica de las AghNPs :!depositadas
sobre vidrio que se muestran en la Figura 17 para una zona de registro de 2 x 2 pm. En la
imagen se pued]e observar una morfologia de esferoide irregular, con tendencia a agruparse
en zonas especificas; las AgNPs presentan una amplia distribucion de tamafios COI;'I didmetros
en un rango entre 30 y 180 nm. Se realizé deconvolucidn de la imagen segin parametros
asociados al radio de la punta de AFM (10 nm). Las muestras con;iAghNPs depositadas sobre
vidrio permanecen un tiempo en la solucion, antes del secado e inmovilizacidn; estas
condiciones permiten que las nanoparticulas puedan interactuar con el vidrio, favprcciendo la

agregacion del sistema.
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Figura 17: AFM de AghNPs depositadas sobre vidrio.

En el segundo caso, las muestras coloidales fueron depositadas sobre mica mediante
depdsito con giro (spin coating). Las ventajas de esta metodologia radican en un depésito
uniforme de las nanoparticulas sobre la mica y en un secado rapido, lo que evita una posible
aglomeracion. En la Figura 18 se muestran las representaciones topograficas de las AghNPs
depositadas sobre mica por spin coating empleando AFM. En la Figura 18A se observan
nanoparticulas de Ag distribuidas en toda la zona de muestreo de 25 x 25 pm con una forma
esferoidal. En la Figura 18B se muestran las nanoparticulas de Ag con forma esferoidal para
una zona de muestreo de 4 x 4 um, en una cantidad mucho menor si es comparada con el
caso anterior de deposito sobre vidrio. El secado rapido y la distribucion homogénea de las
AghNPs sobre la mica nos permiten inferir que esta metodologia representa de mejor forma
las caracteristicas de tamafio de las nanoparticulas en la solucion coloidal. En la imagen se
puede observar una morfologia de esferoide irregular, las cuales presentan didmetros en un
rango entre 30 y 200 nm; se eligié una nanoparticula para mostrarla con una representacion
en tres dimensiones. La nanoparticula escogida que se muestra en Figura 18C, tiene una

forma de esferoide irregular con un diametro cercano a 100 nm.
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Figura 18. AFM de AghNPs depositadas sobre mica mediante spin coating. A) zona de
muestreo de 25 x 25 um. B) zona de muestreo 4 x 4 um y deconvolucion de la imagen. C)
digitalizacion en 3D de una nanoparticula de la imagen B.

Estos resultados respaldan la informacioén obtenida para las suspensiones coloidales,
donde a partir de los espectros de extincion se infirié una distribucién simétrica de tamafios.

La AFM de una muestra depositada por spin coating otorga informacion representativa del

tamarnio y perfil topografico de las NPs provenientes de la solucion.
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IV.5. Conclusiones

Las nanoparticulas de plata preparadas a partir de ia reduccion con citrato (AgcNPs)
presentan una mayor distribucion de tamafios en comparacién a las preparadas con.
hidroxilamina (AghNPs).

Las AghNPs presentan formas de esferoide irregular. El tamafio mds probable se
encuentra proximo a 60 nm, lo que fue corroborado por el espectro de extincion y SEM y

AFM. -
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V. AMINOACIDOS CARACTERISTICOS

Los aminodcidos caracteristicos (AA) corresponden a los que constituyen la estructura
del péptido MRKDV (Met, Arg, Lys, Asp, Val) y a los representativos de la estructura de la
proteina con caracteristicas dadas por los residuos en cuanto a polaridad (Cys, Trp, Glu). La
Cys se encuentra localizada cercana a sitios de unién de proteinas. El Trp en sectores que
sufren cambios conformacionales producto de modificaciones del microambiente!®. El Glu
serd utilizado para observar las diferencias respecto del Asp, ambos tienen un residuo
aminoacidico negativo.

La asignacién completa de las bandas de los espectros Raman e IR de los aminodcidos
por separado es fundamental para la interpretacion vibracional de sistemas mas complejos,
como es el caso del péptido MRKDV. Las bandas més importantes en ¢l espectro Raman de
amino4cidos aparecen cercanas a 3000 cm™ y en el rango 400-1800 cm™,

Se realizaron experimentos SERS, empleando soluciones coloidales a pH neutro, para
determinar e identificar la conformacién estructural y orientacion molecular sobre NPs

metdlicas de algunos aminodcidos caracteristicos.
V.1. Valina y triptofano: residuos no polares
V.1.1. Raman e IR de valina

Los espectros Raman e IR de la valina sélida se muestran en la Figura 19. Las bandas son
asignadas segtin trabajos publicados para valina y moléculas afines!®™ %92,

En el espectro Raman se observa la banda a 1352 cm™ asociada a una deformacion CH;
del grupo isopropilo, caracteristico del residuo de valina. Ademsds, se observa bandas a 2983,

2945, 2908 y 2880 em™ asociadas al estiramiento CH alifético. Seflales a 1620, y 1585 cm’!
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que podrian ser atribuidas al estiramiento asimétrico del COO". La banda a 1455 cm™
corresponde a la deformacion asimétrica del CH,. Las sefiales a 1424 y 1396 cm’
corresponden a Ideformaciones simétricas del CH;. La banda a 1352 cm™ es la més intensa en
el grupo de bandas en el rango 1310-1360 cm™’, las que son asignadas a deformaciones CHs.
Los modos simétricos de deformaci6n del grupo COO™ también se esperan en csa regién. La
seffal a 1270 cm™ se asocia al modo SCH. Bandas entre 1100 y 1200 cm™ son principalmente
modos tNH;". Las vibraciones de estiramiento del esqueleto alifitico (VCN y vCC) se
observan en la regién 860-1100 cm™ y el modo vC-COO" se espera alrededor de 950 cm™.

Las bandas a 775 y 538 cm™' corresponden a los modos COO" y pCOO".
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Figura 19. Espectros vibracionales de valina (A) infrarrojo y (B) Raman.
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V.1.2. Raman e IR de triptofano

Se ha incluido el Trp en el estudio espectral, pese a no pertenecer a la secuencia
MRKDV. En las proteinas ¢l Trp se encuentra en sectores que sufren cambios
conformacionales producto de modificaciones del microambiente, por lo cual se considera un

marcador intrinseco de la naturaleza hidrofdbica o hidrofilica de regiones especificas.

El espectro Raman del triptofano sélido se muestra en la Figura 20. La asignacién de
frecuencias fue realizada con datos publicados para moléculas relacionadas®®]

[69, 96, 97

triptofanc' y frecuencias de grupos caracterfsticos’®® ®'). El espectro muestra los

modos de estiramiento vNH del indol a 3402 cm™, y las vibraciones arométicas y alifiticas
VCH sobre y bajo 3000 cm™, respectivamente. Las bandas més relevantes del fragmento
inddlico se observan a 1121, 1010, 875 y 597 cm! asociadas a deformaciones NH acopladas
a vibraciones de deformacion del anillo. Tres bandas débiles a 1233, 1208 y 1163 cm™ sonen
su mayoria vibraciones 3CH del fragmento indélico. Las bandas intensas a 1426 y 1358 c¢m’

son atribuidas a modos vCOO’, mientras que la banda a 1559 cm™ corresponde a

deformaciones de la especie NH;". Las sefiales débiles a 1312 y 1339 cm™ son asignadas a
deformaciones CH, alifiticas. La banda a 756 cm™ corresponde al modo de respiracion del

anillo pirrdlico que se desplaza a menor frecuencia al estar en presencia de un medio iénico.
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Figura 20. Espectros vibracionales de triptofano (A) infrarrojo y (B) Raman.

V.1.3. SERS de triptofano

Se utilizé el Trp en solucién coloidal a una concentracién final de 10° M, mediante la
metodologia descrita por Leyton y col®! y adaptada al sistema de medicion del laboratorio
(método A).

Se obtuvo una gran diversidad de espectros SERS de triptofano para las distintas NPs, lo
que esté asociado a la existencia de conférmeros y/o distintas conformaciones del analito
sobre las NPs metdlicas. Se optd por las AghNPs porque inducen mayor intensidad SERS,
presentan distribucién uniforme de tamafios y ausencia de interferentes. En la bisqueda de
espectros SERS reproducibles, se probé la dependencia del tiempo de interaccién de la
solucién Trp-AghNPs en un periodo entre 0,5 y 72 horas. Después de 3 horas las diferencias
en los espectros SERS disminuyen sustancialmente respecto a los obtenidos a 0,5 horas. A

las 12 hrs se obtiene un espectro reproducible.
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En la Figura 21 se muestra las diferencias en los espectros SERS a 0,5 horas, las que se
asocian a las diferentes conformaciones y orientaciones del Trp sobre la superficie. Esto se
infiere del comIlJortami'ento espectral de la banda de amida II a 1548 cm’ (Figura 27A) que
cambia drésticamente en intensidad en la seric de espectros. En el espectro C la presencia de
bandas a 1619, 1389 y 1485 em” asociadas al modo vCOQ', y la banda a 1526 cm que
corresponde al modo 8NHj, sugieren que la interaccién Trp-AgNPs ocurre por fos grupos
carboxilato y amino,_respectivamente. Las variaciones en intensidad y frecuencia de estas
sefiales indican que el Trp interactia con la superficie adoptando diferentes conformaciones y
orientaciones. Los modos aliféticos vCH; y 3CH; alrededor de 2930y 1360 cm’! muestran un
comportamiento espectral aleatorio, observandose con cambios de intensidad SERS pero con

una frecuencia similar a la registrada en el espectro Raman.

En la Figura 22 se muestra el espectro con un tiempo de 12 horas, obteniéndose un perfil
espectral reproducible que representa la conformaci6n mas estable sobre la superficie de Ag
en las condiciones experimentales descritas. Se observa la vibracion a 915 cmasociada a
estiramientos C-COQ'". Las sefiales a 1619 y 1472 cm’! representan vibraciones vCOO". La
banda a 1515 cm™ corresponde al modo §NH;'. Bandas a 1365 y 1230 cm” contienen
vibraciones CH acopladas a CN. Los modos vCN y vCO se esperan en la region entre 1200 y
1100 cm™. La region espectral entre 650 y 490 cm’' presenta las vibraciones del esqueleto
aminoacidico. Se observa una banda débil en torno a 1000 cm’ asignada a la vibracién
simétrica del anillo bencénico (modo de respiracion). La sefial a 760 cm’! se asocia al modo
de respiracidn del grupo pirrélico y se observa con baja intensidad. Bandas entre 750 y 400
cm’ podrian estar relacionadas con vibraciones que involucran a los grupos CO, esqueleto

del anillo y COO'". Las bandas asignadas al fragmento aromdtico se presentan con baja
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intensidad, lo que se representa en una interaccion débil entre el fragmento molecular y la
superficie metdlica. Asi, este fragmento molecular estd oricntado hacia la superficie,
levemente alejado y con un cierto grado de inclinacién. Por otra parte, el aminodcido estd
interactuando con la superficic a través de los grupos COO™ y NH;*, A las 72 horas se
obtuvieron espectros similares, sin embargo en ellos no sc observan bandas evidentes,
sugiriendo que la naturaleza de la interaccién Trp-AghNPs se modifica drasticamente en este
intervalo de tiempo. En resumen, a medida que aumenta el tiempo de interaccién es posible
obtener una menor diversidad de espectros SERS, lo cual permite inferir la tendencia hacia
un solo tipo de conformacién de Trp interactuando con AghNPs, la conformacién mas

estable con un tiempo de interaccion de 12 hrs.
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Figura 21. Espectros SERS de Trp con agregados de AghNPs depositados en medio acuoso
con un tiempo de interaccién de 0,5 hrs. Se muestran espectros representativos en distintos
zonas de la muestra (A-E). Se utilizo la linea de excitacion laser de 514,5 nm.
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Figura 22. Espectros SERS de Trp con agregados de AghNPs depositados en medio acuoso
con un tiempo de interaccion de 12 hrs. Se utilizé la linea de excitacién ldser de 514,5 nm.

V.1.4. Cdlculos EHT y MM de triptofano sobre superficie de Ag

Para complementar la informacién obtenida en el estudio SERS de Tip, se utilizaron
cdlculos tedricos empleando el método Hiickel extendido (EHT) y mecdnica molecular
(MM). Los fundamentos, metodologia y las estructuras optimizadas se muestran en el
ANEXO 2 (Pégina 150). Sobre ese fundamento se calcula la conformacion electronica de
minima energia para el aminoacido aislado y luego interactuando con la superficie de plata.
Asi se obtiene informacidn sobre la orientacién preferencial, la distancia y el tipo de
interaccidn entre el analito y el sustrato. El procedimiento consiste en colocar una molécula
de aminodcido alejada de la superficie, en distintas posiciones iniciales, para luego tender a la
conformacién més estable; para todos los casos el sistema converge a la misma conformacion
molecular. En la Figura 23 se observa la conformacion més estable del Trp sobre el cluster de

Ag. El grupo inddlico se encuentra cercano y orientado en forma oblicua a la superficie. En el
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Trp el LUMO (orbital molecular desocupado de menor energia) se localiza en el grupo
carboxilato y los LUMO+1 y LUMO+2 son localizados en el anillo bencénico del grupo
inddlico, lo cual permite inferir acerca de la conformacion y distancias de los dtomos de Trp
a la superficie de Ag. Esto concuerda con los resultados SERS obtenidos para Trp con

AghNPs.

Figura 23. Geometria optimizada de triptofano .sobre superficie de Ag plana. Los atomos de
C, H, N, O y Ag son representados con los colores verde, blanco, azul, rojo y gris,
respectivamente.

La resonancia entre la energia laser de la fuente de excitacion y la del plasmon de
superficie es la base para la amplificacion de sefiales vibracionales mediante el mecanismo
EM. La morfologia de las NPs genera rugosidad a escala nanométrica, existiendo zonas con
alta densidad de campo eléctrico.

