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RESUMEN

Las ondas de chogue (OCh) se estan aplicando en medicina para la cura de
tendinopatias y de traumatismos 6seos. Los resultados después de algunas semanas del
tratamiento con OCh se traducen en neoangiogénesis e hipercelularidad, lo que lleva a
la reparacidn tisular. Los bio—procesos descritos no tienen ain explicacion molecular.
Datos en biopsias relativos a estudios immunohistoquimicos de tejidos tendindsicos,
indican que son los componentes colagénicos los que experimentan los mayores
cambios. Sobre esta base, se estudid a través de espectroscopia Raman el efecto que
tienen las OCh sobre coligenos y elastina, ambas proteinas presentes en tejidos de
tendon. El objetivo principal de este trabajo es dar una explicacién molecular al origen
de los bioprocesos observados en los tejidos tratados con OCh.

Para materializar el objetivo sefialado, se construyé una amplia base de datos
Raman y/o SERS, constituida por los 20 aminoécidos estandar, hidroxiprolina (OH-
Pro), péptido Cys—Lys—Pro—Phe-Phe—-Asp, colagenos modelo tipo I y tipo Il extraidos
de rata y de bovino y elastina. Centramos nuestros estudios vibracionales Raman y
SERS en los componentes aminoacidicos estructurales mas abundantes de los
colagenos, esto es glicina (Gly), alanina {Ala), prolina (Pro) y OH—Pro. Debido a que
Pro y OH-Pro son determinantes en la estructuracién molecular de los colagenos,
fueron exhaustivamente estudiados, determinandose a partir de un completo analisis
Raman, SERS y tedrico computacional, que es el grupo hidroxilo quien favorece

cinética y termodindmicamente la interaccién del aminoacido con superficies metilicas;
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esto permite inferir que la conformacion de los colagenos es altamente dependiente de
la presencia de Pro y OH-Pro. Las sefiales de las prolinas fueron claramente
identificadas en los espectros Raman de colagenos, asi como también las sefiales de
fenilalanina (Phe). Sin embargo, en los espectros SERS de colagenos, el residuo de Phe
es el que se identifica mas claramente. Este hecho, dié cuenta que los residuos de Pro y
Phe responden cinética y termodindmicamente a la presencia de nanoestructuras (NEs)
metalicas. Este resultado SERS fue contrastado con el comportamiento espectral de un
péptido modelo de 6 aminoicidos que contiene grupos Phe y Pro, donde la interaccion
con la superficie metalica se materializ6 a través de Phe.

Previo al estudio del efecto de las OCh sobre los colagenos modelo, se realizd una
completa caracterizacion de estas proteinas, observando primero el nivel de
organizacién de los colagenos a través de sus imagenes AFM, luego, haciendo un
exhaustivo analisis Raman, Se determind, que los colagenos presentan niveles de
organizacion del tipo fibras, fibrilla y microfibrillas, y que ademas, todos los colagenos
modelo presentan una estructura secundaria del tipo triple hélice de colageno. Por otra
parte, el completo analisis vibracional Raman de elastina, dié cuenta que esta proteina
presenta una estructura secundaria del tipo ovillo al azar.

A partir de la base de datos generada y los estudios de interaccion se abordd el
trabajo sobre los colagenos modelo y elastina, registrando y analizando sus espectros
Raman con y sin tratamiento de OCh. La participacion de cada aminoacido en los
colagenos permiti6 inferir sobre variaciones conformacionales por efecto de las OCh en

diversos periodos de tiempo. La certeza de esta observaciéon fue contrastada con
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experimentos en los que no se utilizo el tratamiento de OCh. El resultado mas relevante
para los colagenos se refiere a la modificacidn conformaciona! expresada en las
primeras horas después de aplicadas OCh, pero que deja de influir entre la primera y
tercera semana. A partir de ese instante los sistemas colagénicos vuelven a su estado
conformacional original. Con el fin de corroborar lo deducido de estudios
inmunohistoguimicos es que analizamos el efecto de OCh a través de los espectros de
elastinas modelo, sin que hubiera modificacion espectral Raman en todo el periodo post
OCh.

El conjunto de resultados obtenidos en este trabajo ha permitido demostrar, por
primera vez, que los colagenos son modificados conformacionalmente por las OCh.
Finalmente, ain estamos lejos de interpretar molecularmente los bioprocesos de
neoangeogénesis e hipercelularidad, que llevan a la reparacion tisular; sin embargo, los
hallazgos de esta tesis, permiten proponer que la modificacién conformacional de los
colagenos post OCh seria uno de los factores que participa en las etapas tempranas del

proceso de reparacion tisular.
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ABSTRACT

Shockwaves (SW) are being applied in medicine for the cure of tendinopathy and
bone trauma. Neo-angiogenesis stimulation and hypercellularization result from short
periods of treatment, leading to tissue repair. The bio-processes described have no
molecular explanation yet. Data on biopsies on tissue immunohistochemical studies
indicate that specific sectors are complex biological system which are affected the most
by SW.

In particular, the collagenous components are experiencing the biggest changes.
On this basis, it was studied by Raman spectroscopy the SW effect on the collagen and
elastin, both protein present in tendon tissue. The main objective of this thesis is to give
a first molecular explanation to the origin of bioprocesses observed in tissues treated
with SW.

To accomplish the above aim, a large database of Raman and/or SERS was built,
consisting of the 20 standard amino acids, hydroxyproline (OH-Pro) peptide Cys—Lys—
Pro-Phe-Phe—Asp, collagens model type I and type HI extracted from rat and bovine,
and elastin. We focus our vibrational Raman and SERS studies on structural
components most abundant amino acid collagens, namely glycine (Gly), alanine (Ala),
proline (Pro) and OH-Pro. OH-Pro and Pro are determinants in the molecular
arrangement of the collagens, and are responsible of the secondary structure of this
protein. It has been determined from a complete analysis of the Raman and SERS data

and theoretical computational that is the hydroxyl group which kinetically and
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thermodynamically favours the interaction of the amino acid with metal surfaces. On
this basis it has been inferred that the conformation of collagen is highly dependent on
the presence of OH-Pro and Pro. Prolines signals were clearly identified in the Raman
spectra of collagen, as well as signals from phenylalanine (Phe). The Phe residue is
clearly identified in the SERS spectra of collagens. This fact indicated that Pro and Phe
residues drive the interaction with metal nanostructured surfaces. This result was
compared with the SERS spectrum of a model peptide containing 6 amino acids
including Phe and Pro where the interaction with the metal surface is verified through
the Phe residue.

A complete structural characterization of the proteins was performed. The level of
organization of the collagens was studied through their AFM images; it has been
determined that collagens display fibber, fibril and microfibril type organizations. The
Raman data on collagens and elastin allow to propose that both proteins display a
random coil type conformation.

The SW treatment effect on collagens and elastin was inferred from the Raman
spectra before and after the SW treatment. Raman spectra were registered after two
hours, a week, and two and three week of the SW treatment. Similar expertments were
performed without SW treatment. Collagen conformational modifications are evidenced
in the first hours afier SW treatment; modifications stop after some. days and the
molecular systems start to back to their original conformations from the end of the first
week of the SW treatment. At the end of the third week SW effect, collagens display the

original conformation. No Raman spectral modifications after SW treatment were
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observed for elastin, thus supporting the immunohistochemical studies in tissues
indicating that the collagen areas were affected the most by SW treatment. The set of
results obtained in this study has demonstrated, for the first time that the collagens are
conformationally modified by SW. Finally, we are still far to a molecular interpretation
of the neoangeogenesis and hypercellularity bioprocesses, leading to tissue repair;
however, the findings of this thesis, allow to propose that the conformational
modifications of collagens after SW could be involved in the early stages of tissue

repair processes.
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I. INTRODUCCION

I.  INTRODUCCION

Este trabajo de tesis aborda el estudio del efecto que tienen las ondas de choque
(OCh) sobre las estructura de los colagenos tipo I'y tipo III extraidos de rata y bovino, y
elastina in vitro, empleando espectroscopia Raman y SERS.

Las OCh aparecen en la atmoésfera cuando se producen eventos explosivos tales
como la detonacién de un material, la formacion de un rayo o cuando aviones rompen la
barrera del sonido. El estudio de los efectos de 1as OCh en tejidos biolégicos humanos y
animales ha permitido apreciar una serie de sucesos asociados con mecanismos de
reparacion tisular. Esos mecanismos se resumen en 2 ejes centrales para tejidos tratados
con OCh: 1) estimulacién de neoangiogénesis y 2) aparicién de hipercelularidad en
segmentos!. Después de aplicar el tratamiento de OCh a pacientes que sufren
tendinosis™, es posible observar en sus biopsias, una alteracién estructural de los
coldgenos; se desconoce atn si este efecto es directo sobre la estructura molecular de los
colagenos, o bien si es producto de las cascadas de reacciones generadas por este
inductor biolégico.

Los colagenos son unas de las proteinas fibrosas mas abundantes en la naturaleza,
cumpliendo una variedad de funciones mecénicas, especialmente en los mamiferos.
Estas protefnas constituyen la mayor parte de los tendones y ligamentos, de la matriz
orgénica del hueso y de la dentina. Ademds, estin presentes en la piel, arterias,
cartilagos y en la mayoria de las matrices extracelulares®. Los coldgenos han sido
ampliamente estudiados. Existe una vasta literatura cientifica que da cuenta de los

esfuerzos realizados para comprender su estructura, funcién y biosintesis*®. A pesar de
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I. INTRODUCCION

ello, aim no es posible dilucidar completamente sus estructuras. La caracteristica
molecular de los coligenos dice relacién con las multiples repeticiones de secuencias
Gly—Xaa-Yaa, donde Xaa e Yaa son principalmente prolina e hidroxiprolina4’7. Esta
proteina presenta ademds una singular estructura secundaria de triple hélice constituida
por tres cadenas polipeptidicas de alrededor de 1000 aminodcidos (aa) cada una,
denominadas cadenas a. El coldgeno estd constituido por todos los aminoacidos
estandar, siendo los mas abundantes glicina (33%), prolina y sus derivados hidroxilados
en las posiciones 3 y 4 (21%) y alanina (11%).

Las espectroscopias Raman ¢ infrarroja (IR) son dos importantes herramientas
analiticas que permiten obfener informacién estructural de variados sistemas
moleculares, incluidos complejos sistemas biolégicos como proteinas y tejidos. Estas
herramientas se enmarcan dentro de la técnica conocida como espectroscopia
vibracional, ya que permiten obtener informacién de los modos normales de vibracién
de diferentes grupos moleculares. Los primeros estudios de sistemas biologicos con
espectroscopia Raman datan de 1936 con los trabajos de John Edsall®, quien reconoce el
enorme potencial de esta técnica. Sin embargo, el mayor desarrollo en este interesante
campo se ha producido en los \ltimos 30 afios, debido a la fabricacion de instrumentos
cada vez mas versitiles, sensibles y rapidos. Esto ha permitido minimizar los tiempos de
obtencién de especiros, ampliar el rango de sistemas bioldgicos a eéstudiar y mejorar la
resolucién espacial para la obtencion de espectros, gracias al acoplamiento de
microscopios 6pticos a equipos Raman. Una publicacion reciente sobre nuevos enfoques
en la espectroscopia biomédica, destaca el rapido y creciente interés que existe en el

desarrollo y aplicacion de i¢cnicas Opticas y espectroscopicas innovadoras para el
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L. INTRODUCCION

estudio de moléculas de interés biomédico, materiales, estructuras y procesos in vivo € in
vitro®. Ademés, es posible encontrar en la literatura otros estudios de sistemas biol6gicos
con la técnica Raman, tales como aminodcidos, péptidos, proteinas, bacterias y tejidos
vivos'®'2, La espectroscopia Raman es una excelente técnica para analizar compuestos
biolégicos en ambiente acuoso, puesto que el agua es practicamente transparente en
Raman. Sin embargo, la espectroscopia Raman presenta una muy baja seccion eficaz, lo
que se traduce en la utilizacién de importantes cantidades de muestra para obtener un
espectro. En muchos casos, es necesario cristales del analito o bien soluciones de
concentracidn igual o superior a 107" M. Por esta razon, se requiere de una técnica capaz
de suplir esta limitacién, lo que se logra mediante la espectroscopia SERS" (Surface—
Enhanced Raman Scattering). En SERS, la utilizacién de particulas metélicas de tamafio
nanométrico con propiedades electromagnéticas y Opticas compatibles con las

14-16

muestras — permite amplificar en varios 6rdenes de magnitud la intensidad de la sefial

Raman. El factor de amplificacién estd en el rango 10°~10% y en otros casos de hasta
10", lo que significa detectar analitos en concentraciones traza'’.

Este trabajo de tesis presenta el siguiente esquema. En el Capitulo I se describe un
conjunto de conceptos fisicos, bioldgicos, bioquimicos y quimicos, utilizados en el
desarrollo de esta tesis y una amplia revision bibliografica, formulacion del proyecto,
hipétesis, objetivos generales y especificos. En el Capitulo II se describe los materiales y
métodos utilizados, mientras que el Capitulo III contiene los resultados de sintesis y
caracterizacion de las nanoestructuras utilizadas, y la caracterizacion AFM de colégenos

modelo; en este capitulo se presenta ademas los resultados espectrales Raman y/o SERS

de aminodcidos, péptido, colagenos y elastina. Finalmente, se presentan los resultados
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I. INTRODUCCION

sobre la aplicacién de las ondas de choque a porciones de coldgeno in vifro, junto a una
discusion general de los resultados obtenidos. El Capitulo IV presenta una discusion
general, El Capitulo V resume las conclusiones generales de este trabajo de tesis, asi
como también sus proyecciones. Luego, se enumeran las referencias en el Capitulo VI'y
se finaliza con €l Capitulo VII, donde se listan publicaciones, trabajos presentados a
congresos y estadias de investigacion realizadas en el desarrollo de esta tesis.

Los conceptos que forman parte del marco tedrico y que se desarrollan en esta

introduccion se presentan a continuacion.
L1. Ondas de choque y su uso en medicina

Las OCh son ondas acisticas que se caracterizan por su alta amplitud de presion
y aumento brusco de la presién en comparacion con el medio circundante. En la
atmosfera las OCh se pueden escuchar como fuertes explosionesls. Pueden transmitir
energia desde el lugar de generacién a zonas distantes, y pueden por ejemplo romper
cristales de ventanas. A pesar de su relacién con el ultrasonido, las OCh se diferencian
por tener amplitudes de presién especialmente grandes. Por esta razén, los efectos
explosivos, debido a la no linealidad del medio de propagacidn (aire, agua, tejidos
humanos), deben ser tomados en consideracion. Una representacion gréfica de las OCh
(fig. 1), se muestra como un pulso tnico de presion positiva, seguido por una baja de
presion exponencial al nivel atmosférico en 1 a 5 nanosegundos, tras lo cual se finaliza
con una fase de presién negativa de algunos microsegundos. Después del paso de la

onda, la presion atmosférica prevalece, hasta que la siguiente onda es emitida.
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I ; Carta duracién de pulsacion

Altas presién
positiva
(hasta BO Mpa)

J——~— N, Y A

Corto periodo de elevacion (de 38-120 ns)

Larga presién negativa (-5/-10MPa)

Figura 1. Representacion esquemdtica del paso de una onda de choque a través de un medio. La linea
naranja representa el aumento y disminucion de la presion en el medio por donde pasa el pulso de

presion.

Los estudios sobre los efectos en los tejidos han sido desarrollados principalmente
por técnicas de histopatologia e inmunohistoquimica. Esto ha permitido obtener
importante informacion acerca de las componentes y efectos celulares implicados. Sin
embargo, los mecanismos intrinsecos por el cual las OCh regulan estos procesos son aun
desconocidos. En términos moleculares y estructurales la informacion es escasa. El
conocimiento parcial de estos sistemas indica que post OCh se activa un conjunto de
componentes moleculares (factores de crecimiento, citoquinas, ribozimas, péptidos y
polipéptidos activos, enzimas, hormonas, etc)'. La concatenacion de esos componentes
influye sobre la respuesta celular a nivel de membrana (con sus proteinas estructurales,
citoplasma y citoesqueleto) y sobre la activacion del nucleo celular con respuestas
variadas desde el genoma'’.

Las OCh se han utilizado en el tratamiento de tendinopatias del hombro. En los
tejidos del tipo tendineo, presente en el hombro, es abundante la componente fibrilar,
constituida principalmente por fibras de colageno tipo I pero también constituidas por

cantidades aunque menores de colageno tipo III. La relacion de colagenos I/111 varia al

ESTUDIO RAMAN DEL EFECTO DE LAS ONDAS DE CHOQUE SOBRE COLAGENOS Y ELASTINA Pigina [ 6




I. INTRODUCCION

.. o 2025
ser comparada en condiciones normales y patologicas™ .

L.2. Aminodcidos, colagenos y elastina

Entre los componentes mds abundantes en los tejidos de tenddn se encuentran los
coldgenos; como todas las proteinas, el coldgeno estd constituido por unidades basicas
denominadas aminoécidos (aa). Como su nombre lo indica, los aa son compuestos que
poseen un grupo amino y un grupo carboxilico en su estructura. Los aa son los
precursores de los péptidos y las proteinas, y en ellos los grupos amino y carboxilo, se
encuentran unidos al mismo atomo de carbono, conocido como carbono o (a—
aminoacidos)?®. Sobre este mismo carbono a, se une un 4tomo de hidrégeno y un radical
de estructura variable (también conocido como cadena lateral o grupoe R), que determina
1a identidad y las propicdades de cada uno de los diferentes aa. A pH 7 la forma iénica
es predominante en los aminoacidos; bajo estas condiciones y atendiendo a la naturaleza
de la cadena lateral de cada aminodcido, estos pueden ser clasificados como neutros o
apolares, polares sin carga, polares con carga positiva (dcidos) y polares con carga

negativa (bésicos)”’

. Los aminodcidos neutros o apolares son 8, poseen caracteristicas
hidrofobicas y una cadena lateral no polar. Los aa que integran este grupo son alanina
(Ala, A), valina (Val, V), leucina (Len, L) e isoleucina (Ile, I); poseen cadenas laterales
alifaticas. Metionina (Met, M), posee una cadena lateral tioéter (C~S—~C). Prolina (Pro,
P), es un iminoacido, pues su grupo R es ciclico y estd compuesto por 3 unidades de

metileno; estos quedan unidos al carbono alfa y al grupo amino, el cual pasa a llamarse

imino. Este aa tiene limitaciones conformacionales impuestas por su cadena lateral de
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I. INTRODUCCION

pirrolidina, la que es vinica dentro de los 20 aminoécidos estédndar. Cierran este grupo, la
fenilalanina (Phe, F) y el triptofano (Trp, W) que contienen un anillo aromético en su
cadena lateral. Los aa polares sin carga son 7 {y su principal caracteristica es que el
grupo R es polar pero no presenta carga. Integran este grupo la glicina (Gly, G), que
posee la cadena mas simple, un 4tomo de hidrégeno como grupo R. Serina (Ser, S) y
treonina (Thr, T) son portadores de un grupo hidroxilo (OH). Asparragina (Asn, N) y
glutamina (Gln, Q) poseen cadenas laterales portadoras de un grupo amida. Tirosina
(Tyr, Y) posee un anillo fendlico en su grupo R. Cierra este grupo la cisteina (Cys, C)
quien debe su polaridad a la presencia de un tiol (SI) en su grupo R. Los aa polares con
carga positiva son 3 y deben su clasificacién a que el grupo R estd cargado
positivamente a pH fisiolégico, lo que le confiere caracteristicas dcidas. Intcgran este
grupo la lisina (Lys, K), que posee una cadena lateral de butilamonio y arginina (Arg,
R), quien presenta una estructura de guanidinio en su grupo R. Cierra este grupo la
histidina (His, H), portadora de un imidazol en su cadena lateral. Finalmente, los aa
polares con carga negativa son 2 y deben su clasificacién a que poseen un grupo R polar
cargado negativamente a pH fisiologico, lo que le confiere caracteristicas basicas (COO™
). Integran este grupo el dcido glutdmico (Glu, E) y el 4cido aspértico (Asp, D).

Las proteinas pueden ser descritas en una forma muy aproximada como polimeros
lineales. Las proteinas pueden estar constituidas por cualquiera de los 20 aa estandar, en
proporciones y combinaciones aleatorias. El primer paso de la sintesis es la uni6n de los
aa para formar un péptido. Luego, Ja unién de péptidos da paso a la formacién de
cadenas polipeptidicas. La unién bésica que se ha encontrado en las proteinas es el

enlace peptidico. Este se forma entre los grupos carboxi y amino de dos aminozcidos
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. INTRODUCCION

como resultado de una reaccion de condensacion. Un numero determinado de estas
reacciones de condensacion producira una cadena polipeptidica (fig. 2). La secuencia y
estructura quimica de los aa entre un péptido, polipéptido o una proteina es conocida

como estructura primaria’®.

(o) H
I |
C+0O—H H+N—C—
fO—H] + F,! ;
1 ]

AMINGACITD 1 | Aminoacido 2

H=N—C—
H

A—0O—I

dipeptico

Figura 2. Reaccion de condensacién entre dos aminoacidos para formar un dipéptido. Los recuadros

azules muestran los dtomos que se liberan en forma de agua y el enlace peptidico formado.

La estructura secundaria de una proteina es definida por el ordenamiento espacial
de los aminoacidos en las cadenas polipeptidicas. Esta estructura secundaria define la
funcion y propiedades de una proteina. Se conoce varios tipos de estructuras
secundarias: hélices alfa (o—helix), hoja B-lamina (B—pleated sheet), triple hélice de
colageno (collagen helix), entre otras™.

Es vasta la literatura que da cuenta de los esfuerzos realizados para comprender su
estructura, funcién y biosintesis*® de los colagenos; a pesar de ello, atin no es posible
dilucidar completamente sus estructuras. Solo es posible encontrar en la literatura
representaciones esquematicas (fig.3a) y modelos de péptidos de colageno (fig.3b) que

ermiten conocer su arquitectura y organizacion molecular® ! (fig. 3).
p q g
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(a) Aminoscidos $e 5

~1 nm W
Tropocoligeno \
~300 nm ‘r"""'}":f7
Fibrillas

~1 ym

Fibras
~10 um

Figura 3. a) Diagrama esquemadtico de niveles de organizacion de coldgeno y b) modelo estructural de
barras y esferas para una porcion media de triple hélice. Las cadenas alfa estan representadas por los

colores verde, celeste y rosado.

La secuencia peptidica Pro- OH-Pro—Gly en cada cadena a, es la mas comun en
los colagenos (10,5%)*"%. El modelo de la estructura de colageno fue confirmado por
Brodsky y Berma™, quienes determinaron la estructura cristalina por difraccion de rayos
X del péptido (Pro— OH-Pro-Gly)i>”. En este péptido modelo tipo colageno, el tercer
residuo de cada cadena polipeptidica pasa a través del centro de la triple hélice, que esta
tan apretada que solo una cadena lateral de Gly puede ubicarse alli. Este
empaquetamiento explica el requerimiento absoluto de una Gly en cada tercera posicion
de una cadena polipeptidica de colageno (fig. 4a). Los grupos peptidicos estan
orientados de modo que el atomo de hidrogeno en N-H de cada Gly forma un puente de
hidrogeno con el grupo carbonilo de un residuo de Pro en una cadena vecina (figura 4b).
Los residuos de Pro y OH-Pro voluminosos y relativamente inflexibles confieren rigidez

al ensamblaje completo®’.
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Cadenal Cadena2 Cadena3 Cadenal

Figura 4. a) Representacién esquemdtica de cadenas alfa C-terminal, que muestra los residuos de Gly en
cada tercera posicion. Los circulos plomo, naranja, azul y blanco, corresponden a los atomos de carbono,
oxigeno, nitrogeno e hidrégeno, respectivamente. La linea discontinua representa la zona donde se
producen los puentes de hidrégeno™. b) Representacion de puentes de hidrégeno, vista superior desde
los N-terminal hacia abajo del eje de la hélice. Se muestran tres residuos consecutivos de cada cadena en
Jorma de barras (verde, atomos de C). Los puentes de hidrégeno estan representados por lineas
discontinuas desde los dtomos de N (azul) de Gly hasta los atomos de O (rojo) de Pro en las cadenas
adyacentes. Los puntos representan las superficies de van der Waals de los dtomos del esqueleto del

residuo central de la cadena™.

Se conoce alrededor de 28 tipos de colagenos, compuestos por 42 distintos tipos de
cadenas polipeptidicas™. Las cadenas o son identificadas por la siguiente nomenclatura:
an(N), donde N es el nimero romano que indica el tipo de colageno y n nimero de
cadena alfa. Asi, el colageno tipo I esta constituido por tres cadenas del mismo tamafio,
dos de ellas idénticas, [a/(IT)],, y otra ligeramente distinta [a2(T)]. El colageno de tipo 111

esta formado por tres cadenas idénticas, [a/(II)]5™

- La importancia de los colagenos |
y III, radica en que los tendones humanos sanos estan constituidos principalmente por

colageno tipo I'°. Los coldgenos tipos Il y V también estan presentes, pero en

cantidades mas bajas. Un aumento de la proporcion de colageno tipo I11 es producido en
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fases iniciales del proceso de cicatrizacién de heridas en el tendon™. El colageno 111 es
sustituido gradualmente por colageno tipo I en la medida que el tejido cicatriza y madura
su resistencia mecanica, esto es, hasta que el tejido vuelve a su condicién normal®.

La elastina es un polimero macromolecular de la proteina tropoelastina que
cumple funciones estructurales en el tejido conectivo; a diferencia del coldgeno que
proporciona resistencia, la elastina confiere elasticidad a los tejidos. La tropoelastina
estd constituida por alrededor de 850 residuos de aa, con un peso molecular de ~70
kDa*’. Ademas, contiene dos tipos principales de dominios alternados: (1) dominios
hidrofilicos reticulados ricos en Lys y Ala y (2) dominios hidrofobicos (responsables de
1a elasticidad) ricos en Val, Pro y Gly, que suelen aparecer en repeticiones de Val-Pro-
Gly—Val-Gly o Val-Gly-Gly—Val-Gly*®. En términos generales, la tropoelastina
contiene alrededor de un 33% de glicina y 24% de alanina, aminoacidos que representan
la mayor coniribucién, seguido por un 15% de valina y un 11% de prolina®®.
Hidroxiprolina, isoleucina, leucina iriptéfano, fenilalanina, arginina y lisina también
estdn presentes, pero en menor proporcién’’.

Desde el punto de vista estructural, Debelle y col.*® publicaron los datos
espectroscopicos de la estructura secundaria de elastina extraida de bovino. A través de
las sefiales vibracionales, obtenidas por las espectroscopias infrarrojo y Ramuan,
estimaron que la elastina contiene un 10% de estructura a—hélice, un 45% de estructura
B—lamina y un 45% conformaciones no definidas. A pesar de los importantes avances

8,39

realizados con modelos de péptidos tipo elastina®, ain existe controversia respecto a

un modelo estructural comin.
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1.3. Espectroscopias Raman y SERS

El principio basico de toda espectroscopia es la interaccién de la luz con la
materia. Cuando esta interaccién luz—materia produce cambios en los estados
vibracionales de una molécula, estamos en presencia de la espectroscopia vibracional.
Las técnicas que dan cuenta de este fenémeno son las espectroscopias infrarrojo, Raman
y SERS. En infrarrojo la absorcion directa de energia da paso a una transicion
vibracional. En Raman la dispersion inelastica de un fot6n incidente es consecuencia del
cambio en el estado vibracional de una molécula y en SERS la dispersion ineldstica que
es consecuencia de cambios en los estados vibracionales, es promovida por la utilizacién
de superficies metélicas de tamafio nanoméirico.

Para comprender mejor el efecto Raman y SERS es necesario tener presente

ciertos antecedentes tedricos, los que se describen en las siguientes secciones.

1.3.1. Niveles de energia vibracional

La primera consideracién que es necesario hacer, dice relacion con establecer las
epergias vibracionales de una molécula, para luego derivar y aplicar las reglas de
seleccion a las transiciones vibracionales. La segunda consideracion se relaciona con la
simplificacién del tratamiento mecano—cuantico del problema a resolver. Para ello, se
utiliza como modelo una molécula diatémica para su tratamiento, ya gue ésta tiene sélo
un grado de libertad vibracional. Luego, las conclusiones obtenidas pueden ser
generalizadas para moléculas poliatémicas.

La energia potencial vibracional de una molécula diatomica incrementa si los
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nucleos son desplazados desde sus posiciones de equilibrio. Cuando el desplazamiento x
= R—Ry es pequefio, es posible expresar la energia potencial como los primeros iérminos

de una serie de Taylor*':

dv 1 /d2v
Voo =W+ (), 2 3 (ED), 7+

donde, el subindice 0 indica que las derivadas deben ser evaluadas en el equilibrio de la
distancia de enlace (en x = 0). Para los propositos de esta discusién se puede eliminar el
primer término de la serie haciendo ¥, = 0. La primera derivada es cero en la posicién de
equilibrio, porque alli la curva de energia potencial molecular pasa por un minimo
(Figura 5). Debido a que el desplazamiento desde el equilibrio es pequefio, el término de
orden mas alto que es 2 puede ser obviado. El unico término que queda es el

proporcional a x%, por lo gue podemos escribir*':

_1,.2 _ 1fd?y
Lot k=3, o

asi, podemos decir que la energia potencial cerca del equilibrio es una pardbola (y que es
proporcional a x). De esto se deduce que el hamiltoniano para dos atomos de masa m; y
m es:

2 2 2 2
LIyl 3)

2my dx? 2mpdx? 2

H=-

Si se relaciona esta discusi6én con la del dtomo de hidrégeno®, podemos decir que
cuando la energia potencial depende solo de la separacion de las particulas, es posible
expresar el hamiltoniano como una suma, con un término referido al movimiento del
centro de masa del sistema y el otro al movimiento relativo. Asi, podemos reescribir el

hamiltoniano como™':
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_ P4 1,
H o= =gy sk @)

donde p es la masa efectiva, dada por*':
i o

El térmmino masa efectiva es mds apropiado para referirse a moléculas
poliatémicas, en vez de masa reducida que es utilizado més cominmente.

