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RESUMEN

Las nanoestrellas de oro (AuNS) son nanoparticulas que poseen un centro esférico y brazos o puntas
gue sobresalen desde dicho centro. Presentan propiedades Opticas y electronicas interesantes
centradas en la region de la luz donde los tejidos vivos poseen la menor absorcién. En particular,
estas nanoparticulas anisotrépicas presentan la mayor potenciacion del aumento espectroscépico
por superficie respecto de otras morfologias. Sin embargo, su baja estabilidad debido a su alta
anisotropiay la existencia de puntos calientes en su estructura limita sus aplicaciones. En este punto,
la funcionalizacion de las AuNS permite aumentar su estabilidad, y a la vez, acoplar especies que
suman estrategias de direccionamiento especifico en sistema vivos, permitiendo optimizar los
procesos de terapia y diagnéstico.

En este trabajo se estudi6 la sintesis, estabilizacion y funcionalizacion de AuNS, para potenciales
aplicaciones biomédicas. Se logro la obtencién de AUNS con cambios en morfologia como erizadas
y estrelladas. Las AuNS erizadas presentaron un maximo de absorcion correspondiente a 640 nm,
mientras que las AuNS estrelladas lo presentaron en 740 nm. Las AuNS erizadas fueron estabilizadas
mediante dilucién. La estabilidad de AuNS estrelladas fue evaluada cambiando el ligando de sintesis,
observando su estabilidad a pH acido.

Las AuNS fueron funcionalizadas con (a) polimeros catidnicos de B-ciclodextrina (CCD/P) para la co-
carga simultanea de los farmacos feniletilamina (PhEA) y piperina (PIP); (b) el péptido D1 para el
reconocimiento y deteccion mejorada de fibras del péptido B-amiloide (AB) y, por otro lado, (c) fueron
inmovilizadas sobre superficies con patrones nanométricos de 6xido de estafio e indio (ITO)
generadas por litografia quimica de cafion de electrones (CEBL) para la construccion de
nanodispositivos. En el caso (a) los CCD/P fueron sintetizados y, una vez comprobada su unién a
superficies de oro, se funcionaliz6 la superficie de las AuNS erizadas con ellos y en (b) las AuNS
estrelladas fueron estabilizadas con PEG tiolado y, posteriormente, funcionalizadas mediante la
unién covalente con el péptido D1. Finalmente, se evalué la capacidad de carga de PhEA y PIP en
el sistema AuNS-CCD/P, el efecto de fluorescencia aumentada por superficie (SEF) de tioflavina T 'y

CRANAD?2 para la deteccion de fibras de AB del sistema AUNS-PEG-D1 y la inmovilizacién de AUNS
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en sustratos patronados de ITO. La inclusién de PhEA y PIP en el sistema AuNS-CCD/P presenté
una capacidad de carga simultanea de 95% lo que permitié construir el sistema AuUNS-CCD/P-PhEA-
PIP, que presenta una disposicion particular de los farmacos en el nanosistema por SERS. Las
AUNS-PEG-D1, presentaron un factor de aumento de la emision de la sonda tioflavina T de 4,8 veces
y de CRANAD?2 de 1,64 veces, para la deteccion especifica de agregados toxicos de A atribuible al
efecto SEF. Por otra parte, el estudio de los distintos parametros de la inmovilizaciéon de AUNS sobre
las superficies con patrones nanométricos permitié obtener las mejores condiciones de inmovilizacion

logrando superficies altamente ordenadas como plantilla para la construccién de nanodispositivos.
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SUMMARY

Gold nanostars (AuUNS) are nanoparticles that have a spherical core and arms or spikes protruding
from the center. They exhibit interesting optical and electronic properties centered in the region of
light where living tissues have the lowest absorption. In particular, these anisotropic nanoparticles
show the highest surface spectroscopic enhancement with respect to other morphologies. However,
their low stability due to their high anisotropy and the existence of hot spots in their structure limits
their applications. At this point, the functionalization of AUNS allows to increase their stability, and at
the same time, to couple species that add specific targeting strategies in living systems, as well as to
optimize therapy and diagnostic processes.

In this work we studied the synthesis, stabilization, and functionalization of AuUNS for potential
biomedical applications. The obtention of urchin and bristly AUNS was achived. The urchin AuNS
presented a maximum corresponding to the plasmonic band at 640 nm, while the bristly AuNS
presented a maximum corresponding to the plasmonic band at 740 nm. The urchin AuNS were
stabilized by dilution. The stability of bristly AUNS was evaluated by changing the synthesis ligand,
observing its stability at acidic pH.

AuUNS were functionalized with cationic B-cyclodextrin polymers (CCD/P) for simultaneous co-loading
of the drugs phenylethylamine (PhEA) and piperine (PIP); (b) D1 peptide for enhanced recognition
and detection of B-amyloid (AB) peptide fibers, and (c) were immobilized on nanopatterned indium tin
oxide (ITO) surfaces generated by chemical electron beam lithography (cEBL) for the construction of
nanodevices. In scenario (a) CCD/P were synthesized and, once their binding to gold surfaces was
verified, the surface of urchin AuNS were functionalized with them. In (b) The bristly AUNS were
stabilized with thiolated PEG and subsequently functionalized by covalent binding with D1 peptide.
Finally, the loading capacity of PhEA and PIP in the AuNS-CCD/P system, the surface-enhanced
fluorescence (SEF) effect of thioflavin T and CRANAD2 for AB-fiber detection of the AUNS-PEG-D1
system, and the immobilization of AUNS on ITO-patterned substrates were evaluated. The inclusion
of PhEA and PIP in the AUNS-CCD/P system presented a simultaneous loading capacity of 95%

which allowed the construction of the AUNS-CCD/P-PhEA-PIP system, which presents a particular
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arrangement of the drugs in the nanosystem by SERS. The AuNS-PEG-D1, presented a 4.8-fold
increase factor in the emission of the thioflavin T probe and of CRANAD2 by 1.64-fold, for the specific
detection of toxic AR aggregates attributable to the SEF effect. On the other hand, the study of the
different parameters of AUNS immobilization on the surfaces with nanopatterns allowed to obtain the
best immobilization conditions achieving highly ordered surfaces as scaffolds for the construction of

nanodevices.
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Introduccion

1.1 Nanoparticulas plasmonicas

Las nanoparticulas (NPs) son estructuras que poseen dimensiones de tamafio
nanométrico. ElI cambio en las propiedades que presenta un material cuando se
reduce su tamafio, es debido al drastico aumento en el porcentaje de atomos
superficiales con respecto al numero de atomos totales, lo que implica una alta
reactividad superficial (Buffat & Borel, 1976; Lue, 2001). Los cambios en sus
propiedades se deben también a la composicion quimica del material y a la variacién
en el comportamiento de sus electrones (Link & El-Sayed, 2003).

Las propiedades Opticas de las NPs plasmoénicas estan estrechamente ligadas a las
caracteristicas electronicas, lo que deriva en intensos colores de sus dispersiones
coloidales (Daniel & Astruc, 2004). La resonancia de plasmoén superficial (SPR), es
caracteristica de la naturaleza metélica de estos sistemas, y corresponde a la
oscilacion colectiva y coherente de los electrones libres de conduccién que se
encuentran en la superficie del metal, cuando inciden fotones en el material,
provocando una polarizacion parcial. Un esquema que representa dicho proceso se

presenta en la figura 1.
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Figura 1. Esquema que ilustra el efecto de resonancia de plasmon superficial localizada (S.
Wang et al., 2013).

La excitacion electronica provoca absorcion de energia siendo parte de ella disipada
en forma de calor local, en todas las direcciones (Alkilany et al., 2012). Dicho proceso
es llamado efecto fototérmico y ha sido estudiado, por ejemplo, para liberacion de
farmacos o en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer usando Nanoparticulas
de oro (AuNPs) (Khlebtsov & Dykman, 2010; Y. Kim et al., 2016; Murphy et al., 2008;

Prades et al., 2012; Razem & KatusSin-Razem, 2008).

1.2 Nanoparticulas de oro

La investigacion en AuNPs ha crecido constantemente debido a su biocompatibilidad,
excelentes propiedades 6pticas y facil funcionalizacion. Posee un amplio espectro de
aplicaciones, donde se destacan areas como medicina (Davis et al., 2008; Giljohann
et al., 2010), catalisis (Corma & Garci, 2008), medioambiente (X. Chen et al., 2008),
y sensores (M. Li et al., 2015). Por ejemplo, se demostré que nanoesferas de oro de
tamafios entre 4 a 100 nm poseen baja citotoxicidad lo que sustenta, entre otros
factores, sus usos en terapia. Una propiedad interesante de AuNPs estudiada en la
actualidad es el aumento de la fluorescencia por superficie, fendmeno denominado
surface enhanced fluorescence (SEF) y el aumento de la dispersion Raman por
superficie, denominado surface enhanced Raman scattering (SERS) (Campion &

Kambhampati, 1998). Estos fenbmenos de aumento espectroscopico pueden ser



(A)

explicados a través de dos mecanismos, denominados electromagnético y quimico.
El primero est4 relacionado con su alta capacidad de dispersion, que promueve un
aumento de los campos electromagnéticos locales alrededor de su superficie, como
se observa en la figura 2 (A). Esto genera que las moléculas que se encuentran
cercanas puedan recibir una amplificacion en su excitacion, lo que promueve un
aumento en su respuesta. El segundo mecanismo, implica la relacion entre los
niveles de energia de las moléculas que se encuentran interactuando con la
superficie de la AUNP, como se observa en la figura 2 (B). De esta forma se produce
transferencia de carga o resonancia electrénica desde la superficie del nanomaterial
al analito. Variables como la distancia de interaccién y la posicion de los analitos
relativa a la superficie de las nanoparticulas siguen siendo estudiadas (Ru &

Etchegoin, 2005).
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Figura 2. (A) Mapa de densidad de radiacion electromagnética alrededor de una NP esférica
(B) Diagrama de niveles de energia que representa los fenémenos de fluorescencia y
dispersion Raman, y su interaccién con los niveles de Fermi de una NP (Aroca, 2007,
Campion & Kambhampati, 1998; J. F. Li et al., 2017; Shautsova et al., 2014).

Actualmente, SERS y SEF son aplicados a la deteccién de mdultiples especies
guimicas en campos como medicina (Ko et al., 2015; McAughtrie et al., 2014; Uehara,
2010), medioambiente (Halvorson & Vikesland, 2010) e industria alimentaria (Duran
& Marcato, 2013). El amplio abanico de aplicaciones de las AuNPs se basa en el
acople de propiedades lo que permiten, por ejemplo, realizar en una sola plataforma
nanomeétrica deteccion y terapia, un area que se ha comenzado a explorar bajo el

nombre de teranosis (Gi et al., 2010).



En un inicio, la mayor parte de las investigaciones sobre nanoparticulas se
centraron en las formas isotrépicas con mdltiples rutas de sintesis y alcanzando
un solido control de su dimensién y polidispersidad (K. R. Brown et al., 2000; N. R.
Jana et al.,, 2001). En muchos casos, disminuir la simetria de las particulas,
conduce a nuevas e interesantes propiedades fisicas y quimicas, siendo la
morfologia, un factor clave para su uso en diversas tecnologias. Por ejemplo, las
nanobarras de oro poseen un plasmén con dos maximos de absorbancia, donde
uno de ellos esta desplazado hacia el infrarrojo, como se observa en la figura 3
(A), ubicandose en la “ventana bioldgica”, regidon del espectro electromagnético
donde el tejido vivo absorbe la menor cantidad de radiacién, como se observa en

la figura 3 (B) (Jaque et al., 2014).
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Figura 3 (A) Espectro de absorbancia de nanoesferas (negro), nanobarras (rojo) y
nanoprismas (azul) (B) Espectro de absorbancia de componentes del organismo como
hemoglobina, agua y melanina (K. R. Brown et al., 2000; N. R. Jana et al., 2001; Jaque et al.,
2014).

Estas nanoestructuras han sido estudiadas como agentes terapéuticos en la
desagregacion de tejidos toxicos del organismo, como las placas seniles en los
desordenes de tipo Alzheimer (Jara-Guajardo et al., 2020; Morales-Zavala et al.,
2017, 2021; Velasco-Aguirre et al.,, 2015). Otras morfologias como los
nanoprismas de oro también poseen un maximo en la ventana biologica (Bao et

al., 2013; Shankar et al., 2004). Otra aplicacién interesante ha sido el transporte



sitio-dirigido de farmacos y su liberacién controlada (Asela et al., 2017; Real et al.,
2021; Rodrigo Sierpe et al., 2015). Por estas razones, la investigacion reciente se
ha centrado en el estudio de nuevas morfologias que ofrezcan novedosas

propiedades optoelectrénicas.

1.3 Nanoestrellas de oro

Las nanoestrellas de oro (AuNS) se definen como estructuras ramificadas, con un
nucleo esférico central y brazos que sobresalen como puntas (Luca Minati et al.,
2014), lo que produce que existan una o varias secciones de tamafios que derivan
en bandas de absorbancia en la ventana biolégica, y un aumento potenciado de los
campos electromagnéticos en las puntas de los brazos (Yuan et al., 2012), que
pueden ser excitados de manera especifica mediante uso de luz de longitud de onda
apropiada y polarizada (Hrelescu et al., 2011). Entre sus aplicaciones destacan los
sensores plasmoénicos (Dondapati et al., 2010) los que usan la SPR para deteccién
ultrasensible de caracter cuantitativo y cualitativo, a través de sistemas simples de
colorimetria (Verma et al., 2015), mediante cambios en las bandas en espectroscopia
UV-visible (Shiohara et al., 2014) o en sistemas mas complejos como el equipo de
SPR (Wu et al., 2016). De igual modo, destacan los sensores basados en SERS
construidos con AuNS, promoviendo el aumento en la intensidad de sefales o la
aparicion de nuevas en su espectro Raman (Le Ru et al., 2008). Esto ha sido usado
para analisis cuantitativos en la deteccion de mercurio (Ma et al., 2013),
biomarcadores (Ndokoye et al., 2016), drogas (Y. Wang et al., 2014) y sondas (Fales
et al., 2011) entre otras. Ademas, puede ser usados en analisis cualitativos en
conjunto con sus propiedades plasmonicas para generar sistemas de terapia y
diagnéstico en biomedicina (S. Wang et al., 2013). Un enfoque actual del uso de estas
morfologias propone la generacion de imagenes para la deteccion de enfermedades

en biomedicina, por ejemplo, en cancer y Alzheimer (Bao et al., 2013; Bassi et al.,



2018; Jara-Guajardo et al., 2020; Lara et al., 2020; Morales-Zavala et al., 2021). Las
imagenes que se basan en SERS y SEF por lo que cuando se utiliza un laser con
una longitud de onda apropiada, sélo las especies o analitos unidos a las AUNS tienen
el suficiente estimulo para producir una respuesta apropiada, por lo que se pueden
obtener imagenes optimizadas de mejor contraste (Harmsen et al., 2015; Rodriguez-
Lorenzo, Krpetic, et al., 2011; Tian et al., 2016), incluso es posible obtenerlas con
longitudes de onda de baja energia utilizando luminiscencia de dos fotones (Yuan et
al., 2012), para inducir la fluorescencia de una sonda, sin dafiar el tejido vivo.

Sin embargo, dado que AuNS pueden tener cambios en morfologia, es necesario
optimizarlas para direccionar su aplicacion correspondiente (Barbosa et al., 2010).
Entre los cambios en morfologia se encuentran los nanoerizos, que son AuNS con
un nucleo central esférico y varios brazos pequefios puntiagudos, que brindan una
mayor cantidad de puntas disponibles para generar sustratos de sensores basados
en SERS (Luca Minati et al., 2014). Igualmente destacan las AuNS con ndcleos mas
pequefios y menos cantidad de brazos, pero de mayor tamafio. Esta forma es mas
parecida a una “estrella de David”, y posee un plasmén mas desplazado hacia el
infrarrojo, por lo que tienen mayor aplicacién en terapia y diagndstico (Hao et al.,
2007). Calculos computacionales indican que el largo de los brazos incide
directamente en la banda del plasmon, desplazandola hacia el infrarrojo mientras
mayor es la dimension de los brazos (ver figura 4 (A)) (Yuan et al., 2012). El modelo
indica que la longitud de los brazos afecta en la amplificacion del campo
electromagnético en la superficie de las AUNS, como se observa en la figura 4 (B).
En consecuencia, en los ultimos afios se ha demostrado que AuNS poseen una
potenciacion de los efectos de aumento de dispersibn Raman y de fluorescencia.
Theodorou y colaboradores en 2017, informaron un aumento de hasta 100 veces en
la fluorescencia de Alexa fluor 750 cuando interactia con AuNS, véase figura 5 (A)

(Theodorou et al., 2017). Minati y colaboradores reportaron un aumento en la



dispersion Raman de Rodamina 6G interactuando con AuNS que alcanza un factor

5x, como se observa en la figura 5 (B) (Luca Minati et al., 2014).
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Figura 4. (A) Espectro de absorbancia y (B) Mapa de densidad electromagnética de AUNS
modeladas para aumento del tamafio de los brazos (Yuan et al., 2012).

S ! ! ! 1
2.5x10 A - o
3 s T .y ——bBSA+AF750
@ 2.0x10° AUNST+AF750 |
’g - ' AUNS2+AF750
o | 160 Pty
81sx10°% b
= -
‘© s |10
g 10X10 1 m'c 70 780 790 800 810 80 830
€
—15.0x10* L —
- HK\\\
0.0 : ==

.u

Intensity (a

Wavelength (nm)

760 770 780 790 800 810

100000 (B) ::::2
“~ 80000 4
60000
40000
i VS N .
0

T T T
500 1000 1500 2000

Wavenumber(cm)

Figura 5. (A) Espectro de fotoluminiscencia de Alexa Fluor 750 (AF750) sobre 2
morfologias de AuNS con albimina y sus respectivos blancos (Theodorou et al., 2017) y (B)
espectro Raman de Rodamina 6G depositada sobre nanoesferas de oro y AuNS
respectivamente (Luca Minati et al., 2014).

Este efecto es llamado en literatura como el factor de aumento y posee una gran

dependencia de la distancia del analito sobre la superficie o nanoparticula usada

como sustrato. Mientras que el SERS se beneficia que la sonda esté cercana, en el

rango de 0 a 5 nm de la superficie, debido a que en su mayoria se favorece del

mecanismo fisico. El SEF en cambio tiene una distancia 6ptima de maximo aumento

gue ronda entre los 10 a 15 nm dependiendo del material y la sonda (Jeong et al.,



2018; J. F. Li et al., 2017). Si la distancia es menor, el efecto observado es el
apagamiento de la sefial, y por otro lado si la distancia es mayor, ningiin mecanismo
de acoplamiento puede interactuar con la sonda y, por lo tanto, no se observa
aumento (Anger et al., 2006; Bauch et al., 2013).

Actualmente en la construccién de sistemas con potenciales bioaplicaciones SERS y
SEF, la distancia de la sonda es un parametro fundamental, tanto como la morfologia
0 arquitectura de la superficie 0 nanoparticula usada como sustrato (S. Pan et al.,

2020; Sultangaziyev & Bukasov, 2020).

1.4 Sintesis y estabilizacion de nanoestrellas de oro

Existen multiples rutas sintéticas descritas para NPs con las que se obtienen
diferentes formas, tamafos y estabilizantes (Barrientos et al., 2007; Khlebtsov &
Dykman, 2010; N. Kulkarni & Muddapur, 2014); estos métodos diferentes pueden ser
clasificados como fisicos, quimicos y biolégicos. Entre los métodos fisicos destaca la
pulverizacion catddica, basado en la desfragmentacion a nivel atomico de un
precursor metalico macrométrico. Entre los métodos biolégicos destaca la produccion
de NPs mediante enzimas y bacterias; Sin embargo, estos métodos suelen conllevar
bajos controles de las morfologias obtenidas. En este aspecto, destacan los métodos
guimicos que se basan en la reduccion de iones atomicos mediante diferentes
especies y el uso de directores de crecimientos y/o estabilizantes en el proceso
sintético para lograr mayor control de parametros como tamafio y morfologia. La
sintesis de AuNS soélo ha sido realizada a través de estos métodos, siendo descritas
rutas sintéticas para nanoerizos de oro con NH,OH, nanoestrellas de oro de
produccion biocompatible y nanodendritas de oro de produccion en dos pasos, entre
otros (Barbosa et al., 2010; Chandra et al., 2016; Luca Minati et al., 2014). A su vez,
es conocido que aun en el mismo método sintético, usando el mismo reductor, sutiles

cambios en parametros como concentracion de las especies, régimen de agitacion,



fuerza ionica del medio y cambios de temperatura pueden incidir sobre la estabilidad
y la arquitectura nanométrica obtenida. Es debido a esto, que la sintesis de AUNS
todavia es estudiada para optimizar estos parametros (D. Jana et al., 2015; Khoury
& Vo-Dinh, 2008).

Uno de los aspectos importantes en los instantes posteriores a la sintesis de AuUNPs
es su estabilizacion, dado que naturalmente tienden a la agregacion. La estabilidad
puede ser provista por el reductor mismo usado en su produccién o puede incluirse
otra especie que cumpla este objetivo. Dado que es un proceso clave en la posterior
aplicacion de estos sistemas, ha sido ampliamente investigado, especialmente la
interaccion entre el estabilizante o ligante y la superficie de la hanoparticula (H. Kang
etal., 2019; J. W. Lee et al., 2021). Mdltiples tipos de interaccion entre el estabilizante

y AuNPs han sido descritas, como se observa en la figura 6 (P. Zhao et al., 2013).

CHs
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Figura 6. Esquema en el que se observan algunas moléculas modelo con diferentes grupos
funcionales interactuando con la superficie de una AuNP que conducen a su estabilizacion
(H. Kang et al., 2019).

La estabilidad mediada por cargas, descrita para citrato y coloides de oro fue utilizada

como base para la primera sintesis de AuNPs conocidas, a través de la llamada



sintesis de Turkevich (Turkevich et al., 1951). En esta, los iones de citrato proveen
de carga negativa superficial a la nanoparticula, lo que provoca repulsion de las NPs.
Otros estabilizantes como el acido tanico o el acido linoleico, molécula celeste de la
figura, se basan en este mismo mecanismo (Al-Johani et al., 2017). Otro tipo de
interaccion electroestatica a menudo usada es con especies de carga positiva como
bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB), molécula morada en la figura, que se
basa en la formacibn de una capa de aniones como cloruro o bromuro y
posteriormente una capa cationica de mayor tamafio (Astruc et al., 2005; S. Chen et
al., 2005; Isaacs et al., 2005). El estudio de nuevos tipos de interacciones a través
de otros grupos funcionales ampliaria en gran medida el nimero de aplicaciones de
los nanodispositivos. Algunos candidatos interesantes son las especies fosforiladas
como los fosfatos sustituidos, molécula verde en la figura 6, a menudo usadas en la
estabilizacién de clusters de oro; o las especies aminadas, a menudo usadas en
estabilizacién de nanoparticulas de plata. Sin embargo, el tipo de interaccion mas
conocida y usada es el enlace tiol-oro, molécula roja en la figura 6 (Du et al., 2012;
H. Kang et al., 2019; Rak et al., 2014; Sardar et al., 2008; W. Zhao et al., 2007).

Si bien existen estudios diversos acerca de la interaccion de estabilizantes con AUNS
(Borzenkov et al., 2015; Rodriguez-Lorenzo, Romo-Herrera, et al., 2011; Xi & Haes,
2019), este campo de investigacion aln es incipiente debido a la gran cantidad de
morfologias de esta nanoparticula anisotropica y su baja estabilidad coloidal respecto
de otras, lo que limita sus posteriores aplicaciones. Por ejemplo, Liz-Marzan y
colaboradores han reportado que un tipo de AuNS cambia su morfologia a
nanoesferas cuando son estabilizadas con CTAB, a través de un proceso llamado
Ostwald ripening (o maduracién de Ostwald), en el que un sélido irregular cambia su
estructura con el paso del tiempo a uno regular (Rodriguez-Lorenzo, Romo-Herrera,
et al.,, 2011). EI CTAB es usado a menudo como estabilizante para formar

nanoparticulas de tipo core-shell recubriéndolas con silice, por lo que es fundamental
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comprender los procesos que pueden llevar a cabo los estabilizantes al interaccionar,
ademas de las condiciones de temperatura, pH, carga idnica o solvente que pueden
soportar. Por otro lado, Hayes y colaboradores, han estudiado la interaccién entre
acido 2-[4-(2-Hidroxietil)piperazin-1-illetano-1-sulfénico (HEPES), un buffer de Good
usado en la sintesis de AuNS, y estas nanoparticulas. Han reportado que a pH bajo
la morfologia anisotropica se pierde para dar paso a nanoesferas debido a que como
es una estabilizacién por cargas, es fuertemente dependiente de la protonacién de
los grupos funcionales de la molécula (Xi & Haes, 2019). En este sentido, este trabajo
pretende ser un aporte en el estudio y la comprensién de los procesos que ocurren
cuando AuNS con cambios en morfologia son estabilizadas con distintos tipos de
ligandos y como afecta esto en la construccién de nanosistemas para su posterior
aplicacion.

En particular, para la generacién de sistemas biocompatibles, o con potenciales
bioaplicaciones, se debe evitar el uso de estabilizantes o surfactantes toxicos.
Ademas, el ligando debe tener una fuerza de unién adecuada para que pueda ser
reemplazado por una especie con funciones especificas, proceso conocido como

funcionalizacién (Mieszawska et al., 2013).

1.5 Funcionalizacion de nanoestrellas de oro

La nanotecnologia y en particular la investigacion en AuNPs ha vivido un gran auge
debido a que se pueden construir dispositivos para multiples aplicaciones a través
del acoplamiento de especies que vectoricen su funcion de manera relativamente
sencilla (Ghosh et al., 2008; Yeh et al.,, 2012). Existen mdultiples estrategias de
funcionalizacion entre las que destaca principalmente la unién directa y la union
indirecta. En la primera, la especie se une directamente a la superficie de la
nanoparticula a través de un grupo funcional adecuado. Esta estrategia es mas

sencilla y simple, involucra un menor nimero de pasos, pero no necesariamente es
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la mas apropiada para todos los casos. En el tltimo tiempo, derivados de poliméricos
de ciclodextrina con grupos cationicos han sido sintetizados, y presentan éptimas
condiciones para estabilizar nanoparticulas y construir transportadores de farmacos
(J. Li et al., 2004).

Por otro lado, la unién indirecta de estabilizantes involucra la asociacién de una
primera especie que posee el grupo funcional adecuado para interaccionar con la
AuNP vy, a su vez, puede anclarse otra especie que vectorice el nanodispositivo.
(Nicol et al., 2015; Tiwari et al., 2011). Uno de los estabilizantes conectores mas
usados es el polietilenglicol (PEG), debido a su versatilidad y biocompatibilidad.
Puede ser obtenido en diferentes largos de cadenas y pesos moleculares, y también
modificado en sus extremos con otros grupos funcionales distintos de hidroxilos,
como tiol, acidos carboxilicos, aminos, entre otros, para la unién de nuevas especies
(Harrison et al., 2016; C. K. Kim et al., 2009; Zhang et al., 2011). Las NPs dirigidas
hacia un blanco terapéutico combinan un elemento de reconocimiento para aumentar
la acumulacion en el sitio de interés, para la terapia especifica y/o para la deteccion
(DeNardo et al., 2005; Farokhzad et al., 2006). Los ligandos pueden dirigirlas hacia
sitios de accién especifica, pueden transportar o ser un blanco terapéutico, o pueden
detectar biomarcadores. Los tipos de ligandos incluyen péptidos (BR et al., 2008),
farmacos (Asela et al., 2017; R. Sierpe et al., 2017), sondas (Huang et al., 2017),
anticuerpos (DeNardo et al., 2005), aptameros (Cheng et al., 2007), proteinas (BJ et
al., 2008; L. Yang et al., 2009), material genético (Mustapa et al., 2009), entre otros.
Los parametros de intercambio de ligando en AuNS son intensamente estudiados
debido a que a su morfologia irregular dificulta el uso del coeficiente de extincion o el
calculo de su superficie efectiva (De Puig et al., 2015). Actualmente, el enfoque en
construccion de sistemas biocompatibles basados en AuNS, estudia parametros de
intercambio de ligandos, la estabilizacion del nanosistema y las reacciones de

acoplamiento de especies funcionales. En consecuencia, en este proyecto se
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propone el estudio de la sintesis de distintas morfologias de AuNS, la modificacion
de su superficie con moléculas que aumenten su estabilidad y la unién de especies
que vectoricen su funcionalidad para la construccién de nanosistemas con la
potencial aplicacion en terapia y diagndstico de enfermedades.