En nuestro grupo de laboratorio se probo el modelo molecular para la interaccion de
pireno y nanotubos de carbono sobre una superficie de Ag plana y en otra con
inhomogeneidadesigg]; la superficie se mantiene fija en la optimizacion de la geometria de los
analitos. En esa perspectiva, se realizé el calculo tedrico para el triptofano interactuando con
una superficie de plata no homogénea; en la Figura 24 se observa la orientacion mas estable

del Trp sobre esa superficie. Este resultado indica la orientacion preferencial del anillo
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aromatico del residuo de Trp donde el grupo indélico se encuentra cercano y coplanar con la
superficie. En este caso, los grupos ca:rboxiilato y amino interactian con la plata en una
posicion diferente, comparado con la superficie plana de Ag, por lo cual ya no restringen la
interaccion del anillo aromadtico, adoptando la forma coplanar sobre la superficie. Estos
resultados se relacionan con Ia necesidad del tiempo de interaccion con la superficie para que

el analito pueda adoptar la conformacion, configuracion y orientacion mas estable.

Figura 24. (A) Geometria optimizada de triptofano sobre superficie de Ag no homogénea; los
atomos de C, H, N, O y Ag son representados con los colores verde, blanco, azul, rojo y gris,
respectivamente.

V.2. Metionina y cisteina: residuos con azufre
V.2.1. Raman e IR de metionina

Los espectros Raman e IR de cisteina en estado sélido se muestran en la Figura 25. Las
bandas son asignadas mediante trabajos publicados para aminodcidos y moléculas afinest®* ¢
9191 Se han identificado bandas caracteristicas de baja intensidad en las regiones espectrales
1650-1590 cm™ (deformaciones asimétricas NH;), 1600-1550 cm™ (estiramiento asimétrico

COO0"), 1530-1490 cm” (deformaciones simétricas NH;"), 1425-1393 em” (estiramiento

simétrico COO") y 1340-1315 cm’! (deformacion CH). Tres bandas alrededor de 700 cm’
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(720, 682 y 643 cm™) han sido asignadas a estiramientos CS correspondientes a rotimeros.
La banda a 2550 cm™’ (vSH) no se observa como en el caso de Cys. Se observa un grupo de
bandas superpulestas debidas a vibraciones vCH entre 3000 y 2850 ct’'. Bandas de
estiramiento NH; en aminas primarias se encuentran entre 3400 y 3330 cm’™.

Bandas caracteristicas a 953 y 874 cm” son asignadas a los modos de estiramiento C-CN
y C-COO". Bandas asociadas a los modos rCH, y tCHz se encuentran alrededor de 764 cm™.
En la parte inferior del espectro, la deformacion fuera de plano CO (bending) se identifica en
la region 600-650 cm™. Por otra parte, bandas débiles de deformaciones NCCO y NCC se

observan a 542 y 413 cm’, respectivamente.
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Figura 25. Espectros vibracionales de cristales de metionina: (A) infrarrojo y (B) Raman.

V.2.2. SERS de metionina

Se utilizé Met con solucion coloidal a una concentracion final de 10 M. Empleando el

método A, sistera de medicién SERS para agregados en solucién, no existe una dependencia
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clara del tiempo de interaccién Met-AgNPs para la obtencién de espectros SERS

reproducibles.

I
1

En la Figura 26 se muestran los espectros SERS de metionina mas representativos con un

tiempo de interaccién de 3 horas; los perfiles espectrales mantienen sefiales en comin con

divergencias en las intensidades relativas de algunas bandas. En la Figura 26C se observa la

intensificacién de la banda cercana a 670 cm™ que corresponde a la vibracién vCS. Una

banda intensa se observa a 1420 cm™’, asociada a la vibracién vCOO, la cual permite inferir

1a fuerte interaccion entre el COO y la superficie metélica. Esta interaccion se apoya en la

presencia de una banda en torno a 910 cm” asociada a un estiramiento vC-COO'. En general,

la reproducibilidad de los espectros SERS de Met no depende tnicamente del tiempo de

interaccion.
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Figura 26. Espectros SERS de metionina con agregados de AghNPs mds representativos (A-
D). La mezcla de metionina con NPs se depositd sobre una placa de cuarzo después de 3 hrs
de interaccion. Se utilizé un lente 50X con una linea de excitacion laser de 514,5 nm.
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V.2.3. Raman e IR de cisteina

Los espectros Raman e IR de cisteina en estado sélido se muestran en la Figura 27. Las

bandas son asignadas mediante trabajos publicados para aminoacidos y moléculas afines!'!> &

90,91)

Se ha identificado bandas caracteristicas de baja intensidad en las regiones espectrales
1665-1585 cm™ (deformaciones asimétricas NHs), 1605-1555 cm™ (estiramiento asimétrico
CO0"), 1530-1450 cm” (deformaciones simétricas NH;"), 1425-1393 cm’ (estiramiento
simétrico vCOO") y 1340-1315 cm” (deformacién CH). Dos bandas 690 y 639 cm™, han sido
asignadas a estiramicentos vCS correspondientes a rotdmeros, mientras que una banda muy
fuerte entre 2590 y 2550 cm™ se atribuye al estiramiento SH. La banda a 515 em™ de
estiramiento S-S no estaria presente, la cual se asocia a la formacidn por puente disulfuro de
la especie dimérica (dipéptido cistina). Se observa un grupo de bandas superpuestas debidas a
vibraciones CH entre 3000 y 2850 cm™. Bandas de estiramiento NH; en aminas primarias se

encuentran entre 3400 y 3330 cm™', Una banda débil y ancha en torno a 3100 cm™ se ha

asignado a estiramientos NH;".

Bandas caracteristicas entre 950 y 850 cm”™’ son asignadas a los modos de estiramiento
C-CN y C-COO'". Una banda alrededor de 1100 cm” se asigna a un modo de estiramiento
asimétrico C-CN. Bandas asociadas a modos rCH, y tCH; se encuentran alrededor de 780 y
el ®CH; a 1300 cm™’. Una banda alrededor de 1430 cm™' se asigna a la deformacién CHa.
Ademads, dos bandas a 1400 y 1345 cm’, se asignan a un estiramiento simétrico del COO"y a
la deformacién CgH, respectivamente. En la parte inferior del espectro, la deformacion fuera
de plano CO se identifica en la region 600-650 cm’’. Por otra parte, bandas débiles de

deformaciones NCCO y CCC se observan a 535 y 442 cm’, respectivamente.




V. AMINOACIPOS CARACTERISTICOS Pagina 76

Intensidad

[ ' 13 ¥ 4 il 13 ¥ 1 1 T H ] v ¥
400 800 1200 1600 2000 2400 2800 3200
Namero de ondas/ {:m'l

Figura 27. Espectros vibracionales de cristales de cisteina: (A) infrarrojo y (B) Raman.

V.2.4. SERS de cisteina

En base a las experiencias SERS con los aminodcidos, se utilizd la Cys con solucion
coloidal de Ag a una concentracion final de 10" M. En este caso, no existe una dependencia
del tiempo de interaccién de la solucién Cys-NPs para la obtencion de espectros SERS
reproducibles.

La banda Raman a 2554 cm™ asociada a una vibracion vSH estd presente con una
intensidad muy débil. Adicionalmente, se intensifica la vibracion asimétrica vCS que aparece
a 667 cm’. En el rango espectral aparecen dos bandas débiles a 524 y 474 cm”! asociadas a
dos rotdmeros conformacionales de Cys.

Una banda intensa se observa a 1402 cm™!, asociada a la vibraciéon vCOO', la cual
permite inferir la fierte interaccién entre el COO" y la superficie metdlica. Esta interaccion se
apoya en la presencia de una banda intensa a 903 em’’ asociada a un estiramiento C-COO" y a

la banda a 2928 cm™ pertencciente al estiramiento alifatico CiH. Las bandas a 3158 y 1058
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cm ! se asignan a los modos de estiramiento NH;" y Co—N, lo cual permite inferir la

interaccién del grupo amino con la superficie metdlica.
V.3. Lisina y arginina: residuos con grupos profonados
V.3.1. Raman e IR de lisina

Los espectros Raman e IR de la lisina en estado sélido se muestran en la Figura 28. Las
bandas son asignadas sobre la base de los trabajos publicados para moléculas relacionadas®®”

100] y frecuencias de grupos caracteristicos

{90}

Una banda alrededor de 3160 cm™ perteneciente a los estiramientos o- y &-NH; se
observa mejor en el espectro IR. El espectro Raman muestra el grupo caracteristico del
estiramiento de CH alifaticos a 2987, 2946, 2928 y 2869 cm™. Bandas a 1621 y 1576 cm”
podrian ser atribuidas al estiramiento asimétrico del grupo COO". Cinco bandas desde 1480 a
1421 cm™, con un méximo en 1448 cm’, se asignan a las deformaciones del NH,*. La banda
asimeétrica a 1323 cm™' es la mas intensa en el grupo de lineas en el rango 1306-1360 cm™,
que son asignadas a deformaciones NH; y CHa acopladas al modo tCHi. El hecho de
observar varias bandas en esas regiones podria estar asociado a la coexistencia de diferentes
conférmeros de cadena alifitica. Los modos simétricos vCOO' también se esperan en esa
region. Bandas entre 1100 y 1250 cm! son en su mayoria modos tNH,. Las vibraciones de
estiramiento del esqueleto alifatico (vCN y vCC) se observan en la region 860-1100 cm” yel
modo vC-COO" se espera alrededor de 930 em'. Tres bandas bajo 800 cm™, observadas a
705, 550 y 473 cm’, podrian ser asignadas a diferentes modos de deformacion del grupo

COO'.
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Figura 28. Espectros de lisina (A) infrarrojo y (B) Raman.

V.3.2. SERS de lisina

Sobre Ia base de los datos SERS con Trp, se utilizo la solucion coloidal con Lys a una
concentracién final de 10° M. Se optd por las AghNPs y se estudié la dependencia del
tiempo de interaccién de la solucién Lys-AghNPs en un perfodo entre 0,5 y 12 hrs (método
A). Se obtuvo una gran diversidad de espectros SERS con cambios de intensidad y frecuencia
de las bandas més intensas en torno a 1600, 1540, 1500 y 1430 cm’!, correspondientes a
vibraciones de las especies COO” y NH;". Estos cambios espectrales nos permiten inferir que
la interaccién ocurre a través de estos grupos funcionales, adoptando la Lys distintas
conformaciones y orientaciones sobre la superficie metalica.

En la Figura 29 se muestran los espectros SERS de Lys mds representativos con un
tiempo de interaccién de 12 horas. Existen diferencias espectrales respecto a la experiencia a
1 hora, sin embargo la tendencia de la interaccién por los grupos carboxilato y amino se

mantiene con algunas diferencias. En la Figura 29C la aparicion de bandas intensas a 1115y
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1545 c¢m™ soportan la idea de la interaccién que involucra a los fragmentos amino y
carboxilato. Esto se corrobora por la presencia de varias bandas en la regién 800-1050 em™,
asociadas a las vibraciones del grupo C-COO". Las diferencias en frecuencia estdn asociadas
)

a cambios conformacionales. Las vibraciones CH, en el rango de 1400 a 1300 cm’ también
cambian en intensidad y frecuencia, infiriendo que el fragmento alifatico es sensibie al efecto
de la superficie metalica. Los modos rNH; y tNH, muestran bandas cercanas a 1250 cm™
atribuibles al grupo NH,*. La banda préxima a 1020 cm’!, que se asocia a los modos vCC y
vCN, cambia drasticamente en intensidad y ancho medio de banda, lo que apoyaria la idea de
diferentes conférmeros alifaticos presentes en los distintos espectros SERS. La regidn
espectral de 650 a 400 cm", asociada a las vibraciones de esqueleto, también presenta
diferencias en frecuencia.

En resumen, a medida que aumenta el tiempo de interaccién es posible obtener una
menor cantidad de espectros SERS, lo cual permite inferir la tendencia hacia conformaciones

preferenciales de Lys interactuando con AghNPs. No se puede obtener una tnica

conformacion del aminoécido sobre la superficie metélica con esta metodologfa.
V.3.3. Cdlculos EHT y MM de lisina sobre superficie de piata

Para complementar la informacién obtenida en el SERS de Lys se realizaron célculos
tedricos empleando EHT del aminodcido aislado e interactuando con la superficie de plata.
Los fundamentos, metodologia y las estructuras optimizadas se muestran en el ANEXO 2
(Pagina 150).

En la Figura 30 se observa la geometrfa éptima y orientacion mds estable de Lys sobre la
superficie de Ag donde los grupos a y €-amino se encuentran cercanos y orientados a la

superficie. El dtomo de nitrogeno y los de hidrégeno del u-NH;" se encuentran a 2,9 y 3,4 A,
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respectivamente. La interaccion de Lys con Ag seria a través de pérdida y ganancia
electronica simultanea en diferentes zonas de la molécula, lo cual nos hace suponer que este
aminoacido puede adoptar facilmente diversas conformaciones sobre la superficie. Esto

concuerda con los resultados SERS obtenidos para Lys con AghNPs.
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Figura 29. Espectros SERS de lisina con agregados de AghNPs mas representativos (A-D).
La mezcla de lisina con NPs se deposito sobre una placa de cuarzo después de 12 hrs de
‘ interaccion. Se utilizoé un lente 50X con una linea de excitacion laser de 514.5 nm.

= =
g > -
e oK g

18 Y #)

Figura 30. Geometria optimizada de lisina sobre superficie de Ag. Los atomos de C, H, N, O

y Ag son representados con los colores verde, blanco, azul, rojo y gris, respectivamente.