La aparicion de p en el hamiltoniano es fisicamente plausible, como consecuencia
de suponer que el movimiento es dominado por el dtomo mas ligero. Si m; >> my,
entonces, g =~ m,". Esto es como imaginar a una particula pequefia unida a una pared:
la masa de la particula mas pequefia es la que determinard las caracteristicas de
vibracion del sistema, no la masa de la pared.

Un hamiltoniano con una energia potencial parabélica es caracteristico de
oscilador armonico, por lo que se podrd adoptar inmediatamente las soluciones
encontradas para el oscilador arménico desde el punto de vista mecanico—cudntico; este

tema es ampliamente discutido en textos de mecanica cusntica molecular®’. Asi, los

niveles de energia para un oscilador arménico simple, estan dados por la expresion:

1
E, = (v+3) ho, donde w = (X)° ©)
conv=0, 1, 2,. . .. Estos niveles de energia se encuentran con una separacion hw. Las
funciones de ondas correspondientes son de forma campana gaussiana multiplicada por
un polinomio de L’Hermite*'.
Todas las observaciones hechas sobre las propiedades de las soluciones del

oscilador arménico son aplicables a las vibraciones de las moléculas diatémicas, siempre
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y cuando las variaciones no sean mas pequefias que la distancia de enlace en equilibrio.
Ademas, la descripcion anterior es valida para un oscilador arménico ideal: sin embargo,
el comportamiento de una molécula diatémica presenta algunas diferencias, por lo que
es necesario hacer la extension hacia un oscilador anarménico.

El truncamiento de la expansion de Taylor (ec. 1) para la energia potencial
molecular después del término cuadrético, es solo una aproximacion; por lo tanto, en
moléculas reales los términos despreciados son importantes, especialmente para grandes
desplazamientos desde el equilibrio. La forma tipica de la energia potencial para un
oscilador anarmonico se muestra en la figura 5. A altas excitaciones, la parabola es
menos restrictiva; en este caso, los niveles de energia convergen en vez de permanecer
separados uniformemente*'.

Un procedimiento para hacer frente al problema de anarmonicidad, es resolver la
ecuacion de Schrodinger con un término de energia potencial que coincide con la
energia potencial verdadera, en un amplio rango de valores de la parabola. Una de las
funciones mas utiles, pero aun aproximada, es el potencial de Morse (fig. 5), dado por la

ec. 7

ViheD,
o)

0.2 . —R,
LR

0
aR-R,)

Figura 5. Niveles de energia de un oscilador anarmonico. La imagen corresponde a un erdfico del
PO, g

potencial de Morse™'.
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1

Ve = heDe{1 — e™%)? a= (Zh‘:De)z @),

El termino D,, depende del minimo de la curva del potencial de Morse y x = R—R,,
del desplazamiento del cnlace desde su posicién de equilibrio. La ecuacién de
Schrddinger puede ser resuelta analiticamente con esta energfa potencial, por lo que los

niveles de energias cuantizados estaran dados por:

E, = (v + %) ho — (v+ %)2 howx, @®)
con
wr, =<t ()

y o definido en ec. 6. La cantidad x, es llamada constante de anarmonicidad. El término
adicional de sustraccién en la expresién arménica (ec. 8) se vuelve mas importante
cuando v se hace grande, lo que resulta en la convergencia de los niveles altos de
excitacion. Una caracteristica de la energia potencial de Morse es que ¢l namero de

niveles encontrados es finito, yv=0, 1, 2, ... ¥max, donde

heDg 1
Umax < pos =5 (10)

La energia en el punto cero del potencial de Morse esta dada por*’:
1 1
Ey = Zho(1- >%e) (11)
y la energia de disociacién, hcDy, esté relacionada con la profundidad del pozo de
energia potencial®!:
E,
Dy= D, — E% (12)

Asi como ha sido indicado, el oscilador de Morse es s6lo una aproximacion para el
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oscilador armoénico de una molécula diatémica. Al extender este tratamiento mecano—
cuantico a una molécula poliatémica, la funciéon de onda molecular podra ser
representada como un producto de funciones de ondas mono—vibracionales de modo
que:

Wibracionat = Y1{Q)P2(Q2) - P (Qp) = Tl Qe  (13)
donde, ¥, es la funcién de onda para la particula k, con coordenadas normales de
vibracion Q. El hamiltoniano de Ios modos normales de vibracién ahora corresponde a

la suma de los osciladores arménicos simples, dados por la expresién®':

62

H =3 B0+ 0w (19)
Los sistemas de coordenadas normales y modos normales de vibracion se discuten
més adelante.
Finalmente, la energia total de la molécula dependerd de los niimeros cuanticos

vibracionales de cada oscilador arménico &; vi= 0, 1, 2,... V4, dada por la expresion:

Erorat = Zxho (ve+3)  (15)
1.3.2. Efecto Raman

En la seccion anterior hemos revisado los fundamentos tedricos de las vibraciones
moleculares y de los niveles de energia vibracional para moléculas diatémicas y
poliatémicas. En esta seccién revisaremos el origen del efecto Raman y su relacion con
las transiciones vibracionales de una molécula.

El efecto Raman fue descrito por primera vez por el fisico indio Chandrasejara

Venkata Raman en 1928. Este efecto explica el cambio en la frecuencia de una pequefia
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fraccion de la radiacién monocromética dispersada por las moléculas, respecto de la
frecuencia de la radiacion incidente®.

El fenémeno Raman se produce cuandoe un haz de radiacién monocromatica de
frecuencia vo, se hace interactuar con una molécula. Después de la interaccion, la mayor
parte de la radiacién es dispersada en todas la direcciones del espacio de manera elastica,
es decir, con la misma frecuencia que la del haz incidente (vp); a este fenémeno se le
conoce como dispersion Rayleigh. Una pequefia porcion de la radiacién, un fotén entre
diez millones, es dispersada de manera inelastica; los fotones dispersados pueden tener
mayor o menor frecuencia respecto a la del haz incidente. La dispersi6én inelastica que
tiene una menor frecuencia que la del haz incidente, es conocida como Raman Stokes (vo
> v1), habitualmente Ilamada Raman. La dispersion ineldstica que ticne mayor frecuencia
respecto al haz incidente, es conocida como dispersién Raman anti-Stokes (vo<v;)*. La
figura 6 muestra una representacion esquematica de la dispersion eldstica e inelastica. El
cambio en la frecuencia de vibracién depende de la naturaleza quimica o estructural de
las moléculas responsables de la dispersion. Sobre esta base es que la espectroscopia
Raman proporciona informaciéon que permite inferir acerca de la estructura, simetria,
enlace y entorno electrénico de una molécula®.

La diferencia numérica entre la dispersion Rayleigh y Raman Stokes o Raman
anti-Stokes es registrada por los equipos de espectroscopfa Raman y graficadas con
respecto a la intensidad de la radiaci6n dispersada. Debido a la relacién entre la
frecuencia y €l nimero de ondas,v =c/A y ¥ = 1/4, por convencion, se utiliza el
nimero de ondas (cm™) para graficar los cambios de frecuencias respecto a su

intensidad.
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Vo Vo<V,
Figura 6. Representacion esquemdtica de la dispersion eldstica e ineldstica (dispersion Rayleigh (vy),

Raman Stokes (vo > v;) v Raman anti-Stokes (vy< v3).

Debido a la relacion directa que hay entre la frecuencia y energia, dada por la

expresion 16,
E = hv (16)

las variaciones de frecuencias observadas en los procesos de dispersion, son
equivalentes a variaciones de niveles de energia vibracional para la molécula en estudio.
Al interaccionar el haz de radiacion monocromatica con la molécula, ésta es excitada
desde un nivel energético vibracional fundamental (Vi, Epundamentai) hasta un nivel
energético virtual (E.ima). Después de esto, en la dispersion Rayleigh, el proceso de
dispersion es consecuencia de un retorno desde el estado virtual al estado energético
vibracional fundamental. En el caso de Raman Stokes y Raman anti-Stokes, el proceso
de dispersion deja a la molécula en un estado energético vibracional mayor (de Vo a V)
y menor (de V; a V;), respectivamente. La figura 7 muestra una representacion
esquematica de los procesos de excitacion®*.

A temperatura ambiente, segun la ley de distribucion de energia de Maxwell-
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Boltzmann, el 99 % de las moléculas se encuentran en el estado vibracional de menor
energia. Por esto, la probabilidad que ocurra dispersién Raman Stokes es mucho mayor
que ocwrra dispersion Raman anti-Stokes. Esto tendrd como consecuencia que una
mayor cantidad de moléculas experimente transiciones Stokes que anti-Stokes. Por lo
tanto, las lineas Stokes tendran una intensidad mayor. Esto se traduce en que la
intensidad de la dispersion Raman Stokes es del orden de 100 veces superior a la

dispersiéon Raman anti—Stokes.

A
---- AT AT AT B il
o
&b
o
°
=]
=
Vi
V2
Vi A
Vo E
Funda
Vo=Vy Vy Vo<V el
Dispersic Dispersié Dispersié
Raman Stokes Rayleigh Ranmn Anti-Stokes

Figura 7. Representacion esquemdtica de excitacion de los niveles energéticos vibracionales.

1.3.3. Bases tedricas de la Espectroscopia Raman

En esta seccién analizaremos algunos aspectos tedricos de la espectroscopia
Raman, partiendo desde la base que podemos considerar a los enlaces en una molécula
como dipolos eléctricos oscilantes, los que pueden ser inducidos por interaccién con el
campo eléctrico oscilante de la radiacidn electromagnética. Asi, los dipolos eléctricos en

una distribucién electrénica para una molécula en un estado vibracional, estin en una

ESTUDIO RAMAN DEL EFECTO DE LAS ONDAS DE CHOQUE SOBRE COLAGENOS Y ELASTINA. | Pagina]21




I. INTRODUCCION

oscilacién arménica. La interaccidn de la nube electrémica con la radiacion
electromagnética induce un momento dipolar P (siempre y cuando la molécula no
presente un momento dipolar permanente). Por ello es que la magnitud del momento
dipolar inducido sera directamente proporcional al campo magnético que la induce. La
relacion mas simple para un dipolo inducido estar dada por la expresion:
p=eE (17

donde p y E son vectores; la constante de proporcionalidad «, denominada
polarizabilidad, es un tensor de rango uno*. Cabe hacer notar, que este es sélo el primer
término, también el mas grande, de una serie en potencias de E, en que la polarizabilidad
es el primer coeficiente seguido por tensores de rango superior, la hiperpolarizabilidad
(tensor de rango dos) y la segunda hiperpolarizabilidad, las que dan origen a los efectos
Raman no lineales™. En esta tesis solo se analizaran los términos lineales, es decir, el
origen de la dispersion Raman inducida por laseres de baja potencia. Asi, las tres
componentes del tensor momento dipolar inducido p, pueden ser representadas por un
sistema de ecuaciones, dado por:

Px = Oyx Ex + AeyE, + ay,E,

Py =@y Ex+ ayE + aF, (18)

Pz =0z Ex+ ay By + ay,E,
y en forma matricial podemos expresarla como:

» Uy  Qxy Uy |E,
pl-( = o)l @
Pz Ozx Qzy @zz/[E,

Con esto, podemos decir que la matriz que representa la polarizabilidad en el

equilibrio, puede ser representada por ap. De esta manera, para un estado vibracional
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defimido por uma configuracion en equilibrio existe un valor de polarizabilidad
determinado. Las variaciones infinitesimales de esta configuracion en equilibrio debido
a vibraciones internas por efecto del campo eléctrico oscilante externo, seran la causa y
origen de las intensidades de los espectros Raman. Estas variaciones de los elementos
del tensor de polarizabilidad con cada modo de vibracién puede expresarse en una serie
de Taylor con respecio a un conjunto de coordenadas vibracionales llamadas

- 445 . e
coordenadas normales de vibracion***, a través de la expresion:

o = (“pcr)o + Yk (aapa) Q + Zk,l( ) QxQy . (20)

9Qr

La ec. 20 es valida para cada uno de los elementos del tensor de la polarizabilidad
(ec. 19). El primer término en la ec. 20 corresponde al valor del elemento del tensor de
la polarizabilidad en el equilibrio @, que representa la coordenada normal de vibracion.
Los términos que contienen las primeras derivadas con respecto de las coordenadas
normales, son los responsables de las intensidades Raman que pueden ser observados
para cada modo vibracional fundamental. Por otra parte, las segundas derivadas estan
relacionadas con el origen de combinaciones y sobretonos en el espectro Raman. Por

simplicidad, se utiliza la siguiente nomenclatura®:

8apy

a0 = (522) @1)

Con esto, cada derivada formard un nuevo tensor, denominado tensor de derivada
de la polarizabilidad, uno por cada modo de vibracién (a;,). Por lo tanto, el tensor total
para cada modo de vibracién k, incluyendo el tensor para el equilibrio y el de las

derivadas estar4 dado por™:
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(“ptf)k = (“pcr)o + (a.;?cr) ok 22)
Ahora, como trabajamos con una la aproximacién armonica, las coordenadas

normales dependientes del tiempo pueden ser expresadas por:

Qx = Qrocoswp t  (23)
donde, wy, es la frecuencia de la vibracién k. Por otra parte, el campo eléctrico incidente
puede ser el de una onda plana simple, dada por:

E = Ej cos{wgt) (24)
donde, wy es la frecuencia de la radiacion incidente (wy = 21cy Ty, g €s la velocidad de
la luz en el vacio). En ambos casos no se han incluido factores de fase para simplificar
las expresiones. El momento dipolar inducido p, puede escribirse ahora para cada modo

de vibracién en términos de los tensores de la polarizabilidad™:

p = agEycos(wyt) + ak’EoQkocos(mkt)cos(wgt) (25)

Con la ayuda de la identidad trigonométrica para el producto de cosenos, podemos

obtener los tres componentes momento dipolar oscilante gue nos interesa:
P =p(we) +{wo— @) + (wo+ @)  (26)

El primer término de la ec. 26 es el responsable de la dispersion Rayleigh, el
segundo del origen de la dispersién Raman de Stokes y el tercero de la dispersién
Raman anti-Stokes. Debe tenerse presente que el tensor @ (o aR%!¢9") de dispersion
es siempre distinto de cero; es decir, la dispersion Rayleigh debe observarse en todos los
casos. Por el contrario, la dispersién proveniente de cualquiera de los otros dos dipolos
inducidos requiere que por lo menos uno de los elementos en el tensor de las derivadas

de la polarizabilidad o tensor de Raman (a;, 0 @®¥™a%), sea diferente de cero.
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1.3.4. Espectroscopia Raman amplificada por superficie metdlica (SERS)

La espectroscopia Raman amplificada por superficies metélicas, es un técnica
ultra—sensitiva que permite amplificar las sefiales Raman de moléculas adsorbidas sobre
superficies metalicas rugosas nanoestructuradas.

El efecto de amplificacion fue estudiado por Fleischmann y col.”® y Albrecht y
col.*®, proponiendo diferentes mecanismos para la amplificacién observada. Aungue la
naturaleza exacta de los mecanismos de amplificacién en SERS es atn desconocida, es
muy aceptado que las contribuciones més importantes son la electromagnética
(mecanismo electromagnético, FM) y la interaccién quimica (mecanismo quimico, QM)
entre el analito vy la nanoestructura metilica’’. Si bien ambas contribuyen a la
amplificacién de las sefiales SERS, experimentalmente no es posible separar qué bandas
provienen de uno u otro mecanismo. Segin Jensen y col.”’, desde el punto de vista
tedrico, se pueden identificar al menos cuatro diferentes mecanismos de amplificacion.
(1) Amplificacion debido a interacciones quimicas del estado fundamental entre el
analito y las nanoestructuras (NEs), que no estdn asociadas con alguna excitacién del
sistema analito—nanoestractura, (CHEM). (2) Raman resonante amplificado, debido a la
excitacion con una longitud de onda que es resonante con una transicion molecular,
(resonancia). (3) Transferencia de carga Raman resonante amplificado, que es debido a
excitacién con una longitud de onda que es resonante con la transferencia de carga en
una transicién del sistema analito—nanoestructura, (CT). (4) Amplificacién debido a un
muy fuerte campo local, generado por la longitud de onda de excitacion qué €s resonante

con los plasmones superficiales de las nanoestructuras metalicas, (EM). De esto se
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desprende que la amplificacion total depende de la longitud de onda de la radiacion
incidente, de las caracteristicas del sistema molecular y de la superficie metilica
utilizada. A menudo los mecanismos CT, resonancia y CHEM son agrupados en el
QM*"; QM predice a su vez un gran aumento de la polarizabilidad del sistema molecular
como resultado de una interaccién pseudo covalente de analito con el metal, con una
posible variacion de las propiedades épticas del analito.

Para cualquiera de los mecanismos que permitan la amplificacién de las sefiales
vibracionales, la interpretacién espectral es un enorme desafio®®. Se supone que EM es el
efecto predominante y se le suele llamar efecto de primera capa, dado que requiere de un
contacto directo entre el analito y la superficie metalica®. Este efecto puede ser
entendido bajo el concepto de plasmones superficiales localizados (LSP)*, que
corresponde a la oscilacién colectiva de los clectrones de conduccién del metal por
accién de una radiacién electromagnética®. La sefial Raman amplificada es maximizada
cuando el tamafio de las nanoestructuras es menor que la longitud de onda del laser
incidente y con una geometrfa optimizada®*%.

En las secciones siguientes se discutirdn los aspectos teéricos mis relevantes

relacionados con la amplificacién de sefiales SERS. Mecanismo Electromagnético (EM),

Mecanismo Quimico (QM) y Reglas de seleccion.

1.3.4.1. Mecanismo electromagnético (EM)

El modelo més simple para describir desde el punto de vista teérico el mecanismo

electromagnético es el modelo de la esfera metdlica™ . La descripeién de este modelo
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considera una haz de radiacion que incide sobre una particula esférica o esferoidal

aislada>*

- Esta aproximacién es valida toda vez que la condicién bésica para producir
el efecto SERS es contar con una superficie nanoestructurada rugosa; asi, es posible
representar la rugosidad de la superficie como pequefias esferas metalicas™. Segtn este
modelo, la polarizabilidad ¢ de la molécula no se ve afectada por la presencia del
metal®®, salvo en Io que respecta al efecto debido a un campo eléctrico magnificado en
las cercanias de la superficie metalica. La figura 8 muestra de forma esquematica ¢l
fenémeno que tiene lugar en un proceso de dispersién Raman en ausencia y en presencia
de nanoestructuras metalicas™. La figura 8a corresponde a una representacién de la
dispersion Raman producida por una analito aislado que se sitiia en una posicién r'; el
analito es perturbado por una radiacion electromagnética incidente de frecuencia g, que
corresponde a un campo electromagnético incidente (r', mo). Producto de 1la
perturbacién, la radiacion dispersada lo hace con frecuencia wp, la que a su vez se asocia
a un nueve campo electromagnético Ep (r’, a)R). La figura 8b corresponde a una
representacién de la dispersion SERS, donde el analito se encuentra en una posicién r”
en presencia de nanoestrncturas metdlicas, las que incrementan el campo
electromagnético en el entorno del analito; en esta condicién el analito es perturbado

tanto por el campo E; (r', mo) como por el campo eléctrico disipado por el metal

Erym (r', wo). El campo Ejy, (r', wo) aumenta considerablemente en intensidad cuando la
frecuencia wy coincide con la frecuencia del plasmén superficial del metal, provocando

el efecto resonante con las oscilaciones del plasma electrénico superficial de la particula

metélica®. Por lo tanto, el campo total que incide sobre el sistema molecular E, (r', wo)
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corresponde a la suma de ambas contribuciones, ver ecuacion 317,

(@) (b) -
| ~ Nanoestructuras
g Metilicas

dlﬂ
Radiacion g g ey lhurwJ

Incidente -

: E, (w,) (mn
E, G0, ‘ } p
Dispersion Eg (02 o_, g,“

Raman
Dispersion
" E
. SERS l & (wg)

Detector

Figura 8. Procesos de dispersion Raman para: a) analito aislado y b) analito en presencia de una

superficie nanoestructurada dada por particulas metdlicas esferoidales.

E (1, wo) = E(r’,wo) + Epy (17, wyp) (27)

Por otra parte, el campo electromagnético asociado a la dispersion Raman de
frecuencia @, también sufre una amplificacion similar a la del campo incidente. Por lo
tanto, el campo electromagnético total, asociado al Raman y que es dispersado a
frecuencia wg, para el sistema molecular ubicado en una posicion 7', corresponde a la
contribucion dada tanto por el campo dispersado por el analito Ed(r', wR) y por el
campo dispersado por la particula metalica, cuando son excitados los plasmones
superficiales, Epy(r', wg). Asi, el campo resultante de la dispersion total Eg(r’,wg)
corresponde a la sumatoria de ambas contribuciones, dada por la expresion>

Ex(r,wp) = Eq(r' wp) + Epy (', wg)  (28)

De lo anterior se desprende que el metal amplifica tanto el campo

electromagnético de la radiacion incidente como el de la radiacion dispersada por el

analito, siendo maxima la amplificacion en las zonas de mayor rugosidad, decreciendo la
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intensidad en la medida que el analito se aleja de la superficie metalica. Ahora, a partir
del campo Ej (r', a)R) es posible calcular la intensidad del campo eléctrico dispersado

inelasticamente Iy en la posicién 1. Si I es el valor de la intensidad en ausencia del

metal, es posible definir el factor de amplificacién G segiin la signiente expresién >
Ip
G == (29)
Ir

donde, el valor de G depende del tamafio de la particula, de la distancia a la superficie,
r’, siendo inversamente proporcional a ' y de las constantes dieléctricas del metal, g(e)
y del medio que lo rodea, ¢, Para el caso particular del metal, la constante dieléctrica
posee forma compleja, es decir, consta de una parte real y una imaginaria, que por lo
demas son funciones de la longitud de onda; asi, la constante dieléctrica puede
expresarse de la siguiente manera”

&(w) = R [e()] + Inle(@)]i  (30)

€0 = Re&g +1n&ei  (31)
donde, R.[£(w)] es la respuesta del metal a la accidn del campo eléctrico exterior y la
expresion I, [£(w)] es la-resistividad del metal.
Sobre la superficie metilica, G viene dado por la expresion’:
G = 5|1+ 2g, + 2gr +4g09z1° (32)
donde, go v gr son los valores de la funcién (£ — 1)/Ae + 1)°® evaluados a las

frecuencias wy y wg, respectivamente, siendo £ la constante dieléctrica relativa del

metal respecto al medio, es decir:
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Para obtener una amplificacion resonante del campo eléctrico es necesario que el
término asociado con la respuesta del metal al campo exterior 1 + [R.{e{wy)} — 1]/A
sea igual a cero, es decir, que la parte real de £ tenga un valor proximo a —2 (condicién
de resonancia de los plasmones superficiales del metal) y que la parte imaginaria del
mismo alcance un valor cercano a cero, para asi evitar que los efectos de estabilizacién
compitan con los efectos resonantes’. 4 es ia constante de despolarizacién de la
particula, siendo una cantidad puramente geométrica que depende de la excentricidad de
la particula (4 = 1/3 para una esfera). Esta condicion solo ocurre para determinados
metales cuando se utiliza una radiacién en el rango del visible del espectro
electromagnético, fundamentalmente, Ag, Au, Cu y los metales alcalinos, es decir, en
metales que poseen una aita reflectividad en el rango de la luz visible.

El término I/A relativo a la particula, explica porqué se obtiene una mayor
intensidad de radiacion dispersada en las zonas de mas curvatura, donde se acumula una
mayor densidad de campo eléctrico®®. Es asi que en un sistema formado por un gran
nomero de particulas adyacentes, la mayor densidad de campo se concentra en las
regiones estrechas que separan a las particulas, denominadas puntos calientes (hot
spots)™.

La relacién 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 estas variables. El modelo asume una

orientacion preferente del sistema molecular sobre la superficie metélica. Por lo tanto,
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cambios en el potencial eléctrico de la superficie metalica pueden producir una
reorientacion 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 coincide bastante bien con a los valores de G obtenidos
experimentalmentess.

Finalmente, debido a que existen contribuciones por parte de ia excitacidén de los
plasmones superficiales a partir de la luz incidente, mecanismo EM, asi como también
debidas a la variacién de las propiedades Opticas del analito, mecanismo QM, el factor
de intensificacién en el caso general serd™:

6 = GEM) x G(OM)  (34)

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 10% El modelo
electromagnético es capaz de explicar gran parte de la intensificaciéon de la sefial Raman

y de justificar su dependencia con la naturaleza y morfologia del metal.

1.3.4.2. Mecanismo quimico (QM)

Como se menciond en la seccidn anterior, existe consenso en que la amplificacion
de las sefiales vibracionales es debida a los mecanismos electromagnético (EM) y
mecanismo quimico (QM). El mecanismo EM supone que la intensificacion de las
sefiales en el espectro Raman de una molécula determinada, es debida a la accidén del

campo electromagnético (EM) que proviene de una superficie metilica con
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caracieristicas especiales® y que se encuentra a una cierta distancia del analito®%,

Ademas, supone que si el metal posee determinadas caracteristicas relacionadas con su
naturaleza y forma, concentra y amplifica en su superficie el campo EM de la radiacién
incidente. Como consecuencia, el campo EM efectivo que incide sobre el analito estara
dado por la contribucién hecha por el campo EM que proviene directamente desde el
laser y por el campo EM que proviene desde la interaccion del laser con las superficies
nanoestructuradas®®. El mecanismo quimico, QM (o de transferencia de carga CT),
supone que la amplificacién de las sefiales vibracionales se debe a las interacciones entre
el metal y el analito adsorbido directamente sobre la superficie nanoestructurada, con la
consiguiente formacién de un enlace quimico con el metal®®. Se supone que el enlace es
de forma pseudo covalente™, lo que da paso a la formacién del complejo superficial (A—
M) entre una molécula {A) y un metal (M), que puede presentar nuevas transiciones
electrénicas, diferentes de las del propio metal o de la propia molécula®. Estas nuevas
transiciones electrénicas tendrfan caricter de transferencia de carga (CT) y podrian ser
excitadas por los fotones visibles normalmente utilizados en Raman®. En el complejo
formado, la interacci6n quimica analito—metal produce un aumento considerable de la
seccion eficaz Raman. El efecto @M se asocia con la superposicion de las funciones
electronicas de onda del analito y del metal, permitiendo que tenga lugar el proceso de
transferencia de carga. De esta forma, el laser de excitacién permite una transicion CT
entre el nivel de Fermi de la nanoestructura metalica y el nivel electrénico mas bajo
desocupado del analito (LUMO, Low Unoccupied Molecular Orbital); esta transferencia

puede ser del metal a la molécula o viceversa®®3, Este proceso se ilustra en la figura 9%,
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donde PI es el potencial de ionizacion del analito adsorbido, ¢ es la funcidn de trabajo
del metal y el nivel de energia de Fermi (Er) que se ubica entre el HOMO (High
Occupied Molecular Orbital) y el LUMO de la molécula adsorbida. Para que la CT tenga

lugar es necesario que el analito este quimisorbido sobre la superficie del metal®.

Energia de enlace

Figura 9. Diagrama de energia que ilustra la banda de energia de la nanoestructura metdlica y Ia

diferencia de energia de los HOMO y LUMO de la molécula adsorbida,

La formacién del complejo de transferencia de carga deja en evidencia que el
efecto queda limitado a la primera capa de moléculas adsorbidas sobre el metal (efecto
de primera capa)®®. Ademas, el efecto también queda limitado a la naturaleza del
analito, ya que no todas las moléculas presentan la misma afinidad por un mismo metal.

Este modelo explica los desplazamientos en frecuencia de las bandas SERS
respecto a las bandas Raman, los que se deben a la modificacién de la estructura de la
molécula al producirse la interaccién analito-metal®’. También explica la aparicion de
una nueva banda de vibracién en la region de las bajas frecuencias, atribuida a la

vibracion de estiramiento analito—metal (vs).
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1.3.5. Modos normales de vibracion y Reglas de seleccion Raman y SERS

Después de haber revisado el origen de las vibraciones para moléculas diatomicas
y poliatdmicas, los niveles de energia vibracional, las transiciones vibracionales Raman
y el origen de la dispersion Raman, nos queda por revisar los modos normales de
vibracién y las reglas de seleccion, es decir, la actividad permitida o prohibida de una
transicién vibracional.

En primer lugar podemos decir que la descripcion del movimiento de los nicleos
en una molécula poliatémica puede hacerse estableciendo un eje de coordenadas
cartesianas sobre cada niicleo (configuracion en equilibrio); estos gjes de coordenadas
son denominados coordenadas normales de vibracién. Si la molécunla posee N atomos, se
requeriran 3N coordenadas para describir cualquier movimiento que realice cada 4tomo.
Como se requiere describir sélo los movimientos vibracionales, inmediatamente
podemos descartar movimientos translacionales y rotacionales. Por lo tanto, el nimero
de coordenadas necesarias para describir el movimiento vibratorio (grados de libertad
vibracional) de una molécula poliatdmica serd igual a 3N — 6 (3N — 5 para moléculas
lineales)*. El mimero de grados de libertad vibracionales corresponde al niimero de
vibraciones fundamentales de la molécula también denominados modos normales de
vibracién. Los movimientos vibracionales de una molécula poliatémica pueden parecer
complejos e irregulares. Sin embargo, existen vibraciones bdsicas que llevan a la
molécula a oscilaciones periédicas en las cuales todos sus niicleos se mueven en fase; es
decir, todos ellos pasan por su posicién de equilibrio (y también por su posicién de

méximo desplazamiento) al mismo tiempo. Una representacién esquemsética de modos
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normales de vibracion que experimenta la molécula de clorometano puede ser observada

en la figura 10.

0—{"
Ty

Figura 10. Representacién esquemdtica de modos normales de vibracion que experimenta la molécula de

clorometano.