1.6 Terapia y diagnostico de enfermedades mediante nanosistemas basados

en nanoestrellas de oro

Los nanosistemas basados en AuNPs vectorizadas o funcionalizadas han sido
intensamente estudiadas en la biomedicina. Sus usos se enfocan en la terapia, el
transporte, la imagenologia y el diagnéstico de enfermedades, como se observa en
la figura 7, donde se esquematiza las posibles funcionalizaciones de una AuNP segun

sus propiedades.
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THERAPY
) i .
Photothermal therapy Radiation therapy

Figura 7. Esquema de las principales bioaplicaciones de las AuNP: diagndstico, transporte,
terapia e imagenologia. (Her et al., 2017).

Las AuNS tienen el potencial de ser usadas en mas de una de estas aplicaciones
simultdneamente como terapia e imagenologia, transporte o diagndstico. En

particular, la fototérmia en la ventana bioldgica de estas nanoestructuras
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biocompatibles pueden ser usada para la muerte de células cancerigenas, para la
desagregacion de agregados proteicos téxicos, o para la liberacién de especies con
funciones terapéuticas especificas. Su llegada al sitio de accion puede ser mediante
el efecto mejorado de permeabilidad y retencion (EPR por sus siglas en inglés) o
mediante la vectorizacion (S. D. Brown et al., 2010; S. Guerrero et al., 2010; Her et
al.,, 2017; H. S. Kim & Lee, 2017; Kogan et al., 2006; Ruff et al., 2017; R. Sierpe et
al., 2017; Rodrigo Sierpe et al., 2015). En este proyecto se propone construir
nanosistemas basados en el estudio de la estabilizacion y funcionalizacién de
diferentes morfologias de AuNS para tres potenciales aplicaciones: transporte de
farmacos, deteccion de biomarcadores de Alzheimer, y formacion de
nanodispositivos.

1.6.1 Funcionalizacion de nanoparticulas de oro con derivados de

ciclodextrina para el transporte de farmacos

En el campo farmacéutico, las AUNPs han sido estudiadas ampliamente para mejorar
los perfiles de liberacion de farmacos, aumentar su permeabilidad en membranas
biolégicas, y mejorar la manipulacion y estabilidad quimica en formulaciones (Duncan
et al.,, 2010; A. R. Guerrero et al., 2014; C. K. Kim et al.,, 2009). Yutronic y
colaboradores han reportado la formacién de sistemas ternarios con farmacos
pobremente solubles y ciclodextrina (CD) (Asela et al., 2017; R. Sierpe et al., 2017,
Rodrigo Sierpe et al., 2015; Silva et al., 2018). Esta estrategia ha sido estudiada por
nuestro grupo de investigacién usando CD para la formacion de complejos ternarios:
CD-farmaco-AuNPs, aumentando la solubilidad y estabilidad de los principios activos,
mejorando su permeabilidad y permitiendo su liberacion controlada a través del
efecto fototérmico, proceso esquematizado en la figura 8 (Asela et al., 2017; R. Sierpe

et al., 2017; Rodrigo Sierpe et al., 2015; Silva et al., 2018).
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Formation of the ternary system Drug release in solution

chyclogextrip-Dmg-AuNF's by photothermal effect.
in solid state.

Figura 8. Esquema de la investigacion presentada por Sierpe y colaboradores, donde se
forman compuestos de inclusion PhEA-BCD y se asocian a AuNPs para la liberacién
mediante efecto fototérmico (Rodrigo Sierpe et al., 2015).

En la investigacion de esta tesis se ha propuesto el uso de derivados poliméricos de
CD, los que han demostrado tener mejor solubilidad acuosa, mejor eficiencia de
transporte y una mayor capacidad de carga para varios farmacos (Furuya & Koga,
2017; Guo et al., 2015; Jiang et al., 2020; Kiss et al., 2010; Malanga et al., 2016; Shao
et al., 2014). En particular, los polimeros basados en BCD modificados con amonio
cuaternario, denominados polimeros catibnicos de B-ciclodextrina (CCD/P)
demostraron ser mas biocompatibles (Furuya & Koga, 2017; Kiss et al., 2010; Zhong
et al., 2001). Ademas estos grupos se han utilizado ampliamente como
estabilizadores de AuNPs (H. Chen et al., 2008; S. Chen et al., 2005; George Thomas
et al., 2002; Isaacs et al., 2005).

Como prueba de concepto se propone incluir dos farmacos con potencial efecto
sinérgico de manera simultanea en los CCD/P: feniletilamina (PhEA) y piperina (PIP).
La PhEA es un estimulante psicoactivo empleado como antidepresivo que no tiene
efectos de tolerancia. Sin embargo, se metaboliza rdpidamente en el cuerpo por la

enzima MAO-B y, por tanto, no puede acumularse en concentraciones suficientes en
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el cerebro (Irsfeld et al., 2013; Szabo et al., 2001). La PIP es un componente de la
pimienta negra utilizado como inhibidor de la MAO-A y la MAO-B (S. K. Kulkarni et
al., 2008; S. A. Lee et al., 2005) que tiene actividad antibacteriana e insecticida (Zarai
et al., 2013), activa el sistema simpético (Kumar et al., 2015) y facilita la lip6lisis en

el tejido adiposo blanco (Otto et al., 2020).

1.6.2 Deteccion mejorada de agregados de B-amiloide con nanoparticulas de

oro

La enfermedad de Alzheimer es una patologia neurodegenerativa asociada a las
formacion de las placas seniles, que son agregados toxicos del péptido p-amiloide
(AB) que se acumulan y agregan alrededor de las neuronas produciendo su muerte
(LaFerla et al., 2007; Sorrentino et al., 2014; Tiraboschi et al., 2004). Los esfuerzos
actuales en terapia y diagndstico se enfocan en la desagregacion y deteccion de las
placas seniles a través del direccionamiento especifico. Anteriormente, en el grupo
de investigacion se han desarrollado estudios de sistemas de administracion para la
entrega de agentes terapéuticos en el cerebro basados en AuNPs funcionalizadas
con péptidos de reconocimiento especifico de agregados de AB y el cruce de la
barrera hematoencefalica. Uno de los enfoques en la terapia realizada en el estudio
de estos sistemas se ha basado en la funcionalizacién de nanoesferas y nanobarras
de oro con un péptido que permite romper estructuras lamina (3, el péptido D1 (F. et
al., 2018; Hassan et al., 2018; Jara-Guajardo et al., 2020; Morales-Zavala et al., 2017,
2021). La estructura molecular y de bases de este péptido se puede observar en la
figura 9. El péptido D1 reconoce y se une a las fibrillas AB, con una Kd en el rango
submicromolar. El péptido D1 tiene la capacidad de inhibir la agregacion del péptido
AB y de promover la desagregacion de los sus agregados. El D1 esta formado por
aminoacidos D que son estables frente a las proteasas enddgenas (Funke et al.,

2012; Wiesehan et al., 2008; D. Xue et al., 2012).
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Figura 9. Estructura molecular y de bases de aminoacidos del péptido D1.

El péptido D1 ha sido anclado covalentemente a la superficie de nanobarras de oro
a través de la reaccion EDC/NHS sobre un PEG modificado, direccionando el
nanodispositivo para el reconocimiento de los agregados de AB. Se ha probado la
unién de la nanoestructura a placas seniles, promoviendo su desagregacion in-vitro
y ex-vivo en C. elegans, nematodos modelo de la enfermedad de Alzheimer (Cabrera
etal., 2022; Morales-Zavala et al., 2017). EI mismo nanodispositivo ha sido estudiado
en la amplificacion de fluorescencia por superficie de sondas curcuminoides de
reconocimiento especifico de agregados téxicos de AB (Jara-Guajardo et al., 2020),
como se observa en la figura 10 (A). Este efecto demostré un aumento de hasta 3
veces en la fluorescencia de CRANAD2 mediante esta estrategia, como se observa

en la figura 10 (B).
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Figura 10. (A) Esquema que resume el trabajo de Jara-Guajardo y colaboradores,
nanobarras funcionalizadas con el péptido D1, y la decoracidn de agregados de AP con el
nanodispositivo y CRANAD?2. (B) Gréfico de fluorescencia relativa de CRANAD segun la
concentracion del nanodispositivo (Jara-Guajardo et al., 2020).
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1.6.3 Inmovilizacion de nanoparticulas de oro sobre superficies con patrones

nanométricos generados por litografia de cafion de electrones

Debido a que la baja estabilidad coloidal de AuNS limita sus posteriores
bioaplicaciones (Alinejad & Mahdavian, 2018; Vega et al., 2014; Y. Wang et al., 2015),
un enfoque prometedor propone la construccion de sistemas de deteccion a través
de la generacion altamente reproducible, ordenada y versétil de patrones sobre
superficies para la inmovilizacién de nanoparticulas (Gilles et al., 2012; P. Liu et al.,
2010). La combinacion de litografia y monocapas autoensambladas (SAM, por sus
siglas en inglés) ha sido usada para generar superficies con sitios de union
superficiales bien definidos y direccionables como estabilizante para la inmovilizacién
de nanoparticulas anisotropicas (M. S. Chen et al., 2005; Choi et al., 2008; F. Liu et
al., 2015; Mahalik, 2006). Recientemente, se ha investigado la técnica de litografia
guimica por cafién de electrones (CEBL, por sus siglas en inglés) para generar estos
sitios de unién para las nanoparticulas mediante reduccién quimica (Love et al.,
2005). El grupo del profesor Dr. Ulrich Simon de la Universidad RWTH ha reportado
la inmovilizacion de AuNP en superficies con SAM en las que se utiliz6 cEBL para
construir el sitio de unién. Un esquema de este estudio se presenta en la figura 11,
donde (A) resume el proceso de reduccidn quimica de grupos sulfonilos expuestos
en la superficie por accion del cafion de electrones para formar grupos tioles, que
posteriormente estabilizan e inmovilizan AuNPs. En la figura 11 (B), se observa una
micrografia de microscopia de fuerza atomica (AFM) del patron circular generado con
AuNPs inmovilizadas. (Broda et al., 2016; Gilles et al., 2014; Homberger & Simon,
2010; Kreyling et al., 2014; Leifert et al., 2013; Y. Pan et al., 2007, 2009; Schaal et

al., 2012; Schaal & Simon, 2013; Schmid et al., 2017).
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Figura 11. (A) Esquema que representa la generacion de los patrones y la inmovilizacion de
AUNP; (B) Resultados obtenidos por Schaal y colaboradores: Imégenes obtenida por AFM
del patron de tamafio nanométrico construido con AuNPs inmovilizadas (Schaal et al., 2012).

En la investigacion propuesta en la RWTH Aachen se pretendi6 desarrollar ain méas
el proceso cEBL vy utilizar dichas superficies nanoestructuradas para inmovilizar
AuNS. Estas nanoestructuras expondrian especies de reconocimiento al medio
acuoso, de forma similar a las AuNS dispersas coloidalmente, pero estarian
inmovilizadas y por lo tanto serian adecuadas para permitir la construccion de
nanodispositivos de biodeteccion. Esto requerira la transferencia del proceso de
litografia del silicio a sustratos Opticamente transparentes y, al mismo tiempo,
electronicamente conductores, a fin de permitir la deteccion éptica de los eventos de
union entre las AuNS inmovilizadas y los biomarcadores y evitar la perturbacion de
la carga electrénica del sustrato durante la irradiacion con el haz electrénico,
respectivamente. Esto se realizara mediante la sustitucion del silicio por el éxido de
indio y estafio (ITO por sus siglas en inglés) en el proceso litogréfico. De esta forma,
se propone inmovilizar las nanoestrellas en superficies con patrones de tamafo
nanométrico de ITO generadas por cEBL. Estas superficies se forman mediante la
inmovilizacién de una monocapa de un sulfonilfenilsilano sobre un sustrato de vidrio
de ITO, al que posteriormente se bombardea con un cafién de electrones en los
sectores deseados para producir la reduccion selectiva superficial de los grupos
sulfonilos, generando un estabilizante del tamafio y forma deseada con grupos tioles,
gue pueden inmovilizar nanoparticulas de oro (Gilles et al., 2014; Schaal et al., 2012;

Schaal & Simon, 2013).
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1.7 Propuesta

En este trabajo se propuso estudiar la obtencién de nanosistemas mediante la
estabilizacion y funcionalizacion de la superficie altamente inestable de AUNS como
plataforma para potenciales aplicaciones biomédicas. Tres nanosistemas fueron
estudiados: el resultante de la funcionalizacion de AuNS con ciclodextrinas
poliméricas para la carga y monitoreo de farmacos; el nanosistema de la union de
especies de reconocimiento de agregados del péptido AB a la superficie de AUNS
para su potencial mejora en la deteccién; y la generacion de nanodispositivos
mediante la inmovilizacion de AuNS sobre superficies de patrones nanométricos

generados por litografia de cafién de electrones.
1.8 Hipotesis

Es posible obtener sistemas basados en nanoestrellas de oro biofuncionalizadas que
contengan polimeros cationicos de B-ciclodextrina para el transporte de farmacos, el
péptido D1 para la deteccion de fibras de B-amiloide y ligando organicos para la
inmovilizacion sobre superficies con patrones nanométricos de ITO para la

generacion de nanodispositivos.
1.9 Objetivos

1.9.1 Objetivo general

Obtener nanosistemas basados en nanoestrellas de oro a través de la estabilizacion
y funcionalizacion de su superficie con polimeros catidénicos de [B-ciclodextrina,
péptido D1 y ligandos organicos, para su potencial aplicaciéon en: transporte de
farmacos, deteccion de un biomarcador de Alzheimer, y preparacion de

nanodispositivos para deteccidn, respectivamente.
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1.9.2 Objetivos especificos

Obtener nanoestrellas de oro utilizando métodos de sintesis quimicos.
Evaluar y aumentar la estabilidad en solucion de las nanoestrellas de oro de
diferentes morfologias obtenidas.
Funcionalizar la superficie de nanoestrellas de oro con :
a. polimeros cationicos de [-ciclodextrina para la obtenciébn de un
nanosistema para la carga simultanea de feniletilamina y piperina.
b. péptido D1 para el reconocimiento y deteccibn mediante fluorescencia
aumentada por superficie de agregados de B-amiloide.
Inmovilizar nanoestrellas de oro sobre superficies con patrones de tamafio

nanomeétrico de ITO generadas por litografia quimica de cafién de electrones.
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Sintesis de nanoestrellas de oro

2.1 Metodologias sintéticas de nanoestrellas de oro

El primer objetivo del proyecto involucrd el estudio de la sintesis de AuNS con
cambios en morfologia a través de 3 métodos quimicos. De esta forma, se pretendia
comprender los procesos y desarrollar las habilidades necesarias para obtener
nanoparticulas anisotrépicas con distintas propiedades, para su potencial aplicacion
en distintos campos. Las metodologias propuestas se basan en el uso de 3 tipos de
reductores diferentes: hidroxilamina (NH.OH), amortiguadores de Good y &cido
ascorbico (CeHsOsg) (Chandra et al., 2016; Luca Minati et al., 2014; Yuan et al., 2012).
La primera sintesis, basada en hidroxilamina, fue reportada por Minati y
colaboradores en el afio 2014, y es una metodologia rapida (Luca Minati et al., 2014).
La hidroxilamina es una molécula pequefia producida naturalmente en el proceso de
nitrificacion. Posee un gran poder reductor dependiente en gran medida del pH. A
menudo, es usada para preparar oximas y acidos oxamicos desde las cetonas o
aldehidos correspondientes, o0 en la tiolacion especifica de aminas primarias en
anticuerpos. Los autores reportan en este trabajo que el proceso de reduccion y

crecimiento de la nanoestructura requiere menos de 1 segundo, formando AuNS sin
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el uso de tensioactivos. Este proceso es fuertemente dependiente del pH, siendo el

indicado el pH 12.

H:12
NH,OH + HAuCl, = Au®(AuNS) + especies oxidadas

El papel de la hidroxilamina es la reduccion de los cationes de oro y el
direccionamiento en el proceso de nucleacion, para generar una nanoestrella de
aproximadamente 80 nm, con muchos brazos pequefios con puntas, similares a las
AuNS nanoerizadas.

La segunda sintesis fue reportada por Chandra y colaboradores en 2016 (Chandra
et al., 2016), y se basa en el uso como reductores de algunos de los llamados
amortiguadores de Good, que son especies tampones de pH aptos para su uso en
investigacion bioquimica y biolégica debido a su excelente biocompatibilidad,
descritos por Norman E. Good y colaboradores (Ferguson et al., 1980; N. E. Good &
lzawa, 1972; Norman E. Good et al., 1966). Las especies usadas fueron Acido 3-(N-
Morfolino)propanesulfénico (MOPS), Acido 2-[4-(2-Hidroxietil)piperazin-1-illetano-1-
sulfénico (HEPES) y Acido 3-[4-(2-Hidroxietil)piperazin-1-iljpropano-1-sulfénico
(EPPS) a pH 7 para reducir los cationes de oro, producir la nucleacién, el
direccionamiento y la estabilizacién de las AuNS obtenidas. La sintesis demora un

tiempo de 30 minutos aproximadamente.

H:7
MOPS,HEPES,EPPS + HAuCl, il Au®(AuNS) + Especies oxidadas

Se reporto la obtencién de nanoestrellas de una morfologia con un ndcleo concéntrico
pequefio y algunos pocos brazos més grandes que el centro. La cantidad de brazos
y su longitud pueden ser modificados de acuerdo con el reductor usado y su
concentracion. La modulacién del plasmoén es la caracteristica mas importante

reportada por los autores.
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Por ultimo, la tercera sintesis se basa en un método de dos pasos a través de un
crecimiento de semillas reportado por Yuan y colaboradores (Yuan et al., 2012). El
primer paso consiste en obtener “semillas” de nanoesferas de oro de un tamafio de
menos de 10 nm, a través del método de Turkevich, usando citrato como reductor y
estabilizador. Posteriormente, se usa acido ascorbico como reductor y nitrato de plata
para inducir la formacion de nanoestrellas. Estas dos especies son comunmente
usadas en la formacién de nanoparticulas isotrépicas y anisotrépicas, modulandose

Gnicamente su concentracion y relacién molar.

(1) NazC¢Hs0, + HAuCl, - Au®(AuNPs) + especies oxidadas

(2) CeHgOg + AgNO3 + Au® (AuNPs) - Au® (AuNS) + especies oxidadas

Se reporté un tamafio de AuNS superior a 100 nm con una forma similar a una
dendrita. Normalmente los métodos de crecimiento de semillas involucran un control
Optimo en los pardmetros de la reaccién y, por lo tanto, un gran control de la

morfologia, tanto en la forma como en el tamafio.

2.2 Sintesis realizadas de nanoestrellas de oro

La sintesis de AUNS con cambios en morfologia a través de las metodologias antes
descritas se confirmé mediante espectroscopia UV-visible. Esta técnica permite
evaluar las propiedades épticas de las nanoparticulas proporcionando informacion
preliminar sobre su tamafio, su forma o estado de agregacion, ya que la resonancia
del plasmon superficial esta estrechamente ligada a la interaccion de la radiacion
electromagnética con los electrones superficiales de las diferentes secciones de cada
nanoestructura (De Puig et al., 2015; Kooij et al., 2012). De esta forma, es posible
estimar el tamafio de nanoesferas de oro, Unicamente conociendo el valor del

méximo de absorbancia de la banda plasmodnica en el espectro UV-visible, dado que
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es una morfologia isotropica, y que su plasmon es Unicamente dependiente del
didmetro de su estructura, como se muestra en la figura 12 (a) (Elahi et al., 2018;
Jain et al., 2006). En nanoparticulas anisotrdpicas, si la estructura presenta 2 0 mas
secciones de tamafio diferente, se representan dos méaximos de absorbancia en la
banda plasmodnica. Por ejemplo, en la figura 12 (b) se muestra como los 2 maximos
de absorbancia del plasmon de nanobarras de oro estdn asociadas a la seccion

longitudinal (mayor) y a la seccion transversal (menor), respectivamente.
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Longitudinal Surface Plasmon Resonance (L-SPR)  Transversal Surface Plasmon Resonance (T-SPR)

Figura 12. Esquema que diagrama la interaccion de la luz con los electrones superficiales de
(a) una nanoesferas de oro y (b) una nanobarra de oro, y como esto afecta sus maximos de
absorbancia en el espectro UV-visible.

La figura 13 corresponde a los espectros de absorbancia UV-visible de las
nanoestrellas sintetizadas. Podemos observar como el méaximo de todos los
plasmones de las nanoestructuras obtenidas son mayores a 520 nm, asociados
normalmente a nanoesferas de oro. La variabilidad tanto en los maximos de
absorbancias como en los anchos de banda medio de los diferentes plasmones nos
da unaidea de la diversidad de estructuras que fue posible obtener. Para esto, fueron

estudiadas diferentes condiciones de sintesis para cada proceso, como el pH, el
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potencial y la naturaleza quimica del reductor, la relaciobn reductor/oro, las

condiciones de lavado, entre otras.
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Figura 13. Espectro de absorbancia de AuNS sintetizadas a través de distintos métodos:
reduccion con hidroxilamina (ultrarrapido, linea azul), tampones de Good con diferentes
condiciones de sintesis (lineas negras punteadas y linea continua) y métodos de crecimiento
de semillas (linea roja).

Una banda de baja intensidad cercana a 520 nm, asociada a las AuNS sintetizadas
con los amortiguadores de Good, indicaria la presencia de nanoesferas en alguna
etapa de los procesos sintéticos. Esto puede deberse a que la morfologia de las
nanoestrellas podrian poseer un centro esférico, que actia como una seccion
diferente o la obtencion de nanoesferas como subproducto (Chandra et al., 2016; L.
Minati et al., 2015; Yuan et al., 2012).

Este estudio permitid la obtencion de sistemas de caracteristicas plasmonicas
diferentes, lo que es especialmente relevante para bioaplicaciones en terapia
fototérmica o aumento espectroscopico por superficie, entre otros. Yuan vy
colaboradores, describen que en este tipo de morfologias el desplazamiento del
plasmén hacia el rojo indicaria que los brazos o puntos de estos sistemas crecen,

siendo esto eje fundamental de su comportamiento plasmoénico (Yuan et al., 2012).
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En el espectro podemos observar cémo los maximos de los plasmones se sitlan
entre los 600 y 1000 nm, la mayoria situados dentro de la ventana biolégica.
Recientemente, simulaciones computacionales del campo eléctrico, dependientes
del tiempo, muestran intensificacion del campo eléctrico de nanoestrellas en sus
puntas, cuando esta alineada con la luz polarizada incide, favoreciendo intercambiar
selectivamente el ligando (Coughlin et al., 2021). Para un disefio apropiado de un
nanomaterial, el criterio de eleccion de estas caracteristicas se vuelve fundamental.
Tanto los maximos de absorbancia del SPR, como el ancho de banda media, se

observan en la figura 14.
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Figura 14. Grafico de longitud de onda de absorbancia maxima (estrellas) y ancho de banda
medio (esferas) del plasmén de AuNS de la figura 13 segln el reductor usado (y la relacién
molar reductor/oro para sintesis con el mismo reductor).

Como un primer acercamiento a la sintesis de estos nanosistemas, podemos
observar que los maximos de absorbancia son diferentes para cada reductor o
metodologia, e incluso para diferentes relaciones de reductor/oro en el caso particular

de EPPS. La primera metodologia, sintesis con NH,OH, genera nanoestructuras con
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una banda plasmonica centrada en 640 nm aproximadamente, sin presencia de
maximos de absorbancia cercanos a 520 nm. Se ha descrito que nanoesferas de oro
de 100 nm de diametro presentan un plasmén en 550 nm aproximadamente (Bastus
et al., 2011), lo que significa un primer indicio de la obtencion de una morfologia
anisotrépica. Para la segunda sintesis, las AUNS obtenidas con HEPES, MOPS y
EPPS con relaciones 400:1 y 1500:1 de reductor/oro presentaron maximos de
absorbancia de 670, 720, 740 y 770 nm, respectivamente. Por Ultimo, la sintesis
mediante crecimiento de semillas provee de AuNS con el maximo de absorbancia
mas desplazado hacia el infrarrojo con un valor de 870 nm. El ancho de banda medio
de los plasmones nos entrega informacién relevante respecto de la polidispersidad
de las nanoestructuras, mientras mayor sea su valor, mayor sera la polidispersidad
de la muestra y, por lo tanto, mayor deberia ser la desviacién estandar del tamafio.
En el caso de las metodologias ultrarrapida y por crecimiento de semillas, las AUNS
presentan los mayores valores de polidispersidad, mientras que para la sintesis con
los amortiguadores de Good las nanoestructuras presentan una polidispersidad
menor. De esta forma se decidio trabajar solo con 2 metodologias sintéticas para la
construcciébn de los dispositivos propuestos debido principalmente a sus
caracteristicas optoelectronicas y estabilidad, la sintesis con NH,OH y la sintesis con

EPPS en una relacién 400:1 de reductor/oro.

2.2.1 Sintesis de nanoestrellas de oro con NH:2OH

La reproducibilidad de la sintesis ultrarrapida de AuNS se demostré mediante

espectroscopia UV-visible, como se observa en la figura 15.
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Figura 15. Espectro de absorbancia de AuNS sintetizadas con NH,OH (n=3).

Si bien la sintesis de AuNS con NH>OH es sencilla y requiere poco tiempo, las
nanoestructuras resultantes son altamente inestables y el éxito al obtenerlas
depende en gran medida de mantener estrictamente constantes las condiciones
como temperatura y pH. El estudio de estas condiciones de sintesis permitio la
obtencion de AuNS de manera reproducible. EIl maximo de absorbancia principal esta
asociada al plasmoén de la seccion completa de las AuNS, encontrandose a 639+5
nm. Por el rango de energia permitiria sus potenciales aplicaciones biol6gicas. No se
observaron otros maximos de absorbancia cercano a 520 nm, lo que permite inferir
la ausencia de nanoesferas como subproductos (Chandra et al., 2016; Luca Minati et
al., 2014). El ancho de banda medio del plasmén asociado fue de 275+25 nm
caracteristico de la AuNS preparadas por este método, indicando una alta
polidispersidad de tamafios que podria referirse al tamafio de la nanoestructura
completa o a la presencia de los brazos (Luca Minati et al., 2014; Wu et al., 2016).
La dispersion de nanoestrellas tiene un color azul profundo, como se observa en la

figura 16.
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Figura 16. Fotografia de un vial que contiene la dispersion de nanoestrellas de oro recién
sintetizadas.

Si bien es posible obtener las nanoparticulas anisotrépicas, su estabilidad limita sus
aplicaciones. Transcurridas las dos horas de la sintesis las AUNS se agregan
irreversiblemente en el fondo del recipiente sin posibilidad de ser resuspendidas. Fue
posible obtener imagenes de micrografia electrénica antes de que el sistema se
agregara, para confirmar la morfologia de la nanoestructura. En la figura 17 se
observa una micrografia de microscopia electrénica de barrido (SEM) de una gota
diluida de la dispersion obtenida inmovilizada momentos después de la sintesis.
Las AuNS sintetizadas mediante este método fueron caracterizadas por dispersion
dindmica de la luz y potencial Z, obteniendo los valores resumidos en la tabla 1.
Tabla 1. Didametro hidrodindmico, indice de polidispersidad (PDI) y potencial Z de

nanoestrellas de oro sintetizadas con NH,OH.
Sistema Diametro hidrodindmico (nm) PDI Potencial Z (mV)

AUNS 128422 0,320 —55+4

El diametro hidrodinamico es de 128 nm, lo que significa que las nanoestructuras
tienen un tamafio bastante grande en comparacion con las AuNS sintetizadas con
amortiguadores de Good. El indice de polidispersidad observado también es superior
a la media de AuNPs esféricas, que ronda valores cercanos a 0,2. Esto podria

explicarse por la irregularidad de la morfologia en si. El potencial Z es de -55 mV,
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insuficiente para que las nanoestructuras se repelan entre si, lo que provoca que se

desestabilicen al cabo de un par de horas.