V. AMINOACIDOS CARACTERISTICOS Pagina 81

V.3.4. Raman e IR de arginina

Los espectros Raman e IR del sdlido de arginina se muestran en la Figura 31. El analisis

espectral fue realizado sobre la base de resultados publicados para diversos aminodcidost™

101-103) {89, 104-106]

incluyendo Arg y frecuencias de grupos caracteristicos™. El anélisis
espectral considera la asignacion mds recurrente propuesta por diferentes autores. Los modos
scissNH; (tijercteo) aparecen en la regién 1638-1574 cm™' con fuerte intensidad en IR a 1586

! ¢ intensidad relativa débil en Raman, Bandas caracteristicas IR bajo 1700 cm™ son

cm’
asociadas con los modos de estiramiento asimétrico del COQ" y deformaciones de los grupos
NH:; v NH;*. Las deformaciones CH; se muestran mds intensas en Raman que en IR. Al
menos tres vibraciones de estiramiento CN (vC=N y vC-N) se esperan en el espectro IR en
las regiones 1652-1693 (vC=N), 1618-1663 (vC=N) y 1176-1183 (vC-N) cm™. Ademds, la
deformacién asimétrica del NH," se puede encontrar cercana a 1600 cm™', mientras que los
modos simétricos se encuentran en torno a 1530 cm™. Estas bandas son anchas e intensas. El
modo rNH;" (balanceo) se observa alrededor de 1135 cm™. En los espectros IR y Raman, las
bandas en el rango 1049-1096 cm™ son asignadas a VCN. La banda Raman de intensidad
media a 1045 cm™ se asigna a @NIHs"; la sefial correspondiente en el IR se observa con
intensidad media. La banda mds intensa en Raman se observa a 970 cm™ y corresponde al
modo pCHj;. Los modos vC-C, de intensidad media en IR y débil en Raman, se esperan en el
rango espectral 1000-800 cm™. Los modos @NH y tNH son localizados en el rango espectral
850-720 em™. Los modos rCH; se consideran por debajo de este rango (760-712 cm™). Las

deformaciones de la especie COO" y el modo @COO" se han asignado cercanas a 670 cm™,

Cercano a 570 cm™ se encuentra el modo pCOO". Bandas Raman asociadas con vibraciones
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de deformacién NH; se observan en la region 480-595 em™, La fuerte absorcién a 1046 cm’!

y las bandas medias y débiles a 1523, 847 y 793 cm’! se atribuyen al fragmento guanidinio.
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Figura 31. Espectros vibracionales de cristales de arginina: (A) infrarrojo y (B) Raman.

V.3.5. SERS de arginina

La reproducibilidad de los espectros SERS de los aminodcidos anteriormente descritos
no siempre depende del tiempo de interaccién. En el caso de la arginina fue preciso buscar
otras condiciones para obtener un espectro SERS reproducible.

Se utilizé Arg con NPs en solucién coloidal a una concentracion final de 10" M, optando
por AghNPs. En este caso, se probd el sistema de medicién SERS en solucion (método C). Se
utilizaron diferentes lineas l4ser con una mayor amplificacién para 632,8 nm, En estas
condiciones no es posible obtener un espectro SERS idéntico, sin embargo se observan

bandas caracteristicas con cambio en las intensidades relativas que nos permite inferir la
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coexistencia de conformaciones preferenciales del aminoécido interactuando con AghNPs

(ver Figura 32).
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Figura 32. Espectros SERS de arginina con agregados de AghNPs en solucion. A y B
corresponden a los espectros més representativos. Se utilizé un lente 50X con una Iinea de
excitacién laser de 632,8 nm.

Se encontrd reproducibilidad cuando una alicuota de solucién de arginina se seca sobre la
placa de cuarzo, formando una pelicula de aminodcido y sobre ella se adiciona la solucion
coloidal; esto permite la formacién de agregados Arg-AghNPs en solucién (método B),
considerando un tiempo de 0,5 hrs en la solucidn.

En la Figura 33 se muestran los espectros Raman y SERS de la arginina. Los espectros
muestran un perfil similar, con divergencias particulares y definidas. Las diferencias de
intensidad relativa y frecuencias se asocian a grupos funcionales interactuando con la
superficie metdlica; este es el caso del grupo guanidinio cuyas bandas se observan en el rango

1100-950 cm'. Estas bandas permiten inferir sobre la cercania del guanidinio a la superficie
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metélica, la cual es verificada por las bandas asociadas a la interaccion del grupo amino y
carboxilato. El analisis de las bandas SERS de Arg se apoya en la asignacion de diversos
aminodcidos. LF;L banda intensa a 1088 cm’, y otras débiles a 839 y 781 cm™, se asocian a
deformaciones del grupo guanidinio (NH;/NH{'). Las bandas a 1653, 1569, 1444 y 1163 cm™

pertenecen a diferentes modos de deformacion que involucran al enlace NH.

Intensidad Raman
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Figura 33. Espectros vibracionales de arginina: (A) Raman de los cristales y (B) SERS con
agregados de AghNPs en solucién. Se utilizé el lente 50 X y la linea de excitacion ldser 632,8
nm.

La presencia de la banda de intensidad media/fuerte a 1444 cm™, asociada a la vibracion
SNH del grupo guanidinio, permite inferir que el NH estd cercano a la superficie del metal.
Las bandas débiles a 1653, 1569 y 1163 cm™ son asignadas a los grupos terminales de la
arginina, es decir, al fragmento amino y carboxilato. Las vibraciones de la cadena alifética se

asocian a las bandas de intensidad media a 1479, 1355, 1325, 993, 978, 934 y 891 cm’. La

intensificacion relativa de la banda Raman a 1327 cm”, asignada a wCH, y la disminucion
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relativa de 1a 971 cm’™, atribuida a pCH,, sugieren una orientacion perpendicular de la cadena
alifatica sobre la superficie metalica. Finalmente, las bandas débiles a 1412, 665 y 611 cm’,
y un conjunto d? multiples bandas a 535 cm’, se asocian a diferentes vibraciones del grupo
COO". En base a la interpretacidn espectral es posible proponer que el fragmento guanidinio
dirige y determina la orientacién del aminodcido sobre la superficie metalica. La proposicion

es concordante con los resultados obtenidos por Di Costanzo y coll17] quienes describen la

estereoquimica de la interaccién guanidinio-metal para moléculas pequeiias y proteinas.
V:3.6. Cdlculos EHT y MM de arginina sobre superficie de Ag

Para complementar la informacién obtenida en el SERS de Arg, se utilizaron cilculos
EHT y MM. Sobre esa base se determina la conformacién més estable de la Arg aislada y
luego interactuando con la superficie de plata, obteniéndose informacidn sobre la orientacion
preferencial, la distancia y el tipo de interaccién entre ambos sistemas.

En la Figura 34 se observa la geometria dptima u orientacién mds estable de Arg sobre la
superficie de Ag donde el guanidinio se encuentra perpendicular a la superficie; los dos
nitrégenos estdn entre 3,2 y 3,4 A dela superficie. No existe solapamiento entre los orbitales
moleculares T de la Arg y los orbitales de la superficie de Ag, indicando que la interaccion
serfa de tipo electrostitica. Esto concuerda con los resultados SERS obtenidos para Arg con

AghNPs.
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Figura 34. Geometria optimizada de arginina sobre superficie de Ag. Los atomos de C, H, N,
O y Ag son representados con los colores verde, blanco, azul, rojo y gris, respectivamente.

En todas las experiencias SERS, el grupo guanidinio (carga +1) interactia con las
AghNPs, por lo cual una mayor carga negativa en el entorno de las NPs podria favorecer
dicha interaccion. En ese sentido, la carga superficial de las NPs se podria relacionar con el
potencial zeta de las NPs en solucion. Por otra parte, la arginina es uno de los aminoacidos
mas hidrofilicos, con una gran tendencia a permanecer en la solucién y a alejarse de la
superficie metalica. Esta consideracion podria estar asociada a los diversos espectros SERS
de arginina en solucion cuando utilizamos el método A, pese a considerar el tiempo de

interaccion. Esta situacion la observamos también en el caso de la Lys.
V.4. Acido aspirtico y dcido glutdmico: residuos con carga negativa
V.4.1. Raman e IR de dacido aspdrtico

Los espectros Raman e IR del 4cido aspértico en estado s6lido se muestran en la Figura

35. Las bandas son asignadas segtn los trabajos publicados para moléculas afines!®%: % 108 101

y frecuencias de grupos caracteristicos'™ !,

En el espectro Raman se observan bandas a 1690 y 1417 cm™ correspondientes a los

modos de estiramiento simétrico COO” y asimétrico CO". Las bandas a 991 y 937 cm™
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estarfan asociadas a los modos de estiramiento C-COO". Ademds, las bandas a 1083 y 870
e estarfan relacionadas con deformaciones C-COO". Las sefiales a 1337 y 1308 cm” se

asocian con defqrmaciones scissCH; y wCH,.

Se observan bandas a 2983 y 2957 cm’! ésignadas al estiramiento de carbonos aliféticos.
Bandas a 1620 y 1424 cm” poélrian ser atribuidas a un grupo de estiramiento asimétrico del
COO'. La sefial a 1362 cm™ es la mds intensa en el grupo de bandas en el rango 1310-1360
cm”™, que son asignadas a deformaciones NH; y CHa, lo que podifa estar asociado a la
coexistencia de diferentes conférmeros de cadena alifatica. Los modos simétricos vCOO
también se espe;an en esa regién, Bandas entre 1100 y 1250 em’! son en su mayorfa modos
{NH,. Las vibraciones de estiramicnto del esqueleto alifitico (vCN y vCC) se observan en la

regién 860-1100 cm™ y el modo vC-COO" sc espera alrededor de 940 cm’. La sefiales a 777

y 551 cm’ corresponden a los modos 8COO™ y pCOO", respectivamente.
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Figura 35. Espectros vibracionales de dcido aspértico (A) infrarrojo y (B) Raman.
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V.4.2. SERS de dcido aspdrtico

En la Figura 36 se muestra el espectro SERS de écido aspértico donde se pueden
observar un conjunto de bandas que pueden ser asignadas a distintos modos vibracionales
correspondientes al grupo carboxilato; sobre esa base se puede inferir una interaccion entre
este grupo y la superficie metalica. La banda intensa observada en el espectro a 1372 cm™ es
asignada al modo v{COO" y el correspondiente modo stretching asimétrico a la banda a 1614
cm™. -

Las bandas ubicadas a 755 y 920 cm™' corresponden a los modos 8COO" y vC-COO,
respectivamente. La banda intensa ubicada a 806 cm’! corresponde a un tNH;', la banda
ubicada a 1180 cm™ al modo pNH;' y la observada a 523 em” al modo de T™NHs3*, Los
modos de deformacién simétrico y asimétrico para el grupo amino se observan con una debil

intensidad a 1552 y 1584 cm™, respectivamente. La banda ubicada a 437 cm” de mediana

intensidad es asignada a una deformacion del fragmento C-C-C.
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Figura 36. Espectro SERS de 4cido aspartico con agregados de AghNPs. Se utilizo la linea de
excitacion léser de 632,8 nm.
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V.4.3. Raman e IR de dcido glutamico

Los espectros Raman e IR del 4cido glutdmico en estado sélido se muestran en la Figura

37. Las bandas son asignadas siguiendo los trabajos publicados para moléculas afines!® %

y frecuencias de fragmentos caracteristicos”" *'J,

En el espectro Raman se observan bandas a 1660 y 1408 cm” correspondientes a los
modos de estiramiento simétrico COO y asimétrico CO". Las bandas a 970 y 920 cm™
estarian asociadas a los modos de estiramiento C-COO". Ademﬁés, las bandas a 1088 y 867
cm’! estarfan relacionadas con estiramientos C-N y C-C, y deformaciones CH.

Se observan bandas a 2994 y 2939 cm™ asociadas al estiramiento de carbonos aliféticos.
Las sefiales a 1351 y 1311 cm’™ son asignadas a deformaciones NH; y CH,. Las vibraciones
de estiramiento del esqueleto alifitico (vCC) se observan en la region 860-1100 cm™. La
sefiales a 762 y 538 cm’! corresponden a los modos 5COO" y :!pCOO', respectivamente. La

banda a 1128 cm™! corresponde a una deformacién NH;'.
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Figura 37. Espectros vibracionales de dcido glutdmico (A) infrarrojo y (B) Raman.
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V.4.4. SERS del dcido glutdmico

En la Figura 38 se muestra el espectro SERS del dcido glutdmico. En el espectro SERS
de este aminodcido se observa una banda intensa a 1548 cm™ la que puede ser asignada al
modo 8,NH;". El modo de deformacion asimétrico se observa a 1589 cm’'. La banda a 799
cm’! corresponde al modo fNH;". Las bandas asociadas al grupo carboxilo se observan a

1375 y 1636 cm’* para los modos de estiramiento simétrico y asimétrico, respectivamente.

Se observan en el espectro diversas bandas asignadas a modos vibracionales del grupo
CHj,. Las bandas cerca de 1200 cm™ corresponden a modos vibracionales rCH;. La banda a

! corresponde al modo de

978 cm™ es asignada al modo pCH,, la ubicada a 1289 cm’
deformacién CH,, la banda a 1339 cm’' al modo @CH, y la banda a 1429 cm’! corresponde a
un modo de deformacion del grupo CH,. La banda intensa a 1086 cm’! es asignada al modo

v,C-N. Las bandas ubicadas a 382 y 465 cm™" corresponden a deformaciones del fragmento

C-C-C.
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Figura 38. Espectro SERS de muestra seca de acido glutdmico cubierta con NPs de plata
reducidas con hidroxilamina. Linea ldser de excitacion 632,8 nm,
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La irreproducibilidad de espectros SERS en el caso de algunos aminodcidos, sugiere
considerar la variable tiempo para verificar una tnica interaccién de estas biomoléculas con
la superficie metilica. La naturaleza de los aminodcidos en solucién induce un

I
desplazamiento de cargas en la interfase analito-superficie necesario para acercarse a la
nanoparticula de Ag. La movilidad de estos iones estaria asociada a la interaccion favorable o
desfavorable del residuo aminoacidico, proceso que conlleva un tiempo de acomodacién para
interactuar eficientemente con la superficie. Entonces, la afinidad del aminoacido por la
superficie de Ag estarfa condicionada inicialmente por las caracteristicas de carga superficial

preferentemente negativa sobre las nanoparticulas.
V.5. Conclusiones

Las nanoparticulas de plata reducidas con hidroxilamina (AghNPs) ofrecen buena
amplificacién de la sefial Raman de los aminogcidos, con una mejor respuesta usando la linea
de excitacion laser 514,5 nm. La interaccién de los aminodcidos con las AghNPs estd dada
por los grupos amino y carboxilato, variando la orientacién y preferencia en funcion de la
afinidad del residuo aminoacidico por la superficie metalica.

Los aminoécidos con residuos no polares, Val y Trp, tienen afinidad por las AghNPs. En
el caso del Trp, el tiempo de interaccién con la plata es fundamental para obtener un espectro
SERS reproducible y consecuentemente una orientacién preferencial; el grupo pirrolico se
encuentra en forma inclinada sobre la superficie metalica.