Desde el punto de vista de la teoria de grupos aplicada a moléculas®®®

, €s posible
clasificar las moléculas de acuerdo a sus propiedades de simetria y asf asignarlas a un
grupo puntual determinado;. esto, debido a la geometria molecular que poseen cnando
estan en una configuracion de equilibrio y las operaciones de simetria que se les puede
aplicar. Con ayuda de las Tablas de Caracteres, es posible obtener la representacién
irreducible de los componentes del dipolo de transicion I'u (T}z), asociados a la
transicion vibracional en el infrarrojo, y de los componentes de la polarizabilidad I'a
(Traman/ asociados con la transicién vibracional en el Raman. El nimero de modos
normales de cada representacion irreducible I'i puede ser obtenido a partir de la
siguiente expresion:
a; = ~Zr rxi (R 2o (R)  (35)

donde h es el orden del grupo y gi es el nimero de operaciones en la clase R. Los
ultimos dos factores en la ec. 35 son el caracter de la representacién irreducible y el
caracter de los modos normales. Por ejemplo, para moléculas simétricas como el etileno
o diborano, clasificadas en el grupo puntual Dy*®, podemos extraer desde su tabla de

caracteres el nimero total de representaciones irreducibles, dadas por*®:
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I' =12a4 + 11by4 + 6byy + 4b3, + 5a,, + 6byy + 11by,, + 11by, (36)

Asi, es posible conocer las representaciones irreducibles que tendran actividad en
infrarrojo, las que serén:

Lig = 6byy, + 11by, + 11bg, 37)
y 5a,, que es un modo silente*.
Los modos normales que tendran actividad en el espectro Raman, seran™:
Taman = 12ag + 11by g + 6byy + 4by,  (38)

Este es un ejemplo que da cuenta de las reglas de seleccidn por simetria en Raman.
Otras reglas de seleccién dicen relacion con la transicion entre dos estados vibracionales,
la que sera permitida si contiene la representacién totalmente simétrica del grupo
puntual de la molécula; en caso contrario, es prohibida.

El efecto SERS posee reglas de seleccion’®”! distintas a las que se dan en la
espectroscopia Raman convencional, las cuales pueden proporcionar una valiosa
informacion acerca de diversos aspectos estructurales de las moléculas estudiadas’™”,
Por ejemplo, es posible inferir acerca de la orientacién que adoptada un analito sobre
una superficie nanoestructurada o respecto del tipo de interaccion analito—metal. A partir
del estudio detallado de los espectros SERS se puede complementar la informacidn
estructural del sistema molecular con la orientacién preferente v la interaccién del
analito con la superficie metalica. Las reglas de seleccién en SERS operan sobre los
modos vibracionales permitidos en el Raman, de manera tal que establecen una
distincién entre unos modos més activos, los cuales aparecerin con una mayor

intensidad en el espectro SERS, y otros menos activos que aparecen con menos
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intensidad>. Este fenémeno se puede explicar dentro del marco del modelo EM,
partiendo de la base que en el exterior de la particula metalica causante del efecto SERS,
las intensidades del campo polarizado paralelamente (Ep,,,) y perpendicularmente (Ep, )
a la superficie del metal no poseen el mismo valor relativo. La relacion que existe entre
ambos campos depende de la longitud de onda de excitacién. Asi, a una longitud de

onda cercana a la de excitacion de los plasmones superficiales del metal, se cumple la
condicién de resonancia, R, & =2, resultando que £, =4 Ep, .

Las diferencias en intensidad que existen entre los campos E, , y E,,,_, afectaran
de manera diferente a las componentes de polarizabilidad de la molécula. Esta
diferenciacién puede expresarse en términos de una polarizacion efectiva aef” de la
siguiente forma:

D axy E(“’R) Tz
9

0 B ves s ves el B o Ty slwpay, (39)
e(wp)az € (wo)azy e(wp)e(wp)a,,

donde, x € y son los ejes ortogonales paralelos a la superficie metalica y z es el gje
perpendicular a dicha superficie; e(wg) y e(wg) son las constantes dieléctricas relativas
del metal respecto del medio, a las frecuencias de excitacién wp y de dispersién wg,
respectivamente. Si se considera que la molécula es lo suficientemente simétrica como
para atribuirle cada modo vibracional a una componente distinta del tensor de
polarizabilidad, es posible deducir de la ecuacién 39, que los medos vibracionales de la
molécula pueden dividirse en tres grupos’’. 1) Modos que se transforman segin las

componentes Gy, 0, &y, que solo son excitados por la componente del campo Epgy, 2)
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modos que se transforman seglin las componentes ax: ¥ d,z, que son excitados tanto por
el campo FEpgy como por el campo Ep., a la superficie y 3) modos que se transforman
segin la componente @, y que solo son excitados por el campo Eper,. Segin la
clasificacion anterior, las diferentes contribuciones de los campos paralelo y
perpendicular establecen una seleccién entre estos grupos, lo que se traduce en un
cambio en la intensidad relativa de la banda Raman asociada a estos modos de vibracién.
La relaci6n cuantitativa entre los factores de intensificacién de los modos vibracionales,
correspondientes a cada uno de estos grupos, puede ser deducida de la ecuacion 39. De
esta manera, si se considera un desplazamiento Raman lo suficientemente pequefio como
para que £(wy) = &(wy) = &, los modos del grupo 3 serdn | & |* veces més intensificados
que los del grupo 1, mientras que los del grupo 2 lo seran | & P veces. El valor de &
depende de la longitud de onda de excitacion, y por lo tanto, tambi¢n depende de Ia
relacién de intensidades de los modos vibracionales paralelos y perpendiculares en la
molécula. Asi, cuando la longitud de onda se desplaza dentro del intervalo visible hacia
el azul, puede ocurrir que la relacién de intensidades se invierta y que sean entonces los
modos paralelos los que presenten una mayor intensidad Raman™.

Un hecho relevante que evidencia la existencia de otras reglas de seleccion, es la
aparicién de bandas intensas o ligeramente desplazadas, que son prohibidas por las
reglas de seleccién de la espectroscopia Raman convencional®. La gran intensidad y
ligero desplazamiento, debido a la reduccién de simetria por efecto de la interaccién
analito-metal o por la formacion de un complejo, ha sido descartado por Moskovits y

col.™. Sin embargo, este hecho se puede explicar teniendo en cuenta la existencia de un
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considerable gradiente de campo E' en la superficie, el que dara lugar a una contribucion
adicional al dipolo inducido a través de la polarizabilidad cnadrupolar, @, de las
moléculas™, provocando la aparicion de modos vibracionales prohibidos en la
espectroscopfa Raman. Asi, en la superficie:

i =Ea+ QTE‘ (40)

Los modos vibracionales més cercanos a la superficie daran lugar a una mayor
intensidad SERS, por estar sometidos a un campo més intenso que los modos situados a
una mayor distancia.

En el estudio de biomoléculas, donde los grupos molecnlares se encuentran
cercanos o distanciados, este efecto de la proximidad a la superficie metdlica provocaria
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 orientacién paralela
o bien perpendicular de los modos vibracionales respecto a la superficie, se traduce en
uma modificacién de la intensidad relativa de bandas. Es por esto gue es posible obtener
informacion acerca de la orientacién de la biomolécula y de su interaccién con la

superficie metdlica.
L4. Superficies metilicas nanoestructuradas

Las nanoestructuras metalicas son ampliamente utilizadas como sustratos eficaces
en espectroscopia Raman amplificada por superficie metalica (SERS). Los primeros

experimentos SERS fueron realizados sobre electrodos metdlicos rugosos de plata™.
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Muchos esfuerzos han sido realizados con el fin de obtener una eficienie respuesta
SERS; para ello se han sintetizado nanoestructuras metalicas con diferentes formas’®,
composicic’m76 y propiedades plasmonicas controladas®®”’. Para aplicaciones practicas de
NEs metalicas es de suma importancia que la fabricacién de sustratos SERS sea
reproducible, que los sustratos preparados sean estables y que al momento de la
utilizacién de las nanoestructuras, sean altamente activas’®. El desarrollo de la técnica
SERS ha permitido ampliar el conocimiento respecto de los metales que tienen efectos
resonantes en el rango del espectro visible y que permiten obtener respuesta SERS; asi,
los metales mas ampliamente utilizados son Au, Ag y Cu. Si bien es posible encontrar en
Ia literatura un amplio rango de tipos y sintesis de superficies nanoestructuradas, los
sistemas nanoestructurados mayormente utilizados son los coloidales, los que estan
constituidos por las NEs metalicas de tamafios entre 1 y 100 nm. Estos coloides
presentan ventajas comparativas en cuanto a su preparacién en medio acuoso, con la

posibilidad del control de tamafio y la forma, segin las condiciones experimentales

empleadas.

1.4.1. Estabilidad y caracterizacion de nanoestructuras coloidales

En términos generales, las superficies metilicas nanoestructuradas en estado
coloidal presentan una interfase con cargas positivas, debido a un defecto de electrones
en los atomos de la superficie que pasan al medio que las circunda. Esta carga es
neutralizada por iones negativos, normalmente empleadas en la preparacion de coloides.

Se forma entonces una doble capa eléctrica que da lugar a la capa de Stern” (fig. 11),
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integrada por iones rigidamente unidos a la superficie del metal. A continuacién se
encuentra la capa de difusidn, en la que los iones presentan mayor movilidad. Como
consecuencia de la distribucion de cargas positivas y negativas sobre la superficie, las
nanoestructuras metalicas en estado coloidal presentan una carga neta negativa. La carga
residual del metal en su superficie es una propiedad importante que asegura la
estabilidad de las particulas metalicas en suspension, la que esta dada por el potencial
eléctrico de la superficie (¥y). Sin embargo, no es posible medirla directamente; por esto
la carga residual es medida de manera indirecta a través del potencial en la interfase
entre la capa de Stern y la de difusion; este potencial recibe el nombre de potencial zeta
(€). Del valor del potencial dependen buena parte de las propiedades fisico—quimicas de

las NEs, tales como su movilidad, difusibilidad y estabilidad”.

Meatal ) Disolociin

e
Y @ e @ @®
D ® 5O
P, @ @
Q™. ©

Figura 11. Distribucién de iones sobre la superficie de la nanoestructura metdlica y curva de potencial

eléctrico (V) en funcién de la distancia a la superficie.

La estabilidad de estos sistemas estd gobernada por un balance entre fuerzas
atractivas de tipo van der Waals y fuerzas repulsivas electrostiticas entre
nanoestructuras cargadas eléctricamente, segin describe la teoria DLVO (Deryagin—
Landau-Verway-Overbeek)*>®'.Cuando la radiacién electromagnética es dispersada y

difundida a causa de esferas dieléctricas se produce el fenémeno denominado scattering
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Mie. Este fenémeno da cuenta de procesos resonantes producidos por las
nanoestructuras al interaccionar con la radiacion. La teoria que describe estos procesos
resonantes fue descrita por Mie en 1908%2, al encontrar la solucién matematica de las
ecuaciones de Maxwell para particulas metélicas esféricas. En ese estudio se describe la
perturbacién en la onda electromagnética generada por las soluciones coloidales
metalicas, asumiendo comportamiento de particulas dieléctricas.

Los coloides metélicos presentan propiedades Opticas propias de su naturaleza
metélica. Sin embargo, en muchos aspectos, pueden diferir respecto a las de los metales,
entendidos como materiales compactos. En realidad, las nanoestructuras metalicas
pueden ser consideradas como un estado intermedio entre un simple dtomo y un material
compacto. Una de las propiedades 6pticas especificas de las nanoestructuras coloidales
estd relacionada con los plasmones superficiales; estos plasmones tienen asociadas
energias discretas directamente relacionadas con transiciones electrénicas y que
finalmente dan lugar a la extincién (absorcion + scattering) de la luz incidente. Cuando
las particulas son de tamafio pequefio en relacién a la longitud de onda, la absorcion
predomina sobre el scattering, mientras que para particulas grandes el scatfering
determina en gran medida el color de Ia suspension. Las energias de los plasmones
dependen de la naturaleza del metal, asi como también de la morfologia y tamatfio de las
particulas implicadas™.

La caracterizacion de nanoestructuras metdlicas puede hacerse mediante métodos
espectroscopicos (absorcion UV-VIS, Raman o difusion de luz dindmica) o
microscoépicos (microscopias electronicas de transmisi6n, de bartido o de fuerza

atdmica).

ESTUDIO RAMAN DEIL EFECTO DE LAS ONDAS DE CHOQUE SOBRE COLAGENOS Y ELASTINA | Pigina |42




L INTRODUCCION

La caracterizacion mediante el registro de los espectros de extincién, permite
conocer las energias debidas a los plasmones superficiales, los que est4n relacionados
con el tamafio y morfologia de las nanoestructuras. Los procesos de agregacién de
coloides pueden también deducirse desde los cambios observados en los espectros de
extincion. Cuando tiene lugar la agregacion, la banda de extincidn correspondiente a los
plasmones de particulas sin agregar decrece, apareciendo una nueva a valores mayores
de longitud de onda (}), debida a plasmones de particulas agregadas. La posicién de esta
segunda banda estd estrechamente relacionada con el mecanismo de agregacion.

La caracterizacion mediante microscopia de fuerza atémica (AFM) permite una
descripcion tridimensional de la topografia de la superficie; no requiere tratamiento
adicional, es factible medir en medio solido o liquido y permite el registro de la fuerza
de interaccion analito—superficie. Las desventajas principales estan relacionadas con la
interferencia que provocan las vibraciones mecanicas (movimiento de la muesira) 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

de la punta con la superficie.
L.5. Microscopia de fuerza atomica (AFM)

El microscopio de fuerza atomica (AFM) es un instrumento mecano-6ptico capaz
de detectar fuerzas del orden de manonewton®. Al analizar una muestra, es capaz de
registrar continuamente la altura sobre la superficie de una sonda o punta cristalina. La

sonda va acoplada a un listén microscopico (cantilever), muy sensible al efecto de las
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fuerzas, de aproximadamente 200 um de longitud. La fuerza atomica se puede detectar
cuando la punta esta muy proxima a la superficie de la muestra. Es posible registrar la
pequena flexion del cantilever mediante un haz laser reflejado en su parte posterior (fig.
12). Un sistema auxiliar piezoeléctrico desplaza la muestra tridimensionalmente,

mientras que la punta recorre ordenadamente la superficie

Fotodetector

Cantiléver

Figura 12. Representacion esquemdtica de funcionamiento del microscopio de fuerza atomica. La linea
segmentada representa el recorrido del ldaser, desde la fuente de emision hasta el detector, pasando por la
superficie del cantiléver. La rugosidad de la superficie por donde pasa el cantiléver modifica la direccién

del laser.

Los equipos AFM estan capacitados para trabajar en modo contacto y no-contacto
(tapping): a) Modo contacto: es el modo mas usado. La punta esta en contacto directo
con la superficie de la muestra (pocos angstroms) y la interaccion entre ésta y la
superficie es de tipo repulsivo, dependiendo la determinacion de la topografia de la
deflexion del cantilever que obedece a la ley de Hook. b) No-contacto (tapping): se

establece una interaccion entre la punta y la muestra de tipo atractivo-repulsivo con una
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separacion en un rango de 1 a 100 A y dependiendo la determinacién de la topografia de

la amplitud o frecuencia de vibracion del cantilever.

1.6. Calculos computacionales

El método semiempirico de orbitales moleculares més importante para moléculas
no planas es la teoria de Hiickel extendido (EHT). Contempla la simplificacién de
separar los electrones de valencia del resto para tratarlos como la suma de hamiltonianos
de un ¢clectron:

Hypat = Xih(D) 1)
donde h(f) no se especifica explicitamente. Los orbitales moleculares se aproximan

como una combinacion lineal de orbitales atémicos de valencia f de los tomos®.

@, = ZiCuf, 42)

A diferencia del método de Hiickel original, en este caso cada orbital molecular de
valencia contiene contribuciones de cuatro orbitales atémicos en cada 4tomo de carbono
(uno 2s y tres 2p) y un 1s en cada dtomo de hidrogeno®, es decir, considera los orbitales
pi () y los orbitales sigma (o ). Para simplificar el hamiltoniano se separa en varios
hamiltonianos de un electron y cada uno se trabaja en una ecuacion de valores propios
individuales:

h(D¢; = ed; “3)
donde la energia de los electrones de valencia se toma como la sumas

Evq=Xie; @4
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El método EHT ha sido usado para predecir geometrias, optimizando las distancias
y los dngulos de enlace para buscar una geometria minima, sin resultados exitosos®.
Este método ofrece una buena precision para angulos de enlaces en moléculas poco
polares, pero falla en angulos de enlace en las muy polares (por ejemplo en el agua).
Los métodos de Mecanica Molecular (MM) no estin basado en la mecédnica
cuéntica, ya que ni tienen relacion con el hamiltoniano electrénico ni con la funcién de
onda y tampoco con la densidad electrénica, sino més bien con la leyes de la mecanica
clasica; usan como modelo una molécula compuesta por atomos (considerdndolas
particulas puntuales dotadas de carga y masa) unidos por enlaces que se pueden
comparar con resortes. A partir de varios pardmetros como las constantes de fuerza de
alargamiento del enlace y la introduccion de términos que permiten considerar
interacciones entre los dtomos no enlazados, el método construye una expresion para la
. energia potencial que es funcion de las posiciones atémicas V (%, v, z)¥. Por medio de la
minimizacién de esta fincién, para varios conférmeros moleculares, los métodos de MM
predicen geometrias en equilibrio y energias relativas. Estos métodos fueron
desarrollados por Westheimer y col¥, quienes elaboraron sus propias
parametrizaciones; éstas son aplicables a estados electronicos fundamentales. La
mayoria de las aplicaciones han sido disefiadas para compuestos orgénicos, asi como
para compuestos organometilicos y de coordinacién. Debido a que los célculos de MM
son mucho mds rapidos que los célculos mecano cudnticos, se pueden tratar sistemas de
hasta 1000 atomos™.
En MM se analizan las contribuciones a la energia potencial de las moléculas

debidas a estiramiento de enlace (V**%), deformacion del angulo de enlace (V),
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deformacion fuera del plano (V°%), rotacion alrededor de un enlace, también llamada
torsion (V'7), interaccion entre clases de movimientos (que producen el término cruzado
V%), atracciones y repulsiones de van der Waals entre los dtomos no enlazados (V") e
interacciones electrostaticas entre los atomos (7). La suma de estas contribuciones
produce la energia potencial, V, para una conectividad y conformacion de una molécula
determinada, dada por la ecuacion 45>, Las expresiones explicitas empleadas para cada
término de lIa ec. 45 definen lo que se llama campo de fuerza en MM y las derivadas de
la energia potencial determinan las fuerzas que actian en cada dtomo. Un campo de
fuerza contiene férmulas analiticas para los términos de la ec. 45, asi como los valores
para todos los parametros que aparecen en esta férmula.

V= Valarg 4 Vdef + yoer + Vtor _I_Vcruz + Vvdw + Velec (45)
L7. Revision bibliogrdfica y formulacion del proyecto

Los colagenos son unas de las proteinas fibrosas mas abundantes en la naturaleza,
cumpliendo una variedad de funciones mecanicas, especialmente en los mamiferos.
Constituyen la mayor parte de los tendones y ligamentos, y de la matriz orgénica del
hueso y la dentina®. Ademis, estén presentes en la piel, arterias, cartilagos vy en la
mayoria de Ia matrices extracelulares’. Sus caracteristicas moleculares son las multiples
repeticiones de secuencias Gly—Xaa—Yaa, donde Xaa e Yaa son principalmente prolina o
hidroxiprolina®, y la singular estractura de triple hélice, constituida por tres cadenas alfa
(c). Hasta ahora, han sido identificadas 42 cadenas polipeptidicas diferentes y 41 de

ellas componen 28 tipos de colégenos”. La importancia de los colagenos I y III, radica
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en que los tendones humanos sanos estdn constituidos principalmente por coldgeno tipo
e,

El interés por estudiar los coligenos, radica en que después de aplicar el
tratamiento de OCh a pacientes que sufren tendinosis?, es posible observar en las
biopsias de estos pacientes, un conjunto de procesos que lieva consigo la reparacion de
los tejidos®, entre éstos, una alteracién de los coldgenos. Se desconoce ain si el efecto
de las OCh es directo sobre la estructura molecular de los coldgenos, o bien, si es
producto de las cascadas de reacciones generadas por este inductor biologico.

El estudio de los efectos bioldgicos de las OCh lleva alrededor de quince afios y ha
sido desarrollado principalmente por investigadores alemanes y asiaticos,
incorporandose en los tiltimos afios grupos de estudio en Norteamérica. Estos esfuerzos
han permitido su aplicacién a diferentes patologias, debido a la consistencia en la
respuesta biologica obtenida. Wang publico en el afio 2004' resultados sobre la
aplicacion de OCh a animales en diferentes condiciones de laboratorio; esto le permitié
confeccionar un diagrama de flujo explicativo acerca de los hallazgos encontrados, los
que se resumen en que la presién aplicada induce una respuesta celular multifactorial
que lleva a neoangiogenesis, hipercelularidad y reparacion tisular. Efectos de reparacion
por efecto de OCh en modelos animales también han sido realizados por Wang™’.
Algunos estudios clinicos realizados en Chile por Brafies y Guiloff®® dan cuenta del
éxito de la terapia. Las patologias donde se ha aplicado con éxito las OCh involucran,
retardos de consolidacion y no consolidacién’, tendinopatias del mango rotador®™ y
tendinopatias célcicas del mango rotador®™. A pesar de los importantes resultados

obtenidos en modelos animales y casos clinicos, ain son desconocidos los mecanismos
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intrinsecos que permiten la remodelacion de los tejidos tratados. Por esta razon, las
espectroscopias Raman y SERS pueden ser excelentes herramientas analiticas para
obtener informacién molecular acerca de dichos mecanismos.

La espectroscopia Raman ha sido utilizada para estudiar diferentes tipos de tejidos.

Nijssen y col.®

, exploraron la aplicabilidad in vifro de la espectroscopia Raman para
distinguir entre células cancerosas y no cancerosas en tejidos, a través de la comparacion
de espectros obtenidos en zonas con y sin carcinoma. Este estudio se llevo a cabo para
ver las posibles aplicaciones de esta técnica en diagnésticos in vivo, de modo de
identificar tumores y su grado de avance. El estudio demostré la sensibilidad de la
técnica para identificar cambios bioquimicos en tejidos, lo que resuité en una alta
precision cuando se discrimina entre una zona del tejido con y sin carcinoma.

Penteado y col.”, determinaron el grado degenerativo de lesiones en tendones del
mango rotador del hombro. Se determinaron variaciones espectrales caracteristicas en
351 espectros Raman de 39 pacientes y se identificaron diversas bandas atribuibles a
diferentes componentes en dichos tejidos, por ejemplo, prolina, hidroxiprolina, lipidos,
acidos nucleicos, carbohidratos, coldgeno y elastina.

Estudios espectroscopicos Raman en proteinas han sido resumidos en diferentes
articulos y libros™***?, Los resultados dan cuenta de la importancia de la espectroscopia
Raman en la determinacién de la estructura secundaria de proteinas o identificar
cambios en su conformacion. Ello se debe a que el enlace peptidico -CO-NH- presenta
diferentes modos de vibracion, habitualmente expresados como bandas amida 1, II, 11,

IV, V, VI, VII, A y B. Las bandas amida [ y Il tiene una alta intensidad relativa, lo que

les permite ser correlacionadas con la estructura secundaria o conformacién de una
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proteina.

Los modos de vibracion de bandas amida I, II, III, A y B, son descritos en la figura
13. La banda amida I surge principalmente de una vibracidén de estiramiento del
fragmento C=0 acoplada con una pequefia contribucién de deformacién del fragmento
N-H. La banda amida II, observable débilmente en los espectros Raman, es debida
principalmente a una deformacién del grupo N-H, con una contribucién menor de la

vibracion de estiramiento C-N.

® =
R\ ﬂ IH R\ A ,H R\ A ?H R\ ?H ’H\
01,'—“-"-'-'-’-"\ Se==N L=N, <—’9,? N \IC > —==NT>
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Figura 13. Modos de vibracién de enlace amida.

La banda amida IH surge de un acoplamiento de las vibraciones de deformacion
N-H y de estiramiento C-N del grupo peptidico.

Las bandas amida ¥, IT y III' son particidarmente sensibles a cambios
conformacionales v pueden ser usadas para identificar estructuras secundarias presentes
en una proteina (ver tabla 1)'Z

Para proponer una determinada conformacién debe utilizarse al menos tres
sefiales correspondientes a los modos amida I, I y de esqueleto. Stewart y Fredericks™,
registraron los espectros de un grupo de péptidos y proteinas adsorbidas sobre una
superficie nanoestructurada mgosa de plata, preparada electroquimicamente. Su objetivo
fue dilucidar Ia orieniacion gque adoptan estas biomoléculas sobre las superficies

nanoestructuradas, ast como también observar qué sefiales vibracionales eran las que
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caracterizaban los espectros. Sus resultados son un importante punto de referencia para
el estudio de otros péptidos y proteinas adsorbidas sobre namoestructuras metélicas

preparadas bajo diferentes metodologias.

Tabla 1.
Rangos de niimeros de onda para vibraciones amidas y de esqueleto asociados a estructuras secundarias
de proteinas.
a—Hélice p-LAmina Ovillo al azar
Amida I 16601645 cm™ 16801665 cm™ 16701660 cm™
Amida IIT 1310-1260 cm™ 12401225 cm 12601240 cm™
Esqueleto C-C 950885 cm™ 1010-1000 cm™ 960-950 cm™

Podstawka y col.”®, publicaron estudios Raman, SERS ¢ infrarrojo sobre
fosfonodipéptido; el andlisis del espectro SERS, a través de una completa asignacion de
bandas, muestra que este péptido interactia con la superficie metélica principalmente a
través de residuos del anillo aromatico de Phe. El andlisis de la intensidad relativa de las
bandas sugiere una contribucidén guimica al mecanismo de amplificacién de las sefiales
espectrales de uno de los péptidos. Ademas, la interaccion involucra los grupos amino y
fosfonato.

Nuestro grupo ha estudiado diferentes oligopétidos y péptidos por medio de
espectroscopia Raman, SERS y célculos teoricos’®*®, bajo condiciones experimentales
particulares (control de tiempo, interaccion y pH). En términos generales, los espectros
obtenidos en los diferentes sistemas moleculares estudiados, ha permitido correlacionar
ciertas bandas con modos vibracionales de residuos aminoacidicos especificos.

Otra importante contribuci6n ha sido realizada por Stewart y Fredericks™, quienes

pusieron de manifiesto que la adsorcién de 19 L-aminoécidos, a pH fijo, sobre una
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superficie nanoestructurada de plata preparada electroquimicamente, fue a través del
grupo carboxilato, y que la cadena lateral de la mayoria de las moléculas estaba también
en estrecha proximidad a la superficie; los espectros también indican que, en contraste,
la funcidn amina estaba protonada y relativamente lejos de la superficie.

Nuestro grupo publicé un trabajo sobre Trp interactuando con nanoestructuras
coloidales de plata a diferentes tiempos'®®; el resultado més relevante dio cuenta que
triptéfano adopta diferentes conformaciones sobre la nanoestructuras. Esto permiti6
concluir que cada una de estas conformaciones estd determinada por el tiempo de
interacci6n del analito con la superficie nanoestructurada y el pH del medio. Estos
resultados fueron acompafiados de célculos teéricos, los que sustentaron los hallazgos
experimentales. Trp también presenta modos de vibraciéon que son un indicativo para

identificarlo en sistemas mas complejos'®!

. Los modos més importantes asociados con el
anillo indélico son observados a 597, 877, 1012, 1123 y 1345/1363 cm . El primero

estd asociado a una deformacion del esqueleto del anillo pirrélico; el modo 2 877 cm™ es

i

atribuido 2 una deformacién (8) CH, el modo intenso a 1012 cm™ se asocia a la

tespiracién de anillo. A 1123 cm™' encontramos una banda atribuida a un modo SNH y
finalmente el doblete a 1345/1363 cm™, es asociado a una resonancia de Fermi'®.

La tirosina juega un importante rol en muchas proteinas, ya que puede participar
en la formacién de puentes de hidrégeno o bien como quelante de metales en
metaloproteinas. Algunas bandas vibracionales asociadas a tirosina a 646, 830, 856 y
1208 i’ han sido identificadas en la proteina inmunoglobulina (IgG)'®. Otros modos

vibracionales tales como los observados en los rangos 1605-1613 cm ™, 1500-1510 cm™

1 1265-1296°cm™ y 1170-1180 cm™ han sido atribuidos a las vibraciones del anillo
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fenolato de residuos de tirosina en proteinasm. Entre todos los modos vibracionales de
tirosina identificados en proteinas, los mas caracteristicos, son el doblete 830/850 cm”,
originado por una resonancia de Fermi entre el modo de respiracion del anillo aromatico
y un sobretono originado por una vibracién de deformacién fuera del plano del anillo
bencénico sustitnido en la posicion para.

Los modos de vibraciéon de Phe han sido claramente identificados en sistemas
biologicos'”, debido a que sus nitmeros de onda no cambian significativamente con el
entorno molecular al que estan asociados. Uno de los modos de vibracidn mas
caracteristicos es el de Ja vibracion asociada a la respiracion del anillo bencénico, el que
es posible observarlo a 1006 cm ™. Este modo se muestra a través de una banda muy
intensa en los especiros y puede ser detectado cuando la concentracion de Phe es
superior a 1%

En resumen, la literatura muestra una amplia lista de trabajos referentes al estudio
de OCh en medicing, asi como también sobre espectroscopias Raman y SERS relativas
al estudio de biomoléculas y tejidos en diferentes condiciones experimentales. Sin
embargo, no hemos encontrado en Ia literatura trabajos que den cuenta de estudios
espectroscopicos Raman y/o SERS de biomoléculas y/o tejidos sometidos al efecto de
las OCh. Asi, sobre la base de los antecedentes generales expuestos y la revision
bibliografica, proponemos estudiar el efecto que tienen las OCh sobre las estructura de
los coldgenos modelos (tipo 1 y tipo III) extraidos de rata y bovino, y elastina in vitro,

empleando las espectroscopia Raman y SERS.
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L.8. Hipoftesis

Sobre la base de la espectroscopia vibracional y particularmente de los espectros
Raman y/o SERS, seria posible observar modificaciones espectrales resultantes de
cambios estructurales en coldgenos y elastina por efecto del tratamiento de ondas de

choque.

1.9. Objetivos generales

1. Disponer de una base de datos espectroscOpica vibracional de componentes
moleculares presentes en los tejidos de mango rotador.
2. Estudiar aspectos conformacionales y/o estructurales de colagenos y elastina antes

y después de aplicar ondas de choque.

L 10. Objetivos especificos

1.  Establecer las condiciones experimentales Optimas que permitan obtener espectros
Raman y SERS unicos y reproducibles.

2. Preparar y caracterizar superficies metilicas con propiedades opticas compatibles
con la obtencion de espectros vibracionales amplificados de aminoécidos, péptidos
y proieinas.