HV mag O | det | HFW WD |spot| —mm
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Figura 17. Micrografia de SEM de AuNS sintetizadas con NH,OH.

Un proceso importante es el proceso de lavado mediante centrifugacion. Se
estudiaron las siguientes condiciones de centrifugacion: la fuerza de centrifugaciéon
fue de 1400 a 7670 g, mientras que el tiempo fue de 5 a 15 minutos. Sin embargo,
no fue posible centrifugar las AuNS y después resuspenderlas. Cuando son
centrifugadas a cualquier condicion, las particulas se agregan irreversiblemente. De
esta forma las AuNS sintetizadas por este método, no pueden ser lavadas
separadamente del resto de reactivos de sintesis, y esto ademas limita sus
posteriores aplicaciones, porque no es posible estabilizarles con otras especies o
funcionalizar su superficie. Aunque el primer objetivo se cumple, porque las
nanoestrellas son sintetizadas observandose un plasmén a 640 nm y una morfologia
de erizo de gran tamafio, con una carga superficial altamente negativa y un diametro
hidrodindmico mayor que 100 nm, al no poder ser centrifugadas y no permanecer

estables por mas de 2 horas, se limita en gran medida su posterior aplicacion.
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2.2.2 Sintesis de nanoestrellas de oro con un amortiguador de Good

La reproducibilidad de la sintesis de AuNS con EPPS en una relacion 400:1 de
reductor/oro se confirmd mediante espectroscopia UV-visible, evaluando sus
plasménicas. En la figura 18 se muestra el espectro UV-visible de AUNS con un
namero de muestras igual a 5, donde las nanoestructuras presentan dos maximos de

absorbancia.
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Figura 18. Espectro de absorbancia de AuNS sintetizadas con EPPS en una relacion 400:1
de reductor/sal de oro (n=5).

La banda principal estaria asociado al plasmén de la seccion completa de las AuNS,
de punta a punta, encontrandose a 738+13 nm. Por el rango de energia en el que se
encuentra, dentro de la ventana biolégica, permitiria que el sistema fuera adecuado
para aplicaciones biolégicas. El segundo méaximo de absorbancia se encuentra a
324+6 nm, indicando la presunta presencia de clusters de oro como subproducto
(Negishi et al., 2005; Turkevich et al., 1951; Wilcoxon et al., 1998). El ancho de banda

medio del plasmon asociado fue de 23318 nm. Se observé un hombro a 534 nm, lo
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que demuestra la presencia de nanoesferas como subproductos o como parte de su
morfologia (Chandra et al., 2016; Luca Minati et al., 2014).

Las micrografias de SEM, figura 19, evidencian la interferencia de una gran capa
organica sobre las AuNS y un evidente estado de aglomeracion. Se observa una
morfologia de pequefios nucleos esféricos y de uno a tres brazos grandes que
sobresalen desde el centro. Una alta concentracion del reductor/estabilizante EPPS
es requerida para producir la reaccién y sintesis de nanoestrellas, tanto como su
estabilizacion. Sin embargo, si posterior a la sintesis, el remanente no es removido
provoca la aparicion de agregados organicos que desestabilizan las AuNS, producen

su agregacion irreversible e interfieren en la definicién de las micrografias.

Figura 19. Micrografias SEM de AuNS estabilizadas con EPPS, tal como se sintetizaron,
con las magnificaciones de: (A) 150 KXy (B) 250 KX.

Se estudié el proceso de lavado para remover el exceso de reductor de la solucion
coloidal de AuNS. Los procesos de centrifugacion descritos para nanoparticulas de
esta morfologia altamente inestable plantean el uso de bajas fuerzas de
centrifugacion que rondan los 2650 g, y periodos cortos de tiempo de 5 a 10 minutos
(Chandra etal., 2016; Luca Minati et al., 2014). Sin embargo, el nanosistema obtenido
pudo someterse a mayores velocidades y tiempos de centrifugacion. La figura 20 (A)
corresponde al espectro de absorbancia de las AuNS tal como se sintetizaron, del
sobrenadante obtenido luego del proceso de centrifugacion y las AuNS obtenidas

resuspendidas en agua en las condiciones dptimas de centrifugacion. La mantencion
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de la banda del plasmén asociado a AuNS, asi como su ancho de banda medio indica
que no hay cambios de las caracteristicas plasmonicas, lo que sugiere que no existen
cambios morfolégicos. EI maximo de absorbancia a 738 nm permanece en el
sobrenadante en todas las condiciones estudiadas. Si se considera la absorbancia
original y la de AuUNS centrifugadas se puede calcular la persistencia de
concentracion del proceso. En la figura 20 (B) se observa la persistencia de
concentracién del proceso de lavado a través de centrifugacién. Las condiciones
estudiadas fueron: una fuerza de centrifugacion de 2650 a 7670 g y un tiempo de 10
minutos hasta los 15 minutos (Los graficos usados para construir la figura 20 (B) se

encuentran en material suplementario, S1).
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Figura 20 (A) Espectro de absorbancia de AuNS tal como se sintetizaron (linea
discontinua), el sobrenadante obtenido luego del proceso de centrifugacion (linea punteada)
y las obtenidas al ser resuspendidas en agua (linea continua). Las condiciones de
centrifugacion fueron 7670 g x 15 min (Se demarca en azul el sector del plasmon asociado a

AUNS y en rojo a los clusters). (B) Grafico de barras de la persistencia de concentracion
medidas respecto de las condiciones de centrifugacion.

Las condiciones 6ptimas de persistencia de concentracion luego del proceso de
centrifugacion se observan en las condiciones 7670 g x 15 min, por lo que fue
seleccionada. Por otro lado, el pico a 324 nm se pierde en el proceso de
centrifugacion, observandose en el sobrenadante, pero no en las AuNS
centrifugadas. Dado que, presuntamente este pico se debe a pequefios clusters
sintetizados como subproducto, y debido a su tamafio en comparacién con

nanoestrellas no pueden ser arrastrados en el proceso de centrifugacion. Por lo tanto,
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el proceso de centrifugacion no sélo eliminaria el exceso de reductor necesario para
sintesis, sino que también eliminaria los subproductos no deseados como estos
clusters. En la figura 21 (A) podemos observar una micrografia del sobrenadante,

luego del proceso de lavado de AuNS.

Figura 21. Micrografias de (A) sobrenadante derivado del proceso de lavado de AuNS, (B)
AUNS centrifugadas.

No es posible obtener una mejor calidad de imagen, dado la alta concentraciéon de
EPPS remanente de la sintesis de AuNS. También es posible apreciar subproductos
como pequefias esferas y puntos, sugiriendo la presencia de clusters en el
sobrenadante, que serian responsables del pico a 324 nm (Negishi et al., 2005;
Wilcoxon et al., 1998).

El proceso de lavado permitié remover los subproductos y reactivos en exceso de la
sintesis y purificar el sistema, permitiendo obtener micrografias SEM como se
observa en la figura 21 (B). La morfologia es apreciable en las imagenes, ndcleos
pequefios esféricos concéntricos con brazos que sobresalen desde el centro, de
manera irregular en tamafio y cantidad. Si bien, es posible determinar el tamafio de
algunas particulas aisladas, la mayoria del conjunto permanece aglomerado.

Las propiedades fisicoquimicas como pH, potencial Z y diametro hidrodinamico del
sistema coloidal revelan interesantes diferencias posteriores al proceso de lavado por

centrifugacion. Estos datos se encuentran resumidos en la tabla 2.
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Tabla 2. pH, potencial Z, conductividad, diametro hidrodinamico e indice de polidispersidad
(PDI), de nanoestrellas de oro de sintesis y centrifugadas.

Potencial Z Conductividad Diametro

AUNS —pH ) (mS/cm)  hidrodinamico (nm) PDI
De sintesis 7 -35+19 1,18+0,05 56+25 0,51
Centrifugadas 5 -39+5 0,01+0,01 89+44 0,34

La solucion de AuNS centrifugadas posee un menor pH, que las de sintesis donde
se fija el pH en neutro. El efecto del pH en la estabilizacion que proveen los tampones
de Good a las AuNS sintetizadas ha sido discutido en literatura (Chandra et al., 2018;
Xi & Haes, 2019). A medida que el pH disminuye en la solucién, los amortiguadores
de Good se protonan en el anillo piperazinico perdiendo capacidad para actuar como
base de Pearson, disminuyendo la estabilidad del sistema. En este caso, observamos
en las imagenes de SEM cumulos de aglomerados de AuNS, que indicaria la posible
inestabilidad del sistema. La carga superficial aumenta ligeramente, pero la
conductividad disminuye drasticamente lo que posibilita una medida o6ptima. El
diametro hidrodindmico aumenta cuando han sido centrifugadas, probablemente
porque los subproductos de diametros mas pequefios son eliminados en el proceso.
Sin embargo, un PDI menor revela que la medicion es de mejor calidad cuando las
AuNS son centrifugadas. Esto permiti6 obtener micrografias de microscopia
electronica de transmisién de alta resolucion (HRTEM), como se observa en la figura
22.

Se puede observar una morfologia regular, también apreciable por SEM (figura 21B),
de estrellas con un nlcleo concéntrico esférico que presentan hasta cuatro puntas
gue sobresalen desde el centro con diametros irregulares. Esto hace dificil estimar
su tamafio medio. Sin embargo, se puede obtener valiosa informacién morfolégica a
través la visualizacion directa de las nanoestructuras. En general, se observa como
predominan estructuras con tres 0 menos brazos de tamafio similar y un brazo de

mayor tamario.
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Figura 22. Micrografias de HRTEM de AuNS a una tension de aceleracién de 200 kV.

De esta forma, se confirma la sintesis de AuNS a través de la metodologia con
amortiguadores de Good en una relacion reductor/sal de oro particular. Fue posible
obtener nanoestructuras con propiedades optoelectrénicas y morfologicas

apropiadas para bioaplicaciones cumpliendo el primer objetivo de este trabajo.
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Estabilizacion de nanoestrellas de oro

La siguiente actividad luego de la sintesis de AuNS de dos diferentes morfologias,
involucrd el estudio de la estabilizacion de las nanoestructuras. Las estrategias
fueron diferentes considerando las necesidades para la potencial aplicaciéon de cada
AUNS: las obtenidos con amortiguadores de Good presentan una éptima estabilidad
y es posible centrifugarlas, por lo que el estudio de estabilidad se centré en el cambio
de ligantes por especies que aumenten su aplicabilidad; y por otro lado, las obtenidas
mediante el método con NH,OH presentan una estabilidad de dos horas y no pueden
ser centrifugadas, por lo que el estudio se centré en la modificacién del proceso

sintético y el uso de ligandos para su estabilizacion.
3.1 Estabilizacion de nanoestrellas de oro sintetizadas con NH-OH

Minati y colaboradores han informado que las AuNS obtenidas utilizando
hidroxilamina como agente reductor son estables durante 2 horas sin tensioactivos
(Luca Minati et al., 2014). Se estudiaron varios ajustes menores del procedimiento de
sintesis para aumentar la estabilidad coloidal, ampliar las alternativas de
funcionalizacion y permitir el uso de los nhanomateriales generados. Se estudio la
estabilizacién de las AuNS recién sintetizadas a través del cambio de ligando por

citrato, acido mercaptoundecandico (AMUD) y HS-PEG(5000)-COOH. Ningun
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estabilizante logr6 mantener las nanoestructuras sin agregarse irreversiblemente
luego de transcurridas un par de horas, aunque cambiasen sus propiedades
superficiales como carga y didmetro hidrodinamico. Basados en diferentes trabajos
(Chandra et al., 2016; Schulz et al., 2014; Zhou et al., 2009), se propuso hacer
pequefnos cambios al proceso sintético, buscando las mejores condiciones en las que
las nanoparticulas pudiesen mantenerse estables. Entre las estrategias de
moadificacion, destacé la dilucién inmediata de las AUNS en agua para disminuir su
concentracién y evitar la agregacion. Esta estrategia aumentd el tiempo de
estabilidad hasta al menos siete dias, como podemos observar en la figura 23,
manteniéndose el plasmén durante todo ese tiempo. Este método fue un medio
rapido, sencillo y eficaz para evitar el recubrimiento de la superficie del material con
moléculas estabilizadoras que pudiesen limitar la reactividad de la superficie y el

posterior uso de las nanoparticulas.
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Figura 23. Espectro de absorbancia de AuNS sintetizadas con NH,OH donde se mide la

estabilidad durante 7 dias.

Los factores de dilucion estudiados fueron desde 2x hasta 10x, midiéndose el
diametro hidrodindmico de las AuNS en funcién del tiempo, como se observa en la

figura 24.
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Figura 24. Diametro hidrodinamico versus tiempo transcurrido desde la sintesis de AuUNS a
diferentes factores de dilucion desde 1x hasta 10x

Mientras que para las diluciones 1x y 2x, los didmetros hidrodinAmicos se disparan

desde el dia 2, para las diluciones de 3x-10x se dio lugar a AuNS estables durante 7

dias. Para decidir que dilucion utilizar se caracterizé las AUNS por espectroscopia

UV-visible, y se observaron las propiedades plasmonicas como maximos de

absorbancia y el ancho de banda media, que se muestra en la figura 25.
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Figura 25. Absorbancia méxima (izquierda) y ancho de banda del plasmén (derecha) de
AUNS en solucidn coloidal a diferentes factores de dilucion.
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El mayor maximo de absorbancia y el menor ancho de banda del plasmén se observé
en la muestra con un factor de dilucién de 3x, lo que indica una mayor concentracién
y una distribucion de tamafio menor que en las otras muestras; por lo tanto, este
factor de dilucion se utilizoé en el procedimiento optimizado. Una de las propiedades
mas interesantes que se obtuvo al diluir las dispersiones coloidales de AuNS fue la
aglomeracion gradual en el fondo del recipiente, similar a la agregacién de
nanoparticulas, proceso que puede ser completamente revertido mediante agitacion.

Este proceso es esquematizado en la figura 26.

Sonicacion

Figura 26. Esquema y fotografias que muestran el proceso de aglomeracion y resuspension
de AuNS. A laizquierda las nanoparticulas aglomeradas en el fondo del recipiente, a la
derecha luego de ser resuspendidas por sonicacién.

Este proceso puede ser caracterizado a través de las propiedades plasmoénicas de
las AuNS mediante espectroscopia UV-visible. La figura 27 muestra la pérdida del
plasmon de las AuUNS progresivamente durante 8 horas debido a la aglomeracién y
la recuperacion de la sefal de resonancia plasmonica al valor inicial tras la
resuspension posterior por sonicacion.

La figura 28 muestra las micrografias SEM de AuNS después del proceso de
aglomeracion, demostrando que las nanoparticulas no pierden su morfologia. Este

proceso puede repetirse a lo menos durante tres dias consecutivos.
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Figura 27. Espectro de absorbancia de AuNS diluidas a 3% durante el proceso de
aglomeracion a 0 h (linea continua negra), 1h, 2h, 3h, 4h, 8h (lineas azules punteadas) y
finalmente posterior a la resuspension mediante sonicacion realizada a las 8 h (linea azul

continua).

Figura 28. Micrografia SEM de AuNS diluidas a 3x aglomeradas, con una imagen de
acercamiento.

La estrategia de resuspension de las AuNS no es trivial. Asi, se compararon dos
métodos para resuspender las AuNS previamente aglomeradas: la sonicacion y la
agitacibn mecanica. Las cargas superficiales de las soluciones coloidales

resuspendidas fueron de -49+3 mV en el caso de la sonicacién y de -55+2 mV en el
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caso de la agitacibn mecénica. Los didmetros hidrodindmicos fueron de 121+18 nm
en el primer método y de 249+49 nm en el segundo, y los indices de polidispersidad
fueron de 0,22 y 0,34, respectivamente. Los espectros UV-visible, figura 29,
mostraron un aumento de la absorbancia, un desplazamiento hipsocromico y un

menor ancho de banda del plasmén en las nanoparticulas obtenidas por sonicacion.
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Figura 29. Espectro de absorbancia de AuNS diluidas a 3%, aglomeradas y resuspendidas
mediante resuspension mecanica y sonicacion.

Por lo tanto, el método de agitacibn mecanica no fue suficiente para disgregar la
solucién coloidal después de la aglomeracién, mientras que el método de sonicacion
logré una resuspension eficiente. Asi, la sonicacion se utilizé para el lavado y la
funcionalizacién de la superficie de las AuNS simultdneamente. El estudio de la
estabilizacion mediante la aglomeracion y resuspension permitié obtener éptimas

micrografias de HRTEM, observadas en la figura 30.
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Figura 30. Micrografias de HRTEM e histograma de AuNS diluidas a 3x a una tension de
aceleracion de 200 kV.

El histograma de las micrografias muestra un tamafio promedio de AuNS de 83+30
nm. Las AuNS tienen una morfologia erizada con un nudcleo esférico poco definido
de gran tamafio. La morfologia altamente erizada propiciaria su uso basado en
SERS. De esta forma, fue posible cumplir con el objetivo especifico propuesto para
esta morfologia, el estudio de la sintesis y estabilizacion de AuNS sintetizadas por el
método ultrarrpido, que fue logrado en base a la utilizacion del factor de dilucion
como paso clave, para sus posteriores aplicaciones. La funcionalizacion de estas
nanoestructuras fue estudiada y descrita en el posterior capitulo de este trabajo de

investigacion.
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3.2 Estabilizacion de nanoestrellas de oro sintetizadas con un amortiguador
de Good

La variacion en las propiedades fisicoquimicas de la solucién coloidal de AUNS y las
micrografias de SEM, observadas en la seccion 2.3, permite entender la estabilidad
que presentan las AuNS respecto del proceso de lavado. Sin embargo, el EPPS no
puede ser considerado un ligando versétil para multiples aplicaciones por la baja
estabilidad que provee y ya que no funciona como ligando soporte para otras
especies funcionalizantes (Chandra et al., 2018). En este sentido, para obtener AUNS
con diferentes propiedades como estabilidad, didmetro hidrodinamico y carga
superficial se propone cambiar el ligando por distintas especies. Los ligandos que se
propone estudiar son: citrato, como ligando de interaccion débil de carga negativa
(Al-Johani et al., 2017; Bastus et al., 2011); CTAB, como ligando de interaccion fuerte
y carga positiva (Abdullah et al., 2018; Fenger et al., 2012); y trifenilfosfina
monosulfonato (TPPMS), como ligando de interaccién media del tipo r, con escasa
carga negativa (Benyettou et al., 2020; Y. Pan et al., 2007). Un esquema ilustrativo

de este estudio se muestra en la figura 31.
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Figura 31. Esquema resumen del estudio de cambio de ligante de AuNS propuesto de EPPS
(ligando original) por citrato, CTAB y TPPMS.
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Los ligandos fueron intercambiados siguiendo el protocolo de lavado por

centrifugaciéon. El espectro de absorbancia UV-visible de AuNS con los distintos

ligandos se observa en la figura 32.
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Figura 32. Espectro de absorbancia de los sistemas: AUNS-EPPS (linea negra continua),
AUNS-CTAB (linea verde discontinua), AUNS-TPPMS (linea azul discontinua) y AuUNS-
citrato (linea roja discontinua).

Ademas, las propiedades fisicoquimicas como carga superficial y diametro
hidrodinamico de las AuNS con los nuevos ligantes fueron medidos, observandose
el andlisis de estos datos que son resumidos en la tabla 3.
Tabla 3. Variacion de la longitud de onda de absorbancia maxima del plasmon (AAmax),
potencial Z, didmetro hidrodindmico y indice de polidispersidad (PDI) de nanoestrellas

estabilizadas con EPPS, citrato, CTAB y TPPMS.
Potencial Z Diametro

Estabilizante = AAnax (mV) hidrodinamico (nm) PDI
EPPS -39+7 89444 0,33+0,05
CTAB 19742 55+16 54+24 0,65+0,01
TPPMS 11+4 -56+11 61+29 0,55+0,01
Citrato 312 -44+11 78+35 0,34+0,04

Como se puede observar, ocurren cambios interesantes en el plasmén de las

nanoestrellas cuando se cambia el ligante. Cuando se cambi6 el EPPS por citrato se
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observa que hay un pequefio corrimiento batocromico de 3 nm del plasmén, sin
embargo, el cambio mas notable es el aumento de la absorbancia en zonas cercana
al 1000y 1100 nm, lo que en literatura se asocia a la aglomeracion e inestabilidad de
nanoparticulas (Chandra et al., 2016; Xi et al., 2018). La carga superficial se vuelve
considerablemente mas negativa, lo que concuerda con la mayor carga del citrato
respecto del EPPS, y el didmetro hidrodindmico disminuye mientras que la
polidispersidad aumenta. El TPPMS en cambio aumenta la estabilidad de las AuUNS
por varias semanas. En este caso, se observa un desplazamiento batocrémico de 11
nm, pero una disminucién de la absorbancia en el sector de 1000 al 1100 nm.
Ademas, la carga superficial se vuelve mas negativa que citrato, sugiriendo que se
ha producido el cambio de estabilizante.

Cuando se estabiliza AUNS con CTAB, se observan los cambios mas drasticos en
las propiedades optoelectronicas y superficiales. Este efecto fue monitoreado por
espectroscopia UV-visible en la figura 33, donde se observa la progresiva
transformacion del plasmén de la nanoestructura desde 738 nm para EPPS, hasta

520 para la nueva morfologia.
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Figura 33. Espectro de absorbancia de los sistemas: AUNS-EPPS (linea negra continua),

AUNS-CTAB durante el tiempo (linea verde punteada), y finalmente AUNS-CTAB definitivo
(linea verde continua).
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El plasmon sufre un desplazamiento hipsocromico total de 197 nm, observandose su
pico en 520 nm como una nanoesfera de oro. El drastico cambio de carga superficial
hacia un valor positivo, lo cual sugiere el cambio de estabilizante, el cambio del
diametro hidrodindmico y polidispersidad sugiere la ocurrencia de un cambio en la
morfologia de la nanoestructura. De forma similar, se realiz6 el andlisis de las
micrografias HRTEM para las nanoestructuras estabilizadas con los nuevos ligantes.
La figura 34 muestra las micrografias de los sistemas (A) AuNS-citrato, (B) AUNS-

CTAB y (C) AuNS-TPPMS.
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Figura 34. Micrografias de (A) AuNS-citrato, (B) AUNS-CTAB, y (C) AuNS-TPPMS de
HRTEM a una tension de aceleracion de 200 kV.

48



Para las nanoestrellas estabilizadas con citrato, se observa que fundamentalmente
la morfologia se mantiene como un ndcleo concéntrico y brazos que sobresalen
desde el centro, presentando en una primera instancia un mayor grado de
aglomeracion, observando algunas nanoparticulas estrechamente cercanas unas de
otras y zonas mas oscurecidas, indicando una mayor densidad de material,
posiblemente debido a esa cercania.

Para CTAB se observa, lo que, sin duda, representa el mayor cambio de morfologia
en este estudio, pasando desde una morfologia estrellada irregular hacia
nanoesferas de oro de diferentes tamafios. Este efecto ya ha sido reportado para
otras sintesis de nanoestrellas, pero no en estos sistemas en particular (Rodriguez-
Lorenzo, Romo-Herrera, et al., 2011). El efecto llamado “Ostwald ripening” o
maduracién de Ostwald, produce la reacomodacién de los atomos de oro que
componen a la nanoestructura debido a la oxido-reduccion y estabilizacién del
ligando que prioriza morfologias esféricas para aumentar su &area de contacto
(Kabalnov, 2001; Voorhees, 1985).

Por ultimo, para TPPMS observamos que la morfologia se mantiene, las estructuras
presentan brazos de tamafios mas uniformes y similares, respecto de las AuNS
estabilizadas con citrato. Una mayor cantidad de nanoestructuras es apreciable en
las micrografias debido a que el TPPMS estabiliza de mejor manera a las AuNS, por
lo que es posible obtener una mayor concentracion en solucion. EI TPPMS es un
ligando habitualmente usado en la estabilizacion de clusters de oro, pero también se
ha propuesto para estabilizar AUNPs. Sin embargo, este es el primer estudio respecto
del uso de este ligando en la estabilizacién de AuNS.

Un aspecto importante en el analisis de la estabilidad de nanoestructuras es el pH de
la solucion. La mayoria de los ligandos funcionan Optimamente a valores de pH
superiores a 7, debido que a predominan las especies en sus formas cargadas

negativamente. No es trivial que una nanoparticula sea estable a pH &cido, y resulta
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de muy alta utilidad que las AuNPs pudiesen mantenerse estables en estas
condiciones. En este aspecto, los ligandos EPPS, TPPMS y citrato fueron estudiados
a distintos pH mediante espectroscopia UV-visible, potencial Z y dispersién dinamica
de la luz. La longitud de onda de absorbancia maxima de los plasmones de las AUNS

estabilizadas con EPPS, TPPMS y citrato respecto del pH se muestra en la figura 35.
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Figura 35. Gréfico de la longitud de onda de absorbancia méxima de la banda plasménica
respecto del pH en la solucién de los sistemas: AUNS-EPPS (cuadrados negros), AuNS-

TPPMS (triangulos azules) y AuNS-citrato (circulos rojos). Se demarca el rango de
plasmones para AuNS (azul) y para nanoesferas de oro (rojo).

Ademas, el diametro hidrodindmico y el potencial Z fueron caracterizados para AUNS
estabilizadas con EPPS, citrato y TPPMS a diferentes a valores de pH, y se muestran
en la figura 36. Podemos observar como las AuNS estabilizadas con EPPS cambian
de morfologia en un proceso similar al que ocurre con AuNS estabilizadas con CTAB,
pero sélo en condiciones de pH inferior a 3,5. Se observa el corrimiento del maximo
de absorbancia desde 740 a 520 nm. Este efecto también ha sido descrito para AUNS
estabilizadas con HEPES (Xi & Haes, 2019). El diametro hidrodindmico disminuye
cuando ocurre el cambio de morfologia, efecto que se relaciona con la maduracion
de Ostwald. Se observa la desestabilizacion para el caso de las AuNS estabilizadas

con citrato. Podemos observar como a pH acido, la nanoparticula sufre un corrimiento
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hipsocromico hasta 520 nm, pero cuando el pH disminuye de 3,5 se observa que las
nanoparticulas se agregan inmediatamente de manera irreversible, aumentando
drasticamente el diametro hidrodinAmico. Se observa una disminucién en la carga
superficial lo que tiene directa relacion con la disminucién de la estabilidad debido a
la disminucion de carga neta en la molécula de citrato y, por lo tanto, la pérdida de la
capacidad para interactuar con la superficie de la nanoestructura. En cambio, para
las AUNS estabilizadas con TPPMS no se observan mayores cambios en la banda
de absorbancia maximo en su espectro UV-visible cuando se disminuye o aumenta
el pH. Esta estabilidad aumenta enormemente la cantidad de aplicabilidad del
sistema. La carga superficial de TPPMS y el didmetro hidrodinamico no sufren

cambios drasticos, lo que sugiere la estabilidad del sistema.
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Figura 36. Gréaficos de (A) didametro hidrodinamico y (B) potencial Z a distintos valores de
pH de los sistemas: AUNS-EPPS (linea negra-cuadrados), AuNS-citrato (linea roja-circulos)
y AUNS-TPPS (linea azul-tridngulos).