Para los aminoacidos con azufre, Met y Cys, se aprecia afinidad por las AghNPs. En el
caso de la Met, no existe una dependencia clara con el tiempo de interaccion. La orientacién

hacia la superficie metalica esta favorecida por el grupo tioéter del residuo aminoacidico.
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Los aminodcidos con residuos protonados, Lys y Arg, presentan afinidad por la
superficie. Para estos aminodcidos, existe una tendencia hacia conformaciones preferenciales
sobre la plata,len funcién del tiempo de interaccién y de la conformacion de la cadena
alifitica del residuo. El grupo guanidinio de la Arg tiene bandas SERS de mayor intensidad
que las del grupo amino protonado de la Lys, sugiriendo una alta afinidad por la superficie
metalica.

En el caso de los aminodcidos con residuos negativos, Asp y Glu, no es evidente la
afinidad por las AghNPs. Se observan bandas de carboxilato de baja intensidad SERS en
muestras secas y no es posible obtener espectros SERS en solucién. Estos resultados dan
cuenta de un impedimento a la interaccién con las AghNPs en la solucién que estd dado por
la carga negativa de los grupos carboxilatos del residuo aminoacidico.

Sobre 12 base de estos resultados podemos concluir que fa carga en el analito y el tiempo
de interacci6n con las nanoparticulas de plata son variables que deben ser consideradas para
la obtenci6n de un espectro SERS reproducible de amino4cidos. Proponemos que cuando un
péptido esta constituido por aminodcidos con azufre y tiene carga positiva en los residuos, se

deberia favorecer su interaccion con las AghNPs.




Pagina 93

CAPITULO YV

SECUENCIA MRKDV Y
PEPTIDOS CONTROL DE INTERACCION




VI. SECUENCIA MRKDV Y PEPTIDOS CONTROL DE INTERACCION Pdgina 94

V. SECUENCIA MRKDV Y PEPTIDOS CONTROL DE
INTERACCION

VL1, Péptido MRKDV

La secuencia MRKDV (Met, Arg, Lys, Asp, Val) se utiliza como modelo de péptido
amino terminal de la hemocianina CCH.

La asignacién completa de las bandas de los espectros Raman e IR del péptido MRKDV
es fundamental para la identificacién en la estructura de la CCH. Se correlacionan las bandas
asignadas a los residuos aminoacidicos de cada uno de los aminoécidos que Io constituyen.
Segtin la literatura, las bandas mds importantes en el espectro Raman de aminodcidos
aparecen cercanas a 3000 cm’” y en el rango 400-1800 cm.

Se realizaron experimentos SERS, empleando soluciones coloidales a pH neutro, para
determinar e identificar la estructura y orientacién molecular sobre NPs metdlicas de este
péptido. Se utilizaron péptidos control para evidenciar efectos en la interaccion producto de

caracteristicas como el residiio aminoacfdico con azufre, la carga neta y el tamafio molecular.

VL1.1. Raman e IR del péptido MRKDV

La asignacién de las bandas del espectro Raman e IR del péptido MRKDV (Met-Arg-
Lys-Asp-Val) fue realizada a partir de la interpretacién vibracional de cada aminodcido. Es
importante conocer la contribucién de cada aminoacido porque éstos presentan diferencias
dadas por los grupos funcionales de residuos apolares (Val), polares (Lys, Arg, Asp) y con
azufre (Met); esta informacién es fundamental para realizar los estudios SERS.

En la Figura 39 se muestran los espectros Raman e IR del péptido motivo MRKDV. En
la Tabla 1 se muestra la asignacion mds probable Raman e IR para el péptido MRKDV,

especificando los residuos de cada aminodcido o las vibraciones caracteristicas.
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Figura 39. Espectros vibracionales del péptido motivo MRKDV (A) infrarrojo y (B) Raman.

Tabla 1: Asignacion Raman e IR para el péptido MRKDYV en el rango 1800~ 400 em’.

Raman IR Asignactén
172t vC=0
1668 1677 Amida I, ENH, + vCOO®
1636 i632 K: 5,NH,
1556 v,.CO0

1539

1468 R.K
1435 1430 M, R, K, V; 85CHy, SNH,’
1340 ™, V; 6CH,
1312 K
1280 sh K.V
1249 M, K, D; 5NH,
1204 120l ViNHy'
1143 1140 R; SNH
1120 M, R, K, I, V; NHy*
1660 R, K; vNN, vCN
1024 R; vCN
1005 M;vCC
978 R
954 M. K

921 M
907 K: vCC
865 K:vCC
839 }40 R; SNH

. 802 M,K

755 M, R, K. D, V; 5CH;
Eral M,K; vCS
699 M; vCS
647 646 M;v(CS
500 602 v
518 522 R; 8NH,
436 v, 8CCC
408 M, 8sck
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VL1.2. SERS del péptido MRKDV

Se realizé el estudio SERS del péptido MRKDV teniendo como fundamento las
experiencias SERS con aminodcidos, particularmente en lo relativo a la reproducibilidad
espectral. Para realizar las mediciones SERS, se utilizé el MRKDYV en solucion coloidal a
una concentracién final de 10° M. Se realizaron diversos experimentos modificando las
lineas de excitacién ldser con el método A, consistente en la inmovilizacion del aducto
péptido-NPs como un todo por depdsito directo sobre una placa de cuarzo, sin resultados
satisfactorios. Modificamos las condiciones para encontrar una reproducibilidad, segin la
experiencia con la arginina. Generamos un depésito de la solucion esténdar de péptido, un
secado rapido para la formacién de una pelicula, y posteriormente la adicion de la suspension
coloidal sobre la pelicula, formandose los agregados péptido-NPs en un entorno acuoso; esta

es la metodologia correspondiente al método B.

Encontramos reproducibilidad al emplear el método B, con una mayor amplificacién para
la linea de excitacidn l4ser a 632,8 nm; estas condiciones son similares a las empleadas para
el caso de la arginina. En la Figura 40 se muestran los espectros Raman y SERS del péptido
MRKDV segtin el método B. En la Tabla 1 se muestra la asignacién mas probable Raman y
SERS para el péptido MRKDV, especificando los residuos de cada aminodcido o las
vibraciones caracteristicas.

Las bandas intensas a 1060 cm™ y débiles a 990 y 845 em™ se asocian al grupo

0l 4 frecuencias de

guanidinio; estas tres bandas se observan en la experiencia SERS de Arg
1088, 993 y 843 cm”. Esto nos permite inferir que el péptido estaria interactuando
fuertemente con AghNPs a través del residuo de:Arg. La presencia de bandas débiles

asociadas a diferentes vibraciones de COO" y NH3', y deformaciones CH,, mds las sefiales
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1447, 1307 y 712 cm™" asociadas 2 Asp y en particular la banda 685 cm’! asignada a vCS de
Met, indicaria que los fragmentos COO, NH;", CH; y CS interactian débilmente con la

superficie metalica y con una orientacion SERS favorable.
1
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Figura 40. Espectros del péptido MRKDV (A) Raman de cristales y (B) SERS con AghNPs
en solucién; se genera una pelfcula de péptido y luego se adiciona el coloide metilico para la
formacién de agregados con NPs en solucion. Se utilizé un lente 50X con una linea de
excitacion laser de 632,8 nm.

Fundamentados en estas experiencias, enconiramos que algunos residuos aminoacidicos
en el péptido tienen mayor afinidad por las AghNPs, orientando y definiendo la interaccién.
La interaccién se verifica principalmente a través de Arg y parcialmente de Met y Asp,
anclandose el péptido a la superficie de Ag a través del grupo guanidinio. Esta proposicion
concuerda con los resultados de Di Costanzo y coll'*” quienes describen la estereoquimica de

la interaccién guanidinio-metal en moléculas pequefias y proteinas. No se observa la

aparicién de una banda asociada a la unién N-Ag o el corrimiento en frecuencia de aiguna
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sefial que indique transferencia de carga sustancial analito-Ag o Ag-analito, por lo cual se

infiere que la interaccién del péptido MRKDV con AghNPs es de tipo electrostdtica.

Tabla 1: Asignacién Raman y SERS para el péptido MRKi)V en el rango 1800- 400
1

cm,
Raman SERS Aslgnacién*
1721 coor
1668 Amida, NH,
1636 1615 M, K, SNH
1556 1559-
1436, 1447 MRV,
8NH,"; COO°
1340 1353 M, K, DV
1312 1307 K,b
280 sh 1275 M, K,D,V
1249 M, K,D
{225sh 1227
1204 V, i(NH;), 5NH
175 M.R,V
1143 R,
1120 M,R, D,V
1059 1060 R(NNN'),
vC—N
1045 K(vNH")
1005 M
978 9%0 R,E
927 M
954 MK
9207 K
BG5S K
839 845 R
755 R,K,ED
723 726 M, K
699 700 M,
685 M
645 M,E,D
636 D, K
597 600
490 R,
434 V, pC=0, oNH;
405 410 M, 8CN
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VI.1.3. Calculos EHT y MM, y MD del péptido MRKDV

Para complementar la informacion obtenida a partir del espectro SERS de MRKDV, se
realizaron calculos EHT y MM del péptido aislado e interactuando con la superficie de plata.
De alli se pretende caracterizar la orientacion preferencial del péptido sobre la superficie, la
distancia y el tipo de interaccion entre ambos sistemas. En la Figura 41 se observa la
geometria Optima y orientacion mas estable de MRKDYV sobre la superficie de Ag. Respecto
de la superficie, el azufre de la metionina se encuentra entre 3.0 y 3.4 A (tioéter) y el
nitrégeno esta a 2.4 A (amino terminal). El nitrogeno de la Arg esta a 2.8-3.2 A y el
hidrégeno a 2.4 A (guanidinio). El carbono del acido aspartico y los oxigenos se encuentran
entre 2,4 y 2,8 A (carboxilato). No existe solapamiento entre orbitales moleculares n del
péptido con los orbitales de la superficie de Ag, lo que sugiere que la interaccion
MRKDV-Ag es de tipo electrostatica. Esto concuerda con los resultados SERS obtenidos

para el péptido con AghNPs.

Figura 41. Geometria optimizada de MRKDYV sobre superficie de Ag. Los atomos de C, H.
N. O, S y Ag son representados con los colores celeste, blanco, azul, rojo, amarillo y gris,
respectivamente.
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Existen diversos factores que influirian para obtener un incremento en la respuesta SERS
de las biomoléculas; estos son el tiempo de interaccion'® y la carga neta del analito e

hidrofobicidad """ """, Otros factores corresponden' a caracterisﬁcas morfoldgicas y efectos
resonantes". En esa perspectiva, se obtuvieron resultados SER.;S favorables para MRKDV
empleando AghNPs, a diferencia de AgeNPs, probablemente por el caracter hidrofilico del
péptido (Tabla 2, pagina 102).

Para complementar la informacién obtenida en las experiefllcias SERS, en cuanto a la
interaccién y orientacion del péptido MRKDYV (carga neta positiva) sobre las NPs (superficie
con entorno de carga negativa preferencial), es que se realizaron simulaciones tedricas del
péptido interactuando con una superficie tipo membrana (hidrofébica) en un medio

(112}

acuoso' ! mediante dindmica molecular (MD).

Las simulaciones MD realizadas otorgan informacién del péptido MRKDV en el medio
acnoso (I), en la interfase (II) y en la membrana fosfolipidica (I1I). En la Figura 42 se muestra
un instante de la trayectoria en la simulacién 3. Estos resultados permiten apreciar la
localizacién y conformacidn del péptido asi como la afinidad de sus grupos funcionales por
la fase simulada. Las simulaciones 2 y 4 son de gran relevancia para complementar la
informacién de la conformacion e interaccién del péptido MRKDYV sobre NPs metalicas en
medio acuoso. Estos resultados permiten apreciar para MRKDV una conformacion de tipo
oblato (achatado) en Ia solucién acuosa y prolato (alargada) en la membrana. La afinidad
seria preferéncial para arginina, por interaccién puente de hidrégeno entre el grupo
guanidinio y el fosfato de la bicapa fosfolipidica. El grupo amino de la metionina y las
moléculas de agua interactian mediante puente de hidrégeno en la interfase. En la

distribucién final se puede observar que Arg y Val se orientan cercanos a la solucién y Met,
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Lys y Asp se incorporan parcialmente en la interfase. No se observan efectos significativos

en el ancho de la interfase (disminuye de 1,1 nm a 0,8 - 0,9 nm).

Figura 42. Imagen instantanea de un momento de la trayectoria de la dindmica molecular
después de 5ns. En la figura se muestran las regiones dentro del sistema: I) acuosa, II)
interfase y IIT) hidrofébica. El péptido MRKDV se encuentra en la region III entre los
fosfolipidos. Los atomos de C, H, N, O y Ag son representados con los colores verde, blanco,
azul, rojo y gris, respectivamente.

V1.2. Péptidos control de la interaccion péptido-AgNPs

Se probaron como afectaban en la interaccion péptido-AgNPs algunas variables como: el
residuo aminoacidico con azufre, la carga neta y el tamafio de la biomolécula, sabiendo que
los residuos de Arg y Met en MRKDYV son los que presentan mayor afinidad por la superficie
metalica, dirigiendo y orientando el péptido hacia el metal. En la Tabla 2 (pagina 102) se
muestran algunas propiedades fisicoquimicas y estructuras de los péptidos terminales control

(CRKDV, ADEDRDA, LGRGISL y P37).




Tabla 2. Propiedades y estructura de los péptidos terminales MRKDV, CRKDV, ADEDRDA, LGRGISL y P37.
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VI1.2.1. Raman, IR y SERS de ECG y CRKDV: efecto del azufre

Como control de la interaccion péptido-NPs por efecto del azufre se utilizé el
oligopéptido CRKDV (Cys en el N-terminal) y el tripéptido ECG (Cys en el centro).