3. Generar una base de datos espectroscOpica vibracional de los componentes
moleculares mas abundantes en tejidos de tendon, esto es amino4cidos, colagenos

tipo 1 y tipo 11, y elastina.
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Registrar los espectros Raman y SERS de los aminoédcidos méas abundantes de los
colagenos (glicina, alanina, prolina e hidroxiprolina), en estado sélido y/o en
solucion acuosa, de modo de inferir acerca de su organizacion y orientacion en los
coldgenos.

Identificar el nivel de organizacién de los colagenos modelo tipo {tipo I y tipo III}
a partir del registro e interpretacién de sus imagenes AFM.

Determinar ¢ identificar aspectos estructurales y de orientacion molecular del
péptido Cys—Lys—Pro—Phe—Phe—Asp, y de colagenos modelo (tipo I y tipo III) y
elastina, aislados, en estado sélido y/o solucién, a partir del registro ¢
interpretacion de sus espectros Raman y/o SERS.

Identificar las sefiales vibracionales Raman y/o SERS de los colagenos (tipo 1 y

tipo II), y elastina, aislados, que sufren o no modificaciones conformacionales

después del tratamiento con OCh.
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CAPITULO IT

MATERIALES Y METODOS

ESTUDIO RAMAN DEL EFECTO DE LAS ONPAS DE CHOQUE SOBRE COLAGENOS Y ELASTINA i Pigina| 56

o




IIL. MATERIALES Y METODOS

Il 1. Reactivos

Los reactivos para sintetizar NEs coloidales fueron adquiridos a Sigma—Aldrich®
y Merck®; éstos tienen pureza analitica y se utilizaron sin purificacién adicional. T.os
reactivos corresponden a plata metalica (Age), oro metilico (Auﬂ), nitrato de plata
(AgNOs), 4cido tetraclorodurico (HAuCly), citrato trisédico  dihidratado
(Cet1s07Naz-2H,0, cit), clorhidrato de hidroxilamina (NH,OH-HCI, HX), borohidruro
de sodio (NaBHy, BH,), 4cido clorhidrico 12 M (HC1 37 % v/v) e hidréxido de sodio
(NaOH).

Los aminodcidos (aa) utilizados fueron adquiridos a Fluka®; éstos tienen grado
analitico y se utilizaron sin purificacién adicional. Estas biomoléculas son alanina (Ala,
A), prolina (Pro, P), 4-OH-prolina (OH-Pro), glicina (Gly, (), valina (Val, V), leucina
(Leu, L), treonina (Thr, T), lisina (Lys, K), triptéfanc (Trp, W), histidina (His, H),
fenilalanina (Phe, F), isoleucina (Ile, 1), arginina (Arg, R), metionina {Met, M), serina
(Ser, S), cisteina (Cys, C), asparagina (Asn, N), glutamina (Gln, Q), tirosina (Tyr, Y),
acido aspartico (Asp, D) y acido glutamico (Glu, E).

El péptido Cys-Lys—Pro—Phe-Phe-Asp, fue facilitado por el Dr. Marcelo Kogan
del Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas
de la Universidad de Chile.

Los colagenos fueron adquiridos a Sigma® y GenWay®; éstos tienen alta pureza

(>90%) y se utilizaron sin purificacién adicional. Estas proteinas corresponden a

colégenos tipo I y ITI de rata y colagenos tipo I v III de bovino.
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La clastina utilizada fue adquirida a Sigma®; tiene alta pureza (>90%), es

insoluble en agua y se utilizo sin purificacién adicional.

1L 2. Sintesis de nanoestructuras metdalicas

En este trabajo de tesis se utilizaron diferentes metodologfas para preparar NEs

metalicas coloidales, correspondiendo a las sintesis reportadas por Lee y Meisel!®1%,

1.105 1-76

Leopold y col.™, y Aroca y col.”, respectivamente. En términos generales, las NEs
coloidales son preparadas por reduccion quimica en solucién acuosa de AgNO; o
HAuCly, utilizando cit, HX o BH4 como agentes reductores. Las respectivas mezclas de
reaccién son depositadas en un matraz Erlenmeyer, conectadas a un sistema de reflujo y
puestas en agitacion constante. En algunos casos se utiliza un bafio con hielo (Ag—BH,),
en oiros temperatura ambiente (Ag-HX) y en otros temperaturas cercanas a 100°C (Ag—-
cit) para Hevar a cabo la sintesis. En general las NEs coloidales presentan diferentes
colores: gris oscuro (Ag-cit), café grisiceo (Ag—HX), amarillo anaranjado (Ag-BH,) y
rojo (Au—cit).

Las NEs de plata u oro, obtenidas por reduccién con cit (Ag-cit) presentan
mayor estabilidad en el tiempo, meses en muchos casos, respecto de las preparadas con
HX (Ag-HX) y NaBH, (Ag—BH,). Las NEs de Ag-HX y Ag-BHj, presentan la ventaja
de poseer una distribucién uniforme tanto en tamafio como forma, ademias de ausencia
de remanentes después de la reduccién; esto genera menos interferentes al momento de

medir los espectros SERS. Las soluciones coloidales se ajustaron a pH 7 con HCl o

NaOJH.
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I1.3. Obtencion de imdgenes AFM

Se realizd el siguiente procedimiento para obtener las imdgenes AFM de muestras
de colagenos: se suspendio ~5 mg de coldgeno seco en una solucién de acido acético 0.5
M; las muestras de colagenos fueron sometidas a ultrasonido para mejorar su dispersion;
una vez dispersadas, una alicuota de 10 uL. de sobrenadante fue depositada sobre una
placa de mica. Una vez evaporado el solvente las muestras fueron puestas bajo el
cabezal AFM. Se recorrié diferentes zonas de la muestra para obtener sus imégenes

ATM,

I1.4. Obtencion de espectros Raman

Los espectros Raman de aminodcidos, péptido modelo, coldgenos modelo y
elastina, fueron registrados utilizado las lineas laser de 442, 514, 633 y/o 785 nm, bajo
las mejores condiciones experimentales de registro y de resolucion espectral.

La obtencion de espectros Raman de aminoacidos y péptido se realiz6 depositando
cristales o bien alicuotas de solucién 10°~1073 M de cada analito sobre laminas de 010,
cobre, vidrio o cuarzo. Se irradi6é con laseres de diferente longitud de onda diversas
zonas de la muestra. Se busco las mejores condiciones de preparacién y registro
espectral, de modo de no degradar las muestras y obtener espectros micro—Raman tinicos
y reproducibles.

Los espectros Raman de coldgenos modelo (tipo I y tipo III) y elastina, se
registraron a partir de suspensiones de 3 a 5 mg/mL preparadas en agua nanopura.

Alicuotas fueron depositadas sobre superficies de oro, cobre, vidrio 0 cuarzo. Una vez
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evaporado el solvente se irradié las muestras con diferentes longitudes de ondas en
distintas zonas de la muestra. De esa forma se obtuvieron espectros micro—Raman
reproducibles. Se utilizé también muestras secas de colageno de modo de tener espectros

unicos y reproducibles.

IL5. Obtencion de espectros SERS

Los espectros SERS de aminodcidos, péptido y colagenos fueron registrados
directamente sobre las muestras preparadas de acuerdo a las metodologias descritas en
los péarrafos siguientes. Se utilizaron las lineas laser de 442, 514, 633 y/o 785 nm,
seleccionando las mejores condiciones experimentales de registro y de resolucion
espectral.

Se utilizaron diferentes metodologias para obtener espectros SERS de
aminoacidos. En general, se utiliz6 la metodologia descrita por Leyton y col.!® y
algunas modificaciones de la misma. Se prepararon mezclas de coloide de Ag--Cit, Ag—
HX, Ag—BH, o Au—it con aminoécidos, de tal manera de completar 500 pL. de volumen
y alcanzar una concentracion final entre 10~ y 107° M en aa. Las mezclas analito—NEs,
fueron inmovilizadas en superficies de cuarzo; una vez evaporado el solvente se

registraron espectros micro—SERS con diferentes lineas laser, figura 14,
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Secado n 25° C
n-lhnd- NEs Sebre un porta objeto

7 \
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Figura 14. Representacién esquemdtica de preparacién de muestras y registro de espectros SERS™.

Otra metodologia para obtener espectros SERS de aa, consistio en ajustar el pH de
las soluciones por separado (NEs coloidales y aminoacidos) a un valor cercano a 7; una
vez ajustado el pH se mezclo ambas soluciones de tal manera de completar 500 uL de
volumen y alcanzar una concentracién final entre 10 y 10° M en aa. Luego, las
mezclas se dejaron interaccionar durante 2, 24, 48 y 72 hrs. Después de cada tiempo, se
tomo y deposité una alicuota de 10 uL sobre una placa de cuarzo; los espectros micro—
SERS registrados con diferentes longitudes de onda fueron obtenidos una vez evaporado
el solvente.

Los espectros SERS del péptido Cys—Lys—Pro-Phe-Phe-Asp fueron obtenidos
utilizando la siguiente metodologia: se funcionalizé una superficie nanoestructurada de
oro coloidal por medio de la reaccion espontanea entre la superficie metalica de Au y el
tiol presente en la cisteina del péptido. A 20 ml de una solucion coloidal se agregé un

exceso de péptido (1 mg/ml) bajo agitacion constante. Luego, el exceso de péptido fue
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removido por dialisis durante tres dias, utilizando una solucidén de citrato 1,2 mM.
Finalizada la didlisis, se deposito una alicuota de 10 pL sobre una placa de cuarzo; una
vez evaporado el solvente se registré el espectro micro—SERS irradiando con diferentes
longitudes de onda.

Los espectros SERS de coldgenos fueron obtenidos utilizando la siguiente
metodologia: se deposité 3—-5 mg de coldgeno sélido directamente sobre 500 uL de
solucién coloidal de Ag-HX. Las mezclas se dejaron interaccionar durante 2, 24, y 72
hrs. Después de cada tiempo de interaccion, se extrajo una porcion de muestra, la que se
inmoviliz6 sobre una placa de cuarzo; una vez evaporado el solvente se registréd el

espectro micro—SERS irradiando con la linea laser de 785 nm.
IL.6. Ondas de choque sobre coldgenos y elastina

El efecto de las OCh sobre colagenos y elastina fue observado después de realizar
el esquema mostrado en la figura 15. En particular, se tomaron ~5 mg de los distintos
tipos de coldgenos y se colocaron dentro de una membrana semipermeable que contenia
500 pL de agua nanopura. Una vez eliminado el aire del sistema, se sellé y colocd
dentro de otra membrana semipermeable de mayor tamafio que también contenia agua
nanopura. Ambos sistemas fueron sellados de tal manera que no se observaran burbujas
de aire en su interior. Todos los sistemas fueron mantenidos en agua nanopura hasta el
momento de la aplicacién de ias OCh. El experimento fue acompafiado por un blanco. A
cada sistema se aplic OCh en una sola sesion; se aplicaron 1000 impactos con una

potencia de 0,15 mJ/mm?®. Luego, se tomaron porciones de muestras después de 2 hrs., 1
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semana y 3 semanas de aplicadas las OCh; las muestras se depositaron sobre una lamina
de oro. Una vez evaporado el solvente se registro el espectro micro—SERS irradiando
con el laser de 785 nm.

Se prepararon y midieron muestras de colagenos, de la misma manera como esta
descrito en el parrafo anterior pero sin aplicar OCh. Este procedimiento fue utilizado

como control.

Figura 15 Representacion esquemdlica de preparacién de muestras, aplicacién de ondas de choque y

regisiro de espectros Raman sobre muestras de coldgenos y elastina.

I11.7. Instrumentacion

Los espectros de extincion (absorcion + scatfering) se registraron con un
espectrofotometro UV-VIS Cintra 5 y un equipo UV-VIS Perkin—Elmer Lambda-11;

en ambos equipos se utilizo una cubeta de cuarzo con 1 cm de paso Optico.
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Los espectros Raman y SERS fueron registrados con los equipos micro-Raman
Renishaw RM1000 (fig. 16) y Renishaw InVia RM3000, ambos con detectores CCD
(Charge-Coupled Device) refrigerados por aire y equipados con un microscopio Leica,
usando redes de 1800 o 1200 lineas/mm. Las lineas laser de excitacion disponibles
fueron: 442, 514, 633 y 785 nm. La sefal fue calibrada utilizando como patrén la linea
espectral a 520 cm ' de silicio y un lente 6ptico con aumento de 50x. La intensidad del
laser fue cercana a 2 mW. Los espectros resultantes se obtuvieron utilizando lentes
opticos de 5x, 20x y 50x. La resolucién espectral es de 4 cm ' y los espectros se
registraron empleando entre 3 y 10 barridos espectrales de 10 a 40 s. Los espectros se
registraron entre 150 y 3500 cm'. Las condiciones de registro espectral utilizadas no
generaron degradacion de las muestras bioldgicas. Los datos fueron recogidos y

graficados empleando los programas WIRE 2.0, ORIGINLAB 8.0 y GRAMS 8.0.

Figura 16. Espectrometro Raman Renishaw microscope system RM1000 equipado con un microscopio
Leica.

Los perfiles topograficos (AFM) de los colagenos fueron obtenidos empleando un
instrumento Nanoscope IV (Digital Instruments, Inc) mediante la digitalizaciéon de la
sefial en modo tapping.

El mecanismo para la generacion de OCh esta basado en el método Dornier. Las

OCh se generan con un descargador de chispas (bujia) de alta energia, en un baiio de

ESTUDIO RAMAN DEL EFECTO DE LAS ONDAS DE CHOQUE SOBRE COLAGENOS Y ELASTINA Pagina | 64




IL. MATERIALES Y METODOS

agua. Una vez generada la OCh, ésta se transmite a través del agua. Para generar las

OCh se utilizo el dispositivo Duolith SD (Storz, Germany) (fig. 17).

£
!

Figura 17. Fotografia de un equipo generador de ondas de chogque Duolith SD (Storz, Germany).

I11.8. Calculos computacionales

Los calculos en este trabajo de tesis fueron realizados gracias a la colaboracion del
Dr. Juan Sebastian Gémez. Se construyeron superficies de Ag de acuerdo a la siguiente
metodologia: una estructura cibica 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
atomos. Las moléculas de Pro y OH-Pro zwitterionicas fueron construidas con el
paquete de programas de HyperChem'®’. A continuacion, manteniendo fija la geometria
de la superficie de Ag, la estructura de aminoacido evoluciona libremente para llegar a
una conformaciéon de minima energia. Se emplearon diferentes orientaciones y
geometrias de partida para el sistema de biomolécula—superficie de Ag; finalmente, el
aminoacido adopta una unica geometria sobre la superficie metalica. Dado el tamaifio de

los sistemas moleculares, se utiliz6 Mecanica Molecular para la optimizacion de la
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geomeiria 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 aproximacion de Wolfsberg—Helmholtz. Una breve descripcion de los fundamentos
fue presentada en la introduccién. La representacién molecular grifica de las
biomoléculas sobre el cluster de plata fue realizada en nuestro grupo de laboratorio

empleando el programa PyMOL v1.4.
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11 1. Nanoestructuras metdalicas

Para obtener una satisfactoria amplificacion de sefiales vibracionales SERS con
superficies nanoestructuradas, es necesario tener en consideracién una serie de
parametros fisicos y quimicos; entre ellos, las caracteristicas del metal en términos de
morfologia (forma, tamafio y estado de agregacién) y naturaleza. Asi, las respuestas
dpticas y electrénicas estardn determinadas por las diferentes metodologias y el tipo de
metal utilizado. Por esta razdn, las superficies metélicas nanoestructuradas utilizadas en
este trabajo fueron preparadas por reduccién de i6n metalico en solucién acuosa, debido
a sus caracteristicas.

Con el propodsito de estudiar tipos de interacciones v ordenamiento moleculares
que se produce cuando aminodcido, péptido o coldgeno es mezclado con NEs metalicas,
se prepararon soluciones coloidales de plata por reduccién de nitrato de plata con citrato
trisédico dihidratado (Ag—it), clorhidrato de hidroxilamina (Ag-HX) o borohidruro de
sodio (Ag—BH.,), y soluciones coloidales de oro por reduccién de 4cido tetraclorourico
con citrato trisédico dihidratado (Au—cit). Por otra parte, una importante informacién
cualitativa sobre la morfologia de las superficies nanoestructuradas puede ser asociada al
plasmon superficial. Esta informacién es posible obtenerla a partir del espectro de
extincién. El méximo de extincion puede ser asociado a la cantidad de NEs. La posicién
y ¢l ancho de banda medio pueden ser asociados al tamafio y distribucién de tamafios,
respectivamente.

La figura 18, muestra los espectros de extincién de soluciones coloidales

preparadas en este trabajo de tesis, correspondientes a Ag—cit, Ag-HX, Ag-BH, y Au—
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cit. En el caso de las NEs de Ag, los maximos de extincion y por ende los plasmones
superficiales registrados, estan centrados a 406 nm en Ag—cit (espectro 18A), a 424 nm
en Ag-HX (espectro 18B) y a 389 nm en Ag-BHj, (espectro 18C). En el caso de las NEs
de Au el plasmon superficial esta centrado en 522 nm (espectro 18D). Estos valores de
maximos de extincion son consistentes con los encontrados en literatura'®, por lo que
los diametros medios son asumidos como los descritos, en el rango de 15 a 80 nm. La
asimetria observada en el espectro de extincion del coloide Ag-HX da cuenta de una
amplia distribucion de tamafios, con tendencia a la formacion de NEs grandes, efecto

atribuido a la metodologia de preparacion.

Intensidad U.A.

Longitud de Onda (nm)
Figura 18. Espectros de extincion de nanoestructuras de plata y oro coloidal obtenidas con distintos
agentes reductores (1) citrato trisédico, Ag—cit, (B) clorhidrato de hidroxilamina, Ag-HX, (C)

borohidruro de sodio, Ag-BH,, (D) citrato trisédico, Au—cit.

I11.2. Base de datos espectroscopica vibracional

Disponer de una amplia base de datos espectroscopica vibracional de componentes

individuales, es fundamental cuando se plantea como objetivos 1) identificar moléculas
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sencillas en matrices complejas; por ejemplo, aminodcidos y proteinas en el tejido
conectivo, 2) observar modificaciones estructurales y/o conformacionales que se
producen por efecto de las OCh sobre proteinas, 3) estudiar la interaccion entre distintos
sistemas moleculares con superficies metdlicas nanoestructuradas y 4) inferir sobre
aspectos estructurales globales o parciales que se producen cuando estos sistemas
interacthan con NEs. Sobre esa base, se realizd el registro y asignacion de espectros
Raman de aminodcidos (aa), péptide modelo, colagenos modelo (tipo 1 y tipo III) y
elastina. Ademds, se registraron y asignaron los espectros SERS de los aa mas
abundantes en colagenos; estos son glicina, alanina, prolina e hidroxiprolina. También se
registraron los espectros SERS del péptido modelo Cys-Lys—Pro—Phe-Phe-Asp y los
colagenos modelo tipo 1 y tipo Ul extraidos de rata y bovino.

En las secciones siguientes, se presentan los resultados espectroscopicos
vibracionales Raman y/o SERS de los sistemas moleculares aislados. Primero, se
muestran los espectros Raman y SERS de los aa abundantes en coldgenos, Ala y Gly.
Luego, se presentan los resultados Raman, SERS y célculos teéricos computacionales de
prolina e hidroxiprolina. Esta separacién de Gly y Ala con las prolinas, estd dada por la
abundancia e influencia que tienen estos aminoacidos en la estructura molecular de los
colagenos. Posteriormente, se presentan los espectros Raman del resto de aminoécidos
que forman parte del coldgeno. Luego, se analizan los resultados Raman y SERS del
péptido Cys—Lys—Pro—Phe—Phe—Asp, con el objeto de dar cuenta del rol orientador y
director que tienen los aminoécidos Pro y Phe sobre una superficie nanoestructurada
determinada. Posteriormente, se presentan los resultados AFM, Raman y/o SERS

obtenidos para los distintos tipos de colagenos. Finalmente, se describen los resultados
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Raman de elastina.
II1.2.1. Espectros Raman de alanina y glicina

Para completar la base de datos espectroscopica vibracional propuesta, se
registraron y asignaron los espectros Raman de Ala y Gly, en estado sdlido o bien
depositando una solucién de concentracién 107 M sobre una lémina de oro, utilizando
un Jaser de 785 nm. Los espectros Raman de la figura 19, muestran los nimeros de onda
de vibracion caracteristicos de estos aa no polares con cadenas laterales alifaticas. La
asignacion espectral de ambos aa fue realizada sobre la base de la experiencia adquirida
por nuestro grupo, la que ha sido respaldada por datos propios publicados’”'**'® datos

s . 99
para moléculas relacionadas'® y bases de datos®'!!,
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Figura 19. Espectros Raman de (1) Alay (b) Gly.

Se observa en los espectros de la figura 19, un conjunto de sefiales vibracionales
que son caracteristicas para cada aa. En particular, el espectro de Ala (fig. 19a) muestra
una banda intensa a 854 cm™, la que es atribnida al estiramiento (v) del fragmento

molecular CC. El espectro de Gly (fig. 19b) muestra una banda intensa caracteristica a
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896 cm™ que también es asignada a un vCC.

Si bien la sefial vibracional mas intensa de un analito puro es un importante
pardametro para identificarlo en un sistema molecular complejo, el espectro vibracional
en su conjunto es la huella digital del mismo, por lo que hacer una correcta asignacion es
fundamental a la hora de abordar problemas como el estudio de colagenos o tejidos.

El espectro Raman de Ala (19a), muestra un conjunto de bandas de mediana
intensidad a 1603, 774, 654 y 533 cm correspondientes a un estiramiento asimétrico
(vas), deformacion (8) y aleteo (w) de COO™ y una deformacion CCN, COQO,
respectivamente. Dos bandas de baja intensidad a 1505 y 1152 cm” se asignan a una
deformacién y balanceo (r) del grupo NH,, respectivamente. Cuatro bandas de
intensidad variable a 1488, 1468, 1383 y 1364 em ! se atribuyen a deformaciones y
aleteos de CH3 y CH,. Una banda de mediana intensidad a 1117 cm’ corresponde a una
SNCIH. La banda de mediana intensidad a 1024 cm™ se asigna a un modo de
estiramiento del fragmento CCN. Una banda de baja intensidad a 922 cm™ es asignada a
vC—COO. Finalmente, dos bandas de baja y mediana intensidad a 479 y 283 cm™,
respectivamente, son asignadas a deformaciones de esqueleto.

Por otra parte, el espectro Raman para Gly solida, se muestra en la figura 19b. El
espectro muestra un conjunto de bandas de baja intensidad a 1583, 688 y 608 cm™
correspondientes a un estiramiento, deformacioén y aleteo de COO", respectivamente.
Dos bandas de baja intensidad a 1504 y 1133 cm™ se asignan a una deformaci6n y
balanceo del grupo NH,. Las bandas de intensidad variable a 1445, 1409 y 1324 cm™
son atribuidas a los modos 6CH;, 8CH,, y oCH,, respectivamente. Una banda de

mediana intensidad a 1052 cm™ se asigna a un modo de estiramiento del fragmento
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CCN. Finalmente, la banda de mediana intensidad ubicada a 505 cm™’ se asocia a un

modo de deformacion de esqueleto.

II1.2.2. Espectros SERS de alanina y glicina

Con el objeto de estudiar la orientacién que adoptan Ala y Gly, cuando interactiian
con superficies nanoestructuradas coloidales, se registraron y asignaron sus espectros
SERS. Las superficies nanoestructuradas en estado coloidal con las que se estudi6 la
interaccion aa—NEs, fueron preparadas por reduccién de AgNQO; con citrato de sodio.
Los experimentos se llevaron a cabo sin ajuste de pH. La asignacion de los espectros
SERS de Ala y Gly (fig. 20) fue realizada sobre la base de datos propios 7*'* y otros

: ) ) 1
publicados para moléculas relacionadas™''*'!".
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Figura 20. Espectros SERS de (a) Alay (b) Gly.

El espectro SERS de Ala (fig. 20a), muestra un conjunto de bandas de intensidad
variable a 1584, 1351, 766, 645 y 524 cm™, correspondientes a un modo de estiramiento

asimétrico, estiramiento simétrico (vs), deformaciéon y aleteo de COO”, y a una
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deformaciéon CCN/COQ, respectivamente. Dos bandas de mediana intensidad a 1516 y
1264 ¢cm™ se asignan a deformaciones del fragmento molecular NII. Bandas con
intensidad variable se observan a 1496, 1452, 1421, 1389 y 1302 e¢m™; se atribuyen a
diferentes modos de vibracion, los que involucran deformaciones y aleteos de CH; o
CH,. La banda con mayor intensidad a 1032 cm™ es asignada a un modo de estiramiento
del fragmento molecular CCN. La banda de baja intensidad a 807 cm™ es asignada a un
estiramiento del grupo CC de esqueleto.

El espectro SERS de Gly (20b), muestra un conjunto de bandas de intensidad
variable a 1568, 1378, 765 y 671 cm™ correspondientes a vibraciones del fragmenio
COO7, involucrando estiramientos asimétrico y simétrico, deformacién y aleteo,
respectivamente. Una banda de mediana intensidad a 1612 cm‘l; es atribuida a una
deformacién NH;". Dos bandas de baja y de alta intensidad a 1473 y 1354 cm™! se
asignan a una deformacién y un aleteo del grupo CH,, respectivamente. Dos bandas de
mediana y baja intensidad a 1306 y 1280 cm™ se atribuyen a SCH. Es posible apreciar
una banda ancha y de baja intensidad a 1219 cm™ asociada a SNH. Una banda débil a
984 cm™ se asigna a un modo de estiramiento del fragmento CCN, CC. Finalmente, la
banda de baja intensidad ubicada a 453 cm™ se asocia a un modo de deformacién de

esqueleto.

I1.2.3. Espectros Raman de prolina e hidroxiprolina

Los aminodcidos prolina y OH-prolina tienen particular importancia en la

estructura del coldgeno y en sistemas biolégicos en general***!'%, En efecto, ambos
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aminoécidos participan en el ordenamiento tridimensional de las moléculas de coligeno;
esto hace que su identificacion y caracterizacién espectral estructural sea de gran
relevancia. Debido a esta importancia, se realizé un estudio experimental Raman, SERS
y tedrico computacional de Pro y OH-Pro con NEs de plata preparadas con diferentes
agentes reductores, control del tiempo y ajuste de pH. Sobre esa base se determiné la
influencia del grupo hidroxilo en la orientacién de estos aminoécidos sobre las
superficies nanoestructuradas.

Los espectros Raman para Pro y OH-Pro (fig. 21), fueron obtenidos depositando
cristales o bien alicuotas de solucién (10™ M) de cada aa sobre una superficie de oro. La

asignacién de las bandas fue realizada sobre Ia base de estudios espectrales propios” %

y de datos publicados para otros sistemas *',
(a) 8
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Figura 21. Espectros Raman de (a) Prolina y () OH-Prolina. RN -

Se aprecia en el espectro Raman de Pro (fig. 21a), un conjunto de bandas de
intensidad variable a 1548, 1373, 790 y 639 cm™, todas ellas atribuidas a modos de
vibracion del fragmento molecular COO™. Las dos primeras bandas son asignadas a

modos de estiramiento asimétrico y simétrico, respectivamente; Ia tercera vibracién se
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asigna a una deformacién y la cuarta se asigna a la expresién de diferentes modos que
involucran balanceo, deformacion y aleteo. Dos bandas de media intensidad a 1449 y
1173 cm™, son atribuidas a los modos de deformacién y aleteo del fragmento molecular
CH,, respectivamente. Una banda débil a 1623 cm™ es asociada con una SNH,'. Se
puede apreciar en el espectro dos bandas de baja intensidad a 1320 y 1284 cm
asignadas a 3CH. Es posible observar dos bandas de intensidad media a 1031 y 982 cm™
que se atribuyen a vCCN. Una banda de intensidad media a 1081 cm™ es asignada a un
vCN. Dos bandas de mediana intensidad a 1236 y 1055 cm™ son asignadas a SNH. Una

! es atribuida a un modo de estiramiento del

banda de intensidad media a 917 cm™
fragmento molecular C—-COO. Dos bandas de intensidad media a 949 y 840 cm™! y una
de alta intensidad a 896 cm™, son atribuidas a un vCC presentes en el anillo
hidrocarbonado. Finalmente, dos bandas de media y baja intensidad a 445 y 296 cm™
son asignadas a deformaciones de esqueleto.

En el espectro Raman de OH-Pro (fig. 21b), se puede apreciar un conjunto de
bandas de intensidades variable a 1390, 755 y 615 ecm ™., todas ellas atribuidas 2 modos
de vibracién del fragmento molecular COO™. La primera se asigna a un modo v, la
segunda es asignada a una deformacion y la tercera a la expresién de diferentes modos z,
0 y @. Un conjunto de bandas de mediana intensidad se asigna a diferentes modos de
vibracion del grupo CHz; una deformacién es observada a 1479 em™, tres modos de
balanceo son observados a 1351, 1183 y 1065 cm™, y dos modos de torsién a 1319 y
849 cm™'. Un acoplamiento de las vibraciones oCH, y @NH," aparece a 1430 cm*. Dos

acoplamientos de SNH y 3CH son observados a 1223 y 1206 cm ™, respectivamente. Un

estiramiento simétrico del fragmento CN se puede asignar a la banda a 1087 cm™. Un
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estiramiento simétrico del grupo CCN se observa a 1032 ¢m '. Dos modos v;CC
pertenecientes al anillo de pirrolidina son adscritos a las bandas a 954 y 877 cm™),
respectivamente. A 918 cm™’ se observa una banda de baja intensidad asociada a la

vibracién vC—COO™. Finalmente la banda a 463 cm ™’ es asignada a una vibracién de

deformacion de esqueleto del anillo pirrolidina.
I11.2.4. Espectros SERS de prolina e hidroxiprolina

Como se menciond anteriormente, la obtencién de espectros SERS de Pro y OH-
Pro (fig. 22), se realizd bajo diferentes condiciones experimentales. Primero, se estudi6
la interaccién de Pro con NEs de plata preparadas por sublimacién de metal; estas
superficies entregaron pobres sefiales SERS, ademas de nula reproducibilidad espectral,
por lo que se descarté su uso. Luego, se estudio la interaccién Pro-NEs con coloides de
Ag-—cit, Ag-HX y Ag—BHy, sin ajuste de pH; esto, segin los procedimientos descritos en
la seccién materiales y métodos'® y modificaciones del mismo. Se observo que las
superficies metalicas nanoestructuradas que presentaban mejores respuestas SERS eran
las preparadas por reduccién con HX. Las NEs obtenidas por reduccién con citrato
presentaban buenas respuestas SERS; sin embargo, los espectros mostraron bandas
asociadas interferentes producto de su sintesis. La utilizacién de NEs preparadas con
BH4, no mostraron resultados SERS analizables, probablemente debido a una débil
interaccion aa—NEs.