De esta forma, se estudié y confirmé la estabilidad de AuNS usando TPPMS y a
distintos valores de pH, aumentando sus potenciales aplicaciones y cumpliendo el
primer objetivo propuesto para esta morfologia de AuNS. El estudio de la
funcionalizacion de las AuNs con biomoléculas y elementos de reconocimiento hacia

el blanco bioldgico sera descrito en el siguiente capitulo.
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Funcionalizacion de nanoestrellas de oro

Luego de estudiar la estabilidad de las AuNS sintetizadas y los procesos asociados
a la estabilizacién tales como lavado y cambio de ligante, los siguientes objetivos
corresponden a la funcionalizacién de su superficie: (1) Unién no-covalentes de
polimeros catiénicos de ciclodextrina sobre la superficie de AuNS para la potencial
aplicacion en carga y monitoreo de farmacos, (2) estabilizacion de AuNS con PEG
tiolados y modificado para el anclaje covalente de especies con funciones
especificas, y (3) funcionalizacién de AuNS a través de estrategias covalentes, con
el péptido D1 para la potencial aplicacion en terapia y deteccién de Alzheimer.

4.1 Funcionalizacion de nanoestrellas de oro con polimeros cationicos de p-
ciclodextrina

Posterior al proceso de sintesis de AuNS a través de la metodologia con NH,OH y el
estudio de su estabilizaciéon mediante dilucion, se estudié la funcionalizacién de su
superficie para su potencial aplicacion en carga y monitoreo de farmacos. De esta
forma, el objetivo principal fue estudiar la estabilidad que los grupos catiénicos
presentes en el polimero proveen sobre AuUNS, dejando libres las multiples cavidades
de BCD del polimero, para que posteriormente se puedan formar complejos de

inclusién con uno o mas farmacos (Peng et al., 2017; Wankar et al., 2020).
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Inicialmente, el CCD/P se sintetizé segun el protocolo de Liy colaboradores (J. Li et
al., 2004), a través de la reaccion basica de epiclorhidrina (EP) con cloruro de colina
(CC) y BCD. La formacién de CCD/P se confirm6é mediante espectroscopia de H-
RMN. La figura 37 muestra los espectros correspondientes y, a su lado, el esquema
de las estructuras con los protones asignados de (A) BCD, (B) CCy (C) EP y el

espectro de (D) CCD/P.

OH2 | OH3

(A) p-cyclodextrin JJL

OH3

H3HE H4[H2
H5

(B) choline chloride

HA HI" H2  H3| |HE

Intensity (a.u.)

! . N
C hlorohydi
(C) epichlorohydrin HO/\HZ/@ e

choline chloride

o ) H3/3'
® Eiiiﬂ'icﬁ}fnfrk’dm"" H1 11'%/\C|
(ppl‘ln) 6.2 ' 5.7 ‘ 5.3 48 |,4.4 4.0‘ 3‘.5 310 egh\orohydnn
Figura 37. Espectro *H-RMN de (A) B-ciclodextrina, (B) cloruro de colina, (C)
epiclorhidrina, y (D) polimero catiénico de p-ciclodextrina y sus respectivas estructuras
moleculares y asignacion de protones (izquierda).

Las sefiales correspondientes a los grupos hidroxilos de BCD y CC presentaron
cambios notables que fueron resultado de la polimerizacion de los compuestos. Se
detectaron desplazamientos quimicos adicionales en los protones H3/H3' del EP
(utilizado como agente entrecruzante). Se aprecia un ensanchamiento de las sefiales
correspondientes a los protones internos de BCD y a los protones que participan en
los enlaces de tipo éter, en la region comprendida entre 3,5y 3 ppm, como resultado
de la formacion del polimero (Babij et al., 2016).

El CCD/P también se caracteriz6 mediante espectroscopia IR, espectrometria de

masas y TGA (Material suplementario, seccion S3 y S7). En el espectro IR, la
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atenuacion de la banda cercana a 3600 cm™ corresponde al estiramiento de los
grupos OH, y los cambios en el intervalo de 1050 a 1200 cm™ corresponden al
estiramiento de los enlaces éter, sugiriendo la formacion de los enlaces éter a través
del grupo epdéxido del EP atacando a los grupos hidroxilo del CC y BCD (Ouellette &
Rawn, 2014), de acuerdo con los resultados de RMN. El espectro de masas detectd
grados variables de polimerizacion de hasta 14 unidades de BCD en cada cadena.
Para demostrar la interaccion entre los grupos de amonio cuaternario del polimero y
la superficie de oro de los AuNS, se realiz6 un estudio mediante la técnica SPR. A
través de esta técnica, se puede obtener valiosa informacién como el grado de
inmovilizacion y el area de los sitios de union de los polimeros en una superficie de
oro (Material suplementario, seccion S4). La densidad superficial y los sitios de union
se obtuvieron utilizando las ecuaciones 1y 2. La primera inyeccién correspondi6 al
80% del recubrimiento total, con una densidad superficial de 2,3x107+3x10® g/cm?y
un area de sitios de uniéon de 2,0x10'°t3x10** mol/cm?. Esto demuestra una
inmovilizacion eficiente de CCD/P en la superficie de oro, lo que podria producir un
mayor grado de reconocimiento de los farmacos incluidos en las cavidades BCD.
Comprobada la interaccién de los CCD/P con la superficie de oro, se estudid la
interaccion de los polimeros con la superficie de la AuNS. La funcionalizacion se llevo
a cabo mediante el proceso de aglomeracion y resuspension que poseen las AUNS
sintetizadas por el método con NH>.OH cuando son diluidas. Las nanoestrellas son
resuspendidas en una solucién de polimero, para luego ser lavadas y estudiadas a
través de espectroscopia UV-visible, dispersion dindmica de la luz, potencial Z y
microscopia electrénica de transmision. El espectro UV-visible de AuNS sin

funcionalizar y funcionalizadas con los polimeros se observa en la figura 38.
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Figura 38. Espectro de absorbancia de AuNS (linea negra discontinua) y AuNS-CCD/P
(linea dorada continua).

Las propiedades plasmoénicas de AuNS y AuNS-CCD/P, asi como las propiedades
superficiales medidas por DLS y potencial Z, se resumen en la tabla 4.
Tabla 4. Longitudes de onda de los maximos de absorbancia (Amax) Y ancho de banda medio

del plasmon (AA12) segun el espectro UV-visible, didametro hidrodinamico, indice de
polidispersidad (PDI) y carga superficial de AUNS y AUNS-CCD/P.

. AA12 Diametro Carga superficial
Anmax . L PDI
Sistema  (NM) (nm)  hidrodinamico (nm) (mV)
AuNS 639 275 121+18 0,220 —49+3
AuNS-CCD/P 610 245 167+36 0,418 —-16+1

Las AuNS presentan un plasmén luego del proceso de aglomeracion y resuspension
de 640 nm, y se observa que el proceso de funcionalizacién con CCD/P produce un
desplazamiento hipsocromico de 29 nm. Ademas, se observa una disminucién
notable del ancho de banda medio de 30 nm, lo que indicaria una menor
polidispersidad debido a una 6ptima estabilizacion.

Un aspecto clave de esta caracterizacion es el drastico cambio en la carga superficial
de las AuNS cuando se funcionaliza su superficie con los polimeros. La interaccion
de los grupos catiénicos amonio cuaternario con la superficie de AuNP o superficies

de oro se define como electroestérica. En primer lugar, interactda la superficie avida
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de electrones de las AuNPs, consideradas como un acido de Pearson blando, y los
aniones en soluciéon (CI* o Br'). Posteriormente, se establecen interacciones
electrostaticas entre los aniones (CI*" o Brt) y los cationes (NR4!*), lo que se suma al
impedimento estérico proporcionado por las cadenas organicas de las especies que
contienen el grupo amonio cuaternario (Astruc et al., 2005; Farren-Dai et al., 2014;
Vivek & Burgess, 2012b, 2012a). De esta forma, se produce la estabilizacién de la
superficie de las AuNPs. En el caso de AuNS, se observa un cambio de la carga
superficial hacia valores positivos, influenciado por la carga positiva de los CCD/P,
gue presentan grupos aminos cuaternarios y un impedimento estérico provisto por
las cadenas de CD polimerizadas. Este efecto estérico se ve reflejado en un aumento
en el diametro hidrodinamico lo que se explica por un aumento en la esfera de
solvataciéon. El aumento del didmetro puede ser explicado por la aleatoriedad de
distribucion de los polimeros, con una organizacién desordenada sobre la superficie
de la AuNS. Ademds, las sefales caracteristicas de CCD/P se mantienen en el
sistema AUNS-CCD/P en el *H-RMN (Material suplementario, seccién S5).

La microscopia electrénica de transmision permite evaluar las caracteristicas
morfoldgicas de la nanoestructura cuando es funcionalizada con CCD/P, como se
observa en la figura 39. Podemos observar como la morfologia erizada de un nucleo
central de gran tamafio y brazos que sobresalen del centro se mantiene para las
AuUNS estabilizadas con los polimeros. El diametro medido por TEM es 87+27 nm, lo
que significa un pequefio aumento respecto de las AuNS tradicionales, pero es un
aumento que se encuentra dentro de la desviacion estandar. De esta forma podemos
asegurar que la funcionalizacion con CCD/P aumenta la estabilidad de AuNS, sin
cambiar su morfologia. Este nanosistema se utilizé posteriormente para aplicaciones

en la entrega de farmacos.
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Figura 39. Micrografias de HRTEM e histograma de AuNS-CCD/P a una tension de
aceleracion de 200 kV.
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4.2. Recubrimiento de nanoestrellas de oro con espaciadores tiolados para su

posterior funcionalizacion mediante union covalente

Posterior al proceso de sintesis de AuNS, a través de la metodologia usando
amortiguadores de Good y el estudio de su estabilizacion mediante cambio de
ligando, se estudio la funcionalizacion de la superficie para su potencial bioaplicacion.
Dadas las propiedades que presentan estas AuNS, son apropiadas para la terapia
fototérmica y la fluorescencia aumentada por superficie.

Una estrategia ampliamente estudiada en nuestro laboratorio es la unién covalente
de especies con funciones especificas a la superficie de las AuNPs, a través de
reacciones de acoplamiento biocompatibles usando una molécula puente. Uno de
estos conectores es el polietilenglicol, habitualmente usado por su versatilidad, que
puede ser modificado con distintos grupos funcionales como tiol, acidos carboxilicos,
aminas y diferentes masas moleculares. Un aspecto relevante es estudiar si
efectivamente los ligandos que estabilizan la superficie de una AuNP pueden ser
intercambiados por el PEG, y si este efectivamente estabiliza la solucion coloidal. El
primer estudio involucrdé el cambio de EPPS, que es el ligando estabilizador de
sintesis de las AuNS sintetizadas con amortiguadores de Good, por moléculas
tioladas. Los estabilizantes tiolados estudiados fueron AMUD, HS-PEGsoo-NH2 y HS-
PEGs000-COOH. En la figura 40 se observa el espectro UV-visible de AuNS
estabilizadas con EPPS, AMUD, PEG-NH, y PEG-COOH. El cambio que presentan
las propiedades plasmoénicas de las AuNS cuando se cambia el ligando, observado

en la figura 40, se resume en la tabla 5.
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Figura 40. Espectro de absorbancia de AUNS-EPPS (linea negra discontinua), AUNS-PEG-

NH; (linea naranja continua), AUNS-PEG-COOH (linea morada continua) y AUNS-AMUD
(linea verde discontinua).

Tabla 5. Cambio de longitud de onda de absorbancia maxima (AAmax ) y ancho de banda
medio de los espectros UV-visible de AUNS-EPPS, reemplazado por: PEG-COOH, PEG-

NH, y AMUD.
Sistema AAmax (NM) AANncho de banda medio (nm)
AuNS-PEG-COOH 11 101
AUNS-PEG-NH; 33 117
AuNS-AMUD 45 153

Como se observa, los plasmones sufren desplazamientos batocromicos hacia
longitudes de ondas del infrarrojo. El sistema que sufre el menor desplazamiento del
plasmon lo constituyen las AuNS con PEG-COOH, que concuerda con un menor
cambio en el ancho de banda medio. Cuando se cambia EPPS por PEG-NH,, se
observa un corrimiento del plasmoén de 33 nm, y un aumento del ancho de banda
medio de 117 nm, lo que podria conllevar un cambio de morfologia. EI cambio en el
plasmon y en el ancho de banda medio que se produce para AuNS con AMUD,
concuerda con que la molécula es menos soluble y mas pequefia. Esto tendria

relacion directa con la posible estabilizacion que provee la molécula, y dificulta la
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dinamica de cambio de ligando. El estudio es complementado con la caracterizacion
mediante DLS y potencial Z, datos que se resumen en la tabla 6.

Tabla 6. Potencial Z y didmetro hidrodinamico de nanoestrellas con EPPS, PEG-COOH,
PEG-NH, y AMUD.

Estabilizante Potencial Z (mV) Diadmetro hidrodindmico (nm)
EPPS -39+5 89+44
PEG-COOH -38+10 102+46
PEG-NH; 18+7 100+42
AMUD -42+10 99+39

La estabilizacion con PEG-COOH mantiene una carga superficial similar de la
nanoestrella respecto del EPPS, con un aumento en el diametro hidrodinamico de 10
nm aproximadamente, lo que se explica por el mayor peso molecular del PEG que
aumenta la esfera de solvatacion del ligando sobre la nanoestructura. Un efecto
similar se observa para el didmetro hidrodinamico de las AUNS con PEG-NH, pero
un cambio de la carga superficial hacia valores positivos en contraposicién confirma
el cambio de ligando por parte del polimero en la superficie de la AUNS. Por otro lado,
las AUNS con AMUD presentan un aumento del didmetro hidrodindAmico y una carga
aun mas negativa que las con EPPS, lo que nos sugiere el cambio de ligando.
Respecto del estudio realizado en el capitulo 2, se estudi6 el cambio de ligando desde
TPPMS a estos estabilizantes tiolados para comprobar su potencial funcionalizacién
y posibles mdltiples aplicaciones. Este proceso fue caracterizado por espectroscopia
UV-visible, como se observa en la figura 41. Los cambios que presentan las
propiedades plasmonicas de las AuNS cuando se cambia el TPPMS por lo ligantes
tiolados, pueden observarse en la figura 41 y resumen de la tabla 7.

Como se observa, los plasmones de las AuNS estabilizadas con las especies de PEG
sufren leves corrimientos hipsocromicos, mientras que las nanoestrellas con AMUD
sufren un corrimiento batocrémico de gran magnitud. Se debe considerar que estas

AUNS ya provienen de un proceso de cambio de ligante, EPPS por TPPMS, por lo
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gue su desplazamiento del plasmén serd menos sensible al cambio de grupos

funcionales que funcionan de manera similar.
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Figura 41 Espectro de absorbancia de AUNS-TPPMS (linea azul discontinua), AUNS-PEG-
NH: (linea naranja continua), AUNS-PEG-COOH (linea morada continua) y AUNS-AMUD
(linea verde discontinua).

Tabla 7. Cambio de longitud de onda de absorbancia maxima (AAmax) Yy ancho de banda
medio de los espectros UV-visible de AUNS con TPPMS, con PEG-COOH, PEG-NH; y

AMUD.
Sistema AAnmax (NM) AAncho de banda medio
(nm)
AuNS-PEG-COOH 5 55
AUNS-PEG-NH; 1 58
AuNS-AMUD 41 139

El mayor cambio en el plasmén y en el ancho de banda medio se produce con AMUD
como estabilizante, igualmente como ocurre cuando el cambio es de AMUD por
EPPS. Esto tendria relacion el cambio en la dindmica de intercambio de ligante,
porgue la interaccion TPPMS-AuUNS es mas similar a una interaccion tiol-oro, que la
interaccion de cargas que provee EPPS a la superficie de las nanoparticulas. El
estudio es complementado también con la caracterizacion por DLS y potencial Z,

datos que se resumen en la tabla 8.
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La estabilizacion con PEG-COOH provee de una carga superficial menor a la
nanoestrella que el TPPMS, pero sufre un aumento en el diametro hidrodinamico de
10 nm aproximadamente, lo que se explica nuevamente por el mayor peso molecular
del PEG que aumenta la esfera de solvatacion del ligando sobre la nanoestructura.
Tabla 8. Potencial Z y didametro hidrodinamico de nanoestrellas con TPPMS, PEG-COOH,

PEG-NH, y AMUD.
Diametro hidrodinamico

Estabilizante Potencial Z (mV)

(nm)

TPPMS -57+11 61+29

PEG-COOH -39+10 85+43
PEG-NH: 3+4 2374273
AMUD -41+6 110451

La magnitud de la carga es similar a la del proceso de cambio de ligando de EPPS
por PEG-COOH, por lo que sabemos que esta carga no depende del ligando
predecesor, lo que tendria relacion con un cambio completo del estabilizante. Un
efecto diferente se observa para el PEG-NH.. Un aumento hacia valores positivos de
la carga superficial confirma el cambio de ligando por parte del polimero en la
superficie de la AuNS. Pero se observa un cambio de gran magnitud en el diametro
hidrodinamico, lo que sugiere la agregacion del sistema. Por otro lado, el AMUD
presenta un aumento en el didmetro hidrodinamico y una carga negativa menor que
el TPPMS, lo que nos sugiere el cambio de ligando.

Uno de los aspectos mas importante de todo este proceso de cambio de ligando para
la funcionalizacion de AuNS es la estabilidad que pueden proveer. Este aspecto se
estudié a través de las mismas técnicas antes descritas. La concentracion de las
AuNS en solucién se relaciona directamente con la absorbancia maxima de su banda
plasmonica segun la ley de Lambert-Beer. De esta forma, su estabilidad se evalua a
través del calculo de la concentracibn mediante espectroscopia UV-visible,

caracterizando la absorbancia maxima de la banda plasmonica de las AuNS con los
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diferentes ligandos al dia 1 y al dia 30, construyendo un gréfico de barras que se

observa en la figura 42.
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Figura 42. Gréafico de barras de la concentracion de AuNS en el dia 1 (relleno diagonal) y
dia 30 (relleno cuadriculado) estabilizadas con los ligandos: citrato, PEG-NH,, AMUD,
TPPMS, PEG-COOQOH.

Después de 30 dias, las AUNS mas estables son aquellas estabilizadas con PEG-
COOH y TPPMS, debido a que las soluciones después de 30 dias mantienen la
mayor concentracion de nanoestructuras en relacion con las AuNS estabilizadas con
los demas ligantes. Las AuNS estabilizadas con AMUD presentan el dia 30 una
concentracion levemente menor que el dia 1, sin embargo, la concentracion relativa
es considerablemente menor respecto de TPPMS y PEG-COOH. Las AuNS
estabilizadas con PEG-NH; y citrato presentan la mayor disminucion de la
concentracion. El estudio es complementado también con la caracterizacion
mediante DLS y potencial Z, datos que se resumen en la tabla 9. En la mayoria de
los sistemas se observa una mantencién de las propiedades en un rango dentro del

error. Unicamente las AuNS estabilizadas con TPPMS sufren una leve disminucién
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de la carga, lo que podria significar una disminucion de la interaccion del estabilizante
en el tiempo, que no tiene consecuencias en su estabilidad.

De esta forma, se confirma que el proceso de cambio de ligante ocurre de manera
Optima para AuNS estabilizadas con EPPS. Para las AuNS con TPPMS, el proceso
funciona correctamente para PEG-COOH, mientras que para PEG-NH las
nanoestructuras se desestabilizan. EIl TPPMS y el PEG-COOH proveen de gran
estabilidad a la AuNS, por lo que seran estudiadas para el proceso de
funcionalizacién con péptido D1 para la potencial aplicacién en terapia y deteccién
de agregados toxicos relacionados con la enfermedad de Alzheimer.

Tabla 9. Potencial Z y diametro hidrodinamico de nanoestrellas estabilizadas con TPPMS,
citrato, PEG-NH2, PEG-COOH y AMUD; a dia 1 y dia 30.

Tiempo Dia 1 Dia 30

Diametro Diametro

Estabilizante Potencial Z (mV) hidrodinamico (nm) Potencial Z (mV) hidrodinamico (nm)

TPPMS -57+11 61+29 -41+7 63+20
Citrato -44+11 78+35 -44+10 86+50
PEG-NH:2 34 237+273 7£5 128+62
PEG-COOH -34+10 85+43 -29+10 97+36
AMUD -41+6 110+51 -46+8 103+48
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4.3 Anclaje covalente del péptido D1 sobre nanoestrellas de oro sintetizadas

con amortiguadores de Good

El objetivo principal de esta investigacion fue construir un sistema con potenciales
aplicaciones en terapia y deteccion de AR, a través de la unién covalente del péptido
D1 a la superficie de AuNS. De esta forma, AuNS fueron estabilizadas con PEG para
aumentar su estabilidad coloidal, posteriormente el péptido D1 fue anclado
covalentemente al PEG, construyendo el sistema AuNS-PEG-D1. Un resumen de

este proceso se muestra en la figura 43.

N7 e & .
PEG \ Péptido D1 - j ¥
\Q /\//\/ EDCINHS '\Q /\//x/. §
/\; 1 _/‘\; 1- s
/\/ ( 1 i /\/ %5\1 “
AuNS AuNS-PEG-COOH AuNS-PEG-D1

Figura 43. Esquema que resume la construccién quimica del sistema AUNS-PEG-D1.

El proceso de construccion de este sistema fue caracterizado mediante
espectroscopia UV-visible, que se observa en la figura 44. En este método sintético
el sistema que se obtiene originalmente es AUNS-EPPS (Chandra et al., 2016; Xi &
Haes, 2019). Informacion derivada de los cambios en las caracteristicas plasmoénicas
observados en la figura 44, se presentan en la tabla 10. El proceso de cambio de
ligante provoca un desplazamiento del maximo de absorbancia de 17 nm y un
aumento del ancho de banda media, caracteristico de la alta sensibilidad plasmoénica
gue presentan estos sistemas. A continuacion, el proceso de funcionalizacién con
D1, se realiza a través de la reaccion de EDC/NHS, formando un enlace amida entre

el grupo acido carboxilico del PEG y las aminas de los residuos aminoacidicos
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(Fischer, 2010). Se puede observar un desplazamiento del plasmoéon de 18 nm
considerando las AuNS de sintesis, debido a que algunos aminoacidos del péptido
D1 pueden establecer interacciones con la superficie de la nanoestructura lo que
produce una perturbacion aditiva respecto del proceso de cambio de ligante. Se
observa una notable disminucién del ancho de banda a media altura respecto del
sistema AUNS-PEG-COOH. Esto podria indicar que la posible interaccion del péptido
con la AuNS, la estabiliza mejorando las propiedades plasménicas y de
polidispersidad. Finalmente, la notoria disminucién en la absorbancia de AUNS-PEG-
D1 en el sector de 1000-1100 nm implicaria la desagregaciéon de AuNS y su
estabilizacion potencialmente propiciada por la interaccién tiol-oro del PEG vy

aminoacidos-oro del péptido D1.

T T T M T T T T T T T T T T T
1,0 g
AUNS

—— AuNS-PEG-COQH
AuNS-PEG-D1

Absorbancia (Normalizado)

0,0+ .
T T I M I T I T T T T T I T T
300 400 500 600 700 800 900 1000
Longitud de onda (nm)

Figura 44. Espectro de absorbancia de AuNS estabilizadas con EPPS (linea negra), PEG
(linea morada discontinua) y PEG-D1 (linea rosada).

Tabla 10. Variacion de la longitud de onda de absorbancia maxima (AAmax) y ancho de
banda medio (AA12) de los espectros UV-visible de AuNS estabilizadas con EPPS, con PEG

y PEG-D1.
Sistema AAmax (NM) Aliz (NM)
AUNS-PEG-COOH 17 7
AUNS-PEG-D1 18 10
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Los cambios en el potencial Z y didmetro hidrodindmico de las AuNS, en el proceso
de cambio de ligante y funcionalizacion fueron obtenidos mediante potencial Z y
dispersién dinamica de la luz. Los graficos de distribucién de tamafio por intensidad

y de distribucion de potencial Z se observan en la figura 45.
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Figura 45. (A) Distribucion de tamafio por intensidad y (B) distribucion de potencial Z de
AUNS (lineas negras), AUNS-PEG-COOH (lineas violetas) y AUNS-PEG-D1 (lineas
rosadas).

Los datos promedio obtenidos de estas gréaficas de distribucion se presentan en la

tabla 11.

Tabla 11. Diametro hidrodinamico y potencial Z de nanoestrellas estabilizadas con EPPS,
PEG-COOH y PEG-D1.

. Didmetro )
Sistema hidrodinamico (nm) Potencial Z (mV)
AuNS-EPPS 70+44 -44+10
AUNS-PEG-COOH 97+53 -38+8
AuNS-PEG-D1 123+70 -27+10

El intercambio de ligando de EPPS por PEG-COOH se basa en la union a la superficie
de oro a través de un enlace covalente con el tiol del polimero. (W. Wang et al., 2013;
Xi & Haes, 2019). El analisis de didmetro hidrodinamico indica un aumento del valor
lo cual validaria la hip6tesis del cambio de ligante por PEG, considerando los pesos

moleculares de ambos ligandos y sus estructuras moleculares. En el caso de la union
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covalente de D1, el diametro también aumenta, lo que se puede explicar
considerando la unién de esta especie de elevado peso molecular. El anclaje del
péptido provoca ademas un cambio en la carga superficial del sistema, aumentando
hacia valores mas positivos. La estabilidad que alcanza el sistema se debe
principalmente al impedimento estérico, o que complementa la carga superficial de
la nanoestructura.

Para obtener informacion acerca de la interaccibn del péptido anclado
covalentemente a PEG, con la superficie de la AuNS se realiza un andlisis de
espectroscopia vibracional RAMAN a traves del aumento por superficie. Este andlisis
ha sido empleado previamente por Jara-Guajardo y colaboradores para entender la
conformacion que adopta el péptido y los residuos de aminoacidos que interactian
con la superficie de la nanoparticula (Jara-Guajardo et al., 2020). En la figura 46 (A)
se observa el espectro SERS del péptido D1 en el sistema AuUNS-PEG-D1. Basados
en la asignacion SERS de péptidos realizada en otros trabajos, se propone la
asignacion de las sefiales SERS del sistema AuUNS-PEG-D1 (A. E. Aliaga et al., 2011,
Alvaro E. Aliaga et al., 2011; Barwick et al., 2002; Celis et al., 2015; Culka et al., 2010;
Garrido et al., 2012; Zhu et al., 2011). En esos trabajos se indica el rol de la carga de
residuos aminoacidicos para favorecer la interaccién con nanoparticulas metalicas.
La tabla de asignaciones se encuentra en material suplementario, seccién S6.

El espectro SERS del sistema AuNS-PEG-D1 (Figura 46) muestra bandas atribuidas
a algunos componentes aminoacidos del péptido D1. Las sefiales peptidicas mas
significativas se observan en 1655, 1635, 1461, 1279, 1123, 1043, 990, 851, 837,
713, 653, 570, 398 y 380 cm™. Un corrimiento y aumento de intensidad en las sefiales
a 398 y 380 cm asociadas a deformaciones de enlaces carbono-nitrégeno, dando

cuenta de la interacciéon de la amida con el oro.
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Figura 46. Espectro SERS del péptido D1 en el sistema AuNS-PEG-D1 (linea rosada).

Asimismo, se observaron bandas SERS caracteristicas de aminoacidos de glutamina
(D-GlIn), tirosina (D-Tyr), alanina (D-Ala), histidina (D-Hys) y arginina (D-Arg). Dos
bandas de alta intensidad a 1655 y 1635 cm™, se asignan a las vibraciones de la D-
GIn. Algunas vibraciones de D-Tyr presentan sefiales SERS de alta intensidad en
1279, 851y 830 cm™. Las sefiales presentes en 851, 713 y 570 cm™ se asignan a las
vibraciones de los fragmentos de D-Ala e D-Hys. Por otro lado, las sefales a 1461
cm™ de amida de la arginina disminuyen abruptamente su intensidad. Sin embargo,
la sefial en 1043 cm asociada a un sector alifatico aumenta su intensidad, indicando
la interaccién mediante el sector alifatico de este residuo peptidico.