Para el tripéptido ECG, la asignacion de las bandas del espectro Raman y SERS fue
realizada a partir de la interpretacion vibracional de Glu (E), Cys (C) y Gly (G). Enla Figura
43 se muestra los espectros de ECG para el Raman de cristales, SERS en solucién y SERS
con agregados de AghNPs en solucién considerando un tiempo de interaccion de 0,5 h. Se
observan bandas SERS caracteristicas del tripéptido en tomo a diferentes frecuencias (ver
Figura 43C): 1704 (vCOO', E), 1634 (amida, 3NH,), 1426 (6NH;" y 8COQ, Cys, Gly), 915
(Arg), 881 (Glu, Cys, Gly), 790 (Cys, E), 730 (Cys, Gly), 650 (vCS, Cys), 538 (Cys) y 482
cm” (Cys). Se observa las bandas a 2939, 1393 y 913 cm’, asociadas a las vibraciones vCqH,
vCOO™ y vC-COO" respectivamente. No estdn presentes en el espectro SERS las bandas a
2550 y 515 cm™ asociadas a vibraciones vSH y vSS, respectivamente. El conjunto de bandas
SERS permite inferir que el azufre de Cys y los grupos carboxilatos interactiian
preferencialmente con la superficie metalica. No se observa la banda de mediana intensidad a
1040 cm™! asociada a la vibracién vC,.-C. En este caso, el residuo de Cys seria el que tiene
mayor influencia en la interaccidn péptido-NPs respecto a los residuos Glu y Gly. En esta
perspectiva, y con la informacién obtenida para MRKDV, redlizamos las experiencias para el
oligopéptido CRKDV.

En la Figura 43 se muestran los espectros de ECG para ¢l Raman de cristales y SERS con
agregados de AghNPs en solucién y un tiempo de 1,5 h. Existe la disminucién de las bandas
a 659 cm™ (Cys) y la intensificacién de la banda a 725 cm” (Met, Gly, Val). Esto da cuenta

de una interaccién preferencial de Cys que va cambiando en el tiempo.




VI, SECUENCIA MRKDV Y PEPTIDOS CONTROL DE INTERACCION

Pigina 104

Intensidad Raman

2008
Nimero de onday et

2 '
i
AV
_____ I
1
X
SN
__,’%\.._..-.....-- ‘ goe .Ja-
104 w00 2100

Figura 43. Espectros del tripéptido ECG: (A) Raman de cristales, (B} SERS en solucion, (C)
SERS con agregados de AghNPs después de 0,5 h. Se utiliz6 un lente de aumento optico 50X
y una linea de excitacion laser de 632,8 nm. En el caso (B) se utilizé un lente de aumento

optico 20X.
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Figura 44. Espectros del tripéptido ECG (A) Raman de cristales, (B) SERS con agregados de
AghNPs después de 1,5 h. Se utilizé un lente de aumento Sptico 50X y una linea de

excitacion laser de 632,8 nm.
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Para el oligopéptido CRKDV, Ia asignacion de las bandas del espectro Raman e IR fue
realizada a partir de la interpretacién vibracional de cada aminoicido, segin el criterio
utilizado para MRKDV. En la Figura 45 sc muestran los espectros Raman e IR del
oligapéptido CRKDV. El espectro completo presenta similitudes correspondientes  al
segmento RKDV y diferencias en cuanto a los residuos de Cys/Met. Se observan bandas
caracteristicas del péptido en torno a diferentes frecuencias, 1671 (amida, dNH,), 1434 (Cys,
Arg, Lys, Val; 3NH;" y 8CO0), 1068 (Arg), 840 (Arg), 725 (Cys, Lys, Val) y 519 cm’!

(vSS).
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Figura 45. Espectros vibracionales del oligopéptido CRKDV: (A) infrarrojo y (B) Raman.

Se realizaron diversos experimentos variando las lineas de excitacién ldser y se encontrd
reproducibilidad en los espectros SERS por el método B; el método consiste en la formacién
de la pelicula de analito para la formacién de agregados CRKDV-AghNPs. Se obtuvo una

mayor amplificacion con la linea ldser de 632,8 nm.
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En la Figura 46 se muestran los espectros SERS del oligopéptido CRKDV-AghNPs en
las condiciones antes descritas. Los espectros mds representativos muestran un perfil
espectral similar al SERS del péptido MRKDV, con diferencias particulares y definidas. Se
observan bandas SERS caracterfsticas en torno a diferentes frecuencias para los casos A (0,5
hr) y B (1 hr). En el caso A se observa las bandas caracteristicas a 1634 (amida, SNH37), 1445
(8NH;" y 8COO’, C, V), 1045 (Lys, Arg), 845 (Arg), 795 (Cys, Asp), 718 (Cys, Asp, Val),
660 (vCS, Cys) y 600 cm” (Val); no s observa las bandas a 530 y 483 cm asociadas a los
rotimeros de Cys. En el caso B se muestra las bandas caracteristicas a 1704 (COO', Glu),
1634 (amida, SNH;), 1445 (3NH;" y 8CO0, Cys, Gly), 1393 (vCOO?), 939 (vC-CO0), 1047
(Arg, Lys), 788 (Cys, Asp), 723 (Cys, Asp, Val), 660 (vCS, Cys), 530 (Cys) y 483 cm’”
(Cys); no estan presentes las bandas a 845 (Arg) y 881 em” {Asp, Val).

En ambos casos no estin presentes en el espectro SERS (ver Figura 46) las bandas
Raman a 2550 y 515 cm™ asociadas a vibraciones vSH y vSS, respectivamente. Al cabo de
0,5 horas, la interaccién es preferencial a través de la Lys y Arg (1047 cm™) y Cys (659 y
718 em™). Al transcurrir | hora las bandas de Lys y Arg decrecen en intensidad relativa y
aparecen las asociadas al carboxilato (1393 y 939 cm™). Con el conjunto de bandas SERS
podemos inferir que la Lys, Arg, y Cys participan en primera instancia en la interaccidn
péptido-AghNPs; los grupos carboxilatos se orientan hacia la superficie, facilitando la
interaccién que estaba desfavorecida por la carga superficial de las NPs. En este caso no
existiria la influencia del residuo de la Arg tan marcada como en el caso del MRKDYV; los
residuos de Lys y Cys participan en la interaccidn. En este caso existe una interaccion de
Cys, Lys y Arg con la superficie que estabiliza el sistema péptido-NPs, pc.mlitiendo la

interaccion de Asp.
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Figura 46. Espectros SERS del oligopéptidc CRKDV con AghNPs en solucién (método B).
(A) Medicién 2 0,5 hr y (B) medicién a 1 h. Se utilizd un lente 50X con una linea de
excitacidn laser de 632,8 nm.

En el capitulo anterior se obtuvo informacién de la necesidad de un desplazamiento de
las cargas de la superficie en la interfase analito-superficie para permitir acercarse el analito a
la nanoparticula de Ag; la movilidad de estos iones estarfa asociada a la interaccion favorable
o desfavorable del residuo aminoacidico, proceso que conlleva un tiempo de acomodacion.
Entonces, Arg interactiia favorablemente con la superficie de Ag a través del grupo
guanidinio. La afinidad de Cys por la superficie de Ag estaria condicionada inicialmente por

las caracteristicas de carga superficial preferentemente negativa.
V1.2.2. Raman y SERS de ADEDRDA y LGRGISL: efecto de la carga neta

Como controles de la interaccion péptido-NPs por efecto de la carga neta, se utilizaron
los péptidos ADEDRDA (carga neta -2) y LGRGISL (carga neta +2). Las AghNPs fueron

utilizadas para obtener el espectro SERS de ADEDRDA y LGRGISL; para el primer caso no
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se obtuvo espectro en solucién coloidal, pero en ¢l segundo se verifica un espectro de baja
intensidad SERS. El péptido LGRGISL presenta un espectro SERS para AghNPs, no asf para
el caso de ADEPRDA. La tnica manera de obtener el espectro SERS de ADEDRDA fue el
procedimiento de formacién de agregados péptido-NPs en solucion (método B). Un aspecto
importante en la obtencidn de espectros SERS reproducibles es el tamafio y forma de las
AghNPs, Sin embargo, la actividad SERS se pucde predecir a pattir de la carga neta y la
hidrofobicidad del péptido, de modo de seleccionar condiciones tales que favorezcan la
interaccion péptido-NPs.

Entonces, los espectros SERS en solucion coloidal (método C) sdlo fueron obtenidos
para la especie mds positiva, el péptido LGRGISL, confirmando el efecto de la carga neta. En
el caso del péptido MRKDV, pese a tener carga positiva, tendria un efecto adicional dado por
la hidrofilicidad del péptido o la alta afinidad por el medio acuoso. Ademas, los espectros
SERS fueron obtenidos segiin el método B; se deja el sistema por un tiempo entre 0,5 y | hr,
formandose los agregados péptido-NPs con un entorno acuoso. En Ia Figura 47 se muestran
los espectros SERS de los péptidos en las condiciones antes descritas.

Las bandas SERS de Arg en MRKDV a 1060, 990 y 845 em’', asociadas al grupo
guanidinio, se observan con baja intensidad en los espectros de LGRGISL a 1047, 994 y 837
em’, y en los de ADEDRDA a 1045, 984 y 835 cm’. La intensidad espectral relativa de esas
bandas en los péptidos controles es menor respecto de MRKDV, probablemente por no
existir una orientacién preferencial sobre la superficie metdlica de la Arg en LGRGISL y
ADEDRDA. Las bandas de Asp en MRKDV se observan a 1447, 1307 y 712 cm’'; estas
bandas se observan en ADEDRDA con una intensidad débil en las regiones espectrales

1450-1550 cm™ y 1250-1350 cm”. La interaccién péptido-NPs a través del grupo guanidinio
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es bastante débil tanto en el caso de ADEDRDA como de LGRGISL, lo cual se debe
probablemente a la distribucién de carga de los grupos vecinos al residuo de Arg. Esta
situacion es imPuesta por la carga negativa del residuo de Asp en ADEDRDA o de carga
cero del residuo de Gly en LGRGISL. Entonces, la naturaleza fisicoquimica de los residuos
aminoacidicos adyacentes a la arginina pedria influir en el efecto: de anclaje del grupo
guanidinio. Al menos cuatro parejas de bandas se observan en el espectro de ADEDRDA a
646-614, 752-720, 984-956 y 1075-1045 em’!, lo cual podria estar asociado a la coexistencia
de conformeros.

Las bandas airededor de 1200 cm™ (fNH,, 3NH) y 560 cm” (pC=0, ©NH;) sélo se
observan en el espectro de LGRGISL y ADEDRDA. En ambos péptidos existe un aumento
relativo de la intensidad de las bandas proximas a 1700 cm’! (vC=0 y 8NH,) y en la regi6n
espectral 650-750 em’! (deformacion NH,). Estos cambios pueden estar relacionados con la

modificacion del carbono terminal con el grupo CONH,.
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Figura 47. Espectros SERS de oligopéptidos con AghNPs en solucién (método B). (A)
LGRGISL (carga neta positiva) y (B) ADEDRDA (carga neta negativa). Se utilizé un lente
50X con una linea de excitacion laser de 632,8 nm.
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Segiin lo descrito por diversos autores el potencial & de Ag es negativo en un amplio
rango de pH*], Entonces, se favorecerd la interaccion por efecto de la carga para péptidos de
carga neta positiva, lo cual concuerda con los resultados obtenidos en el espectro SERS de
LGRGISL (-+2) en solucién. Para ADEDRDA (-2) no es posible obtener espectros SERS. Los

valores de carga neta de los péptidos en funcién del pH se muestran en la Tabla 2 (Pagina

102).
VL2.3. Raman, SERS, EHT y MM del péptido P37: efecto del tamaiio

Como control de la interaccién péptido-NPs por efecto del tamafio se utilizé el péptido
P37, polipéptido terminal de la subunidad B gonadotropina coriénica humana desprovisto-de
los glucésidos unidos a los residuos serina. En la Tabla 2 (Pagina 102) se muestran las
propiedades del P37 y los otros péptidos. A partir de las experiencias SERS antes aqui
descritas podemos realizar algunas suposiciones para predecir la factibilidad del espectro
SERS. El punto isoeléctrico del P37 es 4,45; lo cual nos indica que éste tendra carga neta
negativa a pH neutro con segmentos positivos en los residuos de Arg y Lys e influenciados
por los residuos vecinos. Proponemos que en el espectro SERS se observardn las bandas
asociadas a los residuos positivos de arginina {(Arg-114 y Arg-133) y lisina (Lys-122). El
indice de hidrofobicidad es -0,11, por lo que el sistema es levemente hidrofilico, tendiendo a
permanecer en la solucion. Estos estudios sugieren que el espectro SERS no serd facil de
obtener. Efectivamente, la reproducibilidad espectral solamente se obtiene mediante el uso
del método B.

En la Figura 48 se muestran los espectros Raman y SERS de los agregados P37-AghNPs
(Pagina 112). El andlisis espectral fue realizado a partir de la interpretacién vibracional de

diversos aminodcidos y en particular de los segmentos donde hay presencia de Arg y Lys.
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Las bandas observadas en el espectro Raman se asocian a modos vibracionales comunes en
todos los aminoacidos expresadas a: 1678 (vC=0, SNH amida I}, 1327 (vCN, def.CH), 1103
(6NH;") y 406 cim‘l (SCN) y existen otras bandas caracteristicas a 1007 (Phe), 882 (Phe, Asp)
y 725 cm™ (SCHa: Val, Leu, Ile, Met, Cys).

Una banda SERS muiltiple y ancha se observa proxima a 1600 em’’ con dos maximos a
1629 y 1578 cm’'; estas bandas se asocian a modos vCOO', SNH y SNH;*, respectivamente.
La banda asociada a la deformacion del NH3" corr;:sponde a la sefial de Lys-122 y Thr-109.
La banda cercana a 660 cm™ (vCS) indicaria que la Cys-110 estaria préxima a la superficie.
La existencia de estas bandas es la primera evidencia de la interaccién del péptido con la
superficie de Ag.

En el segmento DPRFQ (Arg-114), la Arg-114 se encuentra rodeada de residuos neutros
y negativos de aminodcidos hidrofilicos, lo que hace dificil la interaccidn de este residuo con
la superficie. Algunas bandas caracteristicas de estos residuos no se observan en el espectro
SERS: 1170 y 1080 cm™ (Pro); 1007 cm™ (Phe); 1430, 1400 y 1070 cm™ (Gln). Todo esto
indica que este segmento se encuentra lejano o con una conformacion donde la Arg no apunta
hacia la superficie.