La asignacion de las sefiales vibracionales del espectro SERS de Pro interactuando

con Ag—cit (Pro-Ag-cit, fig. 22a), se realiz6 sobre la base de datos publicados™ !, E]
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espectro SERS de Pro en coloide de Ag-HX (Pro—Ag-HX) después de 72 hrs. de

97,100,109

interaccion (fig. 22b) fue asignado con la ayuda de nuestros datos y otros

publicados''*. Para ¢l caso del espectro SERS de OH-Pro en coloide de Ag-HX (OH-

Pro-Ag—HX) después de 48 hrs. de interaccion (fig. 22¢), la asignacién de frecuencias

97,109

fue realizada con datos propios y publicados'?.
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Figura 22. Espectros SERS de Pro’y OH-Pro (a) Pro-Ag-cit, (b) Pro— Ag-HX a pH 7,0 y (¢c) OH-Pro—
Ag—HX a pH 7,0.

La interaccién de prolina con NEs coloidales de Ag—cit, mostré un conjunto de
bandas analizables; sin embargo, algunas de ellas pueden ser asociadas con interferentes
resultantes de la oxidacién del citrato. Por esta razén, se decidi6 trabajar sélo con
coloides de Ag-HX.

Los resultados de Pro interactuando con Ag-HX, mostraron que después de 2, 24

y 48 hrs. no es posible obtener espectros SERS reproducibles en las suspensiones
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coloidales, confirmando que la interaccién analito-NEs es débil. Esta interaccién es
drasticamente modificada después de 72 hrs., donde si es posible obtener espectros
unicos y reproducibles. En el caso de OH-Pro interactuando con Ag-HX, se observd
que después de 2 y 24 hrs. de interaccién no es posible obtener espectros SERS
reproducibles en las suspensiones coloidales, sugiriendo también que la interaccién
analito-NEs es débil. A diferencia de Pro-Ag-HX, el espectro SERS OH-Pro-Ag-HX
reproducible se obtiene después 48 hrs. de interaccidn; esto indica que el grupo hidroxilo
en este aminodcido, juega un rol orientador importante sobre la superficie metalica,
favoreciendo termodindmicamente la interaccion

El espectro SERS de Pro—Ag-cit (fig. 22a), muestra un conjunto de bandas de
intensidad variable a 1544, 1375, 775 y 647 cm™, todas ellas atribuidas a modos de
vibracién del fragmento molecular COO™. Las primeras dos bandas son asignadas a
modos de estiramiento asimétrico y simétrico, respectivamente; la tercera se asigna a
una deformacién y la cuarta a la contribucion de modos r, & y @ del mismo fragmento.
Una banda ancha y de baja intensidad ubicada 1461 cm™ es atribuida al modo SCH,.
Dos bandas débiles 2 1322 y 1303 cm™ se asignan a deformaciones de fragmentos CH.
Una banda de intensidad baja a 987 cm ™! se atribuye a estiramientos del grupo CCN. La
banda de intensidad baja a 918 cm™ es atribuida a un modo vC—COO. Finalmente, una
banda de media intensidad a 472 cm ™! se asigna a deformaciones de esqueleto.

El espectro SERS de Pro-Ag-HX obtenidos después de 72 hrs. de interaccién (fig.
22b), muestra un conjunto de bandas atribuidas al fragmento COO™; éstas muestran
modificaciones de sus intensidades relativas y/o cambios de niimero de onda por efecto

de superficie respecto al espectro Raman; algunas de ellas son observadas y otras
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desaparecen. Esto es interpretado en términos de una interaccidn analito—sustrato. De
hecho 1a banda v,COO ™ a 1548 cm™’ observada en Raman cambia en SERS a 1572 cm™
!, mientras que el modo v,COO™ presenta una leve modificacién de su mimero de onda
(de 1373 a 1371 cm™), ademds decrece en intensidad. Las bandas SERS a 1411 cm™
(vCO) y a 697 em™ (8, ®COO") aparecen por efecto de superficie. El modo vCO a 1320
cm™' observado en Raman, cambia en SERS a 1311 cm ™ incrementando drsticamente
su intensidad por efecto de superficie. Este comportamiento espectral estd de acuerdo
con las reglas de seleccion SERS™; el modo que tiene su componente z de
polarizabilidad Raman perpendicular a la superficie y en la misma direccién que el laser
de excitacion se vera sustancialmente amplificado. Esto es consistente con un enlace CO
vibrando perpendicular sobre la superficie del metal. En particular, el incremento de la
intensidad sugiere una interaccién CO con la superficie metélica. La interaccién que
involucra el fragmento NH y la superficie del metal es probablemente menos intensa que
la del grupo carboxilato. Esto es verificado en el espectro SERS por cambios en la
intensidad de las bandas o por la desaparicion de la sefiales vibracionales que involucran
la vibracién SNH," a 1623 cm ™, 8CH a 1320 cm™ y 1284 cm™ y 8CH, 5NH a 1263 cm™
!, De hecho, la banda a 1623 cm™ que se observa en Raman cambia a 1610 cm™ en
SERS, la sefial 2 1320 cm ™ mantiene su nimero de onda pero incrementa drésticamente
su intensidad en SERS, mientras que las bandas a 1284 y 1263 cm™ no se observan en el
espectro SERS. Un hombro a 1320 cm™ asociado a @CH; es s6lo observado en el
espectro SERS. Otras bandas asignadas para el espectro SERS de Pro-Ag-HX pueden
ser observadas en la tabla 2; ademds, se incluye las asignaciones més probables para

cada banda.
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El espectro SERS de OH-Pro-Ag-HX obtenido después de 48 hrs. de interaccion
(fig. 22c), muestra un conjunto de bandas afribuidas a modos que involucran los
fragmentos carboxilato, amino y metileno, las que presentan modificaciones en sus
intensidades relativas y/o mimeros de onda por efecto de superficie. Esto es interpretado
en términos de una interaccién OH-Pro-NEs. De hecho, la banda Raman muy débil a
1642 ¢cm™? (8NH,"), incrementa su intensidad y cambia a bajos nitneros de onda por
efecto de superficie. Las bandas que involucran modos de deformacion NH a 1279 y
1223 cmi™' incrementan su intensidad, cambiando levemente sus nimeros de onda por
efecto de superficie. El modo v.COO™ que aparece a 1562 ¢cm™ en Raman, muestra una
fuerte intensidad en SERS. EI modo de estiramiento simétrico de COO™ a 1390 c¢m™
también incrementa su intensidad por efecto de superficie. La intensidad relativa del
modo 8CO0™ a 755 ecm™ incrementa y su niimero de onda se desplaza a alta energia
(792 em™) por efecto de superficie. La banda correspondiente a otra deformacién COO™
a 615 cm™ en Raman cambia su comportamiento espectral debido a la superficie. La
banda débil a 918 cm™ atribuida a vC—COO", no es observada en el espectro SERS. Las
bandas que involucran el fragmento pirrolidina, en particular los asociados a vCC a 877
e, y deformacion del anillo a 463 cm™, desaparecen o disminuyen su intensidad en el
espectro SERS; la banda intensa vCC a 849 cm™ aparece en el espectro SERS a 852 cm™
! La banda vCC de media intensidad a 954 cm™ en Raman, cambia en SERS a 967 cm™
!. Otra banda vCC aparece debido al efecto de superficie a 984 cm™! en SERS.

En Ia tabla 2, se muestran los valores de niimeros de onda para los espectros
Raman y SERS de Pro y OH-Pro; alli se comparan los valores que son modificados

producto de la interaccion con las supetficies nanoestructuradas, junto con la asignacién
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mas probable de las sefiales vibracionales indicadas.

Tabla 2.
Nimeros de onda y asignacién mds probable para espectros Ramany SERS de Pro y OH-Pro.

Raman SERS Raman SERS Asignacién
Pro exp. Pro-HX 72k | OH-Proexp. | OB-Pro-HX 48h

1623 mw 1610 w 1642 vw 1584 m SNH,"
1548 m 1572 m 1562 ms vCOO™
1473 wsh. 1479 vw 1477 5 6CH,
1449 md 5CH.

1411 mb 1430 vwd oCH,, oNH,"
1373 m 1371w 1390 wm 1390 ms v.COO™

1320 sh 1351 vw oCH,
1320 vw 1311 ms 1319 wmult. 1301 wsh. tCH;
1284 m 1279 w 1272 md rCH,, tCH,
1263 m 1258 vw 8CH, SNH
1236 m 1216 s as. 1223 w 1240 s &§CH, 5NH
1173 md 1163 w 1183w ®CH;

1101 wh 1138 SCNH
1081 m 1087 w vCN
1055 m 1048 wd 1065 m oCH;
1031 m 1032 w vCCN
982 m 084 sh vCCN, vCC
949 m 961 wm 954 m 267 m vCC Pirro,
917s 918 w 918 w vC-CQO~
896 s 877 m vCC
840 ms 832w 849 vs 852 m tCH,
790 w 757 wm 755 wm 792 m 000~

697 wd 696 w B0 COO~
639 m 642 m 615w 654 mwb r,6,0CO0"
572 vw 593 w 589 mb mult. pCO

524 vw 3CCN
M5 m 486 vw 463 m Pirro. deform.
370 wb NCCO, CCCQ def.
296 303 wm Pirro. deform.

Descripcion de intensidad de bandas: w, débil; vw, muy débil, wb, ancho y débil; mw, medio débil; md, medio y doble; ms, medio
fuerte; sh, hombro; s, fuerte; mult. multiple; Pirro., ciclo pirrolidina; deform, deformacion.

111.2.4.1. Calculos computacionales de prolina e hidroxiprolina

Con objeto de respaldar los resultados experimentales, se realizé un estudio teérico
computacional, utilizando mec4nica molecular y teoria de Hiickel extendido (EHT). Los
modelos moleculares predicen que la interaccién de prolina con la superficie metélica se

produce preferentemente por uno de los oxigenos del grupo carboxilato y la superficie
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de plata. En el caso particular de una bicapa de plata aislada, los célculos indican que las
energias HOMO y LUMO son degeneradas (—6,14 eV) y las bandas de conduccién y
valencia se encuentran solapadas, dando cuenta con esto que el presente modelo
microscOpico es una muy buena representacién de la superficie metdlica. Fn la
representaci6n orbital molecular los orbitales HOMO y LUMO de la superficie metalica,
la que tiene un cardcter 7, estan casi todos localizados sobre los dtomos de plata con
excepcion en el centro de la superficie. En la geometria final de Pro-Ag (Fig. 23), los
dtomos de H adicionados al dtomo de N, estdn a 2,4-2,6 A de la superficie. Uno de los
dtomos de O del grupo carboxilato estd a 2,7-2,8 A cercano a un atomo de Ag. La
prolina zwitterionica, considerada como un todo, est# localizada en la regién de la capa
de plata donde las densidades electrénicas de los orbitales HOMO y LUMO (que puede
ser considerada como las parte alta de la banda de valencia y la parte baja de la banda de
conduccién en el cluster, respectivamente) son cero. La transferencia de carga se
descarté debido a que los orbitales moleculares vacios de prolina no se superponen con
el orbital HOMO de la capa de plata. Por lo tanto, se puede inferir que las interacciones
electrostéticas son el principal factor en la interaccion Pro-Ag NEs.

Para hidroxiprolina, al igual que en prolina, los resultados experimentales fueron
respaldados por los estudios tedricos computacionales de mecanica molecular y EHT. La
geometria final OH-Pro-Ag (Fig. 24), muestra solo una diferencia con la geometria: de
Pro. El dtomo de N est4 alrededor de 2,9 A de la superficie metalica (4,5 A para Pro).
Las distancias entre los dtomos de Ag y los tomos de H y de O, adicionados al 4tomo

de N y al grupo carboxilato, son similares a las observadas en Pro. Los dos 4tomos de H
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del grupo CH, cercanos al grupo amino estan a 3,3 y 3,3 A de la superficie. El grupo OH
no interactua con la capa metalica. La OH-Pro zwitterionica esta localizada sobre una
region de la capa de plata en la que las densidades electronicas de los orbitales
moleculares fronteras son cero. La transferencia de carga es descartada por las mismas
razones que para el caso de Pro. Por lo tanto, son las interacciones electrostaticas las que

determinan la interaccion entre OH-Pro y la superficie de plata.

Prolina

Carboxilato

Figura 23. Modelo de interaccién de prolina con superficie de plata predicho por los célculos

compulacionales.

O

Carboxilato

Figura 24. Modelo de interaccion de hidroxiprolina con una superficie de plata predicho los cdlculos

compultacionales.
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I11.2.5. Espectros Raman de fenilalanina, tirosina y triptéfano

Para completar la base de datos espectroscopica vibracional, se registré los
espectros Raman de los aminoécidos con cadenas laterales aromaticas Phe, Tyr y Trp
(fig. 25). La asignacién de los ntimercs de onda fue realizada sobre la base de datos
publicados para estos sistemas moleculares!®!'%!!7 Ep cada aminoacido el carbono o se
une a un grupo CHy, el que a su vez estd unido a un anillo bencénico, fendlico e indélico
en Phe (fig. 25a), Tyr (fig. 25b) y Trp (fig. 25c), respectivamente. Desde el punto de
vista espectroscopico, estos aminodcidos presentan sefiales vibracionales utilizadas
como referencia para ser identificados en sistemas moleculares mas complejos, tales que

los péptidos o proteinas.

1008
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Figura 25, Espectros Raman de (a) Phe, (b) Tyr y (c} Trp en estado sélido.

Las vibraciones de Phe (fig. 25a) han sido claramente identificadas en sistemas

biolégicos', debido a que sus niimeros de onda no cambian significativamente con el
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entorno molecular al que estén asociados. La vibracion mas caracteristica es el modo de
respiracion del anillo bencénico, el que se observa en el espectro 29a a 1008 cm™.

Las bandas del doblete a 850/831 cm™ que se observan en el espectro de Tyr (fig.
25b), son también un muy buen indicador de la presencia de este aminoacido en

prote:inas1 17

. Este doblete es atribuido a una resonancia de Fermi; contempla la vibracién
de respiraci6n del anillo y un sobretono de una vibracidén de deformacion fuera del plano
del anillo bencénico sustituido en la posicion para.

Trp, también presenta bandas Raman caracteristicas (fig. 25¢) que son un
indicativo para identificar este aa en sistemas biolégicos mas complejos'®!. Las bandas
mas importantes, asociadas con el anillo inddlico, son observadas a 1345/1363, 1123,
1012, 877 y 597 cm™’. El doblete a 1345/1363 cm™, es asociado 2 una resonancia de
Fermi. A 1123 cm™! encontramos una banda atribuida a 5NH, la banda a 877 cm™ es
atribuida a un modo SCH y finalmente, la banda a 597 cm™ es asociada a una
deformacion del esqueleto del anillo pirrdlico. Un acabado estudio Raman y SERS de
triptéfano, ha sido desarrollado por nuesiro grupomo; en €l, se ha hecho una detallada

asignacion de las sefiales Raman, ademas, se ha registrado y asignado los espectros

SERS bajo diferentes tiempos de interaccién y pH controlado.

I1.2.6. Espectros Raman de valina, metionina y leucina

Los espectros Raman de los aminodcidos Val, Met y Leu, fueron registrados con el
laser de 785 nm y sobre una lamina de oro. La asignacion detallada de los modos de

vibracion no esta contemplada en este trabajo de tesis debido a que estos aminoacidos, a
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diferencia de Ala, Gly, Pro y OH-Pro, estin en una proporcién menor en las moléculas
de colagenos. La figura 26, muestra los nimeros de onda caracteristicos de estos

aminoécidos no polares con cadenas laterales alifaticas Val, Met y Leu.
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Figura 26. Espectros Raman de (a) Val, (b) Met y (¢) Leu en estado sdlido.

Los perfiles espectrales de Val, Met y Leu, dejan en evidencia que cada sistema
molecular en estudio, presenta un patrén vibratorio nico. Sin embargo, hay bandas de
diferentes aa que presentan valores de nimeros de onda muy similares, por lo que
considerar una sola banda en el andlisis espectral, para identificar uno de estos
aminodcidos en un sistema molecular méas complejo, puede llevar a confusiones. Por
ejemplo, la vibracién de estiramiento del fragmento molecular NCC, se observa a 853,
879 y 849 cm™ en los espectros de Val (fig. 26a), Met (fig. 26b) y Leu (fig. 26¢),
respectivamente. Asi, la identificacién de un aminoécido en particular en una proteina o

tejido, debe necesariamente considerar en muchos casos dos, tres o mds bandas.
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IIL2.7. Espectros Raman de serina, treonina, cisteina, asparragina y

glutamina

En funcion de los objetivos planteados, los espectros Raman de los aminoacidos
Ser, Thr, Cys, Asn y Gin, fueron registrados con una longitud de onda de 785 nm y
sobre una ldmina de oro. La figura 27, muestra los espectros Raman para los
aminodcidos polares con cadenas laterales no cargadas: Ser (fig. 27a), Thr (fig. 27b),
Cys (fig. 27¢), Asn (fig. 27d) y Gln (fig. 27d). La asignacién de los nimeros de onda fue

realizada sobre la base de uno de nuestros 1:rabajos110 y de datos publicados'*12,
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Figura 27. Espectros Raman de (a) Ser, (b) Thr, () Cys, (d) Asn y(e) Gin en estado sélido.
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En los espectros de la figura 27, el modo de estiramiento del fragmento molecular
NCC es asignado a las bandas a 856, 874, 870, 880 y 852 cm™ en Ser (fig. 27a), Thr
(fig. 27b), Cys (fig. 27c), Asn (fig. 27d) y Gln (fig. 27d), respectivamente. Este modo de

vibracidn no puede ser utilizado como finico parametro para identificar cada aminoacido

ESTUDIO RAMAN DEL EFECTO DE LAS ONDAS DE CHOQUE SOBRE COLAGENOS Y ELASTINA Pigina | 82




IIl. RESULTADOS

en una arquitectura mas compleja. Por esto, se puede observar en cada espectro un
conjunto de bandas que hacen de la sefiales vibracionales la huella digital del respectivo
aminoacido. Por ejemplo, para el caso de Ser (fig. 27a) se puede destacar las bandas a
1333, 1013, 816 y 610 cm ™. La primera banda se asigna a un modo de deformacion
6CH, la segunda es asignada a vibraciones de deformacion del fragmento CH, y las dos
ultimas son asignadas a vibraciones del fragmento molecular COO™, las que involucran §
y ® de este fragmento. En el caso de Thr (fig. 27b), se pueden destacar tres bandas de
intensidad media a 1345, 1118 y 565 cm™. La primera, asociada a un modo §CH , la
segunda atribuida a una vibracién del deformacién del fragmento NH, y la dltima
asociada a la contribucién de los modos 1, 8 y @ generados por el fragmento COO™. En
el espectro de Cys (Fig. 27c), las sefiales vibracionales que se pueden destacar son las
que se encuentran a 1203, 944 y 641 cm™, la primera atribuida a una vibracion de
torsién del fragmento CH,, la segunda asociada a un modo vCC y la tercera asociada a
un modo de estiramiento CS. Un acabado estudio teérico y experimental Raman y SERS
de cisteina ha sido desarrollado por nuestro grupo''®; en el se puede encontrar una
detallada asignacién de las sefiales vibracionales Raman y SERS.

Para el caso de Asn (fig. 27d), el conjunto de sefiales vibracionales que permitirian
identificar este aminoécido en una arquitectura molecular compleja, serian las bandas
ubicadas a 1336, 1165, 1076 y 944 cm ™. La primera asociada 2 un modo de vibracién
8CH,, la segunda se asocia a la vibracion de torsién del fragmento mo,iecular NH;, Ia
tercera banda es atribuida a un modo de vibracién vCN y la cuarta asociada a un

estiramiento CC.
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Los aminoacidos Asn y Gln son un ejemplo interesante a destacar, debido a su
similitud estructural. Sus grupos R se diferencian solo por un fragmento molecular CHj;
en Asn podemos encontrar un grupo metileno ligado al carbono «, mientras que en Gin
encontramos dos grupos CH, ligados al carbono «, el resto de la molécula es idéntica.
Estas diferencias y similitudes, son observadas en sus respectivos espectros
vibracionales (figs. 27d y 27e). Por ejemplo, la mayor diferencia entre ambos espectros,
es el mimero de onda e intensidad del fragmento molecular asociado al modo de
estiramiento NCC. En Asn, este fragmento se asigna a la banda ubicada a 880 cm™,
mientras que en Gln se asocia a la ubicada a 852 ¢m . Otra importante diferencia, la
podemos encontrar en la vibracion de alta intensidad asociada al modo de estiramiento
del fragmento COO™, ubicada a 1423 cm™' en el espectro de Asn (fig. 27d) e
indistinguible dentro de una banda ancha de baja intensidad en el espectro de Gln (fig.

27e).
II1.2.8. Espectros Raman de lisina, arginina e histidina

Los espectros Raman de los aminoécidos Lys, Arg e His, que ahora forman parte
de nuestra base de datos, fueron registrados con una Jongitud de onda de 785 nm y sobre
una lamina de oro. En la figura 28 se muestran los nimeros de onda de vibracién
caracteristicos para los aminodcidos polares con cadenas laterales de carga positiva Lys
(fig. 28a), Arg (fig. 28b) e His (fig. 28c). La asignacion de frecuencias fue realizada

sobre la base de datos propios y otros datos publicados® -1%12%123
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Figura 28. Especiros Raman de (@) Lys, (b) Argy (c) His en estado sélido.

Se describen en la figura 28, las sefiales vibracionales que pueden servir como
referencia para identificar el respectivo aminoicido en estructuras moleculares
complejas, como por ejemplo colagenos. Asi, las sefiales vibracionales a 1630 y 1581

cm” en Lysl09

(fig. 28a), pueden ser atribuidas a un estiramiento asimétrico del grupo
COO'. El grupo de bandas desde 1480 a 1428 cm™ es asignado a deformaciones del
fragmento NH;". La banda intensa a 1313 cm™ es asignada a un modo SNH, acoplado a
una vibracion de torsion CH,. Los modos de estiramiento de los esqueletos alifaticos
vCN y vCC son observados en Ia regién 860-1100 cm™; el modo vC—COO™ es esperado
alrededor de 938 cm ™. Tres bandas a 707, 550 y 474 cm™ pueden ser asignadas a
diferentes modos de deformacién del grupo COO™. Una detallada asignacion de las
sefiales vibracionales Raman y SERS en Lys ha sido desarrollada por nuestro grupo en

el trabajo de Aliaga y col.'”.

El espectro Raman de arginina (fig. 28b), muestra una banda de mediana
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intensidad a 1447 cm™, la que es asignada a una deformacién CH,. Un estiramiento
simétrico del grupo CN se observa a 1072 cm™. Una banda de intensidad media a 1050
cm”! se atribuye a un modo de vibracién ®NH;'. La banda méas intensa observada a 973
em’!, corresponde al modo pCHp. Finalmente, a 524 ¢cm™ se observa una banda de
intensidad media, atribuida a la vibracién de torsién del fragmento NH,. Una detallada
asignacion de las sefiales vibracionales Raman y SERS en Lys, ha sido desarrollada por
nuestro grupo en el trabajo de Aliaga y col.'®.

En el caso de His (fig. 28c), al igual que en los aminodcidos discutidos
anteriormente, la asignacion de las sefiales vibracionales se realizé sobre la base de la
experiencia del grupo y datos publicados'?. Se observa en el espectro una banda de baja
intensidad a 1614 cm™, que es asociada al anillo imidazol presente en la estructura de
Lys. Un estiramiento del mismo anillo, es asociado a la banda de alta intensidad ubicada
en 1489 cm™. Es posible observar una banda de alta intensidad a 1267 cm ™, asociada a
la contribucién de flexién de los fragmentos CH, y NH; . Una banda intensa a 1166 cm™

1 es atribuida a la contribucién que hacen los modos 6CH y SNH. Finalmente, la banda

de intensidad media a 607 cm™, es atribuida a la deformaci6n del anillo imidazol,
IIL.2.9. Espectros Raman de dcido aspdrtico y acido glutdamico

Sobre la base de los objetivos planteados, los espectros Raman de los
aminodcidos Asp y Glu, fueron registrados con una longitud de onda de 785 nm y sobre
una lamina de oro. La figura 29, muestra los nimeros de onda de vibracion

caracteristicos para los amino4cidos con cadenas laterales cargadas negativamente Asp y
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Glu. La asignacién de niimeros de onda, fue realizada sobre la base de datos propios y la

experiencia alcanzada por nuestro grupo.
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Figura 29. Espectros Raman de (a) Asp y (b) Glu en estado sélido.

Es posible asignar un conjunto de bandas con diferente intensidad en el espectro
de Asp (fig. 29a), las que podrian servir como referencia para detectar este aminoacido
en una matriz compleja como la de un tejido de tendén tendindsico. Por ejemplo, se
observa una banda de baja intensidad ubicada a 1341 cm™, la que puede ser asociada a
una deformacién CH. La banda intensa a 942 cm™, puede ser asignada a una
deformacion fuera del plano del fragmento OH presente en el grupo COOH. Finalmente,
dos bandas de baja intensidad a 780 y 601 cm™, pueden ser atribuidas a diferentes
modos de vibracién del grupo COO™, entre ellosr, 8 y @.

En el espectro Raman de Glu (fig. 29b), se destacan cuatro bandas de variada
intensidad que pueden servir como referencia para identificar este aminodcido en

sistemas més complejos. La primera, banda intensa a 1413 cm™, puede ser atribuida a un

ESTUDIO RAMAN DEL EFECTO DE LAS ONDAS DE CHOQUE SOBRE COLAGENOS Y ELASTINA | Pagina|93




II. RESULTADOS

estiramiento simétrico del fragmento COO™. La segunda, banda de mediana intensidad a
924 cm™, puede ser asignada a un estiramiento simétrico del grupo NCC. La banda de
mayor intensidad a 870 cmi™, puede ser asociada a § COO™. Finalmente, una vibracion

del fragmento COO™ que involucra los modos r, 8 0 © es observada a 539 cm™..

II1.2.10. Espectros Raman y SERS del péptido Cys-Lys-Pro-Phe-Phe-Asp

En los resultados descritos en la seccién ITL2.4. (pag.77), sobre la interaccién de
prolina e hidroxiprolina con nanoestructuras de plata, dieron cuenta que existe un
ordenamiento preferencial de los aminoécidos sobre la NE. Este ordenamiento, para el
caso de prolina e hidroxiprolina, estd gobernado principalmente por atracciones
electrostéticas entre los grupos carboxilo y amino, presentes en los aminodcidos, y los
cationes y aniones de la capa de Stem en las nanoestructuras. Asf, los resultados
permitieron disefiar un experimento que permitié estudiar la influencia que tienen los
residuos de Pro y Phe presentes en el péptido Cys—Lys—Pro—Phe-Phe-Asp, sobre la
interaccién con NEs coloidales de oro. Los coloides de oro se utilizaron porque el
residuo de cisteina reacciona de manera espontanea con el oro; asi, la formacién de un
enlace covalente Au-S en uno de los extremo del péptido, permite restringir su libertad
de movimiento. Con esto, es posible observar de mejor manera el efecto que tienen otros
residuos de aa en la interaccién con las NEs. Sobre esta base, se registraron los espectros
Raman y SERS del péptido modelo Cys—Lys—Pro—Phe-Phe-Asp, con la superficie
metalica de oro. En primer lugar, se realizé una completa asignacién de las sefiales

vibracionales Raman del péptido. Luego, se realizaron experimentos SERS, empleando
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soluciones coloidales de oro a pH dcidos, neutros y bésicos con el péptido, para
determinar ¢ identificar la conformacién mas favorable de Cys—Lys~Pro-Phe--Phe-Asp
sobre las NEs metélicas. Los resultados indicaron que la mejor respuesta SERS fue
obtenida cuando el pH de la solucién coloidal y la del péptido se ajustaban a valores
cercanos a 7,0.

La interpretacion de las bandas en los espectros Raman y SERS del péptido Cys—
Lys—Pro—Phe-Phe—Asp, fue realizada a partir del analisis espectral de cada aminodcido
constituyente. La contribucion de cada aa al perfil espectral del péptido, esti dada en
gran medida por las caracteristicas particulares de cada uno de ellos. La figura 30,
muestra los espectros Raman y SERS del péptido Cys—Lys—Pro—Phe-Phe-Asp y la tabla
3, muestra la asignacién mas probable para los espectros descritos, especificando los
residuos de cada aminoacido y/o las vibraciones caracteristicas. La experiencia
alcanzada por nuestro grupo, referente a interaccién de aminogcidos o péptidos con NEs
metélicas, publicada en diferentes articulos 7100109123124 1., permitido asociar los
ntimeros de onda del espectro Raman a modos de vibracién caracteristicos.

Las bandas Raman del péptido (fig. 30a), ubicadas' a 1614, 1595, 1212, 1162,
1131, 1036 y a 1008 cm™, pueden ser asociadas al aminodcido Phe. Las bandas a 1460 y
a 1349 cm™, son atribuidas a Leu. Las sefiales vibracionales a 905y a 623 cm™, pueden
ser descritas como bandas de Pro. Las bandas a 963 y 623 cm™, pueden ser adscritas a
Cys. El modo de vibracién que involucra al enlace S—C a 623 cm™, es un buen indicador
de la presencia de Cys en el péptido; sin embargo, prolina también presenta un modo de
vibracién en ese mimero de ondas, por lo que podemos indicar que esa sefial, de

intensidad media, tiene contribuciones hechas por los aminodcidos Pro y Cys. Por otra
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parte, es posible observar claramente las bandas a 1680 y 963 cm, la primera atribuida
al modo de vibracion amida I y la segunda asignada a un vCC de esqueleto
aminoacidico. La ausencia de una banda en el rango 1310-1225 cm™, impide hacer una
clasificaciéon de estructura secundaria del péptido. Es importante destacar que la banda
més intensa (1008 cm™) es asociada al modo de respiracién de un anillo aromético,

indicando con ello la coniribucion que hace el aminoacido fenilalanina al perfil

espectral.
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Figura 30. Espectros (a) Raman en estado solido y (b} SERS solucion 16 M del péptido Cys-Lys-Pro-
Phe-Phe-Asp.