Basandonos en el comportamiento espectral observado de D1 en el sistema AuNS-
PEG-D1, la intensidad relativa de los fragmentos D-GIn, D-Tyr, D-Ala, D-Hys y D-Arg

aumenta o se corre debido al efecto de superficie y el fenomeno SERS, como se ha
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propuesto en literatura (M. Moskovits, 1982). Esto sugiere que existen tres distintos
centros de union al péptido: los residuos glicina, arginina y asparagina, observandose
corrimientos en los residuos contiguos: tirosina, histidina y alanina, figura 47 (A). Por
otro lado, el desplazamiento del nimero de onda observado de amino&cidos
contiguos al sitio de unién sugiere la interaccion analito-superficie metalica, por lo
gue se propone una conformacién donde el péptido D1 se une en direccién a la
superficie de AuNS modificada. Un posible esquema de estas interacciones se

plantea en la figura 47 (B).

Sitio de unién Sitio de unién
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interaccién Sitio de
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Sitio de unién
e interaccion

Figura 47. (A) Representacion molecular del péptido D1, donde se sefiala cada residuo
aminoacidico, destacando los sitios de unién (Rojo) y los de interaccion (Azul) a la AuNS, y
(B) esquema de las tres posibilidades de anclaje del péptido a la superficie de la AUNS y la
interaccion de los residuos contiguos correspondientes, segun el analisis SERS.

Finalmente, el nanosistema AuNS-PEG-D1 fue caracterizado por microscopia
electronica de transmision. En la figura 48 se observan 3 micrografias de STEM de
este nanosistema. Podemos observar que la morfologia consistente en un pequefio

nucleo central y algunos brazos, de un tamafio superior al ndcleo, que sobresalen del
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centro, se mantiene. De esta forma, podemos concluir que la funcionalizacién con el
péptido D1 efectivamente se produce sobre la superficie de la AUNS anclandose al
PEG, generando un nanosistema estable, de diametro hidrodinamico y carga
superficial apropiada para su bioaplicaciéon, sin cambios en sus propiedades
plasménicas y en su morfologia. A continuacién, en el siguiente capitulo se estudiara
la prueba de concepto in vitro del nanosistema AuNS-PEG-D1 en la deteccion de

agregados toxicos del péptido Ap mediante fluorescencia aumentada por superficie.

= 4

250 nm 250 nm

250 nm

Figura 48. Micrografias de STEM de AuNS-PEG-D1.
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Evaluacion de potenciales bioaplicaciones de

nanoestrellas de oro funcionalizadas

Como ultima etapa del proyecto, y posterior a la funcionalizacion de AuNS, se estudié
la prueba de concepto de los sistemas construidos, para su potencial futura
bioaplicacion. En el caso de las AuNS funcionalizadas con CCD/P se estudi6 la
multicarga de farmacos y su monitoreo a través de SERS. En el caso de AuNS
funcionalizadas con D1 se estudid la deteccion in vitro de placas seniles mediante
SEF usando sondas de reconocimiento especifico. En el caso de AuNS estabilizadas
con ligandos orgénicos se estudio la construccion de nanodispositivos inmovilizando
AuNS sobre superficies con patrones de tamafio nanométrico generadas por

reduccion de cafién de electrones.

5.1 Multicarga y monitoreo de farmacos en nanoestrellas de oro
funcionalizadas con polimeros cationicos de B-ciclodextrina

En este trabajo, se propuso el estudio de la funcionalizacion de la superficie de AuNS,
sintetizadas utilizando un método sencillo, con CCD/P para aumentar su estabilidad
en el tiempo, formando un nuevo nanomaterial: AUNS-CCD/P. PhEA y PIP fueron

incorporados al sistema, para evaluar la capacidad de carga simultanea de farmacos
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y proporcionar una prueba de concepto de la potencial aplicaciéon SERS del sistema
AUNS-CCD/P. Las diferentes etapas del proceso estudiado se resumen

esqueméaticamente en la figura 49.

| AuNS-CCD/P r—
st} S AuNS-CCD/P-PhEA-PIP
Q e 7 1:-:
™ . oo "
7)) o B z Q R <1
L [j ,[‘]- } al ¢ e ,/ £
ccop CCD/P-PhEA-PIP

Figura 49. Esquema resumen del trabajo propuesto: Funcionalizacién de AuNS con CCD/P,
co-carga de PhEA y PIP y formacion del sistema: AUNS-CCD/P-PhEA-PIP.

5.1.1 Carga de feniletilamina y piperina en los polimeros cationicos de B-
ciclodextrina

Se utilizaron los farmacos PhEA y PIP para evaluar la capacidad de inclusion de los
polimeros. EI CCD/P cargado resultante se utilizé para la modificacion de la superficie
de las AuNS. El proceso de inclusién se caracteriz6 mediante *H-RMN. La figura 50
muestra los espectros de PhEA, PIP y CCD/P (A, B y C, respectivamente) y las
estructuras y asignacion de PhEA y PIP. El espectro (D) muestra las sefiales del
polimero y de ambos farmacos, demostrando la inclusion simultanea de PhEA y PIP
en las cavidades del BCD polimerizado, formando un nuevo sistema: CCD/P-PhEA-
PIP. Los espectros de RMN proporcionaron los detalles del proceso de inclusion
basandose en los desplazamientos quimicos de la PhEA y el PIP libres y de los

compuestos que interactian con las cavidades CCD/P.
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Figura 50. Espectros *H-RMN de (A) PhEA, (B) PIP, (C) CCD/P, y (D) CCD/P-PhEA-PIP;
las estructuras moleculares y las asignaciones de protones de las moléculas del farmaco se
muestran a la izquierda.

La tabla 12 muestra las asignaciones de protones para los farmacos y los

correspondientes desplazamientos quimicos. Las asignaciones se basaron en

estudios de H-RMN de la PhEA y el PIP (Rodrigo Sierpe et al., 2015; Ternes &

Krause, 2002).

Tabla 12. Asignacion de protones y desplazamientos quimicos de *H-RMN de PhEA y PIP
libres, e interactuando con las cavidades de CCD/P

6CCD/P- 6CCD/P-
Hde o6PhEA
PhEA-PIP Ad (ppm)|H de PIP &PIP (ppm) PhEA-PIP Ad (ppm)
PhEA (ppm)
(ppm) (ppm)
Hb 2,658 2,683 0,025 Ho 1,475 1,475 0
Ha 2,795 2,819 0,024 Hp 1,594 1,594 0
He 7,176 7,171 —0,005 Hn 3,521 - -
Hc 7,205 7,198 —0,007 Hm 6,043 6,040 —0,003
Hd 7,285 7.278 -0,007 Hi 6,671 6,666 —0,005
Hj 6,894 6,893 —0,001
HI 6,922 6,922 0
Hk 6,961 6,960 —0,001
Hf 6,990/6,850 6,990/6,850 0
—0,006/
Hh/Hg 7,171/7,219 7,165/7,215
—0,004
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Las sefiales de protones del grupo fenilo de la PhEA (Hc, Hd y He) mostraron
desplazamientos quimicos hacia campo altos, y las sefales de protones de la cadena
de etilamina (Ha, Hb) mostraron desplazamientos quimicos hacia campo bajo. Este
resultado sugirid que el grupo arilo de la PhEA esta completamente incorporado en
la cavidad de BCD, y la cadena de etilamina se encuentra cerca de una de las
aperturas de la matriz e interactia con los grupos hidroxilos, como se informé
previamente para el complejo BCD-PhEA (Herrera et al., 2020; Rodrigo Sierpe et al.,
2015). Los protones Hp, Ho, Hn y Hf de PIP no mostraron ningan desplazamiento, y
los protones Hi, Hh, Hg, Hj, Hk y Hm mostraron un desplazamiento quimico a campo
alto, indicando una inclusién dinamica por las regiones del benzodioxol y del etileno,
como se informé en un estudio anterior sobre los complejos CD-PIP (Ezawa et al.,
2016, 2018; Ternes & Krause, 2002).

La integracion de las sefiales correspondientes a cada farmaco en el sistema CCD/P-
PhEA-PIP mostré una relacion estequiométrica correspondiente a una inclusion tres
veces mayor de PIP que de PhEA (Material suplementario, seccion S7). La
integracion de las sefiales correspondientes a las cavidades BCD de CCD/P, en el
sistema CCD/P-PhEA-PIP, mostré una relacién estequiométrica correspondiente a
4:1:3 BCD:PhEA:PIP, lo que sugiere una inclusion exclusiva a través de las cavidades
de BCD en una proporcion 1:1. Las constantes de asociacion fueron reportadas para
BCD-PhEA y BCD-PIP en una estequiometria 1:1 previamente: 760 M (Rodrigo
Sierpe et al., 2015) y 3244 M?! (Ezawa et al.,, 2018), respectivamente. Estos
resultados pueden explicar la inclusién preferente de PIP en la BCD.

Ademas, se estudi6 el CCD/P-PhEA-PIP mediante espectroscopia FT-IR. Se observo
una importante contribucion de las sefiales del polimero en el espectro (Material
suplementario, seccion S5). También se caracterizaron mediante TGA para obtener
informacién sobre la inclusion efectiva de los farmacos dentro de la matriz polimérica

en base a los cambios en su descomposicion térmica (Material suplementario,
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seccidn S7) (Abarca et al., 2016; Abou-Okeil et al., 2018). El termograma CCD/P-
PhEA-PIP muestra los cambios en la curva de descompasicién en comparacion con
los termogramas de CCD/P y BCD. La presencia de PhEA y PIP se atribuyd a una
ampliacion del rango de la segunda descomposicion y un aumento de la pérdida de
masa total de la muestra. Este efecto se observa tipicamente cuando las cavidades
BCD albergan moléculas huésped (Abarca et al., 2016; Aytac et al., 2016).

La eficiencia y la capacidad de carga fueron estudiadas mediante espectroscopia
SPR, considerando que las cavidades BCD del polimero son los uUnicos sitios
hidrofébicos con dimensiones adecuadas para incluir PhEA y PIP. Los resultados se
muestran en los graficos de la figura 51. La eficiencia de carga disminuyé de forma
concomitante al aumento de las concentraciones de los farmacos incluidos y varié
entre el 91 y el 76%. La capacidad de carga fue del 95% a la maxima concentracion
de los farmacos afadidos al sistema, y esta concentracién dio lugar a una relacién
molar 1:1 de la fraccién BCD del polimero y los farmacos. La capacidad de carga
disminuyd cuando se utilizaron concentraciones de farmacos mas bajas, ya que las
relaciones estequiométricas resultantes fueron de 1:>1 (Material suplementario,

seccion S8).
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Figura 51. (A) Grafico de barras que compara la concentracion inicial de PhEA-PIP y la
concentracién de PhEA-PIP atrapada en el CCD/P en cinco ensayos diferentes (n = 3). (B)
Porcentajes de eficiencia de carga (izquierda) y capacidad de carga (derecha) del CCD/P con
ambos farmacos, a diferentes concentraciones.
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5.1.2 Funcionalizacion de la superficie de nanoestrellas de oro con los

polimeros catiénicos de B-ciclodextrina cargados con feniletilamina y

piperina
Posterior a la formacion del sistema de multicarga de farmacos: CCD/P-PhEA-PIP,
se estudio formacion del nuevo nanosistema: AuNS-CCD/P-PhEA-PIP. El nuevo
sistema se caracteriz6 mediante espectroscopia UV-VIS, DLS, potencial Z y TEM,
para evaluar diversos parametros, como las dimensiones, la morfologia, propiedades
Opticas y la carga superficial, relevantes para futuras aplicaciones biomédicas. Se
observa el espectro UV-Visible de AUNS y AuUNS-CCD/P-PhEA-PIP en la figura 52.
Las propiedades plasmoénicas de las figuras 52 y 38 se resumen en la tabla 13. En
general, los cambios en el plasmdén debidos a la funcionalizacién de la superficie de
AuNS se detectaron a partir de los espectros UV-VIS y se demostré que son
sensibles a estos efectos. La interaccibn con CCD/P-PhEA-PIP provoco el
desplazamiento hipsocrémico del méaximo de absorbancia en 21 nm y una

disminucion del ancho de banda medio en aproximadamente 30 nm.
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Figura 52. Espectros de absorbancia de AUNS y AuNS-CCD/P-PhEA-PIP.

Tabla 13. Longitudes de onda de la absorbancia méxima (Amax) Y ancho de banda del
plasmén (A\i2) de AUNS, AuNS-CCD/P y AuNS-CCD/P-PhEA-PIP de las figuras 52 y 38.
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Sistema Amax (NM) Ancho de banda (nm)

AuNS 639 275
AuNS-CCD/P 610 245
AuNS-CCD/P-PhEA-PIP 618 246

Por otro lado, los datos obtenidos de la caracterizacion mediante DLS y potencial Z
se resumen en la tabla 14. La funcionalizacion con CCD/P indujo un aumento del
diametro hidrodindmico de las AuNS de 121 nm a 167 nm, y la funcionalizacién con
CCD/P-PhEA-PIP indujo un aumento de hasta 178 nm. El potencial Z de las AuNS
de sintesis fue de -49 mV. La funcionalizacién de las AuNS con CCD/P y CCD/P-
PhEA-PIP provoco una disminucion de la carga superficial hasta aproximadamente -
15 mV en ambos sistemas debido a las interacciones con grupos amino cuaternarios
(con carga 1+) del polimero. Por lo tanto, la estabilidad coloidal (durante 7 dias) de
los sistemas AUNS-CCD/P y AuNS-CCD/P-PhEA-PIP se puede relacionar con el
impedimento estérico proporcionado por el polimero y los farmacos cargados en el
mismo, que inhibio la agregacién de las nanoestructuras.

Tabla 14. Didmetro hidrodindmico, indice de polidispersidad (PDI), potencial Z y didmetro
calculado por TEM para AuNS, AuNS-CCD/P y AuNS-CCD/P-PhEA-PIP.

Sistema _ Diametro PDI  Potencial Z (mv) Dlametro TEM
hidrodindmico (nm) (nm)
AuNS 121+18 0,220 —49+3 83+30
AuNS-CCD/P 167436 0,418 —16+1 87127
AuNS-CCD/P-
+ —15+ +
PhEA.PIP 178439 0,551 15+1 78+23

Ademas, los espectros *H-RMN de los sistemas AUNS-CCD/P y AUNS-CCD/P-PhEA-
PIP demostraron que la presencia de AuNS no influy6 en la inclusion y estabilidad de
CCD/P cargado con PhEA y PIP (Material suplementario, seccion S9).

La figura 53 muestra las imagenes TEM de AuNS cubiertas con CCD/P-PhEA-PIP
con su respectivo histograma de tamafio. Estas imagenes de TEM demostraron que

la funcionalizacién con CCD/P-PhEA-PIP no provocé la agregacion del sistema

78



coloidal, que mantuvo su tamafio y morfologia caracteristica. Los tamafios calculados
consideraron Unicamente el diametro de las AuNS, ya que el Au tiene una mayor
densidad de electrones que el material organico (polimeros y farmacos) que recubre
las particulas; por lo tanto, las estructuras organicas no fueron observadas por TEM.
De esta manera, las variaciones del tamafio medio estaban dentro del rango de la
desviacion estandar. La caracterizacion de la superficie sugirié la instauracion de
interacciones efectivas entre los AUNS y el CCD/P en solucién debido a la carga
negativa de Au en la superficie y los grupos amonio cuaternario del polimero,
desplazando su carga eléctrica hacia la neutralidad y formando un sistema coloidal
estable a través del impedimento estérico, y un tamafio medio del nanosistema
cargado de farmacos de 78+23 nm. A partir de estos resultados, la investigacion
prosiguié hacia el estudio mediante SERS para considerar potenciales aplicaciones
del sistema AuNS-CCD/P basadas en la monitorizacién durante el proceso de

transporte de farmacos.
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Figura 53. Micrografias de HRTEM e histograma de AuNS-CCD/P-PhEA-PIP a una tension
de aceleracion de 200 kV.

5.1.3 Estudio del monitoreo de farmacos cargados en las nanoestrellas de oro

funcionalizadas con polimeros cationicos de ciclodextrina
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Se utilizé la espectroscopia Raman para estudiar la co-carga de PhEA y PIP en el
nanomaterial AUNS-CCD/P vy las interacciones de estos farmacos con la superficie
de las nanoestrellas. La figura 54 muestra los espectros Raman de (A) PhEA, (B)
PIP, (C) CCD/P, y (D) CCD/P-PhEA-PIP y los espectros SERS de (E) AUNS-CCD/P
y (F) AuNS-CCD/P-PhEA-PIP. Se utilizaron métodos tedricos para asignar las
vibraciones moleculares de los espectros Raman y SERS (se muestran detalles
adicionales en el material suplementario, seccion S4).

Los espectros Raman de PhEA (A) y PIP (B) se compararon directamente con el
espectro SERS de AuNS-CCD/P-PhEA-PIP (F). Los sistemas CCD/P (C) y CCD/P-
PhEA-PIP (D) presentan espectros Raman similares, por lo que no fue posible
asignar o reconocer las sefiales de ambos farmacos. Las sefales registradas y sus
asignaciones se muestran en el material suplementario.

En el caso de la PhEA, la sefial a 829 cm™ correspondia al wagging del H de la amina,
que se desplaz6é a 827 cm™? debido a la interacciéon de los grupos amino con la
superficie de AuNS. Las otras sefiales correspondian a las vibraciones asociadas a
los anillos de arilo, que se desplazaron debido a la inclusion en el CCD/P. Se
detectaron las vibraciones a 1009, 1040, 1164, 1597 y 1617 cm™ en los espectros de
PhEA, que son paralelas al eje arilo.

En el espectro SERS, las dos sefiales correspondientes al bending simétrico C=C y
al rocking de H con deformacion del anillo de arilo se desplazaron a 1008 y 1036 cm-
1 respectivamente, correspondiendo a las sefiales mas intensas. Este resultado
sugiere que la PhEA incluida en CCD/P esta orientada perpendicularmente (1) a la

superficie de AUNS probablemente debido a las interacciones NH>-Au.
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Figura 54. Espectros Raman de (A) PhEA, (B) PIP, (C) CCD/P, y (D) CCD/P-PhEA-PIP;
espectros SERS de (E) AUNS-CCD/P y (F) AuNS-CCD/P-PhEA-PIP.

Las sefiales en 1111, 1237, 1302y 1376 cm™ estan relacionadas con las vibraciones
de los H de los grupos arilo y dieno, y estas sefiales se encuentran desplazadas en
los espectros SERS debido a la inclusion de PIP en CCD/P.

Las sefiales a 1122, 1141, 1595, 1610, 1636 y 1645 cm™ en el espectro de PIP
corresponden a las bandas combinadas de vibraciones del anillo de piperidina, del
anillo arilo y a la region alifatica. Las sefiales a 1590, 1614 y 1637 cm™ corresponden
a los principales picos de PIP en los espectros SERS. Estas vibraciones no se
encuentran en un solo plano, y los cambios en su intensidad, desaparicion o
desplazamiento se atribuyen a una orientacion paralela (ll) a la superficie del AUNS
debido a la inclusion dinamica del PIP en el CCD/P.

El espectro SERS del sistema AuNS-CCD/P presenta una sefial en 293 cm?, que se
desplaza a 297 cm™ en el espectro AUNS-CCD/P-PhEA-PIP. Esta sefial corresponde
a las vibraciones derivadas de la interaccion entre AUNS y CCD/P.

Las diferencias en los espectros SERS y Raman se relacionan con las diferentes
orientaciones de los analitos en la superficie de las AuNS segun las reglas de

seleccion SERS (Aroca, 2007; Martin Moskovits, 1985). Ademas, ambos farmacos
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adquirieron una orientacion preferente tras su inclusion en el polimero y su
interaccion con los atomos de la superficie de las AuNS. En la figura 55 se muestra
un esquema del sistema AUNS-CCD/P-PhEA-PIP basado en la informacion
proporcionada por el SERS y otras técnicas.

Las nanoparticulas altamente anisotropicas, como las AuNS, presentan elevados
factores de potenciacion SERS (Abalde-Cela et al., 2010; He et al., 2015; Nalbant
Esenturk & Hight Walker, 2009). Asi, este enfoque es eficaz para la identificacién de
moléculas localizadas cerca de la superficie de la nanoparticula y puede utilizarse
para evaluar su orientacion espacial, lo que puede ser relevante para la construccién
de nanosistemas para aplicaciones biomédicas que utilicen la deteccion y/o la

obtencién de imagenes basadas en SERS.

Figura 55. Representacion esquematica de la funcionalizacion de AuNS con CCD/P
cargado, formando el nanosistema AuNS-CCD/P-PhEA-PIP.
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5.2 Potenciacion de la emision fluorescente por superficie de sondas de
reconocimientos especifico de agregados toxicos del péptido B-amiloide

usando nanoestrellas de oro

En este trabajo se propuso el estudio de la deteccion in vitro de agregados toxicos
del péptido AR usando AuNS funcionalizadas con el péptido D1, mediante
fluorescencia amplificada por superficie de sondas de reconocimiento especifico,
como potencial diagnostico de la enfermedad de Alzheimer. El estudio,
esquematizado en la figura 56, comprende las diferentes etapas estudiadas: (1)
sintesis de la AuNS, (2) estabilizacion de las nanoparticulas con PEG, (3) anclaje
covalente del péptido D1 a la superficie de AuNS, (4) union del sistema AuNS-PEG-
D1 a fibras de AB, y finalmente el objetivo de este capitulo, (5) estudio del concepto
de deteccién de agregados de AP usando Tioflavina T y CRANAD2 mediante

fluorescencia aumentada por superficie de AuNS.
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Figura 56. Esquema resumen del trabajo propuesto: Sintesis de AuNS, estabilizacion con
PEG, funcionalizacion con D1 y deteccidn de agregados de AR usando el sistema AuNS-
PEG-D1 y dos sondas: Tioflavina Ty CRANAD2, mediante SEF.

El objetivo principal fue estudiar la union de AuNS funcionalizadas con D1 a
agregados toxicos del péptido AB y su efecto en la fluorescencia aumentada por

superficie, con dos sondas de reconocimiento especifico de placas seniles de
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longitudes de onda de emision en distintos sectores del espectro de radiacion
electromagnético, Tioflavina T y CRANAD2.
5.2.1 Uniodn especifica de las nanoestrellas de oro funcionalizadas con el
péptido D1 a agregados toxicos del péptido B-amiloide
El primer objetivo de este capitulo fue estudiar la union de las AuNS funcionalizadas
con D1 a agregados de A, como se muestra en el esquema de la figura 57, a través
del cambio en las propiedades plasmonicas, morfoldgicas y superficiales de la

nanoestructura.

Agregados de AR

AuNS-PEG-D1
AuNS-PEG-D1/AB

Figura 57. Esquema del procedimiento seguido para el estudio de la interaccién de
agregados toxicos del péptido AP con el sistema AuNS-PEG-D1.

Los agregados del péptido Ap se obtienen mediante su incubacion a temperatura y
agitacion controlada en buffer similar al biol6gico, a través de un protocolo reportado
por Jara-Guajardo y colaboradores (Jara-Guajardo et al., 2020). Posteriormente, las
AuNS funcionalizadas son incubadas con las fibras sintetizadas obteniendo el
sistema AuNS-PEG-D1/AB para ser caracterizado por espectroscopia UV-visible,
DLS y TEM.

En la figura 58, podemos observar el espectro de absorbancia de AuNS estabilizadas
con D1 y AuNS estabilizadas con D1 cuando se une a agregados de Af. Resultados
de las propiedades plasmonicas como absorbancia méxima de SPR y ancho de

banda medio provenientes de la figura 58 se encuentran incorporados en la tabla 15.

84



-
o
1

Absorbancia (Normalizada)

3(I)0 ' 4(|)0 ‘ 560 | 660 ' T(I)O ‘ 860 | 960 ' 10|00
Longitud de onda (nm)

Figura 58. Espectro de absorbancia de AUNS-PEG-D1 (linea rosada) y de AUNS-PEG-D1
unidas a agregados del péptido B-amiloide.

Tabla 15. Longitud de onda de absorbancia maxima (Amax) y ancho de banda medio (112) de
los espectros UV-visible de AUNS-PEG-D1 y AuNS-PEG-D1 unidas a agregados de AR.

Sistema Amax (NM) Az (NM)
AuNS-PEG-D1 710 141
AUNS-PEG-D1/AB 700 160

Se observa que la unién de las AuNS a los agregados de A provoca un corrimiento
hipsocromico de la banda plasmonica de 10 nm y un ensanchamiento del ancho de
banda medio de 19 nm. Ademas, se produjo un aumento de la absorbancia en el
rango de 900 a 1000 nm lo que es discutido en literatura como una consecuencia de
la aglomeracion de nanoparticulas a través del acoplamiento de plasmones (Chandra
et al., 2016; Xi & Haes, 2019), que en este caso puede deberse a la union a las fibras
de agregados de AP. Por otro lado, la caracterizaciébn por DLS, el diametro
hidrodinamico y el potencial Z, se adjunta en la tabla 16. Mientras que la unioén a los
agregados provoca que la esfera de solvatacion de las AUNS aumente desde 120 a
147 nm, también es posible apreciar la aparicion de una segunda banda de tamafio
de 4363 nm asociado a la presencia de los agregados de tipo fibra del péptido Ap.

Ademas, la carga superficial de las nanoestructuras aumenta hacia valores positivos
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tendiendo hacia la neutralidad. Estos cambios en las propiedades plasmonicas y
superficiales sugieren la unién de las AuNS a los agregados incubados.

Tabla 16. Diametro hidrodinamico y potencial Z de AUNS-PEG-D1, A y AUNS-PEG-D1
unidas a agregados de AP.

Sistema Didmetro hidrodindmico (nm) Potencial Z (mV)
AuNS-PEG-D1 123+70 - -27+10
AB - 3696+684 -
AB/AuNS-PEG-D1 147486 4363+921 -915

La micrografia de TEM de AuNS-PEG-D1 unidas a los agregados de AP se adjunta
en la figura 59. Se puede observar como las AuNS no poseen cambios en su
morfologia ni en su tamafio. Los agregados de AB poseen una forma y tamafio de
fibra apreciable gracias al efecto de las nanoestructuras unidas en su superficie a

través del reconocimiento del péptido D1.

Figura 59. Micrografias de TEM de AuNS-PEG-D1 interactuando con agregados del
péptido B-amiloide.

Las nanoparticulas se unen a las fiboras muy cerca unas de otras, que explica el
aumento de absorbancia en el plasmén en el rango de 900 a 1000 nm. Un tamafio

aproximado de 4 a 5 um de las fibras explica el aumento del diametro hidrodinamico.
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De esta forma se confirma la unién y reconocimiento especifico de las AuNS a los
agregados de tipo fibra de AB. Esto permite estudiar su deteccion mediante el uso de
sondas fluorescentes de reconocimiento acoplando las nanoparticulas anisotrdpicas.

5.2.2 Estudio del efecto de fluorescencia aumentada por superficie de

tioflavina T para la deteccion de agregados tdxicos del péptido p-amiloide

usando nanoestrellas de oro

La tioflavina T (Amarillo basico 1, amarillo de metileno o Cl 49005) es una sal con
una estructura molecular derivada de benzotiazol, como se observa en la figura 60
(A), usada ampliamente como sonda para visualizar y cuantificar la presencia de
agregados téxicos de AB, tanto a nivel in vitro como in vivo (Biancalana & Koide,
2010; Gade Malmos et al., 2017). Cuando se une a estructuras ricas en laminas beta
como las placas seniles la sonda muestra una mayor fluorescencia y un caracteristico
desplazamiento batocromico de su espectro de emision (Wolfe et al., 2010). Un
esquema de la interaccién propuesta se observa en la figura 60 (B) (Groenning, 2010;

Krebs et al., 2005).

Figura 60. (A) Estructura molecular de la tioflavina T, y (B) esquema de la interaccion de la
sonda con un agregado proteico rico en ldminas beta.