En el segmento PSRLP (Arg-133), la Arg-133 se encuentra rodeada de residuos neutros
de aminodcidos hidrofdbicos lo que favorecerfa la interaccién de este residuo con la
superficie. Algunas bandas caracteristicas de estos residuos se observan en el espectro SERS:
1360, 1112, 795 y 672 cm™® (Ser), 1051, 998, 954 y 821 cm™ (Arg); 1337, 1273 y 867 cm’’
(Len). Bandas asociadas al residuo de prolina no fueron obser:.radas. Este resultado nos

permite inferir una orientacién preferencial del segmento SRL sobre la superficie.
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Finalmente, en el segmento SSKAP (Lys-122), la Lys-122 se encuentra rodeada de
residuos neutros de aminoacidos levemente hidrofobicos, lo que favoreceria la interaccion de
este residuo con' la superficie. Algunas bandas caracteristicas de estos residuos se observan
en el espectro SERS: 1360, 1112, 795 y 672'cm™ (Ser), 1457, 1196, 563 y 460 cm! (Lys);
1381, 770, 611 y 594 cm™’ (Ala). Este resultado nos permite inferir que el fragmento SKA, y
en particular la Lys-122, se orienta hacia la superficie metdlica.

En el espectro SERS del P37, las bandas amida I (1675-1655 cm’™), amida III
(1280-1230 cm™) y de esqueleto (960-900 cm™) no proporcionan evidencias claras de Ia
estructufa conformacional. La conformacién desordenada puede ser inducida por el gran
miimero de residuos de Pro (10 residuos), el cual actiia como un disruptor de la estructura en

¥
[

la secuencia.
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Figura 48. Espectros del péptido P37: (A) Raman de cristales y (B) SERS con AghNPs en
solucién (método B). Se utilizé un lente 50X con una linea de excitacion laser de 632,8 nm.
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Hemos verificado que la interaccién con una superficie metdlica de un péptido de gran
tamafio, el polipéptido P37, sigue siendo conducida por grupos residuos aminoacidicos
especificos. Experiencias SERS que hemos realizado con el polipéptido PCCgr.104, 18

)
aminoacidos, corrobora lo anterior para P37; en efecto la interaccion del PCCg7.104 OCUITE

principalmente a través de los residuos positivos[' ",

Para complementar la informacion obtenida en el SERS de P37, se realizaron calculos
EHT y MM del polipéptido aislado e interactuando con la superficie de plata. Se obtiene del
calculo informacioén sobre la orientacién preferencial del péptido, la distancia y el tipo de
interaccion entre ambos sistemas. En la Figura 49 se observa la geometria optimizada y
orientacién mds estable de P37 sobre la superficie de Ag. Los dtomos de nitrégeno (amino)
de 1a Thr-109 y Lys-122 se encuentran a 3,65 A y 2,9 A, respectivamente. Los dos dtomos de
nitrgeno (guanidinio) de la Arg-114 se encuentran a 3.8 z_&, en cambio en la Arg-133 se
encuentran a 4,0 A y 3,3 A. El 4tomo de oxigeno de Gin-145 estd entre 3,1 y 3,3 Adela
superficie. Estos resultados muestran que la interaccién P37-Ag es de tipo electrostdtica,

favorecida por la interaccion de Arg-133, Lys-122 'y Thr-109.
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Figura 49. Estructura molecular optimizada del P37 sobre una superficie de plata. La
estructura secundaria se representa con la cinta verde. Los circulos anaranjados corresponden
a los residuos de Tre-109, Arg-114, Lys-122 y Arg-133. Los 4atomos de C, H, N, O, S y Ag
son representados con los colores celeste, blanco, azul, rojo, amarillo y gris, respectivamente.

V1.3. Conclusiones

Las nanoparticulas de plata reducidas con hidroxilamina (AghNPs) ofrecen buena
amplificacion de la sefial Raman del péptido MRKDV. La interaccion preferencial del
péptido con las AghNPs esta dada por el grupo guanidinio de la Arg, evidenciando la
importancia de la carga positiva para favorecer la interaccion y adsorcion sobre la superficie
metalica.

Los péptidos control de azufre ECG y CRKDV tienen la contribucion del residuo de Cys.
El grupo tiol de la Cys tiene una participacion importante en la interaccién sin la formacién
de un pseudoenlace con las AghNPs en el tiempo de interaccion empleado.

El control de carga positiva LGRGISL si presenta espectro SERS en solucion, en

contraste al control de carga negativa ADEDRDA. Estos resultados confirman nuestra




VI. SECUENCIA MRKDV Y PEPTIDOS CONTROL DE INTERACCION " Pdgina 115

hipétesis relacionada con la influencia de la carga neta del péptido en la adsorcidn sobre la
superficie metdlica.

El péptido tlzontrol de tamafio P37 sdlo presenta espectro SERS de baja intensidad y en
condiciones particulares’r de trabajo. Este resultado se relaciona con la interaccion
desfavorable dada por su ;:arga neta negativa, donde la interaccién preferencial estd dada por
los residuos aminoacidicos positivos (Arg y Lys).

Se evidencia una-interaccién de tipo electrostitica con AghNPs para todos los péptidos
utilizados en este trabajo donde la carga neta negativa no favorece la actividad SERS en
solucion.

Es necesario considerar las variables como la carga neta del péptido y el tiempo de
interaccion con las AghNPs, para la obtencion de espectros SERS. De esa forma se garantiza

un ambiente propicio para que las biomoléculas interactien favorablemente en bajas

concentraciones (10™ M), sin necesidad de funcionalizar la superficie metalica.
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HEMOCIANINA DE C. CONCHOLEPAS
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VII. HEMOCIANINA DE C. CONCHOLEPAS

Se realizaron experimentos SERS empleando soluciones coloidales a pH neutro, para
determinar e identificar la conformacion estructural de la hemocianina CCH; se identificaron
los residuos aminoacidic";s expuestos al medio acuoso e interactuando con las AghNPs
metalicas.

Para comprender mejor la interaccion de la CCH con AghNPs, fueron realizadas algunas
experiencias SERS con tres hemocianinas control: (a) KLH, hemocianina del gastropodo
Megatura crenulata, (b) C?ZH sin cobre en el grupo prostético (apo-CCH) y (c¢) CCH
desprovista de los glucosidos periféricos (desg-CCH).

Se realizaron experimentos SERS para apreciar los residuos aminoacidicos expuestos en
la CCH mediante el lavado y separacion de los agregados CCH-AgNPs.

Overman y Thomas!"?! describen sefiales Raman de residuos aminoacidicos no
aromdticos para las subunidades proteicas de un virus filamentoso. Algunos aminoacidos son
importantes .de identificar porque se encuentran localizados cercanos a sitios de unién de
protefnas (Cys) o en sectores que sufren cambios conformacionales producto de
modificaciones del microambiente, como es el caso de Phe, Tyr y Trp®Yl, En esa perspectiva,

se puede hacer un andlisis preliminar en base a la deteccion de los amino4cidos externos de

caricter sulfurado (Cys, Met), aromdtico (Phe, Tyr y Trp) e hidrofilico (Arg, Lys, Asp, Glu).
VILI. SERS de hemocianina C. concholepas y de sus subunidades A y B.

Realizamos experiencias SERS con la hemocianina CCH y sus subunidades CCHA y
CCHB, empleando el método A. El método consiste en mezclar soluciones de biomoléculas
con coloides metdlicos de plata, depositar un volumen de ia mezcla sobre una placa de

cuarzo, secar y cubrir con_solucién coloidal. En la Figura 50 (Pagina 119) se muestran los
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espectros SERS de la CCHA, CCHB y CCH. Para el caso de la CCHA las bandas
caracterfsticas se observan a 1660 (amida 1), 1559 (Trp), 1452 (amida II), 1430 (Gln, Trp),
1352 (Asp, Glu), 1289 (amida III), 1209 (Trp, Phe), 1155 (The, Phe), 1051 (Arg, Lys), 925
(vC-C), 829 (T}:r), 778 (8§ esqueleto), 698 (Cys) y 437 cm’! (8 esqueleto). Para la CCHB las
bandas se encuentran a 1652 (amida I), 1600 (vC-Q7), 1516 (His), 1473 (amida II), 1401
(Trp), 1339 (Trp), 1268 (ammida 111), 1208 (Trp, Phe), 1155 (Thr, Phe), 1019 (Phe, Tip), 952
(vC-C), 841 (Thr, Glu), 726 (3CH;: Met, Cys, Lys, Gly, Val, Le, lle), 684 (Cys) y 544 cm!
(Cys). En general, la mayorfa de las bandas son observadas en ambas subunidades, y en Ia
hemocianina, con diferentes intensidades relativas y pequefios cambios de frecuencia. En el
espectro de la CCH sc observan bandas caracteristicas relacionadas con el triptofano, una de
intensidad fuerte a 1027 cm™ y otras de menor intensidad relativa a 1330, 1405 y 1434 cm™.
Es importante mencionar que el método para determinar contenido de aminodcidos no
permite la deteccién de Cys y His; ese método contempla una hidrélisis de la proteina con

HCI concentrado (6 M) que destruye estos aminoacidos.

En el caso de la CCHA, existe un grupo de bandas caracteristicas a 1506 (His), 1051
(Arg, Lys), y 437 cm ' (8 esqueleto). Estas bandas permiten identificar la CCHA, ya que no
son observadas en los espectros de la CCHB y CCH. Con esta informacién podemos inferir
que en la CCHA los residuos de Arg y Lys se encuentran expuestos al medio acuoso. La
presencia de bandas amida III a 1289 cm™' para CCHA, y un hombro cercano a 1270 cm™?
para CCHB, ademas de las vibraciones del esqueleto peptidico en torno a 925 cm’, son
consistentes con una conformacidn a-hélice, de mayor proporcién en CCHA. La existencia

de una banda amida III cercana a 1210 cm™ se asocia con la coexistencia de una

conformacién B-plegada antiparalela para ambas subunidades. Esto se relaciona
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satisfactoriamente con estudios estructurales de hemocianinas, En efecto, se ha encontrado la
existencia de una conformacién o-hélice y B-plegada antiparalela para hemocianinas de

Ocz‘opus[I 16l y KLyt respectivamente.
|
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Figura 50. Espectros SERS de biomolécula con AghNPs: (A) Péptido MRKDV, (B)
subunidad CCH-A, (C) subunidad CCH-B y (D) proteina CCH.

Al comparar ambas subunidades, la exposicién de los residuos aminoacidicos y la
conformacidén son levemente modificadas. El hecho de que la abundancia relativa de
aminoécidos es similar en la CCHA y la CCHB!"*! indica que los cambios de intensidad
observados estdn asociados principalmente a la diferente conformacién de un precursor
comun que dio origen a la estructura de cada subunidad de la CCH.

Informacién adicional importante respecto a las diferencias en las propiedades
hidrofilicas de las subunidades de CCH surge de estos experimentos SERS. Si suponemos

que los aminoécidos expuestos en la superficie son los que interactian con la plata coloidal,
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entonces las bandas mds intensas asignadas a los aminodcidos més polares en la subunidad

CCHA corresponderdn a los aminodcidos mds hidrofilicos. Entonces, son de especial

relevancia los espectros SERS de las subunidades, ya que dan cuenta que la CCHA puede ser
1

més hidrofilica que la subunidad CCHB. Esta deduccién estd de acuerdo con un estudio

reciente sobre la fluorescencia emitida por los residuos de triptofano expuestos en

subunidades aisladas de CCH!''®],

Se ha sugerido que la carga neta positiva de una proteina debe ser un factor determinante
para la interaccién con la siiperficie mediante interaccion electrostdtica, sin embargo, tanto
las subunidades como la hemocianina C. concholepas tienen una carga neta negativa,
determinada sobre la base de datos del punto isoeléctrico y de electroforesis nativa y, del alto
contenido de glucdsidos pet‘iféricos[521. Es por esto que la interaccion de las subunidades con
las nanoparticulas metélicas, podria ser una combinacion de varios factores, tales que ia
flexibilidad, movilidad, accesibilidad, polaridad, superficie expuesta y antigenicidad.

La presencia de un mayor contenido de glucdsidos y una mayor carga neta negativa en la
CCHA, en comparacion con la CCHB, hacen que sea mis hidrofilical®?. La presencia de los
glucésidos estaria relacionada con la mayor interaccién con las AghNPs coloidales. En
efecto, se observa la interaccién de residuos aminoacidicos con carga positiva (Arg y Lys),
pese a la tendencia repulsiva que se genera entre la carga neta de la CCHA con la carga
negativa superficial de las AghNPs. Entonces, la presencia de los glucdsidos y exposicion de
algunos residuos aminoacidicos positivos podria estar relacionada con la mayor

inmunogenicidad de CCHA respecto de la CCHB, facilitando la interaccion con las células

presentadoras de antigenos, como los linfocitos B; los receptores de células B reconocen
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principalmente epitopos en la superficie de las proteinas en regiones de alta hidrofilicidad y
flexibilidad segmentaria relatival'"",

En el espectro SERS de la CCHA las bandas asociadas a los aminodcidos del péptido
MRKDV se observan 00}1 baja intensidad a 1600 (Met, Lys), 1452 (Met, Arg, Lys, Val),
1051 (Arg, Lys), 715 (Met, Val), 698 (Met) y 437 cm? (Val). Estas bandas no fueron
observadas claramente en el espectro de la proteina CCH. Con esta informacion no podemos
descartar que estos.residuos aminoacidicos pudieran ser parte de la estructura, no
correspondiendo necesariamiente a la secuencia del péptido motivo.

Hoy en dia, la informacién sobre la composicion de fragmentos de glucdsidos es esencial
para comprender la organizacion, la antigenicidad y las propiedades biomédicas de la
hemocianina de moluscos!™?® 21, En esa perspectiva, es importante realizar los espectros
SERS con las hemocianinas control que permitan evidenciar la presencia del péptido
MRKDV vy los cambios en la exposicion de residuos aminoacidicos afines a interactuar con
la superficie metalica. Es por esto que realizamos los experimentos con la KLH y la CCH
modificada, para apreciar los efectos de los glucdsidos y del cobre en el grupo prostético.

Ademds, se realizé el lavado y separacion del sistema CCH-AgNPs para evidenciar las

sefiales que ocurren a nivel de la superficie entre CCH y AghNPs.