El espectro SERS de Cys—Lys—Pro—Phe-Phe—Asp (fig. 30b), es analizado en el
rango 1800-500 cm™; bajo 500 cm™' Ia banda asociada al plasmén superficial impide
observar las sefiales SERS. Se puede apreciar en el espectro, que la mayor parte de la
sefiales vibracionales disminuyen su intensidad, convirtiéndose la mayoria de ellas en

bandas anchas y débiles de dificil identificacion. Un anélisis exhaustivo permite hacer
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una asignacion especifica de las vibraciones, las que se muestran en la tabla 3.

Tabla 3.
Nimeros de onda y asignacién mds probable para espectros Raman y SERS del péptido Cys—Lys—Pro—
Phe—Phe-Asp.
Raman SERS Asignacitn
Cys-Lys-Pro-Phe-Phe-Asp Cys-Lys-Pro-Phe-Phe-Asp
1680 wb Amidal, SNH,*
1614 mw Phe
1595w 1591 wb Phe, v-COO~
1460 mw 1457 mw Lys, 6CH,
1349 mw 1354 mw Lys, oCH,
1298 wh tCH,
1273 wh CH,, tCH,
1212 m 1204 vw Phe, 5CH, 8NH
1162 vw Phe, aCH,
1131 w 1146 vw Lys, 8CNH
1036 m 1033 m Phe, vCCN
1008 s 1007 s Phe
963 w Cys, vCC
905 mw Pro, vC-COO~
838 wh 845 whb tCHh
TI0vw 8CO0-
728 vwv 8.0 COO~
623 m Pro,Cys, 1,5,0CO0™
599 vw pCO

Descripcion de intensidad de bandas: w, débil; vw, muy débil; wb, ancho y débil; mw, medio débil; s, fueste; m, media,

El comportamiento individual de los aminoacidos en el péptido Cys~Lys—Pro—
Phe-Phe-Asp, ha permitido extrapolar los resultados hacia los obtenidos en Ia
iteraccién de distintos tipos de coldgenos con nanoestructuras de plata, los que son

discutidos mas adelante.

IIL.2.11. Imdgenes AFM, espectros Raman y SERS de coldgenos

La experiencia alcanzada por nuestro grupo de investigacidn, referente al estudio
Raman y SERS de aminoacidos, péptidos y proteinas, se refleja en varias publicaciones
en revistas especializadas®'*>'®'3-12 Esta experiencia ha permitido hacer una

completa asignacién de los espectros Raman de coldgenos, ademds de los espectros
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SERS de colagenos dependientes del tiempo.

HI2.11.1 Imdgenes AFM

Previo al estudio vibracional Raman y SERS, se caracterizd por medio de AFM los
colagenos modelo (tipo 1 y tipo III), para observar el nivel de arquitectura de estas
proteinas purificadas. Las imagenes AFM, registradas bajo el modo tapping, fieron
realizadas para hacer una caracterizacion en términos de morfologia y tamafio de los

distintos tipos de colagenos.
HL2.11.1.1. Imdgenes AFM de coldgeno tipo I de rata

El analisis topografico AFM de colageno tipo I de rata (fig. 31), dispersado en
4cido, se realizd a partir de datos publicados’*”"*®, Los resultados son presentados en
fincién de una proyeccion tridimensional de la supetficie barrida (fig. 31a), 4rea total
barrida (fig. 31b) y una grifica que da cuenta de los didmetros medios para las
estructuras encontradas (fig. 31c).

Los resultados AFM de colageno tipo I de rata mostrados (fig. 31), dan cuenta de
la presencia de fibrillas. Asi, la proyeccion tridimensional (fig. 31a), muestra dos
fibrillas de coligeno paralelas entre si, que cruzan diagonalmente el area barrida. A la
izquierda y derecha de las estructuras descritas se observan agregados, probablemente de
coligeno sin dispersar. La vista superior del 4rea total barrida (fig. 31b), tiene
dimensiones de 4.5 pm x 4.5 pm. En esta misma imagen, se puede observar los

segmentos de fibrillas utilizados para medir su diametro. Los diametros de las fibrillas
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de colagenos identificadas, son de 322, 229 y 284 nm, respectivamente, como se muestra

en las grafica de la figura 31c. Estos valores muestran que los tamafios registrados son

. . o P " 1
consistentes con los descritos para fibrillas de colageno en la literatura'®’.

Figura 31. Imagen AFM de coligeno tipo I de rata en dcido acético 0.5 M, (a) proyeccion topogrdfica en

3 dimensiones, (b) drea de 4,5 um x 4,5 um barrida y (c) grdfica de diametros medios registrados.

IL2.11.1.2. Imdgenes AFM de coldageno tipo 111 de rata

El analisis de la topografia AFM para colageno tipo IIT de rata (fig. 32), dispersado
en acido, se realizo a partir de datos publicados'*”"*. Los resultados, son presentados en
funcion de una proyeccion tridimensional de la superficie barrida (fig. 32a), el area total
barrida (fig. 32b) y una grafica que da cuenta de los diametros medios para las
estructuras encontradas (fig. 32c).

Los resultados AFM de colageno tipo 1II de rata (fig. 32), dan cuenta de la
presencia de microfibrillas. La proyeccion tridimensional de la superficie barrida (fig.
32a), muestra un alto grado de entrecruzamiento de las microfibrillas. Ademas, hay un
mayor entrecruzamiento de las estructuras colagénicas de colageno tipo III de rata que
en las de colageno tipo I de rata (fig. 31a). Estas diferencias de comportamiento no
pueden ser asociadas al proceso de preparacion de las muestras en acido acético, debido

a que las escalas de medicion son completamente distintas. Es posible observar en la
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figura 33b, microfibrillas de colageno presentes en la zona central del area barrida, la
que tiene dimensiones de 1,7 pm x 1,7 pm. Esta imagen, muestra las microfibrillas de
colageno tipo III de rata utilizadas para medir sus diametros medios. Finalmente, los
diametros registrados, para las microfibrillas seleccionadas, son de 75, 78 y 69 nm,
respectivamente (fig. 32c). Asi, estos valores son consistentes con un nivel de

arquitectura del tipo microfibrilar descrito para colagenos'?’.

300 0 500 nw

o i L

Figura 32. Imagen AFM de coldgeno tipo 1II de rata en dcido acético 0.5 M, (a) proyeccion topogrdfica

en 3 dimensiones, (b) dreade 1,7 pm x 1,7 pm y (c) grdfica de diagmetros medios registrados.

II12.11.1.3. Imdgenes AFM de coldageno tipo I de bovino

El analisis de la topografia AFM para colageno tipo I de bovino (fig. 33),
dispersado en acido, se realizo a partir de datos publicados'”"*°. Los resultados son
presentados en funcién de una proyeccion tridimensional de la superficie de colageno
barrida (fig. 33a), area total barrida (fig. 33b) y una grafica que da cuenta de los
diametros medios para las estructuras encontradas (fig. 33c¢).

Los resultados AFM de colageno tipo I de bovino mostrados (fig. 33), dan cuenta
de la presencia de fibras de colageno. Asi, la proyeccion tridimensional (fig. 33a),
muestra la efectividad del proceso de dispersion, con fibras de colageno bien definidas

en toda el area barrida. Asi como se muestra en la figura 33b, una vista superior de 10
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um por lado del area barrida, permite distinguir fibras de colageno bien definidas.
Finalmente, las fibras de colageno tipo I de bovino seleccionas muestran diametros de
893, 881 y 972 nm, respectivamente, asi como se observa en la figura 33c. Estos valores,

son consistentes con los descritos en literatura para este mismo nivel de organizacion'?’.

Figura 33. Imagen AFM de coldgeno tipo I de bovino en dcido acético 0,5 M, (a) proyeccion topogrdfica

en 3 dimensiones, (b) drea de 10,0 um x 10,0 um (c) grdfica de didmetros medios registrados.

I1.2.11.1.4. Imdagenes AFM de coldgeno tipo 111 de bovino

El analisis de la topografia AFM para colageno tipo III de bovino (fig. 34),
dispersado en acido, se realizd a partir de datos publicados'?’"*’. Los resultados son
presentados en funciéon de una proyeccion tridimensional de la superficie barrida (fig.
34a), area total barrida (fig. 34b) y una grafica que da cuenta de los diametros medios
para las estructuras encontradas (fig. 34c).

Los resultados AFM del colageno tipo IIT de bovino mostrados en la figura 34,
dan cuenta de la presencia de estructuras colagénicas del tipo microfibrilar. La
proyeccion tridimensional del area barrida (fig. 34a), muestra microfibrillas de colageno
entrecruzadas en toda el area. Si bien hay un mayor entrecruzamiento de las estructuras
colagénicas en colageno tipo IIT de bovino que en el colageno tipo I de bovino, la escala

de medicion es completamente distinta, por lo que no es posible establecer un patron de

ESTUDIO RAMAN DEL EFECTO DE LAS ONDAS DE CHOQUE SOBRE COLAGENOS Y ELASTINA Pdgina | 101




IIL. RESULTADOS

comportamiento en el proceso de dispersion con acido acético y los perfiles topograficos
registrados. Es posible observar en la vista superior de 601.6 nm por lado del area
barrida (fig. 34b), las microfibrillas utilizadas para medir su diametro. Los diametros
medios de las microfibrillas seleccionadas son de 42,5, 53,4 y 52,0 nm, respectivamente
(fig. 34c). Estos resultados son consistentes con un nivel de arquitectura del tipo

microfibrilar como ha sido descrito para colageno'”’.

(aj)

80 100 120 140 150 ;m

Figura 34. Imagen AFM de coldgeno tipo IIl de bovino en dcido acético 0.5 M, (a) proveccién
lopogrdfica en 3 dimensiones, (b) drea de 601,6 nm x 601,6 nm barrida y (c) grdfica de didgmetros medios

registrados.

I11.2.11.2. Espectros Raman de coldgenos tipo 1 y tipo 111 de rata y bovino

Con el objeto de completar la base de datos espectroscopica vibracional, se
registraron los espectros Raman de los colagenos modelos (tipo 1y tipo III) extraidos de
rata y bovino. La interpretacion espectral, fue realizada a partir de los aminoacidos

constituyentes, principalmente los mas abundantes, o bien de aquellos que presentan

124-126 9,10,131-
] 0,131 133' L

mayor influencia en el perfil espectra , y datos publicados a
contribucion que realiza cada residuo de aa al perfil Raman, esta dada en gran medida
por sus caracteristicas particulares.

La figura 35, muestra los espectros Raman para los diferentes tipos de colagenos.
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La tabla 4, muestra la asignacién mas probable para los espectros de cada coligeno,

especificando los residnos de cada aminodcido y/o sus vibraciones caracteristicas.

Intensidad Raman

T 13 T v T T
260 400 600 300 1000 1200 1400 1600 1800

Ntimeras de Onda / cm™

Figura 35. Espectros Raman de coldgeno (a) tipo I rata, (b} tipo 1 bovino, (c} tipo Il rata y (d) tipo Il
bovino en estado sélido, obtenidos después de ser suspendidos en agua nanopura y fijados sobre una

Idmina de oro.

En términos generales, todos los espectros de los colagenos resultaron ser muy
similares, exceptuando la banda ubicada a 1303 cm™ en el espectro de colédgeno tipo III
de rata (fig. 35¢). Las minimas diferencias observadas, tanto en numero de onda como
en intensidad relativa, podrian deberse a aspectos conformacionales. La asignacién de
los nfimeros de onda es discutida para coldgeno tipo I y tipo III de rata, dado que alli se
manifiestan las mayores diferencias.

En el espectro de coldgeno tipo I de rata sélido (fig. 352), se aprecian bandas

anchas e intensas a 1676 y 1249 cm™, asignadas a los modos de vibracién amida I y
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amida III, respectivamente. Estas vibraciones se atribuyen a diferentes vibraciones del
fragmento molecular N-metilacetamida (R—-CO-NH-R). Las bandas amida se deben
predominantemente a un modo vCO con una contribucién de SNH'™. Se observa un
hombro intenso a 1640 em™, atribuido también a un modo de vibracién amida I. Es
posible apreciar bandas de baja intensidad a 1343 y 1320 em™; la primera vibracion se
asocia a balanceos CH, o CH; v la segunda a un modo 8CH. Un hombro intenso a 1275
cm”), también es asociado a un modo de vibracién amida I1I. Se observa una banda débil
y ancha a 1178 cm™', consistente con diferentes modos de vibracién, entre ellos wCH,
tNH," y fNH;". Esta banda, también se atribuye a un modo de vibracién asociada al
aminodcido hidroxilisina. Es posible observar bandas que son caracteristicas en los
espectros de coldgenos; algunas se pueden asociar a aminodcidos especificos, por
ejemplo la bandas a 1035 y 1006 cm™ de Phe. Las bandas a 1102, 1066, 941 y 858 cm™,
son asociadas a Pro. La banda a 880 cm ™, es asignada a un modo vCC de Gly. La banda
a 819 cm™, es asociada a un modo vCC de esqueletos de aa. Una banda ancha y de baja
intensidad es posible observar a 770 cm™; ésta se asocia a la deformacién del fragmento
molecular COO™. La banda débil a 531 cm ™, es atribuida a Ala.

En el espectro Raman de coldgeno tipo III de rata sélido (fig, 35¢), se aprecian dos
bandas anchas e intensas a 1665 y 1253 cm™, asociadas a los modos de vibracién amida
I y amida 11, respectivamente. Se puede apreciar un hombro intenso a 1640 cm™,
atribuido al modo de vibracién amida I. Una sefial caracteristica a 1303 cm™’, es
atribuida a una deformacién CH. Las bandas mas caracteristicas de aminoacidos son las

de Phe, observadas a 1036 y 1006 cm™. Prolina puede ser identificada a través de los
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mimeros de onda a 1131, 1068, 942 y 858 cm™’. La banda a 877 cm™’, es asignada al

!, es asociada a un modo de

estiramiento CC de Gly. La banda intensa a 814 cm™
estiramiento CC de esqueletos de aa. Finalmente, una banda débil a 398 cm™, es

atribuida a un modo de deformacién de esqueleto en los aminodcidos.
Tabla 4.

Nimeros de onda y asignacion mds probable para espectros Raman de coldgeno tipo I'y tipo I,

extrafdos de ratay bovino,

Coldgeno Coligeno Coligeno Coligeno Asignacitn

tipoIrata ; tipoIbovino { tipo Il rata | tipo III bovino

1676 m 1676 s 1665 s 1674 s Amidal

1611 w 1612w 1613 w 1610 w SNH5"

1457 s 1455 5 1446 s 1455 5 vuCOO™, Lys

1429 vyw 1427 w 1426 wsh 8CH,

1320w 1318 w 1303 s 1321w 8CH

1275 sh 1276 sh 1274 md 1272w Amida III

1249 vs 1249 s 1253 m 1249 5 Amida Tl

1178wm | 1169w 1166 w 1169 mb @CH,, tNH,, #NH;", hidroxilisina.
1102 mw 1102 mw 113w 1096 m SNCH Pro

1066 vw 1066 vw 1068 w 1064w vCN Pro

1035 vw 1035 m 1036 w 1035 m vCN Phe

1006 m 1007 ms 1006 ms 1005 ms Phe

941 s 942 s 942 vw 941s vCC esqueleto de aa

924 sh 924 sh 922 vw 921 sh vC-COO

880 sh 877-sh 877 sh 875 sh vCC Gly

858.m 858 s 858 sd 8553 vCC znillo Pro

819 m 818 m 814 w 815 ms vCC esqueleto de aa

770 wb 770 wh 761 mb SCO0~

531 m 535w 535w 3CCN, 8CCO™ Ala

39 yw | 350mb 398 vw 393 mb Deformacién de esquelcio de aa
300 vw 364-mb 303-mb Peformacion de esqueleto de aa

Descripcién de bandas: w, débil; vw, muy débil, wh, ancha y débil; mw, media y débil; ms, media y fuerte; sh, hombro; s, firerte.
Descripcién de modos de vibracion: v, estiramiento; § deformacion, w, cabeceo; r, balanceo,

II1.2.11.3. Espectros SERS de coldgenos tipo 1y tipo III de rata y bovino

Con el fin se observar aspectos estructurales v de orientacién molecular en la
interaccién colagenos—NEs, seglin los objetivos planteados, se registraron los espectros

SERS de coligenos tipo I'y coldgenos tipo III, extraidos de rata y bovino, en coloides de
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Ag—HX. Las figuras 36 y 37, muestran los espectros y nimeros de onda de los espectros
SERS de colagenos obtenidos después de 2 y 24 horas de interaccién. Los espectros
registrados después de 72 hrs. de interaccion no son presentados por falta de
reproducibilidad. El analisis vibracional para los espectros SERS de colagenos, fue

realizado sobre Ia base de datos construida, datos propios’ "

y datos publicados por
otros grupos de investigacion™'*"*!"" Este analisis se plantea en funcién de los modos
de vibracién asociados a aspectos estructurales, asi como también a modos de vibracion
de aminoacidos que presentan mayor influencia en el perfil espectral.

Se observa en los espectros SERS, que la banda atribuida al modo de vibracion
amida I se ubica a 1681, 1689, 1685 y 1678 cm™, en colageno tipo I de rata (fig. 36a),
tipo I de bovino (fig. 36b), tipo III de rata (fig. 36¢) y tipo II de bovino (fig. 36d),
respectivamente. El modo de vibracion amida III, es claramente identificable en los
espectros de la fig. 36a, fig. 36b y fig. 36¢ a 1249, 1255 y 1253 cm™, respectivamente.
A pesar de no ser identificable un nimero de onda especifico para amida III, en el
espectro SERS de colageno tipo III de bovino (fig. 36d), es posible apreciar una banda
ancha que podria ser atribuida a este modo de vibracion. Se observa bandas que son
caracteristicas de algunos aminoécidos especificos. Por ejemplo, la presencia de Phe en
los espectros SERS esté dada por las bandas a 1029 y 1003 cm™* (fig. 36a), 1032 y 1007
em™ (fig. 36b), 1031 y 1006 cm™ (fig. 36¢) y 1032 y 1005 cm™ (fig. 36d). Tyr, puede
ser identificada por las bandas ubicadas a 855 y 660 cm™ en colégeno tipo I de rata (fig.
36a), a 855, 831 y 660 cm™ en colageno tipo I de bovino (fig. 36b), a 858 y 653 cm™ en

colageno tipo 1Nl de rata (fig. 36¢) y a 852, 810 y 651 cm™ en coldgeno tipo III de

bovino (fig. 36d). La banda débil a 528 em ™, es atribuida a 1a contribucién que hacen los
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modos SCCN y 8COO™ de Ala (fig. 36¢). Una descripcion mas detallada de otras bandas

puede ser observada en la tabla 5.
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Figuras 36. Especiros SERS de coldgenos (a) tipo I rata, (b) tipo I bovine, (c) tipo Il rata y (d) tipo Il

bovino, obtenidos después de 2 hrs. de interaccion con NEs de plata.

Después de 24 hrs. de interaccién entre los coligenos y las NEs de plata, el
comportamiento espectral es muy distinto para cada proteina (fig. 37). El analisis
vibracional para los espectros SERS, fue realizado sobre la base de datos discutidos en la

97,109

seccion previa sobre aminoacidos, datos propios 210131133

y publicados

Se puede observar en los espectros SERS, que bandas atribuidas a modos de
vibracion amida desaparecen (figs. 372, 37b, 37¢ y 37d), dejando un conjunto de sefiales
de dificil interpretacién. Si bien, es posible hacer una asignacién de fragmentos
moleculares a bandas individuales, algunas de ellas pueden ser asociadas a modos de

vibracién de los aminoacidos presentes. En el espectro SERS de colageno tipo I de rata

ESTUDIO RAMAN DEL EFECTO DE LAS ONDAS DE CHOQUE SOBRE COLAGENOS Y ELASTINA Pégina] 107




It1. RESULTADOS

(fig. 37a), se aprecia dos bandas anchas y débiles a 1678 y 1270 cm™, asignadas a los
modos de vibracién amida I y amida I1I, respectivamente. Otra banda débil a 1613 cm™,
es atribuida a un modo de deformacién NH;". La banda débil ubicada a 1454 cm™, se
atribuye a un estiramiento asimétrico COO™. Esta banda también es asociada al
aminoacido lisina. A 1426 cm™, se observa otra sefial débil asociada a un modo §CH. La
banda intensa observada a 1007 cm™, es atribuida al modo de respiracién del anillo
aromético de Phe. Las bandas a 940 y 856 om ™, son asociadas a Pro. A 757 y 643 cm™,

se aprecian dos bandas de baja intensidad asignadas a un modo de deformacion del

fragmento COO™.
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Figura 37. Espectros SERS de coldgenos (a) tipo I rata, (b) tipo I bovino, (¢} tipo Il rata y (d} tipo I

bovino, obtenidos después de 24 hrs. de interaccidn con NEs de plata.

En el espectro SERS de colageno tipo HI de bovino (fig. 37d), se asigna

claramente la banda asociada al modo de respiracion del anillo aromético del residuo de
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Phe, ubicado a 1006 cm y dos bandas asociadas a un modo de deformacion del

fragmento COO™, una ubicada a 742 cm™ y la ofra a 641 cm™.

Tabla 5.
Ntmeros de onda y asignacidn mds probable para espectros SERS de coldgenos tipo Iy tipo HI extraidos

de rata y bovino.

Coligeno Coliigeno Coldgeno Caoligeno Asignacién
tipo Erata tipo.I'bovine tipo Ml rata | tipo I bovine
1681 mb 1689 mb 1685 mb 1678 mb Amida
16095 SNH,'; SNEL*
1449 m 1454 m 1455 m vuCOO™, Lys
1249 mb 1255.mb 1253 mb Amida'lll
1164 vw @CH;, N, NH,", hidroxilising,
1096 wb 6NCH Pro
1084 w vCN Pro
1029w 1032w 1031 w 1031 w vCN Phe
1003 s 1607 s 1006 s 1005 s Phe
933 mw 937 vw 941 vw vCC esqueleto de aa
921 b vC-COO~
808 mw vCC Gly
855 mw 855 mw 858w 852 mw vCC anillo Pro
830sh 831sh Tyt
810 mw vCC esqueleto de aa
660 w | 660 mb 653 wb 651 mw Tyr
533m 537w 528 vw 559w SCCN, 6CO0" Ala

Descripcion de bandas: w, débil; vw, muy débil; mb, media y ancha; whb, ancha v débil; mw, media y débil; ms, media y fuerte; sh,
hombro; s, fuerte. Pescripcién de modos de vibracién: v, estiramiento; & deformacion, o, cabeceo; r, balanceo,

II1.2.12. Espectro Raman de elastina

Se finaliza la construccion de la base espectroscdpica vibracional con el espectro
Raman de elastina extraida de bovino; Ia asignacion de los modos de vibracién, fue
realizada a partir de nuestros datos™**'?%, relativos a la interpretacion vibracional de los
aminodcidos constituyentes, principalmente los mds abundantes, y datos
publicadosg’w’m'm. La contribucion que realiza cada residuo de aa al perfil Raman, estd
dada por las caracteristicas particulares de cada uno de ellos. La figura 38, muestra €l

espectro Raman de elastina s6lida y depositada sobre una piaca de cuarzo. La tabla 6,
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muestra la asignacion mas probable para el especiro descrito, especificando los residuos

de cada aminodacido y/o las vibraciones caracteristicas.
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Figura 38. Espectros Raman de elastina en estado solido.

En el espectro Raman de elastina (fig. 38), se aprecian bandas anchas e intensas a
1674 y 1260 cm™, asignadas a los modos de vibracién amida I y amida III,
respectivamente. Se observa una banda de mediana intensidad a 1343 cm™, asociada a
un modo de balanceo CH,. Un hombro intenso a 1275 cm™, también es asociado a un
modo de vibracién amida Il Se observa una banda débil y ancha a 1176 cm™, asociada
a diferentes modos de vibracién, entre ellos @CH,, tNH," y rtNH;*. Esta banda también
se atribuye a un modo de vibracién de hidroxilisina. Es posible observar bandas que son
caracteristicas de aminoécidos contenidos en clastina; dos de ellas a 1035 y 1009 cm’,
son asociadas a Phe. Las bandas a 1112, 940 y 863 cm™, son asociadas a Pro. La banda
a 887 cm™, es asignada a un modo vCC de Gly. La banda intensa a 837 cm’™), es
asociada a un modo de estiramiento CC de esqueleto de aa. Una banda ancha y de baja
intensidad se observa a 752 em™, la que es atribuida a la deformacién del fragmento

molecular COO™, La banda débil a 529 cm™, es una contribucién que hacen los modos
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OdCCN y 6COO™ de Ala.

Tabla 6.

Niimeros de onda y asignacion mds probable para el espectro Raman de elastina,

Elastina Asignacién

1674 m Amida

1617w __ | 5NH,, 6NH,’

14615 vCOO™, Lys

1424w 8CH;

1343mb | 3CH

1260 mb | AmidaIl{

1176 wb | @CH;, tNH,, tNIL', hidroxilisina
1112m SNCH Pro

1035mw | vCN Phe

1009 s Phe

940 mw | vCC esqueleto de Pro

911 m vC-COO0~

887 vw vCC Gly

863 mw | vCC amillo Pro

837 sh vCC esqueleto de aa

752 wh 8CO0~

520 ms SCCN, 3CO0™ Ala

413 mw | Deformacion de esqueleto de aa
373 mw | Deformacion de esqueleto de aa

Descripcién de bandas: w, débil; vw, muy débil; mb, media y ancha; wb, ancha y débil; mw, media y débil; ms, media y foerte; sh, ‘

hombro; s, fuerte. Descripeién de modos de vibracién: v, estiramiento; 5 deformacion, o, cabeceo; 1, balanceo.

I11.3. Efecto de las ondas de choque sobre coldgenos y elastina

Con objeto de mostrar el efecto que tienen las OCh sobre la estructura molecular

de los colagenos modelo (tipo 1y tipo IIf) y elastina in vifro, se registraron los espectros

Raman después de someterlos al tratamiento de OCh. Se cre6 un protocolo de frabajo

que permitié aplicar OCh directamente sobre porciones de proteina, asi como fue

descrito en la seccidn de materiales y métodos; a cada sistema molecular se aplicé OCh

en una sola sesién., 1000 impactos se aplicaron con una potencia de 0,15 ml/mm>.

Luego, se tomaron porciones de muestras después de 2 hrs., 1 semana y 3 semanas de

aplicadas Jas OCh; en cada caso se depositaron las muestras sobre una ldmina de oro.
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Una vez evaporado el solvente se registro el espectro micro-Raman excitando con el

laser de 785 nm.

IIL3.1. Espectros Raman de colidgeno tipo I de raia con y sin tratamiento

de ondas de chogque

rata después 2 hrs. {fig. 39a), 1 semana (fig. 39b) y 3 semanas (fig. 39¢) de aplicadas las
OCh, ademés de una muestra de colageno sin procesar (llamada sélido, fig. 39d). La

interpretacion de las sefales vibracionales en los espectros Raman, fire realizada a partir

124-126 9,10,131-133

A continuacién se presentan los espectros Raman de colageno tipo 1 extratdo de

de la experiencia alcanzada por nuestro grupo y datos publicados
En el espectro Raman de la figura 39a, se puede observar modificaciones en el

perfil espectral después de 2 hrs. de aplicadas las OCh. La zona de mayor modificacion

en este espectro es la comprendida entre 1200 y 1500 cm ', los cambios son asociados a

modificaciones conformacionales. Una evolucién conformacional mas evidente post

OCh, se observa en el espectro regisirado al final de la primera semana (fig. 39b).

Relativo al espectro después de dos horas de OCh, al cabo de una semana post OCh, se

presentan las mayores modificaciones, las que se observan en las regiones comprendidas

entre 500 y 700 cm™ y 1200 y 1550 cm . Al final de la tercera semans (fig. 39c), el

perfil espectral presenta cambios en las regiones comprendidas entre 906-1000 cm™ y

1200-1400 cm™, con un perfil espectral més parecido al espectro Raman de coligeno

s6lido, que al obtenido después de una semana. Esto indica que hay una tendencia mayor

a volver al estado original que a continuar una evolucion hacia mayores modificaciones

conformacionales. La regién comprendida entre 1600 y 1750 cm™ para todos los
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tiempos de medicién, muestran cambios en intensidades relativas. El analisis realizado,
respecto a modificaciones espectrales, se hace siempre tomando como referencia el

espectro Raman de colagenos tipo I de rata sélido (fig. 39d).
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Figura 39. Espectros Raman de coldgeno tipo I de rata, después de aplicar ondas de choque in vitro.

Dependencia del tiempo (a) 2 horas, (b) I semana, (c) 3 semanas y (d) sdlido.