Este cambio en el comportamiento fluorescente se debe a modificaciones en la
distribucion de la carga del estado excitado de la molécula, cuando ocurre la unién o
inclusién a un nanobolsillo rigido y altamente ordenado, y se generan interacciones
quimicas especificas. Los anillos de bencilamina y de benzotiazol pueden rotar
libremente cuando la molécula esta en solucién. Esto provoca el apagamiento de

cualquier estado excitado. Sin embargo, cuando la tioflavina T se une a las fibras
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amiloides, los dos planos de rotacion de los anillos se inmovilizan y, por tanto, esta
molécula puede mantener su estado excitado (Biancardi et al., 2017; Wolfe et al.,
2010).

El proceso de encendido y corrimiento de la emision de la sonda cuando interactla
con agregados de AP fue caracterizado haciendo crecer fibras in vitro usando el
protocolo anteriormente nombrado (Jara-Guajardo et al., 2020). Posterior a la
formacion de la placa senil, se caracteriza una solucién Unicamente con tioflavina T
y otra con el sistema: agregado de AP/tioflavina T, mediante espectroscopia de
emision fluorescente en un rango de 460 a 520 nm, con una longitud de onda de

excitacion de 440 nm, obteniendo la figura 61.
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Figura 61. Espectro de emision fluorescente de tioflavina T a 5 uM (linea y cuadrado
negros) y del sistema: fibras de Ap/tioflavina T, en relacion molar 1:2 (linea y circulos
rojos), medido con una longitud de onda de excitacion de 440 nm (n=3).

Podemos observar que la tioflavina por si sola, cuadrados y linea negra, posee una
baja intensidad de emisién fluorescente. Sin embargo, aumenta la emision cuando
es incubada con agregados del péptido AB. Particularmente a 484 nm existid un

aumento de 10 veces, siendo el maximo aumento observado, por lo que esta longitud
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de onda fue seleccionada para realizar los andlisis del efecto que AuNS tuvieron
sobre la emision.

Aun cuando este aumento permite detectar y cuantificar las placas amiloides a nivel
in vitro e in vivo, el bajo valor de rendimiento cuéntico informado en literatura, cercano
a 0,34, limita sus posteriores aplicaciones (Gryczynski et al., 2005; Maskevich et al.,
2007; Sulatskaya et al., 2010). Una estrategia para optimizar la emision de la sonda
es la investigacion de nuevos derivados (Klunk et al., 2001; Kung et al., 2002; C. Xue
et al., 2017), sin embargo, la nanotecnologia y el uso de nanoparticulas de oro
anisotropicas provee de una plataforma para aumentar la emision fluorescente por
sus propiedades superficies y/o plasmoénicas (K. A. Kang et al., 2011; J. F. Li et al.,
2017). En este caso, se propone el uso de AuNS para aumentar la emision
fluorescente mediante SEF de la sonda tioflavina T. Para esto, AuNS funcionalizadas
con el péptido D1 son unidas a agregados del péptido AR incubadas a nivel in vitro,
y posteriormente, se agrega la sonda para la deteccion. Este procedimiento fue

resumido esquematicamente en la figura 62.

Agregados de A Tioflavina T

AuNS-PEG-D1
. AuNS-PEG-D1/AB AuNS-PEG-D1/AB/Tioflavina T

Figura 62. Esquema del procedimiento seguido para la prueba de concepto in vitro de la
fluorescencia aumentada por superficie de la sonda tioflavina T usando el sistema AuNS-
PEG-D1 para la deteccion de agregados toxicos del péptido Ap.

De esta forma, se espera que las AuNS pudiesen unirse a las fibras a través del
reconocimiento especifico del péptido D1, y posteriormente, la union de tioflavina T
a las mismas fibras, propicie la interaccion entre las AUNS y la sonda mediante la

unién comun a las placas seniles.
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Se estudio el efecto de la concentracion del sistema AUNS-PEG-D1 sobre la emision
fluorescente de la sonda, cuando estan unidas a agregados de AR a nivel in vitro. El
rango de concentracién del nanosistema fue desde 1 pM hasta 1 nM. El espectro de
emision fluorescente del sistema AuNS-PEG-D1/Af/tioflavina T para diferentes

concentraciones del nanosistema en un rango de 460 a 520 nm se observa en la

figura 63.
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Figura 63. Espectro de emision fluorescente del sistema AUNS-PEG-D1/AB/Tioflavina T a

diferentes concentraciones del nanosistema AuUNS-PEG-D1: 0 nM (blanco, linea roja); 0,001

nM (linea violeta); 0,01 nM (linea azul oscura); 0,1 nM (linea verde); 0,5 nM (linea rosada)
y 1 nM (linea azul), con una longitud de onda de excitacién de 440 nm (n=3).

El rango de concentracion seleccionado para este estudio no es trivial, ya que el
efecto de aumento de fluorescencia por superficie depende intrinsecamente de la
distancia a la que la sonda esta de la nanoparticula, si estas presentan unién quimica
con la superficie y como es la relacion molar entre ambas. Este fendbmeno ha sido
explicado mediante la interaccién de los niveles de energia de la nanoparticula y de
los relacionados con los estados excitados de la sonda, pudiendo tener transferencia
de carga de la sonda al metal, lo que deriva en que el efecto resultante sea el
apagamiento de la emision fluorescente, dependiente de la cantidad de nanoparticula

(Jara-Guajardo et al., 2020; K. A. Kang et al., 2011; J. F. Li et al., 2017), explicado

90



como el efecto de una antena que dirige toda la energia hacia la desactivaciéon no
radiativa (fondnica). Este efecto se observa a las concentraciones mas elevadas de
AuUNS, 1y 0,5 nM, lineas azul y rosada respectivamente, donde observamos una
disminucion considerable de la emision fluorescente en todo el espectro analizado
respecto del blanco (linea roja, 0 nM). Por otro lado, si la concentracion de
nanoparticulas o, dicho de otra manera, la distancia entre la sonda y la superficie son
optimizadas, el efecto de transferencia de carga-resonancia ocurrird en favor de la
emision fluorescente de la sonda. Este fendmeno se aprecia para las
concentraciones de AuNS-PEG-D1 en el rango de 0,1 nM hasta los 0,001 nM.
Mientras que para las concentraciones 0,1 nM (linea verde) y 0,001 nM (linea violeta)
se observa un aumento de la emisién que va desde las 250 unidades arbitrarias para
el blanco (linea roja), hasta las 1000 unidades arbitrarias para la longitud de onda
maxima en ambas concentraciones. La mayor amplificacion se observa para la
concentracion 0,01 nM (linea azul oscuro). En términos de la relacion a nivel
molecular, esto significa que cuando la relacibn molecular varia entre 50.000 y
5.000.000 de moléculas de sonda por cada AuNS, el efecto es de aumento de la
emision fluorescente. Pero cuando la relacion es de 500.000 moléculas de tioflavina
interactuando con los agregados sintéticos del péptido AB por cada AuNS, el efecto
se maximiza. Si bien, este efecto se observa para toda la region del espectro medido,
es maximo a 484 nm, por lo que el factor de aumento de la emision fluorescente fue
analizado usando esta longitud de onda, usando como referencia la emisién estandar
de tioflavina T unida a agregados de AB. En la figura 64, se observa la emision
relativa, normalizada respecto de la emision fluorescente base de la sonda, a las
diferentes concentraciones del nanosistema AuNS-PEG-D1 a longitud de onda de

emision 484 nm, con una longitud de onda de excitacion de 440 nm.
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Fluorescencia relativa (%)

Tioflavina + + + + + +
AUNS- 0,001 nM 0,01 nM 0,1nM 0,5nM 1nM
PEG-D1 ’ ! ’ !

Figura 64. Grafico de barras de la emision fluorescente relativa a longitud de onda 484 nm

del sistema: AuNS-PEG-D1/Ap/tioflavina T a diferentes concentraciones del nanosistema,

obtenido de la figura 60, normalizada en porcentaje respecto de la emision del sistema base:
Apftioflavina T (n=3).

En nanotecnologia se denomina factor de aumento, a la relacion de la emision
obtenida por la accion de la nanoparticula respecto de la emision base de las sondas
usadas, dependiendo del fendbmeno que se presente (Aroca, 2007; J. F. Li et al.,
2017; Sultangaziyev & Bukasov, 2020). En este caso, el factor de aumento més bajo
observado es de 0,30+0,08 en el caso de la mayor concentracién de AuNS, 0,1 nM.
Muchas técnicas de deteccion y/o cuantificacion involucran el apagamiento de una
sefial fluorescente, por lo que esto podria tener aplicabilidad en estos métodos
(Gagné & Pagé, 1998; X. Liu et al., 2019; G. Yang et al., 2021). Por otro lado, cuando
el rango de concentracion es apropiado, es decir, entre los 0,1 nM hasta los 0,001
nM, el factor de aumento observado oscila en los 3,74+0,54 y 3,90+0,85. El mejor
factor de aumento observado en este rango es de 4,80+0,16, cuando la
concentracion es de 0,01 nM. Esto nos confirma la alta sensibilidad que poseen este
tipo de morfologias cuando se analiza este tipo de fenébmenos, considerando que si
se modula una baja concentracion de AuNS podemos obtener valores éptimos de

factor de aumento, que no interfieran con otros procesos celulares o biologicos. De
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esta forma, se confirma que las nanoparticulas de oro de esta morfologia pueden
aumentar la emisién fluorescente de la sonda de reconocimiento especifico de
agregados toxicos de péptido AR, tioflavina T, mediante la unién usando de péptidos
de alta afinidad. Sin embargo, dado que la emision fluorescente de esta sonda esta
centrada en una region del espectro en donde los tejidos biol6gicos absorben gran
cantidad de la radiacion, se limita ampliamente su aplicacién in vivo. De esta forma
se propone estudiar la misma estrategia de aumento de fluorescencia para una sonda
que centra su longitud de onda de emision en la ventana biolégica, como es
CRANAD?2.

5.2.3 Estudio del efecto de fluorescencia aumentada por superficie de

CRANAD? para la deteccion de agregados toxicos del péptido p-amiloide

usando nanoestrellas de oro

El CRANAD2 es una molécula difluoroborada derivada de la curcumina (estructura
en la figura 65) sintetizada originalmente por Ran y colaboradores en el afio 2009

(Ran et al., 2009).
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Figura 65. Estructura molecular de CRANAD 2

Este curcuminoide posee una gran afinidad por los agregados amiloides insolubles,
como las fibras de AB, con un Kd de 38 nM. Asimismo, cuando reconoce estos
agregados de AR, formando un complejo altamente rigido, exhibe una banda
fluorescente de emision centrada en el infrarrojo cercano, zona conocida como la
ventana biolégica, convirtiendo a la molécula en una sonda adecuada para su uso in

vivo (Ran et al., 2009). Este fendmeno fue caracterizado mediante espectroscopia de
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emision fluorescente en un rango de 670 a 800 nm, usando una longitud de onda de

excitacion de 640 nm, figura 66.
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Figura 66. Espectro de emision fluorescente de CRANAD2 a 1 uM (linea y cuadrado
negros) y del sistema: fibras de AB/CRANAD?2, en relacion molar 1:2 (linea y circulos
rojos), medido con una longitud de onda de excitacion de 640 nm (n=3).

Mientras gue la sonda por si sola no presenta emision fluorescente en este rango,
cuando se encuentra asociada a agregados del péptido AR muestra una emision
fluorescente aumentada en todo el rango estudiado, centrado en 688 nm. Este efecto
de apagado/encendido de la fluorescencia al reconocer agregados téxicos de AR ha
sido estudiado para la potencial deteccion de placas seniles mediante fluorescencia
e imagenologia (Ni et al., 2021; Tes et al., 2018; Torra et al., 2022). Sin embargo, su
aplicacion se ve limitada por su bajo rendimiento cuantico, cercano al 20%, por lo que
es primordial aumentar o potencial a través de otras estrategias la emision
fluorescente de esta sonda.

Al igual que con tioflavina T, se propone el uso de AuNS funcionalizadas con péptido
D1 para, a través de la unién en conjunto de ambas especies a agregados de ApB,

estudiar el efecto de aumento de emision fluorescente por superficie sobre
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CRANAD?2. Para esto, se propone una configuracion experimental idéntica a la de

tioflavina T, pero con la sonda CRANAD2, como se observa en la figura 67.
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Figura 67. Esquema del procedimiento seguido para la prueba de concepto in vitro de la
fluorescencia aumentada por superficie de la sonda CRANAD2 usando el sistema AuNS-
PEG-D1 para la deteccion de agregados toxicos del péptido Ap.

Las AuNS-PEG-D1 se unen a agregados de AB, incubados in vitro segun el protocolo
de Jara-Guajardo y colaboradores (Jara-Guajardo et al., 2020), y luego la sonda
CRANAD2 es adicionada para que se establezca la interacciéon. Diferentes
concentraciones del nanosistema AuNS-PEG-D1 son estudiadas para establecer las
mejores condiciones de relacion molar sonda/nanosistema para el efecto de aumento
de emisioén fluorescente por superficie. Un rango de concentracion de 0,00001 a 1
nM fue estudiado. La figura 68 muestra el espectro de emisién fluorescente del
sistema AUNS-PEG-D1/AB/CRANAD2 para las diferentes concentraciones de
nanosistema estudiados, en el rango de 670 a 800 nm usando una longitud de onda

de excitacion de 640 nm.
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Figura 68. Espectro de emision fluorescente del sistema AuNS-PEG-D1/AB/CRANAD? a
diferentes concentraciones del nanosistema AuNS-PEG-D1: 0 nM (blanco, linea roja);
0,00001 nM (linea café); 0,0001 nM (linea parpura); 0,001 nM (linea violeta); 0,01 nM

(linea azul oscura); 0,1 nM (linea verde); 0,5 nM (linea rosada) y 1 nM (linea azul), con una
longitud de onda de excitacion de 640 nm (n=3).

Al igual que con la tioflavina T, las mayores concentraciones del nanosistema: 0,5
nM (linea rosada) y 1 nM (linea azul), apagaron la fluorescencia en su totalidad
respecto del control sin el nanosistema (linea roja). Por otro lado, en los rangos en
que en tioflavina T se observan potenciaciones de la emision fluorescente como en
0,1 nM (linea verde), en CRANAD2 observamos un apagamiento. En la
concentracion en que tioflavina T presenta el mayor aumento, es decir en 0,01 nM
(linea azul oscuro), en este caso tenemos un leve aumento centrado en 688 nm. Por
este motivo se hizo necesario estudiar concentraciones aun mas diluidas para
comprobar si el comportamiento observado para tioflavina T, es decir una
concentracion optimizada para el SEF, también puede ocurrir para el CRANAD2. Se
estudiaron tres diluciones mas. Para estar concentraciones de nanosistema,
podemos observar el mismo comportamiento que tioflavina, es decir para las
concentraciones 0,001 nM (linea violeta) y 0,00001 nM (linea caf€) la sonda presenta

una amplificacion de la fluorescencia en todo el rango estudiado. No obstante, la
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concentracion que mejor potencio la emision fluorescente de la sonda fue 0,0001 nM
(linea parpura). Ya que el maximo de emision se centré a 688 nm, se consideré esta
longitud de onda para calcular el factor de aumento de la fluorescencia usando como
referencia la emision estandar de CRANAD2 unida a agregados de AB. En la figura
69, se observa la emision relativa, normalizada respecto de la emisién fluorescente
base de la sonda, a las diferentes concentraciones del nanosistema AuNS-PEG-D1
a longitud de onda de emision 688 nm, con una longitud de onda de excitacion de

640 nm.
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Figura 69. Grafico de barras de la emision fluorescente relativa a longitud de onda 688 nm

del sistema: AuNS-PEG-D1/AB/CRANAD? a diferentes concentraciones del nanosistema,

obtenido de la figura 65, normalizada en porcentaje respecto de la emision del sistema base:
AB/CRANAD2 (n=3).

El factor de aumento cercano a 0 para las dos mayores concentraciones estudiadas
(0,05+0,03 para 0,5 nM y 0,01+0,01 para 1 nM) indica el apagamiento completo de
la emision fluorescente de la sonda por el nanosistema. A partir de 0,1 nM el factor
de aumento es 0,78+0,09, que sigue siendo menor que 1 por lo que aln se observa
un apagamiento. Por otra parte, cuando el rango de concentracion es apropiado, es
decir, entre los 0,01 nM hasta los 0,00001 nM, el factor de aumento fluctia entre

1,39+0,23 y 1,46+0,29. Un rango mayor de concentraciones fue necesario estudiar
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para comprobar el méximo factor de aumento. En este caso, el mayor factor de
aumento observado fue de 1,65+0,79, cuando la concentracién es de 0,0001 nM.
Aunqgue esto confirma la alta sensibilidad que posee este tipo de morfologias, la
potenciacion observada es 2,5 veces menor que en el caso de tioflavina T. Una de
las hipétesis aun estudiadas es que el péptido D1y el CRANAD2 se unen a las fibras
de AB a través de sectores moleculares similares por lo que compiten por
reconocerlas selectivamente, lo que limita tanto la actividad de la sonda, como del
péptido y, por lo tanto, de la AuUNS en el SEF. De esta forma, aunque igualmente las
AuNS puedan aumentar la emision fluorescente de esta sonda de reconocimiento
especifico de agregados toxicos de péptido AB, es un aumento menor al estudiado
para tioflavina T. Sin embargo, dado que la emisién fluorescente de esta sonda esté
centrada en la ventana bioldgica, permite su aplicacion in vivo. Una potencial
proyeccion de este estudio seria estudiar este efecto en modelo in vivo. En nuestro
grupo de investigacion se han estudiado estos fendmenos empleando un neméatodo
modelo de la enfermedad de Alzheimer llamados C. Elegans (Cabrera et al., 2022).
Ademas, seria interesante estudiar morfologias de AuNPs en que su plasmén se
ajuste mejor a la emision de la sonda, de modo de maximizar el efecto de
fluorescencia aumentada por plasmon descrita ampliamente en literatura (J. F. Li et

al., 2017).
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5.3 Inmovilizacion de nanoestrellas de oro sobre superficies con patrones de

tamafio nanométrico de 6xido de estafio e indio

Es este capitulo se propuso describir la inmovilizacién de las AuNS en superficies
con patrones de tamafio nanométrico de ITO generadas por cEBL, generando un
estabilizante del tamafio y forma determinada con grupos tioles, que pueden
inmovilizar nanoparticulas de oro (Gilles et al., 2014; Schaal et al., 2012; Schaal &
Simon, 2013). El objetivo principal fue inmovilizar AUNS en estos estabilizantes como

se indica en el esquema resumen de la figura 70.
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Figura 70. Esquema resumen de la inmovilizacion de nanoestrellas de oro en los patrones de
tamafio nanométrico de ITO.
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La variable estudiada en la generacion del sustrato fue el tamafio del patron
considerando los diferentes efectos de la morfologia de la nanoparticula que se
inmoviliza. Cada sustrato alberga una cantidad de cuatro secciones, como se
muestra en la figura 71. Cada seccién alberga una cantidad determinada de patrones
ordenados dependiendo del tamafio. De esta manera, cuatro estudios
independientes pueden ser llevados a cabo en un mismo sustrato dado que una gota
de solucion del nanosistema cubre completamente una seccion, permitiendo analizar
la inmovilizacién sobre el nUmero determinado de patrones de tamafio nanométrico
que tenga esa seccidn. En este caso, las AUNS poseen una morfologia tridimensional

irregular por lo que el manejo de los parametros sera fundamental. El primer sustrato
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corresponde a una prueba de dosis, con patrones de forma cuadrada y un tamafio

de 18 uym aproximadamente.
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Figura 71. Micrografias de SEM de sustrato de patrones de 18 micrometros
aproximadamente, y a su izquierda, un esquema de la composicién espacial de un patrén y su
variabilidad.

La prueba de dosis consiste en el uso de diferentes parametros del cafion de
electrones que determinan la reduccién desde sulfonil a tiol, pero que también tiene
consecuencias negativas como la carbonizacién del sustrato. Esto fue realizado de
manera creciente de derecha a izquierda y de abajo hacia arriba, siendo el patrén de
la esquina superior izquierda, el gue presenta la mayor dosis del cafion de electrones
y, por otro lado, el patrén de la esquina inferior derecha, el patrén que presenta la
menor dosis del cafion de electrones. En el primer ensayo de inmovilizacion ademas
de estudiar la dosis, se estudié el nimero de repeticiones de drop coating necesario.
De 1 a 3 repeticiones de drop coating fueron estudiadas, de las cuales sélo fue
posible observar nanoestructuras inmovilizadas en el sistema donde se realizaron 3
repeticiones del proceso. Micrografias SEM de este sistema se observan en la figura
72 con una escala de 100 yum y un acercamiento de la anterior con una escala de 20
pm. Micrografias de los estudios realizados para uno y dos procesos de

inmovilizacion o drop coating puede verse en el material suplementario, seccion S12.
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Figura 72. Micrografias de SEM de estudio de inmovilizacion de AuNS sobre sustrato de
patrones de 18 micrémetros aproximadamente, con tres repeticiones de drop coating, junto a
un acercamiento de los patrones del sector superior izquierdo. (flechas amararillas indican el

orden creciente de dosis de cafién de electrones).

Los puntos brillantes que se aprecian dentro de los cuadrados negros (que
corresponden a cada patrén) corresponderian a las AUNS inmovilizadas. Se puede
observar que la mayor concentracion se encuentra en los patrones de la esquina
superior izquierda, que corresponden a los con mayor dosis en este estudio. La
tendencia observada en este estudio indicaria que las mas altas dosis estudiadas
promueven una Optima inmovilizacion de AuNS en los sustratos, y que es necesario
alo menos tres procesos de drop coating para obtener concentraciones significativas.
En este punto tenemos que diferenciar entre los puntos mas brillantes, que
presuntamente son las AUNS (debido a su densidad como material), de los pequefios
puntos menos brillantes que se observan en el sustrato. El analisis elemental que
confirma que los sistemas inmovilizados son nanoparticulas compuestas de oro se
lleva a cabo mediante EDS acoplado al SEM. En la figura 73 podemos observar el
analisis de EDS realizado por puntos y mediante suma de un sector (cuadrado

rosado) de la micrografia.
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Figura 73. Espectro de fluorescencia de rayos x por energia dispersiva de tres puntos
diferentes y su correspondiente micrografia SEM de una muestra de AuNS inmovilizadas
sobre una superficie patronada de ITO.

En la tabla 17 se muestra la informacién en porcentaje en masa de los elementos
que componen los puntos analizados y el sector cubierto por el cuadrado rosado
(suma).

Tabla 17. Andlisis constitucional por elemento en porcentaje de masa para los diferentes
puntos y seccién estudiada por EDS.

Espectro Elemento (%Masa)

N (@] Na Al Si Ti Zn In Au Total
Espectro | o 2 2391 077 098 17.42 149 326 4000 570 100.00
de suma
Punktl |6.45 2362 088 1.12 19.03 170 3.91 4018 3.11 100.00
Punkt2 |7.30 24.26 114 1848 1.66 3.64 39.67 3.86 100.00
Punkt3 |6.24 2503 072 117 1978 176 4.02 41.28 100.00
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Debido a la diferencia de tamafio entre el patron y las particulas inmovilizadas, y el
area del patron que queda sin inmovilizar, se decide estudiar patrones mas
pequefios. Patrones cuadrados de 300 nm a 3 pm son estudiados para la
inmovilizacion de AuNS, el patron generado y un acercamiento de los 4 tamafios

analizados se observan en la figura 74.

Figura 74. Micrografias de SEM de sustrato de patrones desde 300 nm aproximadamente
hasta 3 um aproximadamente.

Debido al tamafio de las micrografias se observan con mejor resoluciéon las
cristalizaciones que son contaminacion respecto del andlisis a través de la
microscopia electronica. En este caso, se estudiaron cuatro configuraciones de dosis
repartidas en las cuatro secciones.

El tiempo de inmovilizaciébn como variable fue estudiado para estos patrones. Una,
tres, seis y veinticuatro horas fueron los tiempos estudiados mediante el protocolo de
inmovilizacion. En la figura 75 se puede observar la micrografia SEM de los patrones
de mayor dosis estudiados y una inmovilizacibn de seis horas. En el material
suplementario se muestra las micrografias de los sustratos donde se estudi6 1y 24

horas de inmovilizacién, seccion S13.
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Figura 75. Micrografias de SEM de inmovilizacién de AuNS durante 6 horas sobre sustratos
de patrones de 1,5y 3 um aproximadamente.

Mientras que para 1 hora de inmovilizacion se observa una baja concentraciéon de
AuNS, debido al poco tiempo que poseen las nanoparticulas para establecer la
interaccion con la superficie tiolada, una gran concentracion se observa en el patréon
de mayor tamafio cuando las condiciones son seis horas de inmovilizacién con una
dosis mayor. Asi, se confirma que estas condiciones serian las 6ptimas para llevar a
cabo este proceso. En el material suplementario, también se muestra la micrografia
de SEM del sustrato en el que se estudié una inmovilizaciéon de veinticuatro horas,
observandose una Optima concentracion de AuNS interactuando con el patron de
mayor tamafio y mayor dosis, pero también en el exterior del patron, lo que nos
sugiere que estas condiciones no serian las éptimas para obtener un sistema
ordenado y reproducible.

Al observarse la mejor condicion de inmovilizacion en los patrones de 3 ym, se
estudi6 la construccion de superficies que sélo contuvieran este tamafio de patrén.

(Material suplementario, seccién S14). En estas superficies se estudié como el pH de
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la dispersion de AuNS incide en la inmovilizacién y, por otro lado, como el ligando
que estabiliza la nanoparticula puede también incidir en la inmovilizacion.

El pH estudiado fue 1,5; 2 y 3,5 para pH acido, y 9,5; 11y 12,5 para pH basico. En la
figura 76 podemos observar una micrografia de las superficies estudiadas a pH: (A)
3,5y (B) 12,5 (mas informacion en material suplementario, seccién S15). Mientras
gue para los sistemas en pH &cido existe una gran inmovilizacion de nanoparticulas,
es altamente inespecifica alrededor de toda la superficie y no en los patrones
generados por litografia de cafdn de electrones. En contraste, si se observan las
micrografias de las superficies donde se estudié la inmovilizacién a pH basico, se

puede apreciar como la cantidad de nanoestructuras disminuye notoriamente.

Figura 76. Micrografias de SEM de estudio de inmovilizacion de AuNS sobre sustrato de
patrones de 3 micrometros a pH: (A) 3,5y (B) 12,5.

De esta forma, podemos confirmar que el pH es un factor importante a la hora de
inmovilizar AUNS sobre las superficies, por lo que se estudié como afecta el ligando
de sintesis en este proceso ya que las AuNS con TPPMS mostraron una 6ptima
estabilidad a pH acido. Los dos ligandos estudiados en la seccion 3.2, citrato y
TPPMS, fueron estudiados en la inmovilizacién de AuNS sobre patrones de 3 um.
Ademas, se estudié como la concentracién de coloides en la dispersion afecta la

inmovilizacion. Sélo en regimenes de alta concentraciéon se observa inmovilizacion
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efectiva. La inmovilizacion AuNS estabilizadas con citrato en un régimen de alta
concentracién sobre superficies con patrones de 3 um se observan en la micrografia

de la figura 77.

Figura 77. Micrografias de SEM de inmovilizacion de AuNS estabilizadas con citrato en un
régimen de concentracion alto sobre sustratos de patrones de 3 pm.

Una inmovilizacion aleatoria de AuNS estabilizadas con citrato se observa en las
micrografias. No existe inmovilizacion en los patrones o en el exterior de estos que
esté apoyada por la presencia de grupos funcionales tiol. Dado que las AuNS
estabilizadas con citrato poseen carga negativa, la hipotesis que la repulsion de la
carga negativa del grupo sulfonilo, privilegiaria su inmovilizacién en los patrones
como con grupos tiol, no se demostro.