VIL2. SERS de proteinas control
VIL2.1. SERS de KLH: presencia de la secuencia MRKDV

Se utilizo el método A para el registro de los espectros SERS de KLH. Realizamos el
andlisis en base a las bandas asociadas a los aminoécidos hidrofilicos (Arg, Lys, Asp y Glu),
sulfurados (Cys, Met) y arométicos (Phe, Tyr y Trp), ademds de las bandas amida I y amida

I1I que dan cuenta de la estructura secundaria.
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La informacién disponible da cuenta de una estructura terciaria similar para ambas
proteinas, con sus unidades funcionales (FUs) que contienen el cobre unido al grupo
prostético de histidina. En la Figura 51 se muestra los espectros SERS de la hemocianina
KLH y el péptido MRKDV. La banda a 1524 cm™" (His) es intensa en KLH en comparacién
con la CCH. Este resultado es concordante con la mayor proporcion aminoacidica de His que
fue determinada por métodos analiticos!"™). La presencia de las bandas a 1000 (Phe) y 878
cm” (Thr) da cuenta de sitios de mayor hidrofobicidad en la KLH. La ausencia de la banda a
1373 cm’! (Asp y Glu) nos permite inferir que los aminodcidos hidrofilicos negativos tienen
menor exposicién al medio acuoso si lo comparamos con la CCH.

Para 1a KLH, la banda amida I se observa a 1648 cm™, en cambio las bandas amida III se
observan a 1291 y 1231 cm’. Las bandas asociadas a modos normales de vibracién de
esqueleto se observan cercanas a 970 cm™. Esta informacién nos permite inferir la existencia

de una estructura a-hélice en la KLH. Ademas, la presencia de la banda atnida III a 1231

cm’ da cuenta de la presencia de una estructura B-plegada antiparalela.

En el espectro SERS de la KLH las bandas asociadas a los aminodcidos del péptido
MRKDYV se observan con baja intensidad a 1600 (Met, Lys); 1452 (Met, Arg, Lys, Val),
1051 (Arg, Lys), y 725 cm™’ (Met, Val). Estas bandas se observan con mayor intensidad que
en el espectro SERS de la CCH. Con esta informacion no podemos descartar que estos
residuos aminoacidicos pudieran ser parte de la estructura, no correspondiendo

necesariamente a la secuencia del péptido motivo.
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Figura 51. Espectros SERS de biomoléculas con agregados de AghNPs en sclucién: (A)
proteina KLH y (B) péptido MRKDV.

VIL2.2. Raman de CCH, desg-CCH y apo-CCH

Se utilizé una medicion Raman pseudoconfocal para obtener mejor resolucion de los
espectros de CCH, apo-CCH y desg-CCH empleando la linea de excitacion laser de 785 nm;
esta condicion determina que se observen los residuos mds expuestos en la protefna el
disminuir el 4rea efectiva del foco del laser. Realizamos el anélisis en base a las bandas ya
asignadas para la CCH, principalmente de los residues aminoacidicos caracteristicos y los
modos amida I y amida III.

En la Figura 52 podemos observar los espectros Raman de CCH, desg-CCH y apo-CCH;
existen similitudes en el perfil espectral y diferencias en las intensidades relativas de algunas
bandas. En los espectros Raman de la CCH se pueden abservar bandas caracteristicas a: 644
(Met, Cys), 758 (Met, Val, Asp), 828 (Thr), 852 (Thr, Asp, Glu), 1003 (Phe), 1032 (Trp),

1269 (amida T1T), 1488 (amida IT) y 1664 cm™ (amida I).
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En el espectro Raman de apo-CCH se observan las sefiales caracteristicas de la CCH a
560 {Cys), 932 (vC-C), 1068 (His), y 1003 cm’ (Phe). Las bandas amida se observan a 1260
(amida I} y a 1|661 cm” (amida HI), En el espectro Raman de desg-CCH se observan las
bandas de la CCH a 559;tCys), 758 (Trp), 932 (vC-C), 1032 (Trp) y 1068 cm™ (Arg). Las
bandas amida se observan a 1257 (amida I) y a 1664 cm™ (amida II1).

Esta informacién permite proponer que la estructura. secundaria, en cuanto a un
plegamiento de tipo o-hélice, no seria modificada considerablemente; la extraccién del cobre,
o de los glucosidos, no determina un cambio sustancial en la conformacion estructural de la
proteina aislada. Asi, cambios en las bandas SERS pueden ser atribuidos a variaciones

conformacionales y de exposicidn de residuos afines a la superficie metalica.

a
o
g
o
-4
o
]
3
[ ]
=
=4
=
—
8
#®:
P -
- .
/ g 82 Mg g8 1
A i z -\,'\ME/L
200 460 M'W If‘m 10.00 II‘M 14.00 16.00 1800

Niimero de ondas/ cm”}

Figura 52. Espectros Raman en cristales de hemocianina C. Concholepas: (A) CCH, (B)
desg-CCH, y (C) apo-CCH. Se utilizé una medicion pseudoconfocal y linea de excitacién
laser de 785 nm. (CCH: CCH sin modificacidn, desg-CCH: CCH sin glucdsidos y apo-CCH:
CCH sin cobre).
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VIL2.3. SERS de apo-CCH: efecto del cobre en el centro metdlico

Se realizaron los espectros SERS de apo-CCH en condiciones pseudoconfocales y
siguiendo el método B. Se deja interactuar el sistema por un. tiempo entre 0,5 y 1 h,

utilizando la linea de excitacion ldser de 785 nm.

En esa perspectiva, se puede realizar un anélisis espectral preliminar en base a las bandas
asociadas a los aminodcidos hidrofilicos (Arg y Lys), sulfurados (Cys, Met) y arométicos
(Phe, Tyr y Trp); todas las bandas observadas para la apo-CCH serdn comparadas con la
CCH.

En la Figura 53 se muestran los espectros SERS de las hemocianinas CCH y apo-CCH.
La apo-CCH presenta similitud en el perfil espectral SERS y diferencias en las intensidades
relativas de algunas bandas, respecto de la CCH. En los espectros SERS de apo-CCH se
observan bandas a 664 (Met), 728 (Met, Val), 831 (Thr), 1000 (Phe), 1029 (Trp), 1068 (His),
1269 (amida I), 1430 (Gln) y 1631 cm™* (amida III). Las bandas asociadas con los residuos de
Cys y Met presentan mayor intensidad en apo-CCH. Las intensidades relativas de las bandas
a 1000 y 1029 cm™ (Phe y Trp) presentan una proporcién aproximada de 2:1 en apo-CCH. La
mayor intensidad de la sefial cercana a 1000 cm™ asociada al modo de respiracién del anillo
aromadtico del residuo de Phe, indica que los residuos aromaticos estin mas expuestos al
medio acuoso, otorgando un microambiente un poco mas hidrofébico que en la CCH. Esto
podrfa relacionarse con la mayor exposicién de Cys y Met (levemente hidrofébicos). No se
observan bandas asociadas a la interaccion de histidina protonada con AghNPs, dando cuenta

de que el grupo prostético no estaria expuesto al medio acuoso.
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Figura 53. Espectros SERS de la hemocianina C. concholepas con agregados de ApghNPs en
solucién (método B): (A) CCH, sin modificacion y (B) apo-CCH, sin cobre. Se utilizd una
medicién pseudoconfocal y linea de excitacion ldser de 785 nm.

VIL2.4. SERS de desg-CCH: efecto de los glucdsidos periféricos

Se consideran iguales condiciones que en el registro de los espectros SERS de la
apo-CCH. En la Figura 54 sc muestra los espectros SERS de las hemocianinas CCH y
desg-CCH.

La desg-CCH presenta similitud en el perfil espectral SERS y diferencias en las
intensidades relativas de algunas bandas, al ser comparado con CCH. En los espectros SERS
de la desg-CCH sc pueden observar bandas a 664 (Met), 728 (Met, Val, Asp), 831 (Thr),
1000 (Phe), 1029 (Trp), 1068 (His), 1269 (amida I), 1430 (Gln) y 1631 cm” (amida TII). Las
bandas asociadas a los residuos de Cys y Met presentan mayor intensidad en desg-CCH que

en CCH. La intensidad relativa de las bandas aromaticas a 1000 y 1029 cm™ (Phe y Trp)




Vil. HEMOCIANINA DE C. CONCHOLEPAS Pdgina 127

tienen una proporcién aproximada de 1:1 para la desg-CCH. Esta informaci6n nos permite
inferir que los residucs arométicos de Phe y Trp estén expuestos al medio acuoso, otorgando
un microambien‘te levemente mas hidrofébico que en la CCH. Esto podria relacionarse con la
exposicion de Cys y Met (Ievementc hidrofdbicos). Se observa bandas asociadas a Arg y Lys,

dando cuenta de que el grupo prostético podria estar mas expuesto al medio acuoso.
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Figura 54. Espectros SERS de la hemocianina C. concholepas con agregados de AghNPs en
solucién (método B): (A) CCH, sin modificacién y (B) desg-CCH, sin glucésidos. Se utilizo
una medicion pseudoconfocal y linea de excitacion laser de 785 nm.

En la obtenci6n de los espectros SERS de CCH se evidencia la formacion de agregados
con AghNPs, preferentemente en la zona central de la solucion. En el caso de la apo-CCH se
obtiene agregados en distintas zonas de la muestra acuosa, en cambio para la desg-CCH se

observa agregados en menor cantidad y tamafio que para el caso de CCH. El orden de

agregacion sigue la tendencia CCH > apo-CCH > desg-CCH.




VII. HEMOCIANINA DE C. CONCHOLEPAS Pigina 128

Entonces, la mayor agregacion de las AghNPs al estar en contacto con la CCH nos
permite proponer que la afinidad podria estar favorecida por los glucésidos periféricos o
desfavorecida p?r una modificacion en la estructura producto de la oxidacion con peryodato.

El método de remociiﬁn de glucésidos consiste en la oxidacién mediante peryodato®,
Entonces, tendriamos la oxidacién de O-glicdsidos (unidos a residuos con grupos OH, Ser y
Thr) y N-glicésidos (unidos a residuos con grupos N, Asp). Si la remocion es total, quedarian
expuestos a la solucién los residuos aminodcidicos de Ser, Thr y Asp (hidrofilicos neutros).
Sefiales SERS especificas de estos aminoicidos no se observan intensificadas; Ser (820 y 866
em™) y Thr (616, 850 y 893 cmi™"). El hecho que en el espectro SERS de desg-CCH aparezcan
las mismas sefiales pero con menor intensidad que en el SERS de CCH, sugiere que la
remocion de glucésidos afecta los residuos aminoacidicos en cuanto a no exponerse al medio
acuoso. Otra alternativa es que los grupos aldehidicos de la oxidacién con peryodato no
fueran removidos de la estructura, generando un ambiente mas hidrofébico comparado con el
caso de los glucdsidos (grupos OH). Indica este resultado que es preciso realizar la remocion
mediante enzimas especificas que permitan asegurar que estos cambios se deban al efecto de

los glucésidos y no a la modificacion estructural de algunos residuos aminoacidicos en la

CCH.
VIL2.5, SERS de hemocianina CCH: lavado y separacion de agregados CCH-AgNPs

Para comprender un poco mds sobre la interaccion CCH-AgNPs, un sistema de gran
complejidad a escala nanométrica, fueron realizadas algunos experimentos SERS mediante la
adicidn de voliimenes seriados (método D). Esta forma de trabajar considera el método B con
un tiempo de interaccion de 1 h, para luego ir agregando voliimenes mayores de solucion que

permiten el lavado y desplazamiento del sistema CCH-AgNPs hacia la periferia de la
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solucién. La técnica se utilizé para distinguir el efecto neto de la proteina interactuando sobre
la superficie de plata.

En la Figura 55 se muestra las experiencias SERS de CCH segtin el método D. La Figura
55A corresponde al espec':tra SERS de los agregados CCH-AgNPs desplazados en ¢l primer
lavado. Se observan bandas caracteristicas de la CCH a 473 (Val), 667 (Met), 709 (Met, Val),
809 (Trp), 847 (Thr, Leu, Arg), 908 (Ala), 945 (Val, Leu), 1004 (Phe), 1106 (Ser), 1268 cm’
(amida I), 1427 (Gin)}-y 1631 cm™ (amida TTT). Las bandas asociadas a los residuos de Cys,
Met, y Phe presentan gran intensidad relativa. Esta informacién nos permite inferir que en
estas condiciones los residuos aromiticos de Phe estdn expuestos al medio acuoso, otorgando
un microambiente mds hidrofébice que permite una mayor exposicion de Cys y Met. En estas
condiciones los aminoacidos Cys, Met, Phe y Trp estarian interactuando con las AghNPs en
el medio acuoso. ’

La Figura 55B corresponde al espectro SERS de CCH de los agregados CCH-AgNPs
desplazados en el segundo lavado. Se observan bandas caracteristicas de la CCH a 578 (lie,
Val), 616 (Phe), 664 (Met), 728 (Met, Val), 831 (Thr), 944 (Val, Leu), 1000 (Phe} y 1029
(Trp), 1068 (His), 1269 (amida I1I), 1430 (Gln) y 1631 cm™ (amida I). En el espectro SERS
se observa una disminuci6n de la intensidad relativa de las bandas asociadas a Cys y Met.
Ademas, disminuye la intensidad relativa de la banda aromatica a 1000 cm™ (Phe) y aumenta
considerablemente la intens.idad relativa de la banda a 1029 cm™ (Ttp) en una proporcién
aproximada de 1:8. En estas condiciones, podemos inferir que se tiende a favorecer la

exposicién al medio acuoso de residuos con menor hidrofobicidad como el Trp y Arg

comparados con la Cys, Met y Phe,
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La Figura 55C corresponde a los espectros SERS de CCH de los agregados CCH-AgNPs
desplazados en el tercer lavado. Se observan bandas caracteristicas de la CCH a 424
(glucdsidos), 64|4 (Met), 701 (Met), 739 (Met, Val, Trp), 996 (Phe), 1029 (Trp), 1051 (Lys,
Arg), 1267 (amida I} y 1621 cm™ (amida III). En el espectro SERS se observan con una baja
intensidad las bandas asociadas a Cys ¥ Met. Ademds, disminuye drsticamente la intensidad
relativa de la banda aromatica a 1000 cm™ (Phe) v aumenta considerablemente la banda a
1029 cm™ (Trp) en una proporcién aproximada de 1:15. Aparece un trio de bandas cercanas a
420 cm™ asociadas a deformaci;mes C-C-C asignadas a carbohidr;ttos. Se observa la banda a
1051 cm™ asociada a los residuos de Arg y Lys. En estas condiciones es posible identificar
los residuos expuestos que corresponden a Trp, Arg, Lys, Asp, Val y a los glucdsidos
periféricos; pese a tener una baja intensidad también es posible sugerir la presencia de Cys,
Met y Phe.