Para observar en mas detalle las variaciones espectrales descritas anteriormente, se
seleccioné y amplid las zonas donde se producen dichos cambios (fig. 40). Los
segmentos de mayores variaciones espectrales han sido designadas-como regitn I, que
va.desde 500 a 700 o, regién II, que abarca los niimeros de onda comprendidos entre
1200 y 1350 cm ™ y region III, que va desde 1400 a 1550 cm . Lo anterior, para los
espectros obtenidos 2 hrs., 1 semana y 3 semanas después de aplicar OCh. Como
referencia, se utiliza las mismas regiones para el espectro Raman de colageno sélido. El
anlisis vibraciona! de las regiones descritas da cuenta de las modificaciones impuestas

por las OCh.
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Figura 40. Zonas de mayores variaciones en espectros Raman de coldgeno tipo I de rata, después de
aplicar ondas de chogue a porciones de proteina en agua nanopura. Dependencia del tiempo (a) 2 horas,
() 1 semana, (c) 3 semanas y (d) sélido, en region (I) desde 500 a 700 cm™, region (1) desde 1200 a
1350 cm™ y region (1) desde 1400 a 1550 eni””,

El espectro Raman de coldgeno tipo I de rata obtenido 2 hrs. post OCh, muesira
que las bandas a 534, 566 y 597 em ™ (fig. 401a), modifican sus intensidades relativas
comparadas con sus equivalentes en los otros tiempos de medicién (figs. 40bl, 40cl y
40dI). Una situacién similar se observa en la regién 1200-1350 cm™ (fig. 40all); las
bandas a 1247, 1277 y 1327 cm™, también presentan variaciones en intensidad y/o
ntimeros de onda. Finalmente, una importante variacion, en términos espectrales, se
observa en la regién 1400 a 1550 cm ™ (fig. 40alll). Se observa la aparicién de una
banda a 1487 cm™, sefial que no es observada en la misma regién del espectro en los
otros tiempos de medicién. Las marcadas modificaciones observadas en las regiones I y

I, en el espectro obtenido una semana después de aplicadas las OCh (figs. 40bl y
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40bIII), sustenta la idea que después de una semana de aplicada las OCh las variaciones
espectrales son méximas y que después de este tiempo hay una tendencia que llevaria a
las estructuras moleculares hacia su conformacion original. A pesar de las importantes
modificaciones espectrales, no se descartan que algunas de ellas sean debido a cambios
de orientacion, asi como lo propuesto por Bonifacio y col. B34

Para respaldar el anilisis cualitativo descrito en los parrafos precedentes, se realizo
un analisis cuantitativo de la region espectral que presentd mayores cambios. Para ello,
se realizd una deconvolucion de dichas bandas, ajustandolas a funciones gaussianas y
lorentzianas por medio del software GRAMS 8; los detalles matematicos pueden ser
revisados en Spectroscopy of Biological Systems de Clark y Hester'®. La region
espectral sometida al ajuste fue la comprendida entre 1200 y 1400 cm™. Los resultados
del ajuste para colageno tipo I de rata después de aplicadas las OCh se muestran en la
tabla 7. Las bandas sometidas al ajuste son las ubicadas a 1246, 1277, 1325 y 1348 cm™.

En la tabla 7, se puede observar que el ancho de banda no es un pardmetro que
permita hacer una correlacion directa entre las modificaciones espectrales y los efectos
post OCh, tampoco es posible hacerlo desde las intensidades relativas (H). Sin embargo,
es posible distinguir una evolucion en los tiempos haciendo un seguimiento del cociente
de intensidad entre las bandas 4 y 3 para cada tiempo de medicidn. Asi como se muestra
en la tabla 7, la relacion de intensidades entre las bandas 4 y 3, en el espectro de 2 hrs.
después de la aplicacion de OCh, el valor es 0,71. Luego, después de una semana de
aplicadas las OCh, el valor cambia a 0,92; en este punto el cociente se hace maximo.
Finalmente, el cociente baja a 0,43 después de 3 semanas post OCh; este valor es

cercano al obtenido del espectro Raman de colageno sin tratamiento, que es de 0,39,
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Tabla 7.
Deconvolucién de bandas Raman en la region 1200-1400 cm™ para los espectros de colageno tipo I de

rata después de aplicar ondas de choque.

Banda Centro |Alto (H) |Ancho| Area H2/H1 | H4/H3 Banda
y funcidn 12 34
2 horas
1 Mezcla G+L™ | 1246.88 | 4567.41 | 22,07 | 10729046 | 1.21 AN
2 Mezcla GHL | 127744 | 5521,14 | 44,11 | 263184,99 &jl { \.\
3 Mezcla G+L | 132546 | 1652,02 | 2091 | 36767.90 0,71 e S
4 Mezcla G+L | 1348,32(1177,33 | 13,61 17056.18 T
1200 cm’ 1400
1 semana
1 Mezcla G+L | 1247,37 |12624,50| 29,13 | 391416,12 | 1,40 ’,;‘{"\\
2 Mezcla G+L | 128165 {17644, 49 38,54 | 723864,34 IS e
3 Mezcla G+L | 1324,06 [10111,76| 27,93 | 300678.05 0,92 oL SN X \
4 Mezcla G+L | 1346,15| 9336,54( 22 52 | 22379244 e
1200 cm’ 1400
3 semanas
1 Mezcla G+L | 1245.54 |112067.64| 23,27 | 29887571 | 1.24 '«»\
Z Mezcla G+L | 1275,57 |14993,63| 48,60 | 778494,13 ; \‘\/1':\
3 Mezcla G+L | 1326,41 | 8570.,52] 28,56 | 26053542 0,43 /-" \ AR -
4 Mezcla G+L | 134864 371982 14,66 | 5804311 e
1200 em’! 1400
Sélido
1 Mezcla G+HL | 1245.76 { 457216 | 27,99 | 15591548 | 0,74 ,f‘ N
2 Mezcla G+L | 1275.02|3377.41 | 41,63 | 155505,04 f A
3 Mezcla G+L | 1322.61 | 143083 | 24.86 | 37865.02 0,39 VYN
4 Mezcla GHL | 1347.05| 55984 | 10,71 6379,84 AR S oy
1200 o’ 1400

*Funcion. Mezcla curvas Gaussianas + Lorentzianas.

Los valores obtenidos del ajuste, son consistentes con la descripcion cualitativa del
analisis espectral, indicando que post OCh hay una evolucion conformacional,
haciéndose maxima después de una semana, y llegando a una conformacion similar a la
original al final de la tercera semana.

Para respaldar los resultados descritos anteriormente, se preparé muestras de

colageno tipo I de rata de manera similar que para la aplicacion de OCh. Sin embargo, a
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estas muestras no se aplicé OCh. Después de 2 hrs., 1 semana y 3 semanas de
preparacion, se extrajeron porciones de muestras y se midid sus espectros Raman. La
figura 41, muestra los espectros Raman para coldgeno tipo I de rata después de 2 hrs.
(fig. 41a), 1 semana (fig. 41b) y 3 semanas (fig. 41c) de preparadas. Los espectros
obtenidos son comparados con el espectro de una muesira de colageno tipo I de rata sin

procesar (solido, fig. 41d).

{(a)

{b)

©

Intensida Raman

@

T T T v ¥ [} [} T A
200 400 600 300 1000 1200 1400 1600 1800
- -1
Nimmeros de Oada / cm

Fignra 41. Espectros Raman de coldgeno tipo 1 de rata sin aplicar ondas de choque. Dependencia del

tiempo (a) 2 horas, (b) I semana, {c) 3 semanas'y (d) solido.

Los perfiles espectrales de la figura 41, muestran que para cada tiempo de

medicién, las estructuras de los coldgenos permanecen practicamente invariantes en

|
|
|
|
|
| términos conformacionales. Se omite la asignacién espectral detallada, debido a que ha
sido discutida ampliamente en la seccion IIL.2.11.2., (pag. 102).

-t
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II1.3.2. Espectros Raman de coldgeno tipo III de rata con y sin

tratamiento de ondas de choque.

En esta seccidon se presentan los espectros Raman de colageno tipo HI de rata
después de aplicar OCh in vitro. Los perfiles espectrales fueron registrados después de 2
hrs. (fig. 42a), 1 semana (fig. 42b) v 3 semanas (fig. 42c) de aplicadas las OCh, y una
muestra de coldgeno tipo III extraida del frasco de reactivo y sin procesar (fig. 42d,

sélido). El analisis vibracional fue realizado a partir de nuestros datos'*'® y otros

publicadosg’m’131'133.

Las modificaciones en los espectros de la figura 42 son analizadas en términos de
las variaciones conformacionales impuestas por las OCh a las estructuras de colageno.
Se omite la asignacién individual de la mayor parte de las bandas Raman, -debido a que
fue detallada en la seccion L 2.11.2., (pag. 102).

Se observa en la figura 42, que el colageno tipo III de rata muestra una evolucion

espectral en el tiempo, evolucion interpretada en términos de cambios conformacionales

debido al efecto de las OCh. A diferencia de colageno tipo I de rata, las modificaciones

espectrales en estas muestras no ocurren en las mismas regiones espectrales, como puede
ser observado en cada tiempo de medicion.

En el espectro de la figura 42a, se observa que el perfil espectral presenta
modificaciones después de 2 hrs. post OCh. La modificaciéon mas significativa
observada en este tiempo, es la de la banda ubicada a 1050 cm™, sefial asociada a Pro.
Al final de la primera y tercera semana (figs. 42b y 42c), los perfiles espectrales

presentan cambios, pero no tan marcados como el espectro obtenido después de 2 hrs.
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post OCh. Las modificaciones espectrales se comparan con el espectro Raman de

colageno tipo III de rata s6lido (fig. 42d).
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Figura 42. Espectros Raman de coldgeno tipo III de rata después de aplicar ondas de chogue a porciones
de muestra en agua nanopura. Dependencia del tiempo (a) 2 horas, (b) 1 semana, (c) 3 semanas y (d)

sdlido.

Con las observaciones cualitativas descritas anteriormente, se confirma-la idea que
post OCh hay una evolucién conformacional. A diferencia de colageno tipo I de rata, en
colageno tipo HI de rata, las modificaciones se hacen maximas después de 2 hrs,,
llegando a una conformacién similar a la original al final de la primera semana, ‘
manteniendo esta condicion hasta el final de la tercera semana.

Para observar en més detalle las variaciones espectrales descritas anteriormente, se
seleccioné y amplié las zonas donde se producen dichos cambios (fig. 43). Los

segmentos espectrales donde se producen las mayores variaciones corresponden a la

region 1, desde 300 a 600 cm™, regién II, entre 900 y 1400 cm™, v regi6n HI, que va
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desde 1600 a 1750 cm™, en los espectros obtenidos después de 2 hrs. (fig. 43a), 1
semana (fig. 43b) y 3 semanas (fig. 43¢) de aplicadas las OCh. Cada espectro es

comparado con el espectro Raman de colageno tipo Il de rata solido (fig. 43d).
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Figura 43. Zonas de mayores variaciones en los espectros Raman de coldgeno tipo IIl de rata, después de
aplicar OCh a porciones de proteina en agua nanopura. Dependencia del tiempo (a) 2 horas, (b) 1
semana, (c) 3 semanas y (d) sélido, en region (I) 500 a 700 cm™, regién (1) 1200 a 1350 cm™ y regibn
(D) desde 1600 a 1750 cm™.

Se observa en los cuadros al, all y alll (fig. 43), que después de 2 hrs. post OCh,
las sefiales vibracionales se modifican en intensidades relativas o en ntimeros de onda,
respecto al espectro del solido. Asi, las bandas ubicadas a 398 y 567 cm™ (fig. 43al),
incrementan su intensidad, alcanzando una mejor resolucion espectral, lo que les permite
definir de mejor manera sus méaximos. Mayores modificaciones se observan en la regién

all (fig. 43all); alli, la sefial vibracional a 1036 cm™ atribuida a un vCN de Phe,

ESTUDIO RAMAN DEL EFECTO DE LAS ONDAS DE CEOQUE SOBRE COLAGENOS Y ELASTINA | Pégina 120




III. RESULTADOS

incrementa su intensidad pero se transforma en un hombro, debido al significativo
aumento de la intensidad de la banda de Pro a 1050 ¢cm™. Las bandas a 1303 cm™ (6CH)
y 1677 cm™' (amida I) decrecen en intensidad. Los segmentos espectrales muestran una
importante evoluciéon una semana post OCh, asi como puede ser observado en los
cuadros bl y bII (figs. 43bl y 43bII). Las bandas a 395 v 562 cm™, muestran una
disminucion de sus intensidades relativas. Para este mismo tiempo de medicion, se
observa un leve incremento de intensidad en la banda ubicada a 975 ecm™ (fig. 43blI),
respecto a la misma banda en colageno tipo II sélido (fig. 43dI1), banda que se distingue
claramente. Finalmente, después de la tercera semana de aplicadas las OCh, el
comportamiento espectral es similar al de la muestra de colageno tipo I sdlido,
confirmando Ia idea de una tendencia de evolucion hacia el estado original (figs. 43dL
43dIl y 43dIII) frente a una mayor evolucién conformacional.

Para respaldar las observaciones cualitativas, se realizé una deconvolucién de las
bandas ubicadas a 1249, 1278 1003 y 1347 cm™; para ello, se ajustd estas sefiales
vibracionales a funciones gaussianas y lorentzianas. Los resultados de la deconvolucién

se presentan en la tabla 8.
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Tabla 8.

Deconvolucién de bandas Raman en la region 12001400 em™' para espectros de colageno tipo III de

rata después de aplicar ondas de choque.

Banda Centro | Alto (H)| Ancho| Area H2/H1| H4/H3 Banda
y funcién 123 4
2 horas
1 Mezcla G+L'| 1249.73 | 8377.27| 31.08 |281617,92 0,50 oo
2 Mezcla G+L [ 1276,82 | 4170,00| 21,46 | 97305,82 ,f' - w\\
3 Mezcla G+L | 1305,68 | 7855,48 | 48,59 |468177.10 0,21 e A :‘}\
4 Mezcla G+L | 1343,55 | 1686,00| 26,57 | 4768487 TS
1200 em’ 1400
1 semana
1 Mezcla G+L [ 124921 | 2177.44| 29,25 | 7034242 0,92 ,M_Jf?\
2 Mezcla G+L | 1276.03 | 1996,96| 25.41 | 5401402 / VAVER\'
3 Mezcla G+L | 1306,37 | 2928,29| 28,51 | 8885262 0,47 LN - \‘\
4 Mezcla G+L [ 133727 | 1366,23 | 43,77 | 70224 98 N
1200 em’ 1400
3 semanas
1 Mezcla G+L | 124572 | 5328,00| 24.72 |184205.93 1.09 sy I
2 Mezcla G+L | 1273.34 | 5826.17| 36.76 (22796990 ;’L A S
3 Mezcla G+L | 1302,59 | 5812,72| 19.80 |169493.14 0,70 |/ A \
4 Mezcla G+L | 1331.56 | 4069,71| 48,73 |214124.66 e e, g
1200 em’ 1400
Solido
1 Mezcla G+L | 1251.17 | 3669,34| 33,69 [131579.06 0,75 )
2 Mezcla G+L | 1276,52]2760.33| 20,74 | 6095347 /“" ‘“ N\
3 Mezcla G+L | 1304.36 | 4481.20| 2846 |135763.31 0.40 LX i
4 Mezcla G+L | 1333,14 | 1805,79| 43,63 [105042.20 _..Zm-f’-*‘ T
1200 cm’ 1400

" Funcién. Mezcla de curvas gaussianas (G) + lorentzianas (L).

En la tabla 8, se puede observar que para colageno tipo III de rata, no es posible

establecer una correlacion directa entre los datos obtenidos del ajuste (alto, ancho y area

bajo la curva) y los cambios cualitativos descritos anteriormente. El cociente entre la

altura de las bandas, tampoco es un elemento que pueda ser considerado para el analisis,

debido a que los valores presentan un comportamiento distinto comparado con el

descrito para colageno tipo I de rata. El factor determinante de esta dificultad en la

interpretacion, es la banda ubicada en torno a 1003 c¢m ' (fig. 42), ausente en los
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espectros de los otros tipos de coldgeno. Ademas, las bandas alrededor de 1325 y 1348
cm” (fig. 42), son pricticamente indistinguibles en estos espectros. A pesar que el
analisis cuantitativo no entrega datos concluyentes, las observaciones cualitativas siguen
sustentando la idea original de evolucién conformacional méxima, y luego una tendencia
hacia una conformaci6n similar a la original. Para confirmar esta idea y descartar
factores ajenos a las OCh que pudiesen modificar conformacionalmente las moléculas de
colagenos, se preparé sistemas de colageno tipo III de rata in vitro, como control sin
OCh. Se extrajeron porciones de muestras después de 2 hrs., 1 semana y 3 semanas de
preparadas las muestras y se midieron de igual manera a como se describid en la seccion
experimental.

Los espectros Raman de colageno tipo Il extraidos de rata, usados como control
negativo, se incluyen en el anexo 1. Los resultados observados en este experimento dan

cuenta que los coldgenos permanecen invariantes para cada tiempo de medicion.

I1.3.3. Espectros Raman de coligeno tipo I de bovino con y sin

tfratamiento de ondas de choque.

En esta seccion, se presentan los espectros Raman de coldgeno tipo 1 de bovino
después de aplicar OCh a suspensiones acuosas de proteina. La figura 44 muestra los
patrones vibratorios registrados después de 2 horas (fig. 44a), 1 semana (fig. 44b), 3
semanas (fig. 44c) de aplicadas las OCh, ademés de una muesira de colageno sin
procesar (solido, fig. 44d). Los resultados obtenidos son analizados desde la optica de

modificaciones en intensidades relativas y/o mimeros de onda observadas en cada
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espectro. Se omite la asignacion vibracional de la mayor parte de las bandas debido a
que fue detallada en la seccion II1L.2.11.2., (pag. 102).

Las variaciones espectrales observadas en cada espectro de la figura 44, son
atribuidas a cambios conformacionales impuestos por las OCh. Después de 2 horas de
post OCh (fig. 44a), algunas variaciones pueden ser observadas en la regién
comprendida entre 1200 y 1400 cm™’. Cambios mas marcados son observados después
de la primera semana (fig. 44b) en las regiones 500700 e y 900-1400 cm™.
Después de 3 semanas (fig. 44c), las modificaciones espectrales, exceptuando la
intensidad de Ia banda a 1674 cm™, que se mantiene en el tiempo, son revertidas a la

conformacién similar a la original (fig. 444).
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Figura 44. Espectros Raman de coldgeno tipo I de bovino después de aplicar ondas de chogue a
porciones de muestra en agua nanopura. Dependencia del tiempo (a) 2 horas, (b) 1 semana, (c) 3 |

semanas y (d) sélido.

Al igual que en las secciones precedentes, se incluye una ampliacién de las zonas
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donde se registran las mayores variaciones espectrales por efecto de OCh. Los cambios
en intensidad relativa pueden ser observados en la figura 45. Los segmentos de mayores
variaciones espectrales se observan en la region I, desde 550 a 650 em™, region 11, entre
900 y 1400 cm™, y regiéon III, desde 1500 a 1750 cm™. Los espectros mostrados
corresponden a los obtenidos después de 2 hrs, 1 semana y 3 semanas después de
aplicar OCh. Cada espectro es contrastado con una muestra de coldgeno tipo 1 de bovino

sin procesar llamada sélido.
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Figura 45. Zonas de mayores variaciones en especlros Raman de coldgeno tipo I de bovino, después de
aplicar OCh a porciones de proteina en agua nangpura. Dependencia del tiempo (a) 2 horas, (b) 1
semana, (c) 3 semanas y (d} sélido, en region (I) 550 a 650 em ™, regién (II) 900 a 1400 cm ™’ y region (1])
1500 a 1550 cmi™.

Las regiones mostradas en la figura 45, dan cuenta de modificaciones espectirales
producto de las OCh. Como se observa en las regiones del espectro de 2 horas post OCh

(figs. 45al, 45all y 45alll), un cambio de intensidades relativas se manifiesta en la
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regién 1. La regién II no muestra cambios significativos, exceptuando las bandas
ubicadas en torno a 1278 cm™! y 1311 cm™. La regién 11 solo evidencia leves cambios
en intensidades. Cambios asociados a variaciones conformacionales pueden ser
observados después de una semana de aplicadas las OCh (figs. 45bl, 45bll y 45bllI). La
regién I muestra cambios de intensidad relativa en las bandas a 925 em™ (vC-COO) y
1101 em™ (SNCH de Pro, fig. 45bll). Se puede observar en esta misma region una mejor
resolucién de la banda a 1277 cm, al compararla con su equivalente en los otros
espectros. La banda de la region IHI (fig. 45blIl), no experimenta mayores variaciones
que un cambio de intensidad relativa. En el espectro obtenido después de 3 semanas
(figs, 45¢, 45cH y 45cIil), las variaciones espectrales no son significativas, lo que da
cuenta de un comportamiento similar al descrito para los otros colagenos, es decir, una
tendencia a recuperar su estado original. Finalmente, los cambios de intensidades
relativas observados en la region III, para todos los tiempos de medicion, podrian ser
asociados con una reorientacion molecular.

Las observaciones cualitativas descritas, son respaldadas con el andlisis ‘
cuantitativo mostrado enla tabla 9. Se realizé una deconvolucitn de las bandas ubicadas ;

a 1245, 1274, 1320 y 1346 cm”, ajustandolas a funciones gaussianas y lorentzianas.
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Tabla 9.

Deconvolucién de bandas Raman en la region 1200-1400 cm™ para espectros de coldgeno tipo I de

bovino después de aplicar ondas de choque.

Banda Centro | Alto |Ancho| Area H2/H1 |H4/H3 Banda
y funcién 12 3 4
2 horas
1 Mezcla G+L°| 1246,27| 1890,05 | 23,72 | 47715.06 1,19 £
2 Mezcla G+L | 1272,86| 2251,61 | 48,11 [115294.41 / i
3 MezclaG+L | 1319,68| 1201,14 |35,50 | 45385.46 0,32
4 Mezcla G+L | 1350,19 380,69 [12,25 4964,52 . il
1200 cm™ 1400
1 semana
1 Mezcla G+L | 1248,61| 7743,34 |26.49 | 226606,72 | 0,99 -\
2 Mezcla G+L | 1279,45| 7661,33 137,29 | 375467,21 [ \
3 MezclaG+L | 132429 1725,05 |26,74 50407.43 0,58
4 Mezcla G+L | 1349,51 999,51 | 11,51 12243,25 i —  ~ ]
1200 em” 1400
3 semanas
1 Mezcla G+L | 1247,02 | 16531,75 22,57 | 397218,79 | 1,01
2 Mezcla G+L | 1273,28 | 16677,02 |45,15 | 801401,91 i
3 Mezcla G+L | 1323,66| 8907,35 |31,65 | 316628,67 0,48 3
4 Mezcla G+L | 1350,72| 429991 | 13,25 60652,61 | - =
1200 cem” 1400
Solido
1 Mezcla G+L | 1245,55| 3806,74 |32,28 | 165625,74 | 0,56 ‘,‘
2 Mezcla G+L | 1274,39| 2121,50 |40,51 91488,88 /
3 Mezcla G+L | 1320,49| 1097,51 |31,71 37045,14 0,32 / -
4 Mezcla G+L | 1346,01| 352,10 | 10,22 5420,32 -
1200 cm”’ 1400

Funcién. Mezcla de curvas gaussianas (G) + lorentzianas (L).

Los resultados mostrados en la tabla 9, indican que no es posible hacer una

correlacion directa entre las modificaciones espectrales y los datos obtenidos del ajuste

(ancho, alto y area bajo la curva). Sin embargo, al obtener el cociente entre las bandas 4

y 3, es posible distinguir una correlacion entre el comportamiento espectral y los

tiempos de medicién post OCh. Asi, después de aplicar las OCh, el cociente de

intensidades entre las bandas 4 y 3 del espectro obtenido 2 hrs. post OCh es 0,32.
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Luego, este cociente cambia a 0,58 después de una semana; en este punto el valor del
cociente se hace mdximo. Finalmente, 3 semanas después de aplicadas las OCh el
cociente baja a 0,48, valor que presenta una tendencia hacia el obtenido para el espectro
Raman de coldgeno tipo I de bovino sin tratamiento, que es de 0,32. Los valores

obtenidos del ajuste son consistentes con la descripcion cualitativa del analisis espectral.

del perfil espectral, que se hace mixima después de una semana y que tienen una

tendencia hacia la conformacidn similar a Ia original al final de Ia tercera semana.

1I1.3.4. Espectros Raman de coligeno tipo III de bovino con y sin

tfratamiento de ondas de choque

Estos indican que post OCh hay una evolucién conformacional, expresada en cambios
En esta seccién se presenta los espectros Raman de celdgeno tipo I extraido
desde bovino ir vitro registrados después de 2 horas (fig. 46a), 1 semana (fig. 46b) y 3
semanas (fig. 46¢) de aplicadas las OCh, ademas de una muestra del mismo coldgeno sin
procesar (solido, fig. 46d). Los resultados obtenidos son analizados desde la Gptica de
modificaciones en intensidades relativas y/o mimeros de onda de cada espectro. Se omite |
la asignacién vibracional de la mayor parte de las bandas debido a que fue detallada en-
Ia seccién 1I1.2.11.2., {pag. 102).
En analisis de los perfiles espectrales (fig. 46), da cuenta que después de aplicar

OCh a suspensiones acuosa de coligeno tipo IiI-de bovino, se producen medificaciones

conformacionales, lo que se expresa en variaciones de intensidad relativa de las sefiales

vibracionales. En particular, después de 2 hrs. de aplicadas las OCh (fig. 46a), el perfil
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completo presenta una disminucién de las intensidades relativas en sus bandas. La
region 1000-1500 cm, es la que presenta las mayores modificaciones espectrales. Al
final de la primera semana hasta la tercera semana de aplicadas la OCh (figs. 46b y 46¢),
los colagenos tipo 1T de boviro, vuelven a una conformacién similar a la original, esto
debido a que los perfiles espectrales no muestras diferencias respecto al espectro de

colageno tipo I sin tratamiento.

Niimeros de Onda / cm™
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Figura 46. Espectros Raman de coldgeno tipe Il de bovino seco después de aplicar ondas de choque a
porciones de muestra en agua. Dependencia del tiempo (a) 2 horas, (b) 1 semana, (c) 3 semanas y (d)

solido.

Se realizd una ampliacion de las zonas espectrales donde se registran Ias-mayores
variaciones {fig. 47). Las regiones analizadas son designados como: region I, de 400 a
650 cm™, regién IL entre 900 y 1400 cm™, y regién IH, desde 1600 2 1750 cm ™. Las

regiones. espectrales mostradas corresponden a los espectros obtenidos después de 2 hrs..
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(fig. 47a), 1 semana (fig. 47b) y 3 semanas después de aplicar OCh (fig. 47¢). Como
referencia se muestra un espectro de colageno tipo III de bovino sin procesar (s6lido,

fig. 47d).
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Figura 47. Zonas de mayores variaciones en espectros Raman de coldgeno tipo Il de bovino, después de
aplicar OCh a porciones de proteina en agua nanopura. Dependencia del tiempo (a) 2 horas, (b) 1
semana, (c) 3 semanas y (d) solido, en region (1) desde 550 a 650 cni”’, region (Il) desde 900 a 1400 cm™
y regién (I} desde 1600 a 1750 cm™.

El anélisis vibracional de las regiones descritas, da cuenta de las modificaciones
impuestas a coldgeno tipo Ul de bovino por efecto de las OCh. En particular, después de
2 hrs. de aplicadas OCh, las bandas a 535 y 567 em! modifican sus intensidades
relativas (fig. 47al); la primera se hace casi indistinguible, mientras que la segunda
disminuye su intensidad, esto respecto de sus bandas equivalentes en los otros tiempos

de medicién (figs 47bl, 47cI y 47dI). En la zona all (900-1400 cm™), la variacién més
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significativa se observa en el aumento de intensidad de la banda ubicada a 1098 e¢cm™.
En la zona alll, las variaciones espectrales no son significativas en términos de
intensidad relativa. En los espectros registrados después de 1 semana (figs. 47bl, 47bll y
47bll).y 3 semanas (figs. 47cI, 47cIl y 47cII), se puede apreciar que no hay diferencias
significativas en las regiones seleccionadas, respecto a coligeno sin procesar. Esto
significa, al igual que para colageno tipo I de bovino, que después de aplicadas las OCh
se producen cambios conformacionales, los que se hacen maximos después de 2 hrs.
Finalmente, después de la primera y tercera semana, las estructuras moleculares de los
colagenos vuelven a un estado similar al original.

Las observaciones cualitativas descritas en el parrafo anterior son respaldadas con
el analisis cuantitativo mostrado en la tabla 10. Se realizé una deconvoluciéon de las
bandas vubicadas en torna a 1246, 1276, 1326 y 1347 cm™, ajustandolas a funciones
gaussianas y lorentzianas. Los datos indican, al ignal que en los casos anteriores, que no
es posible hacer una correlacién directa entre las modificaciones espectrales y los datos
obtenidos del ajuste (ancho, alto y area bajo la curva). Sin embargo, al obtener el
cociente entre las bandas 4 y 3, es posible distinguir una correlaciéon entre el
comportamiento espectral y los tiempos de medicién. Asi, después de aplicar las OCh, el
cociente de intensidades del espectro obtenido después de 2 hrs. de aplicacién de las
OCh es de 0,47. Luego, este cociente cambia a 0,51 en el espectro obtenido después de
una semana; en este punto el valor se hace maximo. Finalmente, el valor del cociente
después de 3 semanas baja a 0,44, valor que manifiesta una tendencia hacia el valor
obtenido para el espectro Raman de colageno tipo III de bovino sdlido, que es de 0,36.

Los valores de la deconvoluci6n, presentan una diferencia en términos del patrén de
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comportamiento descrito cualitativamente. El andlisis cualitativo da cuenta que después
de 2 hrs. las variaciones son méaximas, mieniras que el analisis cuantitativo da cuenta
que el maximo de evolucién se alcanza después de 1 semana. Esta diferencia puede ser
debida a que el primer andlisis considera como variaciér mas importante la banda a
1098 cm™, en cambio el andlisis cuantitativo considera varias bandas, A pesar de esta
diferencia, se pnede asociar las variaciones en los perfiles espectrales con cambios
conformacionales debido a las OCh. Ademss, la evolucién conformacional tiene un
punto maximo, pasando luego a una conformacion similar a la original.

Los espectros Raman de coldgenc tipo HI extraidos de bovino, usados como
conirol negativo, se incluyen en el anexo 3. Los resultados observados en este
experimento dan cuenia que los coldgenos permanecen invariantes para cada tiempo de

medicion.
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Tabla 10.

Ajuste a funciones gaussianas v lorenizianas de la region espectral 12001400 cm™ para espectros de

colageno tipo 1] de bovino después de aplicar ondas de choque.