Se estudio la inmovilizacion AuNS estabilizadas con TPPMS en un régimen de alta
concentracion sobre superficies con patrones de 3 upm. Un bajo grado de
inmovilizacion se observa cuando las AUNS estan inmovilizadas con TPPMS, lo que
se justifica en el hecho de que la estabilizacion que TPPMS provee es alta y, por lo

tanto, la interaccion de TPPMS con la superficie de la AuNS también lo es
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(Micrografia en material suplementario, seccion S16). Se infiere que se inhibe el
proceso de cambio de ligando por los grupos funcionales que provee la superficie,
en este caso: tiol en los patrones y sulfonilos en los demas sectores de la superficie.
Sin embargo, cuando se inmoviliza AuNS estabilizadas con TPPMS de una
concentracién de 20 nM a pH 1,5 en patrones de 3 um, figura 78, la inmovilizaciéon
de la méxima cantidad de nanoestructuras es apreciable sobre la superficie,
saturando los espacios externos al patron. Este efecto sélo es apreciable para
TPPMS, y Unicamente cuando se tiene la mayor concentracion estable posible de
AuNS en un pH fuertemente acido. La generaciéon de una superficie altamente
saturada de AuUNS podria conducir a la generacién de sustratos altamente ordenados

para la creacion de kits de deteccion basados en esta estructura.

o -3

Figura 78. Micrografias de SEM de inmovilizacion de AuNS estabilizadas con TPPMS de
20 nM a pH 1,5 sobre sustratos de patrones de 3 um.

De esta forma, experimentos para construir el sustrato ideal de AuUNS inmovilizadas
en las superficies de ITO fueron llevados a cabo encontrando las condiciones éptimas
de inmovilizacion. Las condiciones estudiadas fueron: tiempo y repeticiones del drop

coating, dosis del cafidn de electrones, tamafio de los patrones, pH de la solucion,
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ligando de la AUNS y concentracion de la dispersion coloidal. La generacién de una
superficie con una gran densidad de nanoestructuras fuertemente ordenadas y
saturadas fue reportada. Esto permiti6 el avance hacia la construccion de

nanodispositivos con potenciales aplicaciones en deteccion éptica.
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Conclusiones

El estudio de la estabilizacion de la superficie de AuNS, altamente anisotrépicas e
inestables, permiti6 su funcionalizacién con el objetivo de generar sistemas con
diferentes potenciales aplicaciones, especificamente en transporte de farmacos,
diagnéstico de Alzheimer y construccion de nanodispositivos. El uso de especies con
distintas funcionalidades, apuntan a las variadas y creativas maneras de buscar la
aplicacion biomédica de estos sistemas.

Se logré la sintesis de diferentes morfologias de AuNS a través de distintas
metodologias. Mediante la sintesis con NH.OH se obtuvo AuNS con una morfologia
erizada de muy baja estabilidad coloidal. Por medio de la sintesis con amortiguadores
de Good, se obtuvo AuNS similar a una estrella de David. Ambas morfologias
presentaron un plasmoén en la ventana biolégica, pero sus tamafios y propiedades
superficiales fueron diferentes, asi como su estabilidad.

Para las AuNS sintetizadas con NH.OH, la adicién de una etapa en el proceso
sintético, la dilucién, favorecio en el nanosistema la capacidad de aglomeracion y
resuspension, proceso que fue optimizado para la estabilizacion y funcionalizacién
posterior. El proceso de centrifugacion fue optimizado para estabilizar y cambiar el

ligando de las AuNS. Mientras que algunos ligandos cambiaron la morfologia de las
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AuNS, transformandolas en nanoesferas, otros promovieron la estabilidad de AuNS
incluso a pH &cido. Estos ligandos pudieron ser reemplazados por otros ligandos
tiolados, comunmente usados como puente, para la uniébn de especies
funcionalizantes. De esta forma, el objetivo de obtener y estabilizar AuNS, a través
del uso de NH,OH y amortiguadores de Good fue logrado.

Para las AuNS con morfologia erizada fueron usados CCD/P para estabilizarlas en
solucion y para funcionalizar su superficie, observandose una 6ptima estabilidad
coloidal superior a 1 semana. El anclaje covalente del péptido D1 a AUNS mediante
PEG no modificé las propiedades morfologicas y superficiales de la nanoparticula,
optimizando su estabilidad.

Por ultimo, se estudiaron pruebas de concepto de los nanosistemas respecto de su
potencial aplicacién. Para las AuNS funcionalizadas con CCD/P se demostrd la
inclusion de dos farmacos de manera simultanea: PhEA y PIP. La capacidad de carga
de CCD/P fue 95% vy permiti6 construir el sistema AuNS-CCD/P-PhEA-PIP,
monitoreando por SERS su conformacién, cumpliendo el objetivo correspondiente
propuesto.

Para las AuNS funcionalizadas con péptido D1, se estudi6 el efecto SEF en dos
sondas: tioflavina T y CRANAD2, para la deteccion de agregados de AB. Al probar
diferentes concentraciones de AuNS, el maximo aumento SEF se consigue con 4,8
veces para tioflavina y de 1,64 veces para CRANAD2, logrando de este modo el
objetivo correspondiente propuesto.

Por otro lado, se estudio la inmovilizacion de AuUNS sobre las superficies con patrones
de tamafio nanométrico. El estudio de los distintos pardmetros permitié encontrar las
mejores condiciones de inmovilizacion logrando superficies altamente ordenadas
como estabilizante para potenciales nanodispositivos, cumpliendo el correspondiente

objetivo propuesto.
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Como conclusiéon general, diferentes AuNS fueron estabilizadas y funcionalizadas
con distintas especies, para construir sistemas con potenciales aplicaciones en
transporte de farmacos, deteccion de biomarcadores y preparacion de
nanodispositivos. Se estudié en profundidad la sintesis de AUNS con cambios en su
morfologia. Ademas, se analizd y optimizo la estabilizacién con especies con distintos
grupos funcionales. Mientras que algunas especies proveen estabilidad a las AuUNS,
otros cambian incluso su morfologia. La funcionalizacién de AuNS fue usada para la
generacién de los nuevos nanosistemas. Estudiar los fendbmenos de SEF en la
deteccion de agregados de AP, la multicarga y monitoreo de farmacos, y la
construccién de nanodispositivos permiti6 comprender como nanoparticulas de alta
anisotropia pueden comportarse en estas bioaplicaciones y su alcance en estas
respectivas areas de estudio. Los 4 objetivos propuestos fueron cumplidos y la

hipdtesis demostrada a través de la realizacion de la tesis doctoral.
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Materiales y métodos

7.1 Materiales

Acido tetracloroatrico (HAuCl4*3H,0) = 99,9%, 393,83 g/mol; acido 4-(2-hidroxietil)-
1-piperazinopropano sulfénico (EPPS) (CoH20N204S) = 99,5%, 252,33 g/mol; acido 3-
(N-Morfolino)propanesulfonico (MOPS) (C7H1sNO4S) = 99,5%, 209,26 g/mol; acido 4-
(2-hidroxietil)-piperazina-1-etanosulfénico (HEPES) (CsH1sN204S) = 99,5%, 238,30
g/mo; hidréxido de sodio (NaOH) = 97%, 40,00 g/mol; citrato (C¢HsO7Nasz*2H,0) =
99%, 294,10 g/mol; nitrato de plata (AgNOs) = 99%, 169,87 g/mol; acido ascérbico
(CeHsOs) = 99%, 176,12 g/mol; acido 11-mercaptoundecanodico (HS(CH)10CO2H) 2
95%, 218,36 g/mol; dimetilsulféxido (DMSO) (C:HsOS) = 99%, 78,13 g/mol;
clorhidrato de N-(3-Dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (EDC) (CgH17Nz*HCI) 2
99,0%, 191,70 g/mol; sal sodica de N-hidroxisulfosuccinimida (NHS) (C4sHsNNaOeS)
= 98,0%, 217,13 g/mol; bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) (CisH42BrN) =
99%, 364,45 g/mol; trifenilfosfina monosulfonato (TPPMS) (CisH14NaOsPS) = 95%,
364,331 g/mol; B-ciclodextrina (BCD) (Ca2H7003s5) = 98%, 1134,98 g/mol; (%)
epiclorhidrina (EP, C3HsCIO) = 99%, 92,52 g/mol; cloruro de colina (CC, CsH14ONCI)

> 98%, 139,62 g/mol; PhEA (1-feniletan-2-amina, CgHi11N) = 99%, 121,18 g/mol, &:
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0,962 g/mL; PIP ((2E ,4E)-5-(2H-1,3-benzodioxol-5-yl)-1-(piperidin-1-yl)penta-2,4-
dien-1-one, C17H19NO3) = 97%, 285,3 g/mol; pastillas de solucién salina tamponada
con fosfato (PBS); 1,1,1,3,3-hexafluoro-2-propanol (HFIP) = 95%, 168,04 g/mol;
anhidrido bérico (B203) = 99,98%, 69,62 g/mol; etilacetato (CH3COOC;Hs) = 99,5%,
88,11 g/mol; n-butilamina (CH3(CH2)sNH2) = 99,5%, 73,14 g/mol y trifloruro de boro
dietil eterato (BF3(Et.0)2) = 99,99%, 141,93 g/mol fueron proporcionados por Sigma
Aldrich (Saint Louis, MO, USA). Acido tiol-PEG-acético = 95%, ~5000 g/mol y
hidrocloruro de tiol-PEG-amino = 95%, ~5000 g/mol fueron proporcionados por
Jenkem Technology (Plano, TX, USA). 2-(4-clorosulfonilfenil)etiltriclorosilano
(CSPETCS) (C11H17ClOsSSi) = 50%, 324,85 g/mol fue proporcionado por Gelest
(Morrisville, PA, USA). El péptido AB1-42 = 97%, 4514 g/mol y el péptido D1 = 97%,
1338 g/mol fueron proporcionados por r-Peptide (Bogart, GA, USA) (secuencia:
DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA). Tioflavina T
(C17H19CIN2S) = 99%, 318,85 g/mol y borato de tri-terc-butilo (C12H27BO3) = 97%,
230,155 g/mol fueron proporcionados por Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA,
USA). El hidrocloruro de hidroxilamina (NH.OH*HCI) = 98%, 69,49 g/mol; el acido
clorhidrico (HCI) para analisis, 36,46 g/mol; acetilacetona (CH;COCH,COCH;) para
andlisis 100,12 g/mol; 4-(dimetilamino) benzaldehido ((CHs):,NCsH4sCHQO) = 99%,
149,19 g/mol y el agua (nanopura) fueron proporcionados por Merck (Darmstadt,

Alemania).

7.2 Sintesis de nanoestrellas de oro con NH-OH

Las AuNS se sintetizaron de acuerdo con un protocolo reportado por Minati et al.
(Luca Minati et al., 2014). 1 ml de solucion de hidroxilamina de 100 mM se ajusto a
pH 12,3 con NaOH. Posteriormente, se afiadieron 100 pl de 10 mM de HAuCl,; a la

solucién, bajo agitacion fuerte y constante. La proporcioén final de hidroxilamina/Au*
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fue de 100. Un cambio de color instantaneo hacia el azul intenso indic6 que la

reaccién habia tenido éxito. Todos los procedimientos se realizaron a 25 °C.

7.3 Sintesis de nanoestrellas de oro con amortiguadores de Good

Las AuNS se sintetizaron en concordancia con el protocolo reportado por
Chandra et al. (Chandra et al., 2016). 3 amortiguadores de Good fueron
utilizados: HEPES, MOPS y EPPS. Las AuNS se sintetizaron mediante la
adicion de 60 pl HAuCls 10 mM a concentraciones variables de cada tampon.
Cada solucién se prepara masando la cantidad adecuada del amortiguador de
Good correspondiente y ajustando a pH 7 con NaOH. Esta solucién se agité
en un matraz durante 1 minuto antes de la adicion de oro. Posterior a la adicion
de oro se agitdé vigorosamente por 30 minutos. Las relaciones de
concentracion de los precursores se informan tal que R = [amortiguador de
Good]/[HAuCl4]. Las relaciones estudiadas fueron: (1) para HEPES R=500;

(2) para MOPS R=400; y (3) para EPPS R=1500 y R=400.

74 Sintesis de nanoestrellas de oro por crecimiento de semillas

Las AuNS se sintetizaron a partir del protocolo reportado por Yuan et al. (Yuan
et al.,, 2012). Se usoO el método de crecimiento de semillas. La solucion de
siembra se preparo agregando 1 ml de solucion de citrato al 0,387 M a 6,7 ml
de solucion de HAuCls 1 mM en ebullicion bajo agitacion vigorosa. Después
de 15 min de ebullicion mientras se mantiene estable el volumen de la
solucion, la solucion se enfria y filtra con una membrana de nitrocelulosa de
0,22 ul. En la segunda etapa, se afiaden 10 ml de la solucion de semilla

estabilizada con citrato anterior a 1 ml de HAuCls 0,25 mM. (ademas con 1 ml
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de HCI 1 M) bajo agitacion moderada (700 rpm). Rapidamente, 10 ul de nitrato
de plata 20 pM y 5 ml de acido ascérbico 100 mM se agregan
simultdneamente. La solucion se agita durante 30 segundos. Posteriormente,
se centrifuga la solucién resultante a 3000-5000 g durante 15 minutos. La
solucion se resuspende en agua Milli-Q, se filtra con una membrana de

nitrocelulosa de 0,22 um y luego se mantiene a 4 ° C.

7.5 Sintesis de nanoestrellas de oro seleccionada con amortiguadores de
Good

Las AuNS se sintetizaron de acuerdo con el protocolo reportado por Chandra et al.
(Chandra et al., 2016). 1,44 ml de solucion de EPPS de 500 mM fueron afadidos a
7,32 ml de agua y ajustados a pH 7 con 60 ul de NaOH de 2,5 M. Posteriormente, se
afadieron 180 ul de HAuCl, de 10,0 mM a la solucion, bajo agitacion fuerte y
constante. La proporcion final de EPPS/Au®* fue de 400. Un cambio de color hacia el
azul intenso posterior a 30 minutos desde la adicion de la sal de oro indic6 que la

reaccion habia tenido éxito. Todos los procedimientos se realizaron a 25 °C.

7.6 Estudio de las condiciones de centrifugacion de nanoestrellas de oro

sintetizadas con amortiguadores de Good

Basada en las condiciones de centrifugacion reportada por Chandra et al (Chandra
et al., 2016), se estudio tres condiciones de velocidad de agitacién: 2650, 5970 y
7670 g y dos condiciones de tiempo 10 y 15 minutos. Las soluciones de AuNS fueron
depositadas en tubos eppendorf de 1,5 mL y centrifugadas en las condiciones
determinadas. Posteriormente, se retird el sobrenadante y fueron resuspendidas en

agua Milli-Q. Todos los procedimientos se realizaron a 25 °C.

7.7 Modificacion de sintesis de nanoestrellas de oro con NH-OH
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Se realizaron pequefios ajustes a la sintesis reportada por Minati et al. (Luca Minati
et al., 2014), para conferir estabilidad al nanosistema. Un minuto después del cambio
de color que indicé que la reaccion habia tenido éxito, la solucién se diluyé en
distintos factores para aumentar la estabilidad coloidal en soluciébn acuosa. Las
condiciones de dilucion estudiadas fueron los factores: 2x, 3x, 4x, 5X, 6X, 7X, 8x, 9X y
10x. La solucion coloidal se decantdé de forma natural para formar un aglomerado
reversible, que se dispersd por agitacion mecanica y sonicaciéon, recuperando su
color y propiedades. Todos los procedimientos se realizaron a 25 °C.

7.8 Estudio del cambio de ligante de nanoestrellas de oro sintetizadas con

amortiguadores de Good

La solucién de AuNS es centrifugada a 7670 g x 15 minutos, luego el sobrenadante
es retirado y la solucién es resuspendida una solucion 10 mM de nuevo ligante
(citrato, CTAB o TPPMS). La solucién es sonicada por 5 minutos, y agitada en vortex
por 15 minutos. Posteriormente se repte el proceso de lavado por 2 ocasiones, y se

resuspende en ambas en agua Milli-Q. La solucién resultante es almacenada a 4°C.

7.9 Sintesis del polimero catiénico de B-ciclodextrina

El CCD/P se sintetiz6 segun el protocolo descrito por Li et al. (J. Li et al., 2004).
Inicialmente, se mezclaron 3,5 mL de solucién acuosa de 2,7 M de NaOH con 994
mg de BCD dentro de un matraz de destilacion de fondo redondo. Se monté un bafio
de agua en una placa de calentamiento con agitacion magnética. El matraz con la
solucién se coloc6 dentro de un bafio de agua a 25 °C y se incubd bajo agitacion
suave durante 24 h. A continuacién, se afiadieron rapidamente 125,2 mg de CC.
Posteriormente, se afadieron 1040 pl de EP a un flujo de 30 pl/min durante 35 min.
A continuacion, se aumenté la temperatura de la solucion a 60 °C, y la mezcla se
agité a 52 xg durante 2 h. La relacion molar de BCD/EP/CC utilizada para la sintesis

fue de 1/15/1. La reaccion se detuvo mediante la neutralizacidon con una solucién
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acuosa de HCI de 3 mol/L. La solucién obtenida se dializ6 durante 24 h. Finalmente,
el polimero resultante se liofilizé para eliminar completamente el disolvente.

7.10 Estudio de la interaccion de polimeros cationicos de B-ciclodextrina con

supetficies de oro de espesor nanométrico mediante SPR
En primer lugar, se realizaron tres inyecciones sucesivas en el equipo SPR de una
solucién acuosa de 5,0 mM de CCD/P sobre una lamina de oro de 50 nm de espesor
para alcanzar la saturacién de su superficie. A continuacién, se modificaron cuatro
laminas de oro diferentes con una Unica inyeccion de 5,0 mM de CCD/P en el equipo
de SPR. El tiempo de inyeccién fue de 30 min, con un flujo de 5 ml/min.

7.11 Funcionalizacion de nanoestrellas de oro con polimero cationico de -
ciclodextrina

Para la funcionalizacion de AuNS con CCD/P, se aglomeraron inicialmente las AUNS
y se eliminé el sobrenadante; posteriormente, se afiadié 1,0 mg de CCD/P disuelto
en 3,0 mL de agua. A continuacién, se resuspendi6 el sistema mediante sonicacién
durante 3 minutos. Este procedimiento se repiti6 dos veces mas; finalmente, el
sistema AUNS-CCD/P se resuspendi6é en agua. Todos los procedimientos se

realizaron a 25 °C.

7.12 Cambio de ligando organico por ligandos tiolados de tipo puente

La solucion de AuNS con EPPS o TPPMS es centrifugada a 7670 g x 15 minutos,
luego el sobrenadante es retirado y la solucion es resuspendida una solucién 10 mM
de nuevo ligante tiolado (AMUD, HS-PEG-NH; y HS-PEG-COOH). La solucion es
sonicada por 5 minutos. Posteriormente se repte el proceso de lavado por 2
ocasiones, y se resuspende en ambas en agua Milli-Q. La solucién resultante es

almacenada a 4°C.
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7.13 Estabilizacion de nanoestrellas de oro sintetizadas con amortiguadores
de Good con polietilenglicol modificado

Las AuUNS fueron conjugadas con HS-(PEG)so0-NH2. 1 miligramo de PEG fue
agregado a 9 mL de solucion de AuNS a 1 nM, manteniendo agitacion constante
durante 1 hora. Posteriormente, las AuNS fueron centrifugadas a 7670 g por 15
minutos. Luego, el pellet es separado y resuspendido en agua Milli-Q. Este proceso
de lavado es repetido durante 2 oportunidades mas, almacenandose posteriormente.
Todos los procedimientos se realizaron a 25 °C.

7.14 Unidn covalente del péptido D1 a través de reaccion de acoplamiento a
PEG

A una solucién de 3 ml de AuNS con PEG de concentracion 1 nM, se le agregaron 3
ul de EDC de 10 mg/mly 2 ul de sulfo-NHS de 18 mg/ml fueron agregados y agitados
durante 15 min. La solucién resultante es centrifugada a 7670 g por 15 min, y el pellet
es resuspendido en 3 ml agregando 30 uL de solucion acuosa de péptido D1 de
concentracion 1 mg/ml. Finalmente, la solucién se agité durante 24 h, siendo luego
centrifugada a 7670 g por 15 m, resuspendiendo el pellet resultante en agua. El
sistema AUNS-PEG-D1 fue almacenado a 4°C. Todos los procedimientos se
realizaron a 25 °C.

7.15 Inclusién de feniletilamina y piperina en polimeros catiénicos de f-
ciclodextrina

La sintesis de CCD/P-PhEA-PIP se realiz6 utilizando 200 mg de CCD/P, 11,7 pL de
PhEA y 25,14 mg de PIP para conseguir una relacion molar de 1/0,5/0,5 ya que los
complejos BCD-PhEA y BCD-PIP tienen una relacion estequiométrica 1:1 (Ezawa et
al., 2016; Rodrigo Sierpe et al., 2015). Se preparo6 una solucion acuosa de CCD/P (3
ml) y una solucion de etanol de PIP (0,5 ml). Las soluciones de farmaco y CCD/P se

mezclaron lentamente y se incubaron a temperatura ambiente durante 24 h. Estas
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condiciones favorecieron la inclusién gradual de ambos compuestos para asegurar
una alta ocupacion de la cavidad hidrofébica de la BCD. Finalmente, la solucion se
dializé durante 24 h para eliminar las moléculas de farmaco no incorporadas y se
liofilizoO para obtener el polimero con PhEA y PIP en estado sdlido. Todos los
procedimientos se realizaron a 25 °C.

7.16 Funcionalizacion de nanoestrellas de oro con polimero cationico de -

ciclodextrina cargado con feniletilamina y piperina

Para la funcionalizacion con CCD/P-PhEA-PIP, se aglomeraron inicialmente las
AUNS y se elimind el sobrenadante; posteriormente, se afiadié 1,0 mg de CCD/P-
PhEA-PIP disuelto en 3,0 mL de agua. A continuacion, se resuspendio el sistema
mediante sonicacién durante 3 minutos. Este procedimiento se repitié dos veces mas;
finalmente, el sistema AuNS-CCD/P-PhEA-PIP se resuspendié en agua. Todos los
procedimientos se realizaron a 25 °C.

7.17 Modelos moleculares, métodos y calculos para la obtencion de los
espectros Raman teoricos

Todos los resultados tedricos fueron realizados por nuestro colaborador el Lic. Lucas
Lodeiro Moraga, estudiante de Magister en Quimica e investigador de la Universidad
de Chile. Todos los calculos se realizaron utilizando la teoria de funcionales de la
densidad (DFT) en Gaussian09, revision D.01 (M. J. Frisch, G. W. Trucks, H. B.
Schlegel, G. E. Scuseria, M. A. Robb, J. R. Cheeseman, G. Scalmani, V. Barone, B.
Mennucci, G. A. Petersson, H. Nakatsuji, M. Caricato, X. Li, H. P. Hratchian, A. F.
Izmaylov, J. Bloino, G. Zheng, J. L. Sonnenberg, M. Had et al., 2013), en un cluster
de computacién de alto rendimiento (HPC). El funcional hibrido de intercambio-
correlacion B3LYP (A. D. Becke, 1988; C. Lee et al., 1988) y 6-311*G(d,p) fue usado.
B3LYP es un funcional adecuado para las moléculas organicas (Axel D. Becke, 1993;

Stephens et al., 1994) y es ampliamente utilizado en este campo de investigacion
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para asignar sefiales vibracionales (Balan et al., 2019; Rodrigo Sierpe et al., 2015).
Se selecciond un conjunto de bases de valencia triple Z de Gauss con orbitales de
polarizacion y difusos para los atomos pesados y orbitales de polarizacion para los
atomos de hidrogeno para lograr una buena descripcion del sistema con una baja
incompletitud del conjunto de bases.

El primer paso incluyé la optimizacion de la geometria molecular. Se realizaron
exploraciones sobre varios angulos para identificar varios minimos locales. Se utilizo
la geometria minima local mas baja para cada molécula en la fase gaseosa. Ademas,
se realiz6 un célculo de la frecuencia vibratoria arménica para verificar que las
geometrias optimizadas eran auténticos minimos en la superficie de energia
potencial. No se impusieron restricciones de simetria 0 geometria durante las
optimizaciones. El segundo paso incluyé un calculo de la frecuencia vibracional
anarménica y de la intensidad Raman, a través de la teoria de perturbacion
vibracional de segundo orden (VPT2) (Barone, 2005), para las estructuras
previamente relajadas con el fin de obtener un conjunto de sefiales vibracionales para
los espectros Raman y sus modos normales. Esta informacion se utilizé para asignar
los modos normales de vibracién a los datos Raman experimentales mediante
vectores de desplazamiento atomico y visualizacion directa.

7.18 Estudio de la fluorescencia aumentada por superficie de nanoestrellas
sobre la sonda tioflavina T para la deteccion in vitro de fibras del péptido Af3

Para obtener fibrillas de AB, una alicuotas de AR de 0,05 mg se disolvido en HFIP
durante 30 minutos para producir su forma monomeérica, segun el protocolo de
Morales-Zavala y colaboradores (Morales-Zavala et al., 2017). La alicuota fue
liofilizada y resuspendida en PBS. La concentracion final de Ap trabajada fue de 10
MM. Las muestras se incubaron durante 3 dias a 37 °C mientras se agitaban

mecanicamente. Después de tres dias, se mezclaron 25 uL de la solucion incubada
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de AB con 20 uL de PBS, 2,5 uL de tioflavina Ty 2,5 pL de AuNS-PEG-D1 en una
placa negra Corning 384 de fondo 3575. Las concentraciones iniciales de AuNS-
PEG-D1 se variaron para obtener como concentracion final del nanosistema en el
experimento: 0,01, 0,1, 0,5y 1 nM. La fluorescencia se midié con una longitud de

onda de excitacién de 440 nm y una longitud de onda de emisién de 484 nm.

7.19 Sintesis de CRANAD?2

La sintesis del CRANAD?2 fue llevada a cabo por Isidora Berlanga, Nicole Parra y la
profesora Dr. Monica Soler de la Facultad de Ciencias Fisicas y Matematicas de la
Universidad de Chile.

Los materiales de partida se compraron a Sigma-Aldrich-Merck Millipore y se
utilizaron sin purificacion adicional. Los productos se caracterizaron mediante
espectroscopia 'H-RMN (Multinuclear NEO Bruker Advance 400 MHz),
espectroscopia FTIR-ATR (Thermo Scientific Nicolet iS10 acoplado a un accesorio
ATR SmartTM iTX con un diamante monocristalino), espectroscopia de absorbancia
UV-vis (Avantes Avaspec-ULS2048L Starline Versatile Fiber-optic), y espectroscopia
de emision (Perkin Elmer LS-55).