Con esta informacién podemos inferir que después de la serie de lavados, y Ia separacién
de los agregados con AghNPs mds las condiciones de pseudoconfocalidad, estamos
trabajando efectivamente con los residuos expuestos en la superficie de la proteina
interactuando con la superficie metalica. Se observan los residuos aminoacidicos asociados al
péptido motivo, principalmente la banda a 1051 em” (Arg); sin embargo, no es posible
aseverar si corresponden a esta secuencia o a la contribucién de los diferentes residuos en

posiciones diferentes.
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Figura 55. Espectros SERS de CCH con agregados de AghNPs en solucion (método B)
desplazados por la adicién de volimenes seriados: (A) primer lavado (B) segundo lavado (C)

tercer lavado.

VIL3. Conclusiones

En ausencia de una descripcién acabada de datos cristalogrificos de las subunidades y de
la hemocianina CCH, la metodologia SERS ofrece un enfoque cualitativo de gran utilidad
para obtener informacién conformacional/estructural y de los residuos aminoacidicos
expuestos al medio acuoso e interactuando con AghNPs.

Pese a la complejidad del sistema, en cuanto al gran niimero de variables involucradas en
las mediciones, se infiere que la afinidad entre CCH y AghNPs estd relacionada con los
aminodcidos expuestos de la proteina.

Las subunidades CCHA y CCHB, ademds de las hemocianinas CCH y KLH, presentan la

coexistencia de las conformaciones a-hélice y B-plegada antiparalela.
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La interaccién de los residuos de Cys, Met, Phe, Trp, Arg y Asp, dan cuenta de las
caracteristicas hidrofilicas de la zona proteica que estd interactuando con las nanoparticulas
metdlicas en un medio acuoso.

!

Para la CCHA, pese"'a tener carga neta negativa, los residuos hidrofilicos positivos se
exponen al medio acuoso, evidenciando un posible efecto de los glucésidos sobre los
residuos aminoacidicos a nivel de la superficie proteica.

Qe observan los- aminodcidos correspondientes a la secuencia MRKDV y estarian
interactuando con la superficie metalica; estos aminodcidos pueden pertenecer a la secuencia
amino terminal o a residuos expuestos al medio acuoso.

La obtencién de la informacién estructural completa de la proteina no es posible
mediante la espectroscopia SERS. Sin embargo, se obtuvo informacion valiosa en cuanto a

los aminoécidos expuestos al medio acuoso en concentraciones diluidas de proteina (10'7 M)

y de la conformacidn en la zona de interaccidn con la superficie metalica.
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VIII. CONCLUSIONES Y PROYECCIONES
VIIL.I. CONCLUSIONES

Las AghNP5s presentan formas de esferoide irregular. El tamafio mas probable de las
AghNPs se encuentra pré;imo a 60 nm, lo que fue corroborado por el espectro de extincion y
la microscopias SEM.

La interaccion de los aminoacidos con las AghNPs esta dada por los grupos amino y
carboxilato, variando-la orientacion y preferencia en funcion de la afinidad del residuo
aminoacidico por la superﬁcit; metalica. La carga en el analito y el tiempo de interaccion con
las nanoparticulas de piata son variables que deben ser consideradas para la obtencion de un
espectro SERS reproducible de aminoéacidos.

Para el Trp, el tiempo de interaccidn con la plata es fundamental para obtener un espectro
SERS reproducible y consecuentemente una orientacion preferencial. En el caso de la Met, la
orientacion hacia la superficie metalica estd favorecida por el grupo tioéter del residuo. Para
la Lys y Arg existe una tendencia hacia conformaciones preferenciales sobre la plata, en
funcién del tiempo de interaccion y de la conformacion de la cadena alifatica del residuo,
sugiriendo una alta afinidad por la superficie metalica. Al considerar la Asp y Glu existe un
impedimento a la interaccién con las AghNPs en la solucién que estd dado‘ por la carga
negativa de los grupos carboxilatos del residuo.

Las AghNPs ofrecen buena amplificacion de la sefial Raman del péptido MRKDV. La
interaccion preferencial del péptido con las nanoparticulas de plata estd dada por el grupo

guanidinio de la Arg, evidenciando la importancia de la carga positiva para favorecer la

interaccion y adsorcion del péptido sobre la superficie metalica.
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Los péptidos control proporcionan una informacion importante del rol del azufre, de la
carga neta y del tamafio en la interaccion con AghNPs, Para los contrales ECG y CRKDV, el
grupo tiol de la, Cys favorece la interaccion, sin la formacién de un pseudoenlace con la
superficie metdlica. Para Tos controles de carga neta, solo el de carga positiva LGRGISL
presenia espectro SERS en solucion, sugiriendo la influencia de la carga en la adsorcion
sobre la superficie metalica. Considerando el control por tamafio, la interaccion preferencial
del P37 esta dada por los residuos aminoacidicos positivos (Arg y Lys), con un espectro
SERS de baja intensidad.

La metodologia SERS ofrece un enfoque cualitativo de gran utilidad para obtener
informacion conformacional/estructural de las subunidades y de la hemocianina CCH, y de
sus residuos aminoacidicos expuestos al medio acuoso interactuando con AghNPs.

Pese a la complejidad del sistema, en cuanto al gran ntimero de variables involucradas en
las mediciones, se infiere que la afinidad entre CCH y AghNPs esta relacionada con
aminoacidos expuestos de la proteina.

La identificacion de actividad SERS de los residuos de Cys, Met, Trp, Arg y Asp, estd
relacionada con las caracteristicas hidrofilicas de la zona proteica que esta interactuando con
las nanoparticulas metélicas en un medio acuoso.

Para la CCHA, pese a tener carga neta negativa, los residuos hidrofilicos positivos se
exponen al medio acuoso, evidenciando un posible efecto de los glucdsidos sobre los
residuos aminoacidicos a nivel de 1a superficie proteica.

Mediante célculos tedricos, empleando Hiickel Extendido y Dindmica Molecular, se

apoyaron las conclusiones experimentales acerca de que la interaccion del péptido MRKDV
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con superficies de plata como con una membrana fosfolipidica estd mediada por los residuos
de Arg, Met y Asp.

En términos generales podemos concluir que para el estudio espectral de aminodcidos,
péptidos y hemocianinas existe una gran dificultad en la obtencion de espectros SERS, lo que
se debe principalmente a la complejidad estructural de los biomoléculas y a las caracteristicas
morfologicas de las NPs. Los resultados de esta tesis indican que hoy es posible obtener los
espectros SERS de aminodcidos, péptidos y hemocianinas interactuando con nanoparticulas
metalicas. Hemos concluido que las interacciones son principaimente de tipo electroestatica,
que las biomoléculas presentan una orientacion selectiva y exposicidn al medio acuoso,
disponiendo hacia la superficie metalica, en el caso de los péptidos y hemocianina,
determinados residuos aminoacidicos. La interaccion es altamente dependiente tanto de la
carga neta e hidrofobicidad de las biomoléculas como del tiempo de exposicion a la

superficie.
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VIII.2. PROYECCIONES

Relacionar la actividad inmunoestimulante o antitumoral con la estructura bioldgica es
un trabajo fundamental y en desarrollo. En esa perspectiva, la variacién de la hidrofobicidad
y la exposicién de residu;ys hidrofilicos de una biomolécula podria modificar una actividad
biolagica especifica.

El desarrollo de agentes bioldgicos de mayor eficacia es un gran desafio para la
Nanobiotecnologia. Por ejemplo, la unidn covalente especifica de un péptido con propiedades
antimicrobianas a NPs, mej(;rando su estabilidad, no asegura el aumento de la actividad
bioldgica; una conformacion especifica permitiria favorecer la selectividad en cuanto a la
interaccion receptor-aceptor proteico o permeabilidad en la membrana del agente patogénico.

Es fundamental conocer las propiedades de materiales a escala nanométrica. Un gran
desafio para la Bioingenieria es conocer las propiedades de los sistemas
biomolécula-material, en cuanto a biocompatibilidad, especificidad, inmovilizacion y

resistencia. Por ello, es de gran relevancia identificar las biomoléculas y conocer cémo su

conformacién molecular se relaciona con las propiedades estructurales de los biomateriales.

Un gran desafio es conocer cémo se favoreceria una configuracion. especifica de un
sistema interactuante biomolécula-NPs. La naturaleza de la interaccién estaria fuertemente
relacionada con las propiedades de la interfase agua-metal, una barrera de iones solvatados
que dan estabilidad a las NPs en solucién acuosa.

Las condiciones de permeabilidad de péptidos en membranas bioldgicas es otra tematica
a enfrentar. En particular, las experiencias realizadas para el péptido MRKDV con modelos

de membrana empleando dindmica molecular, nos hacen pensar que podriamos estar frente a
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una nueva clase de péptido inmunomodulador, Hay que realizar las experiencias respectivas
que respalden esta hipdtesis.

Sobre la ba§e de los resultados del presente trabajo de tesis, en cuanto a la afinidad por
superficies con carga neéativa, dejamos abierta la posibilidad de realizar un estudio que
evidencie la interaccién especifica de péptidos inmunogénicos catiénicos con modelos de
membrana de tipo bicapa fosfolipidica. Este tema podria desarrollarse utilizando modelos de
membrana tipo Langmuir Blodgett y empleando mediciones de espectroscopia de impedancia
y SERS.

Sobre la base de lo publicado recientemente, y considerando el gran potencial de la
espectroscopia Raman y SERS, el diagndstico clinico es una drea en creciente desarrollo. A
modo de ejemplo podemos mencionar trabajos para el diagndstico SERS de cdncer in

122y en muestras de suero humano pata cancer colorrectal ' y pancredtico!'*¥, ademds

vivo
del diagndstico Raman in vivo de cincer esofigicol'™! y géstrico!'?®). En la perspectiva del
diagnéstico clinico, en nuestro grupo de laboratorio hemos realizado experiencias SERS con

muestras de suero para el diagnéstico de las enfermedades de Chagas, VIH y hepatitis C, con

resultados ain no publicados.
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ANEXO 2. METODO DE HUCKEL EXTENDIDO Y MECANICA
MOLECULAR

Hiickel extendido (EHT) es un método semiempirico que considera los orbitales pi (1) y
los orbitales sigma (c); el método de Hiickel tradicional sélo considera los orbitales pi (x). El
método EHT fue utilizado por primera vez por Roald Hoffmann quien desarrolld, con Robert
Woodward, las reglas para elucidar los mecanismos de reaccion (las reglas de Woodward-
Hoffmann). El usé la descripcion de los orbitales moleculares de EHT para resolver las

interacciones orbitales en reacciones de cicloadicidn.

El método EHT se puede utilizar para la determinacion de los orbitales moleculares, pero .
no tiene mucho éxito en la determinacidn de la estructura geométrica de una molécula
orgénica. Sin embargo, puede determinar la energia relativa de las diferentes configuraciones
geométricas. Se trata de célculos de las interacciones electronicas de una manera bastante
simple, donde las repulsiones electron-clectron no estan explicitamente incluidas y Ia energia
total es una suma de términos de cada electrén de la molécula. Los elementos fuera de la
diagonal de la matriz del hamiltoniano vienen dados por una aproximacién, debido a
Wolfsberg y Helmholz, que los relaciona con los elementos de la diagonal de la matriz de

solapamientol 27!

Hij =K Sij (H; + Hj,-)lz

K es la constante de Wolfsberg-Helmholtz; generalmente se le asigna un valor de 1,75. En el
método EHT, sc consideran sélo electrones de valencia; la energia de los electrones y
funciones bases se supone que son constantes para dtomos del mismo tipo. El método utiliza

una serie de energias parametrizadas calculadas a partir de los potenciales de ionizacién
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atémicos o métodos tedricos que permiten ocupar la diagonal de la matriz de Fock. Después

de ocupar los elementos no-diagonales y la diagonalizacién de la matriz de Fock resultante,

se obtienen las energias (valores propios) y funciones de onda (vectores propios) de los
’

orbitales de valencia.

EHT da una visién cualitativa de los orbitales moleculares (OM). De hecho, esta
descripcioén de los OM proviene del método EHT desarrollado por Woodward y Hoffman;
esta idea les valio ganar el Premio Nobel. EHT es el método semiempirico més simple, pero
puede ser considerado como un método de cilculo Hartree-Fock (HF) simulado, si se
obtienen los elementos del hamiltoniano para la matriz HF mediante el uso de la
aproximacidn de Wolfsberg-Helmholtzl'®], En EHT se obtienen todos los orbitales de
valencia basados en los orbitales de solapamiento, en las afinidades electrénicas y en los
potenciales de ionizacién experimentales. Los elementos diagonales del hamiltoniano se
toman como el valor negativo de energia para la primera ionizacién del dtomo corregido por
los términos espectroscdpicos. Los elementos no diagonales de 1a matriz del hamiltoniano se
calculan utilizando la férmula modificada de Wolfsberg-Helmholz!'*". Ademds, se demostro
que con la descripcidn de Hartree-Fock-Rildenberg (HFR), EHT es compatible con el método
empirico HF en la forma de Roothaan!'*" ' Estos hechos explican porque EHT resultd ser
cualitativamente exitoso. La combinacién de EHT con la mecanica molecular nos ha
permitido proponer una explicacidn cualitativa de diversos sistemas, tales como 4cidos

himicos”!! y nanotubos de carbono®®,
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Esquema resumen de los céalculos MM del péptido MRKDV. similar a las otras
biomoléculas empleadas (aminodcidos y péptidos). A) Vista de perfil y superior de la
estructura optimizada del analito empleando un gradiente RMS 1*107 Kcal/(A mol) con un
campo de fuerza OPLS en vacio. B) Vista de perfil de algunas posiciones de partida para el
analito sobre la superficie metalica a una distancia proxima de 4 A. C) Vista de perfil y
superior de la estructura optimizada sobre la superficie metéalica manteniendo fijos los

atomos de plata.
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Estructuras optimizadas tomadas como punto de partida para la simulacién en

presencia de la plata.
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