Banda Centro| Alto (H) Ancho Area H2/H1 | H4/H3 Banda
y funcién 12 3 4
2 horas
1 Mezcla G+L7| 1246,52| 7690.14 [25.59 | 20950634 | 0,97 e,
2 Mezcla G+L | 1276,61| 745005 | 40,46 | 325532.47 [\ \
3 Mezcla G+L | 1324,72| 3430.03 |30,34 | 118976,84 0,47 J 3 \j £0
4 Mezcla G+L | 134738 1604.20 |15.98 27288.,99 e il
1200 em’ 1400
1 semana
1 Mezcla G+L | 246,69| 1536040 | 27.72 | 486233.60 | 0,87 A )
2 Mezcla G+L | 1277,96 | 13387.24 |39,05 | 600767.05 / ' \
3 Mezcla G+L | 1327.08| 4353.95 |28,06 | 130039,02 0.51 /S \_/:\__
4 Mezcla G+L | 1350.28 | 2214.,53 | 12,25 | 28884.16 e ——
1200 em’ 1400
3 semanas
1 Mezcla G+L | 124497 | 560721 [23.82 | 142192.15 1.30 M
2 Mezcla G+L | 1274.30| 7306.80 |47.33 |421392.51 in, \\
3 Mezcla G+L | 1327.45| 2749.59 (29,50 | 86336.,25 0,44 / A
4 Mezcla G+L | 1349.84 | 1196.51 (11,48 | 20535.47 p-*'j’— e —
1200 cm’ 1400
Solido
1 Mezcla G+L | 124347| 3696,72 (22,44 | 90811,01 | 1.21 N
2 Mezcla G+L | 1269.84 | 4458.39 (48,96 |237057.24 I N
3 Mezcla G+L | 1324,21| 140748 [28.61 | 42861,62 0,36 / =
4 Mezcla G+L | 1346,21 501,10 |11.44 6100.65 ot —
1200 cm’ 1400

" Funcién. Mezcla de curvas gaussianas (G) + lorentzianas (L).

II1.3.5. Raman de elastina con ondas de choque

Cada uno de los experimentos descritos en las secciones precedentes, fueron

realizados para describir el efecto de las OCh sobre cada tipo de colageno. Las

modificaciones en los perfiles espectrales fueron asociadas al efecto que tienen las OCh

sobre las estructuras proteicas estudiadas. Bajo esta Optica, se prepard elastina in vitro,

siguiendo el mismo protocolo para suspensiones acuosas de colageno, con objeto de
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verificar si elastina presenta el mismo comportamiento que los coldgenos frente a las
OCh. Los espectros de la figura 48 corresponden a los registrados después de 2 hrs. (fig.
48a), 1 semana (fig. 48b) y 3 semanas (fig. 48c) después de aplicadas las OCh, ademas
de una muesira de elastina sin procesar (sélido, fig. 48d). La asignacion espectral de las
bandas individuales se omite, debido a que fue ampliamente discutida en la seccién
II1.2.12., (pig. 109).

Los resultados obtenidos después de aplicar OCh a muestras de elastina in vitro
(fig. 48), dan cuenta de que para cada tiempo de medici6n, las estructuras de elastina
permanecen invariantes en términos conformacionales, debido a que no se observan
modificaciones en los perfiles espectrales para cada tiempo de medicion (figs. 48a, 48b y
48c). Asi, estos resultados respaldan las observaciones hechas en los experimentos de

coldgenos, donde las OCh si tienen un efecto sobre su conformacion.

(@)
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Figura 48. Espectros Raman de elastina después aplicar ondas de choque a porciones de muestra en

agua nanopura. Dependencia del tiempo (a) 2 horas, (b) 1 semana, (c) 3 semanas 'y (d) sdlido.
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CAPITULO IV

DISCUSION
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IV, Discusion

Las ondas de choque (OCh) son aplicadas con éxito en el tratamiento de
tendinopatias cronicas, traumatismos 0seos y otras patologias ligadas a tendones. Los
resultados después de algunas semanas del tratamiento con OCh se traducen en
neoangiogénesis e hipercelularidad, lo que lleva a la reparacién tisular. Los bio—procesos
descritos no tienen afin explicacion molecular. Datos en biopsias relativos a estudios
immunohistoquimicos de tejidos indican que son sectores especificos del complejo
sistema biologico los que estin mas afectados por OCh. En particular, son los
componentes colagénicos los que experimentan los mayores cambios. Sobre esta base,
resulta de particular interés comprender como son afectados, a nivel molecular, estos
componentes del tejido de tendon después de ser sometidos al efecto de las ondas de
choque.

El efecto que tienen las OCh sobre proteinas modelo (colagenos y elastinas), fue
estudiado espectroscopicamente haciendo un seguimiento de los modos normales de
vibracién, mediante espectroscopia Raman, antes y después de aplicar ondas de choque
a cada sistema molecular. Especificamente, se registrd y analizé los espectros
vibracionales de colagenos modelo (tipo Iy tipo III) y elastina con y sin tratamiento de
ondas de choque. Los perfiles espectrales Raman de cada sistema molecular proteico,
contienen informacion relacionada con la conformacion molecular y de sus componentes
aminoacidos. Por ello, fue necesario construir una base de datos espectroscopica
vibracional Raman y SERS con estos sistemas moleculares y sus aminodcidos

constituyentes.
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Por otra parte, debido a la abundancia que presentan los aa Gly, Ala, Pro y OH-
Pro en la estructura molecular de los coldgenos, se realizé un estudio Raman y SERS de
estos aminoacidos de modo de inferir acerca de su organizacién y orientacién en los
colagenos. Ademds, se realizé un estudio tedrico computacional de los aa Pro y OH-Pro,
para respaldar las observaciones experimentales de orientacién sobre nanoestructuras
metalicas de plata de estos sistemas moleculares.

Para obtener una satisfactoria respuesta SERS y asi inferir acerca de la orientacion
molecular de cada analito sobre superficies metélicas, fue necesario contar con sistemas
coloidales nanoestructurados estables en un rango de pH y en el tiempo. En este trabajo
se utilizd coloides de plata preparados por reduccion de AgNQ; con citrato trisddico
dihidratado e hidroxilamina, ademas de coloides de oro preparados por 1a reduccién de
HAuCly con citrato trisédico dihidratado. Estos coloides han sido ampliamente
estudiados; la estabilidad, por ejemplo en los coloides de Ag—cit fue atribuida a la
presencia de iones citrato adsorbidos en la superficie de las NEs™. Se ha determinado el
valor del potencial zeta (§) en funcién del pH; los valores registrados estin entre 20 mV
apH 2y —52 mV a pH 1175, Los iones citrato adsorbidos en la capa de Stern™ actiian
como amortiguador de pH'*. Ademds, la elevada fuerza idnica de los iomes citrato
permite aumentar notablemente el valor negativo del poteneial zeta, producto de Ia
mayor carga negativa en la superficie; de esta manera, se evita formar aglomerados y por
ende se evita la floculacién de las NEs. En términos experimentales, la desventaja que
presentan estos coloides, se debe a que en algunos casos, los iones citrato adsorbidos
sobre las NEs actiian como interferentes en las mediciones SERS, ya sea porque impiden

la unién de analitos a la superficie, o bien porque el mismo citrato genera sefiales
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vibracionales. Las interferencias debido a citrato se verifican de manera mas importante
a pH acido™’. En general, las NEs reducidas con citrato generan sustratos adecuados
para realizar experiencias SERS; sin embargo, el limite inferior de trabajo debe ser no
menor de pH 5,5.

Al igual que para los coloides de Ag—cit, se ha descrito que los coloides de Ag-
HX presentan estabilidad durante meses, lo que se atribuye a la presencia de iones

135

cloruros en la superficie de las NEs ~. La baja capacidad amortiguadora de los aniones

CI™ no es suficiente para evitar la disminucion del pH después de la preparacion de los

135

coloides, debido a la formacion de 6xidos de nitrdgeno™ . Asi, el pH disminuye de 6 a 5

después de una semana de preparado el coloide'”

. Ademas, la carga eléctrica de los
iones cloruro, mas baja que los iones citrato, disminuye el potencial zeta de las NEs, por
lo tanto decrece la estabilidad en el tiempo. A pesar de esto, los coloides de Ag-HX son
estables durante meses. Por otra parte, una ventaja que tienen estos coloides es que
presentan pocos interferentes a la hora de registrar los espectros SERS; solo se han
observado vibraciones de estiramiento Ag—Cl a 257 cm™. Esto se explica por la baja
solubilidad del AgCi, provocando que los aniones desplacen a otros posibles
interferentes de la superficie de las NEs.

De todas las NEs coloidales preparadas en este trabajo, las que presentaron mayor
estabilidad en el tiempo fueron las de Au-cit. La justificacién es similar a la descrita
para el caso de los coloides Ag—cit. Los valores para el potencial zeta de Au—cit varian
entre —44 mV a pH 2 y —61 mV a pH 117%%%_ Al igual que los coloides de Ag-<it, es

posible observar interferencia en los espectros SERS cuando se trabaja a pH acidos,

debido a la adsorcion de iones citrato en la superficie de las nanoestructuras.
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En términos comparativos, las superficies metélicas nanoestructuradas preparadas
con citrato dan lugar a la formacién de particulas con mayor distribucién de tamafio y
formas, que las NEs preparadas con hidroxilamina, que son mas pequefias y presentan
una distribucion de tamafio més homogénea. La distribucién de tamafios es posible
asociarla al ancho de banda de los espectros de extincién (fig. 18), donde a mayor ancho
de banda, mayor es la distribucién de tamafio, Sanchez—Cortés”™ ha discutido que las
diferencias en tamafio estin estrictamente relacionadas con el poder reductor de los
agentes empleados. En la preparacion de coloides de Ag—cit se requiere que la reaccion
sea llevada a cabo en ebullicion, mientras que la preparacién de Ag-HX requiere que la
reaccion sea llevada a cabo a temperatura ambiente. El didmetro medio descrito para
NEs de plata preparadas por reduccién con citrato es de ~45 nm; para las NEs
preparadas por reduccion con hidroxilamina es de ~23 min. Ademads, est4 descrito que la
naturaleza del metal también tiene influencia en el tamafio de las NFs formadas. Por
ejemplo, los didmetros de NEs obtenidas por reduccién de sales de Ag, Au y Cu
empleando como reductor citrato sigue el orden: Ag (45 nm) > Au (15 nm) > Cu (3-5
nm)”. Finalmente, a partir de los resultados obtenidos en esta tesis, es posible indicar
que las nanoestruciuras de plata preparadas a partir de la reduccion de AgNO; con
citrato e hidroxilamina presentan una amplia distribucién de tamafios. Los méximos de
extincién son similares a los descritos en otros trabajos. La estabilidad de las superficies
coloidales se encuentra en el siguiente orden: Au—cit > Ag-cit > Ag-HX.

Los espectros Raman y/o SERS obtenidos de matrices complejas, como por
ejemplos los de tejidos de tenddn tendindsico, representan un enorme. desafio respecto a
51 asignacion e interpretacion, lo que se debe a que las sefiales vibraciones observadas
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provienen de los diferentes sistemas moleculares que componen la matriz. Gelder y
col.'® obtuvieron espectros de matrices complejas, planteando que las sefiales
vibracionales provienen desde todas las moléculas presentes en las células v la matriz
extracelular. Asi, para obtener informacion quimica de estos espectros, es necesario
conocer el espectro patron o de referencia de cada uno de los componentes aislados
presentes en la célula y la matriz extracelular. Sobre esta base, ellos registraron los
espectros Raman de bases nitrogenadas, aminodacidos, lipidos y acidos grasos, sacéridos,
metabolitos primatios y otros componentes celulares, como 4cido ascorbico, riboflavina
y glutatién. Asi, en este trabajo se construy6 una base de datos de espectros Raman y
SERS de un conjunto importante de aminoacidos, péptido, colagenos y elastina, todos en
estado sélido, identificando y asignando los nimeros de onda més caracteristicos para
cada sistema molecular.

Los espectros Raman de alanina y glicina muestran dos bandas intensas a 854 y
896 cm, respectivamente (fig. 19). Ambas sefiales vibracionales son atribuidas a un
estiramientos CC. Estas mismas bandas presentan una importante disminucién de
intensidad en los espectros SERS (fig. 20), -debido al efecto de la superficie metélica
panoestructurada. Este hecho, puede ser justificado por la regla de seleccién SERS que
establece que hay modos de vibracién que son mas activos.que otros en los espectros
SERS™. Asi, es posible indicar que el modo de vCC en Ala y Gly es menos activo en
SERS que algunos modos de vibracion del fragmento molecular carboxilato, por
ejemplo los estiramientos asimétricos ubicados a 1584 y 1568 cm™ en Ala y Gly,
respectivamente (fig. 20). Este importante hecho experimental, da cuenta de la necesidad

de hacer una completa asignacion espectral de cada sistema molecular propuesto.
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La amplificacién de sefiales vibracionales Raman por efecto de superficies
metdlicas, permite obtener informacion acerca de diversos aspectos estructurales y de
orientacion de las moléculas estudiadas’™". Sin embargo, para obtener amplificaciones
Optimas es necesario fijar pardmetros de trabajo y asi abordar la interaccién aa—NEs
considerando por ejemplo el tiempo de interaccién a un pH determinado. Esta técnica de
interaccién dependiente del tiempo y el pH, ha sido satisfactoriamente estudiada por
nuestro grupo en el caso del triptéfano'® y por Podstawka y col.” para estudiar la unidn
especifica de Gly-Gly a una superficie de plata. Sobre esta base, se investigé la
orientacién que adoptan los aminodcidos Pro y OH-Pro sobre superficies
nanoestructuradas de plata, preparadas por la reduccién de AgNO; con clorhidrato de
hidroxilamina (Ag-HX). Se demostré que las interacciones de Pro con Ag-HX (Pro—
Ag-HX) v OH-Pro con Ag-HX (OH-Pro-Ag-HX) a pH 7 son débiles, ya que, los
espectros SERS reproducibles de Pro se obtienen al cabo de 72 hrs. de interaccién,
mientras que en OH-Pro se obtienen después de 48 hrs. Este hecho, es respaldado por
los calculos teéricos computacionales, que indican gue tanto en Pro .como en OH-Pro
Jos orbitales LUMO no se superponen con los orbitales HOMO de 1 capa de plata,
dando cuenta de interacciones electroestiticas entre los analitos-y el metal. Luego, a
patir de Jos espectros SERS y los modelos de interaccién de ambos aa.con la superficie
de plata predicho por los cilculos computacienales, es. posible inferir que en Pro el
fragmento molecular NH esta Iejos de la superficie o la interaccién con la superficie del
metal es débil, lo que se infiere de Ia disminucién de la intensidad de las bandas
asociadas a-los modos de vibracion de este fragmento molecular (fig. 22b). Otras
vibraciones asociadas al anillo de pirrolidina, en particular los modos.CH; del fragmento
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propil, son influenciadas por efecto de superficie. Esto sugiere que estos fragmentos o
algunos de estos grupos estén probablemente cerca de la superficie del metal. Se basa
esta proposicion en la modificacién espectral de la banda a 1473 cm™ (modos SCH,)
{fig. 22b), banda que incrementa en intensidad, mientras que la banda Raman a 1449
em” (fig. 21a) desaparece por efecto de superficie (fig. 22b). Las mayores
modificaciones en términos espectrales, fueron observadas en las bandas asociadas con
los modos de vibracion del fragmento carboxilato; esto permitio inferir que prolina se
orienta sobre Ia superficic metalica a través de ese fragmento molecular. En el caso de
OH--Pro, el comportamiento espectral observado en las bandas asociadas al fragmento
CC del anilio de pirrolidina, se interpreta en términos de una interaccién cercana del
anillo con la superficie en forma paralela. De hecho, la sefial muy débil del modo CH; a
1479 ¢m™! en Raman (fig. 21b), se convierte en una muy fuerte en el espectro SERS
(1477 em™, fig. 22¢), sugiriendo que el correspondiente fragmento molecular est4 cerca
de la superficie del metal. Asi, se infiere que OIH-Pro interactia con la superficie del
metal a través de sus grupos amino y carboxilico y parte del fragmento alifitico del
anilto de pirrolidina. Estos hallazgos experimentales, permiten proponer que es el grupo
hidroxilo, en hidroxiprolina, quien favorece cinética y termodindmicamente la
interaccion del aminodcido con superficies metélicas.

Los diferentes niveles de arquitectura y conformacién molecular que poseen los
coldgenos son importantes parametros que deben ser considerados previo al tratamiento
de ondas de choque. Por esta razon, se caracterizd el nivel de organizacién molecular y

determiné el tipo de estructura secundaria, a través de microscopia de fuerza atémica y

espectroscopia Raman, respectivamente. Estudios por medio de microscopia elecirnica
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han permitido dilucidar diferentes niveles de organizacion en los colagenos, por
ejemplo, fibras, fibrillas, microfibrillas y tropocolagenos'™’. Por otra parte, la utilizacion
de microscopia de fuerza atomica (AFM) ha sido ampliamente utilizada para investigar

diferentes aspectos estructurales de las moléculas de colageno, entre ellos,

129

diferenciacion de colageno nativo y reconstituido “, e inspeccionar fibras de colageno

en diferentes momentos de la fibrilogénesis'*®. Por otra parte, los trabajos en difraccion

k137

de rayos X realizados por Rich y Crick'”, junto a los de Okuyama y col.’®® en

colagenos, ademés de los estudios realizados por Cowan y col.'*

sobre péptidos de
colagenos, han permitido establecer una estructura secundaria del tipo triple hélice de
colageno. Asi, los resultados AFM obtenidos en esta tesis mostraron niveles de

organizaciéon del tipo fibras, fibrillas o microfibrillas para los diferentes tipos de

colagenos. Estos resultados son consistentes con los descritos en la literatura.
Especificamente, los colagenos tipo 1 y tipo III de rata, muestran un nivel de
organizacion del tipo fibrillas y microfibrillas, respectivamente. Los colagenos tipo I y
tipo Il de bovino, muestran el nivel de organizacion del tipo fibras y microfibrillas,
respectivamente. Esto da cuenta que el proceso de dispersion en Acido acético afecta de
manera distinta el nivel organizacional para cada tipo de colageno.

Desde los espectros Raman de colagenos y elastina es posible identificar un
conjunto de bandas que definen la estructura secundaria para cada sistema molecular. En
colagenos (fig. 35), los modos de vibracién amida I (1676-1665 cm™), amida III (1253—
1249 em™) y estiramiento CC de esqueleto de aa (942 cm™), definen una estructura

secundaria triple hélice de colageno. En elastina (fig. 38), los modos de vibracidn amida
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I (a 1674 cm™), amida III (a 1260 cm™) y estiramiento CC de esqueleto de aa (940 cm™
Y, definen una estructura secundaria de ovillo al azar (random coil) para esta proteina.

En esta tesis hemos demostrado que los aminodcidos Pro y OH--Pro presentan un
ordenamiento preferencial sobre las NEs metdlicas, el que estd dado principalmente por
atracciones electrostiticas. En el caso de prolina la interaccién estd dada principalmente
por el grupo carboxilato, mientras que en hidroxiprolina estd dado por los grupos
carboxilato, metileno y amino. Este hallazgo ha permitido plantear la siguiente
interrogante: ;las cadenas laterales de los aa que forman parte de un péptido o proteina,
presentan el mismo rol direccionador cuando estin en presencia de una superficie
nanoestructurada? Para responder esta interrogante, en este trabajo se registrd los
espectros SERS del péptido Cys—Lys—Pro—Phe-Phe—Asp y los coldgenos modelos. El
péptido presenta la particular caracteristica de poseer en su estructura los residuos de Pro
y Phe, mientras que los coldgenos modelos presentan los residuos de todos los
aminodcidos estindar en su estructura. Los espectros SERS de estos sisternas han
mostrado que ¢l residuo de Phe presenta caracteristicas termodindmicas que le permite
interactuar de manera més efectiva que el residuo de Pro.

Nuestros resultados SERS del péptido Cys—Lys—Pro-Phe—Phe-Asp permiten
destacar un interesante aspecto relacionado con la vibracién del enlace Au—S (~300 cm™
"), descrita en experimentos SERS con NEs de oro'***!. En efecto, esta vibracién no se
puede distinguir en el presente trabajo debido al ensanchamiento de la banda asociada al
plasmén superficial. Ademas, debido a la formacién del enlace covalente Au-S, se

espera que el enlace vecino, S-C a 623 cm™! (fig. 30b), se vea fuertemente influenciado

por efecto de superficie, modificando drasticamente su mimero de onda e intensidad. En

ESTUDIO RAMAN DEL EFECFO BE LAS ONDAS DE CHOQUE SOBRE COLAGENOS Y ELASTINA l Pégmal 144




V. DISCUSION

efecto, hay una dristica modificacion de dicha banda, esto expresado por una fuerte
disminucion de la intensidad. Este hecho puede ser justificado por un reordenamiento de
la secuencia peptidica sobre la nanoestructura, después de la formacién del enlace Au-S;
esto conllevaria a que el reordenamiento deje la componente de polarizabilidad del
enlace C—S de manera no perpendicular al haz del ldser, teniendo como consecuencia la
dréstica disminucion en intensidad. El perfil espectral SERS, mostré que las vibraciones
més intensas son las ubicadas a 1007 y 1033 cm™ (fig. 30b), la primera asignada a un
modo de respiracién de anillo aromético y la segunda a un modo de estiramiento del
fragmento CCN, ambas bandas asociadas al residuo de Phe. Este comportamiento
espectral estd de acuerdo con las reglas de seleccion SERS; el modo que tiene su
componente z de polarizabilidad Raman perpendicular a la superficie y en la misma
direccion del haz de excitacion se verd amplificado. Esto, es consistente con el modo de
respiracion del anillo (deformacién de la nube electrénica) vibrando perpendicular a la.
superficie del metal. De esta manera, hemos demostrado que el residuo de Phe presenta
caracteristicas termodindmicas que le permite interactuar de manera més efectiva que el
residuo de Pro.

En nuestros experimentos SERS de coligenos, hemos demostrado un
comportamiento- para el residuo de Phe similar al descrito en- el péptido Cys—Lys—Pro-
Phe-Phe-Asp. Después de 2'y 24 hrs. de interaccidn entre los coldigenos y las NEs
metélicas, el modo de respiracién del anillo aromético (~1007 cm™, figs. 36 y37esel
que se ve mayormente influenciado por efecto de superficie. Esto es consistente con una
deformacién de nube elecironica del anillo aromético en la misma direccién del haz del

laser. Asi, se puede inferir que el residuo de Phe, en las moléculas de colageno, estaria
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mas expuesto que los residuos de otros aminodcidos, permitiendo asi una orientacién
preferencial sobre las NEs. Por otra parte, uno de los modos de vibracién del residuo de
Tyr (~640 cm™, fig. 37) se ve fuertemente influenciado por efecto de superficie después
de 24 hrs. de interaccion, principalmente en los colagenos modelos tipo III. Este hecho
da cuenta que la interaccion del residuo de Phe es termodindmicamente méas favorable
que la del residuo de Tyr, ya que este ultimo aumenta la intensidad de unos de sus
modos de vibracién al cabo de 24 hrs. de imteraccion. A pesar de ello, para ambas
interacciones se verifica una orientacién preferencial de estos residuos sebre las NEs
metalicas. Esta orientacidn preferencial trae como consecuencia un reordenamiento de
las moléculas de colageno en torno a las NEs, lo que se manifiesta por la disminucién en
Ia intensidad de las sefiales vibracionales asociadas a los modos de vibracion amida I,
amida III vy esqueleto CC.

Las areas de coldgenos en biopsias de tendones procedentes de pacientes que
sufren tendinopatias crénicas en el mango rotador del hombro, son las que se ven mas
fuertemente influenciadas por procesos de remodelacién después de aplicar OCh'%. Asi,
el modelo de estudio propuesto, permitié mostrar por primera vez la accién que tienen
las OCh en Ias modificaciones estructurales conformacionales de los distintos tipos de
colageno aistados en un medio acuoso. Se ha evidenciado, a través de modificaciones
observadas en los perfiles espectrales Raman, gue las OCh modifican
conformacionalmente las estructuras moleculares de los colégenos. Los cambios en las
intensidades relativas observadas en los especiros Raman de coldgenos tipo I y tipo Il
de rata y bovino sometidos a OCh, confirman este hecho. En algunos casos- las

modificaciones espectrales méximas ocurren después de 2 hrs. post OCh, mientras que
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€n otros casos ocurren después de una semana. Asi, los resultados dan cuenta de una
méxima evolucién conformacional post OCh, la que cambia hacia un estado similar al
original; los coldgenos se modifican conformacionalmente después del tratamiento con
OCh, retornando a su conformacién original al cabo de una a tres semanas,

Finalmente, se descartan factores ajenos a las OCh que pudiesen modificar
conformacionalmente las estructuras proteicas estudiadas, esto debido a que tanto los
colagenos sin OCh, como los experimentos de elastina con OCh, no mostraron

modificaciones espectrales significativas en los tiempos de medicién.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y PROYECCIONES
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V.1. Conclusiones

1. Las NEs preparadas permitieron obtener espectros SERS de las biomoléculas
estudiadas. Los méximos de extincion de estas NEs son comparables a los descritos
en la literatura.

2. Se completd el registro de espectros Raman de aminoacidos, coldgenos y elastina,
presentes en tejidos del mango rotador tendindsico. Ademads, se identifico y asignéd
los modos vibracionales més caracteristicos para cada sistema molecular.

3. Los espectros SERS de glicina, alanina, prolina e hidroxiprolina, dan cuenta que la
interaccion analito-NEs, estd determinada por el método de preparacién de las
superficies NEs, el tiempo de interaccion del analito con la superficie metalica y el
pH del medio.

4. Los espectros SERS de prolina e hidroxiprolina a pH y tiempo controlados, permiten
establecer que prolina interactia con las superficies metélicas principalmente a través
de su grupo carboxilato, mientras que hidroxiprolina lo hace preferencialmente a
través de sus grupos carboxilato, amino y metileno. Ademas, el grupo OH en la OH-
Pro dirige y estabiliza la interaccién con superficies metélicas en un periodo de
tiempo mds corto que en el caso de prolina.

5.  Desde los espectros Raman de coldgenos y elastina es posible identificar un conjunto
de bandas que permiten definir la estructura secundaria para cada sistema molecular,
Los modos de vibracién amida I, amida III y estiramiento CC de esqueleto de aa,
definen una estructura secundaria del tipo triple hélice de coldgeno y del tipo ovillo al

azar para elastina.
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6. Desde los espectros Raman y SERS de aminoacidos, péptido y colagenos, se pudo
observar aspectos estructurales y orientaciones mas estables de estas biomoléculas.
Ademas, se observd en el péptido Cys—Lys—Pro—Phe—Phe—-Asp y en los colagenos,
que el residuo aromético de fenilalanina tiene un rol director y orientador sobre las
superficies nanoestructuradas.

7.  Desde los experimentos de coldgenos y elastina sometidos al efecto de las OCh, se
pudo comprobar que solo los coldgenos son modificados conformacionalmente post

tratamiento.

V.2. Proyecciones

Los efectos a nivel molecular que tienen las ondas de choque sobre tejidos
tendinopaticos, es un campo ain en desarrollo. Desde esa perspeciiva, el uso de
diferentes herramientas analiticas, como la espectroscopia vibracional, que permitan
entender cudles son las modificaciones a nivel molecular que imponen las OCh y como
consecuencia dan inicio a los procesos de reparacion tisular, impone un enorme desafio,
Los resultados de esta tesis son una primera aproximacion en ese sentido.

Por otra parte, las modificaciones conformacionales que producen las OCh sobre
la estructura molecular de los colagenos, demostradas en esta tesis, abren un campo de
investigacion inexplorado hasta €l momento. Experimentos en los que se modificé las
condiciones de aplicacion de OCh fueron realizados durante esta tesis; los relevantes e
interesantes resultados estén en vias de publicacion. Por otra parte, explorar los efectos

de ondas de chogue a través de la espectroscopfa vibracional Raman o SERS, en
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sistemas moleculares proteicos diferentes a los coldgenos y elastinas, también abre un
campo de investigacion atn no explorado.

Importantes desaffos se imponen con ¢l desarrollo de esta tesis, dentro de ellos,
seguir explorando condiciones experimentales que permitan obtener espectros Raman y
SERS de tejidos biolégicos con diferentes patologias; un ejemplo de ello puede ser, fijar
cortes histologicos sobre liminas de oro. Quedé demostrado en los trabajos
experimentales, que las ldminas de oro permitian obtener buenos resultados espectrales
de colagenos y elastina; esto se debe a que las laminas de oro apagan la fluorescencia
que generan componentes presentes en las respectivas estructuras moleculares, como por
ejemplo, los anillos aromaticos de triptéfano, tirosina o fenilalanina. Asi, la informacion
molecular que seria posible obtener desde tejidos patolégicos depositados sobre laminas
de oro abre posibilidades de una linea de investigacién a seguir. La ufilizacién de
nanoestructuras funcionalizadas con polimeros u otros sistemas moleculares que
permitan una mejor afinidad sistema molecular-nanoestructuras, es otra posibilidad a
seguir.

Una interesante aplicacién de la espectroscopia Raman en el estudio de sistemas
colagénicos en tejidos podria ser dirigido a momias de la cultura Chinchorro. Existen en
la literatura trabajos referentes al estudio de coligenos en momias de infante en Perni,

Incas en el monte Aconcagua y egipcias del periodo romano!¥2'#

, por mencionar
algunos. Por ejemplo, una posible linea a desarrollar es referida a las dificultades que
tienen los arquedlogos para realizar dataciones en momias, esto debido a la ausencia de

carbono en algunas de ellas, producto de la degradacién de la materia orgénica, dentro

de ella los colagenos. Asi, identificar coldgeno en muestras de estds momias podria ser
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de gran utilidad para posteriormente realizar el analisis de fechado, evitando asi Ia

pérdida de tiempo y recursos.
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ANEXO0S

ANEXO 1. ESPECTROS RAMAN DE COLAGENO TIPO III DE RATA SIN
ONDAS DE CHOQUE. DEPENDENCIA DEL TIEMPO (a) 2 HORAS, (b) 1
SEMANA, (c) 3 SEMANAS y (d) SOLIDO.

(a)
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ANEXO0S

ANEXO 2. ESPECTROS RAMAN DE COLAGENO TIPO T DE BOVINO SIN
ONDAS DE CHOQUE. DEPENDENCIA DEL TIEMPO (a) 2 HORAS, (b) 1
SEMANA, (c) 3 SEMANAS y (d) SOLIDO.
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ANEXO0S

ANEXO 3. ESPECTROS RAMAN DE COLAGENO TIPO Il DE BOVING SIN
ONDAS DE CHOQUE. DEPENDENCIA DEL TIEMPO (2) 2 HORAS, (b) 1
SEMANA, (c) 3 SEMANAS y (d) SOLIDO.
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