Sintesis de curcuminoide (5-hidroxi-1,7-bis[4-(dimetilamino) fenillhepta-1,4,6-trien-3-

ona): La acetilacetona (acac, 751 I, 7 mmol) y el anhidrido bérico (B.Os, 0,348 g, 5
mmol) se disolvieron en etilacetonato (EtOAc, 8,0 ml). La mezcla de reaccién se
calent6 a 60 °C y se agitd durante 30 minutos hasta que se formo6 una suspension
blanca. A continuacién, se prepar6 una solucion que contenia 4-(dimetilamino)
benzaldehido (2,088 g, 14 mM) y borato de tri-terc-butilo (14 mM) en EtOAc (14 ml).
3 h a 60 °C. Después de enfriar durante 10 min, se afiadié gota a gota una solucién
de n-butilamina (0,4 mL, 4 mmol) en EtOAc se afiadi6é gota a gota (5 gotas/min), y la
mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 24 h. En este punto, se

formo un precipitado rojo-marrén correspondiente al complejo de boro, que se filtré y
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suspendié en agua durante 3 h para romper el complejo. Al cabo de un dia, se filtré
el ligando puro y se seco al vacio. Rendimiento: 71,6%. Punto de fusién 222-224 °C.
H-RMN (400 MHz, CDCl3) (ppm): 16,33 (s, 1H); 7,60 (d, 2H, J = 16 Hz); 7,46 (d, 4H,
J = 8,8 Hz); 6,69 (d, 4H, J = 8,8 Hz); 6,42 (d, 2H, J = 16 Hz); 5,73(s, 1H), 3,03 ppm
(s, 12H). FTIR-ATR: 2952 (Csp2-H), 2800 (Csp3-H), 1583 (C=0 cetona), 1522 (C=C)
cm? UV-vis CH,Cl;, max: 485 nm. Espectro de emisién CH:Cl,, emi: 566 nm (exc =
485 nm)

Sintesis de CRANAD?2: El curcuminoide (188,1 mg, 0,52 mmol) se disolvié en CH.Cl,

(4 ml), y luego se afiadio el trifluoruro de boro dietil eterato BF3(Et20). (0,2 ml, 0,744
mM). La reaccion se irradié con un microondas a alta potencia durante 5 minutos a
60 °C. El matraz se enfri6 durante 15 minutos. El producto se filtré y se lavo con
CH.CI; para obtener un polvo negro (274 mg, rendimiento del 86%). El analisis del
punto de fusion mostré que se descompuso a mas de 300 C.'H-RMN (400 MHz,
DMSO-ds) (ppm): 7,82 (d, 2H, J= 15 Hz), 7,68 (d, 4H, J= 8,6 Hz), 6,78 (m, 6H), 6,28
(s, 1H), 3,06 (s, 12H). FTIR-ATR: 3089 (Csp2-H), 2910 (Csp3-H), 1597 (C=0O cetona),
1522 (C=C), 1046 (B-0O), 1066 (B-F) cm™. UV-vis CH,Cl,: max: 595 nm. Espectro de
emision CH.Cl,, emi: 657 nm (exc = 595 nm).

7.20 Estudio de la fluorescencia aumentada por superficie de nanoestrellas
sobre la sonda CRANAD para la deteccion in vitro de fibras del péptido Af

Para obtener fibras de AB, al igual que en tioflavina T, se uso el protocolo de Jara-
Guajardo y colaboradores (Jara-Guajardo et al., 2020). Posterior a la incubacion de
fibras, se mezclaron 25 pL de la solucién incubada de AB con 20 pL de PBS, 2,5 uL
de CRANAD2 y 2,5 yL de AuNS-PEG-D1 en una placa negra Corning 384 de fondo
3575. Las concentraciones iniciales de AUNS-PEG-D1 se variaron para obtener como

concentracion final del nanosistema en el experimento: 0,00001, 0,0001, 0,001, 0,01,
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0,1, 0,5y 1 nM. La fluorescencia se midié con una longitud de onda de excitacion de

640 nm y una longitud de onda de emisién de 688 nm.

7.21 Construccion de la superficie

Las superficies de ITO se cortaron en trozos de 1 cm x 1 cm. Se limpiaron en plasma
de oxigeno [p(02) = 0,4 mbar, f =40 kHz, y P = 100 W] durante 15 min (Schaal et al.,
2012). Las piezas se silanizaron mediante la técnica de Schlenk. Se preparara una
soluciébn madre de 0,3 mM de CSPETCS en diclorometano seco y etanol. Las
muestras limpias se ponen en tubos Schlenk y se afiade la solucién de crecimiento,
dejandolo reposar a temperatura ambiente durante 15 minutos. A continuacién, las
muestras se lavan a fondo con diclorometano y etanol, y se secaron en una corriente
de nitrégeno. Por ultimo, todas las muestras se dejaron a 120 °C durante la noche
(Schaal & Simon, 2013). Los patrones se generaran a través de litografia escribiendo
patrones de circulos, rectangulos o cuadrados con longitudes laterales desde 10 nm
hasta 10 um. Las dosis de electrones se elaboraron mediante ensayos de dosis en
funcion del voltaje de aceleracion del cafidn de electrones y de la densidad de la capa

de silano (Schaal & Simon, 2013).

7.22 Inmovilizacion de nanoestrellas de oro

Se incubaron las superficies con patrones de tamafio nanométrico con una solucién
de AuNS durante 6 horas en una camara cerrada para evitar la evaporacion de las
gotas. Después, la superficie se enjuaga con una cantidad abundante de agua

ultrapura y se seca en una corriente de nitrégeno.

7.23 Caracterizacion de nanoestrellas de oro para la co-carga de farmacos

Los sistemas AuNS, CCD/P, CCD/P-PhEA-PIP, AuNS-CCD/P y AuNS-CCD/P-PhEA-

PIP se caracterizaron mediante los siguientes métodos:
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La espectroscopia UV-VIS se realizdé a 25 °C utilizando un espectrofotometro UV
2450 (Shimadzu, Kyoto, Jap6n) con agua como linea base. Los analisis de potencial
zeta y de dispersion de luz dinamica se realizaron a 25 °C utilizando un Zetasizer
(Nano ZS mod-el, Malvern, Malvern, Reino Unido). La distribucién de tamafios de las
muestras se determind a partir de los valores de distribucion de intensidad mediante
el método de acumulaciones. Se utilizé la aproximacion de Smoluchowski para
calcular los potenciales Z basandose en la movilidad electroforética medida. La
microscopia electrénica de barrido por emision de campo (FE-SEM) se realizé con
un microscopio Leo Zeiss Supra 35VP a tensiones de aceleracion de 15 kV y 2 kV.
La microscopia electrénica de transmision (TEM) se realizdé con un microscopio TEM
JEOL 2000FX a 200 kV para determinar el tamafio medio de las particulas y la
distribucion de las muestras. Esta medicion fue obtenida mediante una colaboracion
con el profesor Dr. Miguel Laguna-Bercero, en el Instituto de Nanociencia y
Materiales de Aragon (INMA), en la Universidad de Zaragoza. El tamafio medio de
las particulas se calcul6 con el software Digital Micrograph. Los RMN-H se realizaron
con un espectrémetro de RMN superconductor Bruker Advance 400 MHz a 300 K, y
todas las muestras sdlidas se disolvieron en DMSO-d® (99,99% D). Los precursores
EP, CC, BCD, PhEA y PIP y las muestras de CCD/P y CCD/P-PhEA-PIP se midieron
directamente; las muestras de AUNS-CCD/P (10 mg) y AuNS-CCD/P-PhEA-PIP (10
mg) se liofilizaron y luego medidas. La espectroscopia FT/IR se realizé con un
espectrometro (modelo FT/IR-4600, Jasco, Easton, EE. UU.). El andlisis
termogravimeétrico (TGA) se realiz6é con un instrumento (modelo 4000, Perkin-Elmer,
Waltham, MA, EE. UU.). Se programo la temperatura del horno para que aumentara
a un ritmo de 10 °C/min desde 30 °C hasta 800 °C bajo una atmésfera de N2 (con un
flujo de 20 mL/min). Esta medicién fue obtenida mediante una colaboracion con la
profesora Dra. Maria Luisa Valenzuela de la Universidad Auténoma. La

espectrometria de masas se realizé6 con un MALDI-TOF Microflex (Bruker Daltonics
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Inc., Billerica, MA, USA) en el modo de iones positivos y negativos por deteccion
lineal en presencia de la matriz DHB. La eficiencia de atrapamiento y la capacidad de
carga se determinaron utilizando un instrumento SPR (Dual channel SR7500DC,
Reichert Technologies, Depew, NY, USA) con un sistema de automuestreador. La
adquisicion de datos se llevé a cabo utilizando el Integrated SPR Autolink (Reichert
Technologies, Depew, NY, USA). Los datos se procesaron con el software
TraceDrawer 1.6.1 y OriginPro 8.0. Esta medicién fue obtenida mediante una
colaboracién con la profesora Dra. Soledad Bollo de la Universidad de Chile. Las
mediciones Raman y SERS se realizaron utilizando un espectrometro micro-Raman
RM 1000 (Renishaw, Wotton-under-Edge, Reino Unido) equipado con laseres a 514,
633 y 785 nm. El aparato estaba acoplado a un microscopio DM LM (Leica
Microsystems, Wetzlar, Hesse) y a una camara CCD refrigerada eléctricamente
(Renishaw, Wotton-under-Edge, Reino Unido). La sefial Raman se calibr6 en la linea
de 520 cm™ del silicio utilizando una lente con un objetivo de 50x. Los datos se
recogieron entre 0 y 3000 cm?, y la regién espectral registrada estaba entre 200 y
2000 cm™. Las condiciones de registro espectral y la longitud de onda del laser se
seleccionaron para evitar la degradacion y la posible fluorescencia de las muestras;
en consecuencia, se utilizé la linea laser de 785 nm para el escaneo espectral SERS
y Raman. El espectro Raman de la PhEA se midi6 en una muestra preparada
mediante el secado de mdltiples gotas sobre una superficie Los espectros Raman de
PIP, CCD/P y CCD/P-PhEA-PIP se midieron en estado sdlido. Los espectros SERS

de AuNS-CCD/P y AuNS-CCD/P-PhEA-PIP se midieron en solucién acuosa.

7.24 Caracterizacion de nanoestrellas de oro para la deteccion de Alzheimer

y para la construccion de nanodispositivos

Los sistemas AUNS-EPPS, AuNS-CTAB, AuNS-citrato, AuNS-TPPMS, AuUNS-

AMUD; AuNS-PEG-COOH, AuNS-PEG-NH,, AuNS-PEG-D1, AB/tioflavina T, AUNS-
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PEG-D1/Apltioflavina T, ABR/CRANAD2, AuNS-PEG-D1/AB/CRANAD2 vy las
superficies patronadas nanométricas con y sin AUNS inmovilizadas se caracterizaron
mediante los siguientes métodos:

La espectroscopia UV-VIS se realizé a 25 °C utilizando un Espectrofotometro Perkin
Elmer Lambda 25. con agua como linea base. Los andlisis de potencial zeta y de
dispersion de luz dindmica se realizaron a 25 °C utilizando un Zetasizer Malvern
modelo Nano ZS. La distribucion de tamafios de las muestras se determiné a partir
de los valores de distribucion de intensidad mediante el método de acumulaciones.
Se utilizé la aproximacion de Smoluchowski para calcular los potenciales Z
basandose en la movilidad electroforética medida. La microscopia electrénica de
barrido por emision de campo (FE-SEM) y los patrones se generaron a través de
litografia utilizando un microscopio electrénico de barrido Zeiss LEO Supra 35-VP
equipado con un generador de patrones Elphy Plus de RAITH (software Elphy Plus
version 4) a tensiones de aceleracion de 15 kV y 2 kV. La microscopia de transmision
electrénica fue realizada con un Microscopio electrénico de transmision analitica de
alta resolucién FEI Tecnai F20 con filtro de energia de imagen (Gatan GIF 2000),
EDX (EDAX) y detector HAADF. La fluorescencia fue medida en primera instancia
utilizando un lector de placas Synergy Mx, con placas del tipo Corning 384 well 3573
a 25°C. En segunda instancia, la fluorescencia fue medida con un espectrofotémetro
de emision Perkin Elmer LS-55 a 25°C. La determinacién de la concentracién de
nanoparticulas fue realizada utilizando un NanoSight NS300 a 25°C. Las mediciones
Raman y SERS se realizaron utilizando un espectrometro micro-Raman RM 1000
(Renishaw, Wotton-under-Edge, Reino Unido) equipado con laseres a 514, 633y 785
nm. El aparato estaba acoplado a un microscopio DM LM (Leica Microsystems,
Wetzlar, Hesse) y a una cAmara CCD refrigerada eléctricamente (Renishaw, Wotton-
under-Edge, Reino Unido). La sefial Raman se calibré en la linea de 520 cm™ del

silicio utilizando una lente con un objetivo de 50%. Los datos se recogieron entre 0 y
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3000 cm?, y la regién espectral registrada estaba entre 200 y 2000 cm™. Las
condiciones de registro espectral y la longitud de onda del laser se seleccionaron
para evitar la degradacion y la posible fluorescencia de las muestras; en
consecuencia, se utilizo la linea laser de 785 nm para el escaneo espectral SERS y

Raman.

7. 25 Ecuaciones

Respuestaccp/p

Densi ficial =
ensidad superficia %1010
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Material suplementario

S1. Espectros de absorcion de nanoestrellas de oro de amortiguadores de

Good en el estudio de condiciones de centrifugacion

Para construir la figura 20 (B), acerca de las condiciones de centrifugacion estudiadas
para AuNS sintetizadas con amortiguadores de Good, se usan los espectros de
absorbancia de la figura S1. Las condiciones estudiadas fueron: 2650 g por 15 min,

5970 g por 10 y 15 min, 7670 g por 10 y 15 min.
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Figura S1. Espectros de absorbancia de AuNS de sintesis (linea discontinua), centrifugadas

(linea continua), y el sobrenadante de este proceso (linea punteada), a diferentes condiciones

de centrifugacion: (A) 2650 g por 15 min, (B) 5970 g por 10 min, (C) 5970 g por 15 min, y
(D) 7670 g por 10 min.

S2. Preparacion y estabilizacion de nanoestrellas de oro

Los factores de dilucién probados fueron desde 2x hasta 10x; sin embargo, las
diluciones de 3x a 10x dieron lugar a diametros hidrodinamicos estables de las AUNS

en solucién. La Tabla S1 muestra los diametros hidrodindmicos de las AuUNS en
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solucién acuosa a varias diluciones después de cero, uno, dos, tres y siete dias,

usadas para construir la figura 24. La figura S2 muestra los espectros UV-VIS de las

AUNS en las diluciones estudiadas, usadas para construir la figura 25.

Tabla S1. Didmetro hidrodindmico de las AuNS en solucion acuosa a varios factores de
dilucion (de 1x a 10x) después de cero, uno, dos, tres y siete dias.

Factor de dilucién

Diametro hidrodinamico (nm)

Dia 0 Dial Dia 2 Dia 3 Dia 7
1x 121 £23 657 +213 680x242 725+290 5560 + 3205
2% 115+ 20 598 +302 650+283 666+ 315 3578+ 1780
3% 121 +£18 137+25 126+24 132+25 133+ 25
4% 136 £22 134+25 132+31 140%21 139+ 28
5x% 107+15 111 +17 109%+21 120+18 130+ 24
6% 123+£20 132+23 127x25 135+25 139+ 30
7% 134+32 136+27 13328 122+25 142 + 33
8x 143+33 148+38 152+36 155+40 168 + 43
9% 124+34 107+30 115+31 123+28 127 + 30
10x 113+30 108+27 115%x25 118+20 125+ 26
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Figura S2. (A) Espectros de absorbancia de AuNS con factores de dilucion entre 3x y 10x.
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S3. Formacion de polimeros cationicos basados en B-ciclodextrina

La formacion de CCD/P se caracteriz6 mediante espectroscopia IR. La figura S3

muestra los espectros IR de (A) BCD, (B) CC, (C) EP y (D) CCD/P.

Transmittance (%)
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Figura S3. Espectro IR de (A) B-ciclodextrina, (B) cloruro de colina, (C) epiclorhidrina and
(D) polimero catiénico de B-ciclodextrina.

La figura S4 Ay B muestran los espectros de masas de CCD/P. Para los analisis se
utilizé la versién 5.5.0 de mMass. Se utiliz6 el algoritmo MALDI-TOF Proteins 5-20
kDa para la deteccion de la sefial espectral (m/z) con parametros por defecto
(relacién sefial/ruido de 2,5 y limite de intensidad relativa del 1%). El grado maximo

de polimerizacion correspondié a 14 unidades de BCD (m/z: 20404,8429).
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Figura S4. Espectros de masas de CCD/P: (A) de 0 a 6.500 m/z y (B) de 7000 a 25000 m/z.
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S4. Interaccion de polimeros catidnicos de ciclodextrina y superficie de oro a
través de SPR

En primer lugar, se realizaron tres inyecciones sucesivas de CCD/P sobre una lamina
de oro nanométrica para alcanzar la saturacion de su superficie (véase la Figura
SHA). La tabla S2 resume los datos de las respuestas y los porcentajes de
inmovilizacion para cada inyeccion (n=2). A continuacion, se modificaron cuatro
laminas de oro diferentes con una Unica inyeccion de CCD/P (véase la Figura S5B).
Las respuestas correspondientes y el promedio calculado se muestran en la Tabla

S3 (n=4).

(A) (B)
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Figura S5. Sensorgramas de respuesta de: (A) 3 inyecciones consecutivas de 5,0 mM
CCD/P durante 30 minutos cada una (n=2) y (B) 1 inyeccién de 5,0 mM CCD/P durante 30
minutos (n=4).

Tabla S2. Respuestas medias para las tres inyecciones consecutivas de 5,0 mM CCD/P y
grado de inmovilizacion.
Numero de  Respuesta promedio Grado de inmovilizacion

inyeccion (ARU) (%)
1 2549 + 192 80+6
2 390 + 88 12+3

3 234 + 86 7+3
total 3172 + 183 100+ 6
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Tabla S3. Respuesta inicial y final, y variacién de la respuesta calculada para cuatro
superficies de oro modificadas con una inyeccién de 5,0 mM de CCD/P.

, Respuesta Respuesta Variacion de la
Numero de o .
ensayo inicial final respuesta
(RU) (RU) (ARU)
1 20776 23189 2413
2 23258 25934 2676
3 22788 24867 2079
4 21242 23224 1982
Promedio - - 2288 (+ 318)

S5. Caracterizacion complementaria de nanoestrellas de oro con polimero
cationico de pB-ciclodextrina

Una vez confirmada la interaccion entre los grupos amonio cuaternario y los atomos

de oro, se continud con la caracterizacion de los AuNS estabilizados con CCD/P. La

figura S6 muestra los espectros de *H-RMN de (A) CCD/P y (B) AuNS estabilizados

con CCD/P
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Figura S6. Espectros de *H-RMN de (A) CCD/P y (B) AuNS-CCD/P.

S6. Tabla de asignacion de caracterizacion SERS del sistema AuNS-PEG-D1
De la figura 46 (A), considerando la asignacion realizada por Jara-Guajardo y
colaboradores, se realiza la asignacion de las sefales SERS del sistema AUND-PEG-
D1 que se observa en la tabla S4.
Tabla S4. Asignacion propuesta de sefiales Raman y SERS para D1 y AuNS-PEG-D1.

Simbologia: D-Arg: arginina; D-Tyr: tirosina; D-Ser: serina; D-GlIn: glutamina; D-Ala:
alanina; D-His: histidina, v: stretching. &: bending. def.: deformacion.
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Raman D1 Intensidad SERS D1 Intensidad . -
) . . . Asignacion
(cm™) relativa (cm™) relativa
. D-GIn
1677 Media 1655 Alta Amida | (vC=0 + 5NH)
1620 Media 1635 Alta D-GiIn
- - 1599 Alta -
1440 Alta 1461 Baja D-Arg
- - 1305 Alta -
1274 Media 1279 Alta D-Tyr
. . D-Ser
1212 Media 1123 Media Amide 1l def.
1051 Baja 1043 Alta D-Arg
- - 1021 Media -
991 Baja 990 Media D-Arg
929 Baja - - D-Arg/D-GIn
854 Alta 851 Alta D-Tyr/D-Ala
837 Alta 830 Alta D-Tyr
725 Media 713 Media D-His
- - 680 Media -
643 Media 653 Media D-Tyr
598 Baja 570 Alta D-Ala
- - 540 Alta -
- - 517 Alta -
436 Media 398 Alta SCN def.
407 Media 380 Alta S5CN def.

S7. Caracterizacion complementaria de polimeros cationicos basados en -

ciclodextrina cargados con feniletilamina y piperina

Los valores de integracién usados para el calculo de las relaciones se observan en
la tabla S5.
Tabla S5 Valores de las sefiales integradas de protones PIP y BCD en los espectros de *H-

RMN del sistema CCD/P-PhEA-PIP basados en las sefiales integradas de protones PhEA
utilizadas como referencia.

Integracion de H: PIP Integracién de H: BCD Integracion de H: PhEA
Hm Ho Hp H1 (usados como referencia)
6.03 11.82 6.03 23.83 Hd/f =2
6.03 11.82 6.03 23.31 Ha/[ =2
6.03 11.82 6.03 23.42 Hb/[ =2

La formacion del sistema CCD/P-PhEA-PIP se caracteriz6 mediante espectroscopia

IR, figura S7, y TGA, figura S8).
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Figura S7. Espectros IR de (A) PhEA, (B) PIP, (C) CCD/P y (D) CCD/P-PhEA-PIP.
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Figura S8. A la derecha: Curvas de descomposicion térmica de (A) BCD, (B) CCD/Py (C)

CCD/P-PhEA-PIP en un rango de temperatura entre 10 y 800 °C en atmosfera de N; a la

izquierda, las derivadas de las respectivas curvas de descomposicion térmicas de (A) BCD,
(B) CCD/P y (C) CCD/P-PhEA-PIP.

S8. Estudio de la eficiencia de atrapamiento y la capacidad de carga de
polimeros cationicos a base de B-ciclodextrina con feniletilamina y piperina
mediante la técnica SPR

Se modificé una lamina de oro con una solucion acuosa de 5,0 mM de CCD/P para
evaluar la eficiencia de atrapamiento y la capacidad de carga de los farmacos a
diferentes concentraciones. Las soluciones de farmacos se prepararon utilizando
etanol en agua (40% v/v), manteniendo la relacion molar 1:1 de PhEA-PIP.

La configuracion de la SPR se realiz6 con dos canales: el de trabajo y el de referencia.
Las curvas de asociacion se corrigieron por doble referencia, descontando la

respuesta obtenida del canal de referencia y una inyeccién de una solucién de etanol
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al 40% v/v. Después de cada ensayo, la superficie de oro con CCD/P se regenerd
utilizando DMSO (1 M) durante 7 min, a un flujo de 20 pyL/min.

La figura S9A muestra un sensorgrama con las curvas de respuesta frente al tiempo
a diferentes concentraciones iniciales de PhEA-PIP. La figura S9B muestra la curva
de calibracién obtenida. Se observo una relacion lineal entre las respuestas y la

correspondiente concentracion de farmaco con un R? de 0,9939.
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Figura S9. (A) Respuestas obtenidas con diferentes concentraciones iniciales de PhEA-PIP,
y (B) Curva de calibracién de la respuesta del farmaco frente a la concentracién total,

evaluada de 1,25 a 5,0 mM.

Los datos de las respuestas, las concentraciones, la eficiencia de atrapamiento y la
capacidad de carga se resumen en la Tabla S6. Cada ensayo se realiz6 por triplicado.

Tabla S6. Datos obtenidos de las respuestas PhEA-PIP, concentraciones de farmacos y
porcentajes de eficiencia de atrapamiento y capacidad de carga.

Respues Concentraci Respues Concentraci Eficiencia Capacida
tade on inicial ta PhEA- 0On calculada de d de
PhEA- (mM) PIP (mM) atrapamien carga

PIP incluidos to (%) (%)
(ApRIU) (ApRIV)
525 1.25 520+ 6 1.1+0.2 91+16 28+5
541 1.7 533+2 15+0.1 87+3 371
577 2.5 552 £12 2005 79 +18 49+11
597 3.3 590 + 11 3.0+0.3 90+ 12 74 £ 10
669 5.0 622 +8 3.8+0.3 76+ 6 95+7

135



S9. Caracterizacion de la estabilidad de las nanoestrellas de oro con polimero
cationico de B-ciclodextrina cargada con feniletilamina y piperina mediante
'H-RMN

La figura S10 muestra los espectros de *H-RMN de (A) CCD/P-PhEA-PIP y (B) AuNS

con CCD/P-PhEA-PIP.

(A} CCD/P-PhEA-PIP

YW YL

(B) AUNS-CCD/P-PhEA-PIP i

intensity (a.u.)

ol n)“\}lol\ln ™

7.4 68 62 56 50 44 38 32 26 20 14
{pPm)

Figura S10. Espectros de *H-RMN de (A) CCD/P-PhEA-PIP y (B) AUNS-CCD/P-PhEA-
PIP.

S10. Métodos teoricos

Las frecuencias anarmonicas (VPT2) se evaluaron para optimizar la asignacion de
las sefales mediante dos criterios relevantes. En primer lugar, se consideré la
sobreestimacion (4-5%) de las frecuencias fundamentales arménicas de la DFT con
respecto a los valores de frecuencia experimentales. Estas sobreestimaciones se
deben a varias fuentes de error, como el caracter incompleto del conjunto de bases,
el funcional de intercambio-correlacion y principalmente las correcciones
anarmonicas. Por lo tanto, se utilizan frecuentemente factores de escala para corregir
estos valores (en particular, se utiliza un factor de escala de 0,96-0,97 para B3LYP).
La comparacién de las frecuencias fundamentales arménicas y anarmonicas
calculadas permiti6 estimar los factores de escala entre las frecuencias (0,961 y
0,963 para PhEA y PIP, respectivamente) de acuerdo con los factores de escala

reportados (ver Figura S11 Ay B). Los conjuntos funcionales y de bases utilizados
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demostraron un rendimiento Optimo para los valores vibracionales fundamentales,
similar a algunos puntos de referencia que compararon los funcionales de DFT con
MP2 y por céalculos de clusteres acoplados (Hamiltonianos post-Hartree-Fock); sin

embargo, el enfoque utilizado en el presente estudio tenia menores requisitos

computacionales.
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Figura S11. Comparacion del niamero de onda anarmonico fundamental (VPT2) y armonico
para todos los modos normales para (A) PhEA con un factor de escala de 0,961 determinado
por ajuste lineal y para (B) PIP con un factor de escala de 0,963 determinado por ajuste
lineal.

Sin embargo, no todas las sefiales corresponden a vibraciones fundamentales en la
espectroscopia vibracional experimental. Algunas sefiales son sobretonos, bandas
de combinacién y resonancias de Fermi. El enfoque VPT2 puede recuperar los
primeros sobretonos y las bandas de combinaciébn mas alla de las correcciones
anarmonicas para los modos fundamentales. En particular, la aproximacion VPT2
requiere diferenciacion numérica, lo que impide su uso practico para moléculas
medianas y grandes (similar al presente estudio) junto con los métodos post-Hartree-
Fock. Se pueden utilizar otras formas para recuperar las anharmonicidades, los
sobretonos, las bandas de combinacion y los efectos explicitos del disolvente, como
la dinamica molecular ab initio de fases condensadas junto con el analisis Travis.
Estos procedimientos pueden utilizarse para explorar las actividades IR, Raman vy

Optica de varios sistemas; sin embargo, este enfoque estaba fuera del alcance de
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nuestro trabajo porque la descripcion del modo normal es indirecta y no es aplicable
en la practica para las moléculas flexibles.

En el caso de la PhEA, las vibraciones fundamentales fueron las principales sefiales
en los espectros Raman. En el caso de PIP, las bandas fundamentales y de
combinacion fueron las principales sefiales en los espectros Raman, como se

muestra en la Figura S12 y S13.
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Figura S12. Espectros Raman Te6ricos de PhEA construidos utilizando todos los datos del
VPT2 (nimeros de onda e intensidades de las bandas fundamental, de sobretono y de
combinacion) con ensanchamiento de la funcion Lorentziana (ancho de banda medio-

maximo de 2 cm™ para todos los modos normales (eje izquierdo). Las intensidades ab initio

s6lo para los modos normales de mayor contribucion (criterio) (eje derecho).

138



25 T
(A) ull Spectra, Anharmonic
Fundamental Criteria, Anharmonic . 70
5 Overtone Criteria, Anharmonic . =
20 P o - i =
z Combination Criteria, Anharmonic 60 g
£ E
E s S0g
F =
g 4072
o o
& | g
g 10 30;
3 | | g
2 | | %
5 1 | g
‘ “ ‘I ’ | J“' 1 10
| I r yo l J |
‘H_. NN \“h&—W‘IIL_wL TR /

0 .
800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 I?Ug
Wavenumber (cm™)

25
(B) Full Spectra, Anharmonic

Fundamental Criteria, Anharmonic = 170
Overtone Criteria, Anharmonic - =
. 20 Combination Criteria, Anharmonic M)-g
51 —

£ 50
=15 { E
g =

= 40
‘:’-E‘ |‘"| E
o 10 Ii l‘ 10 %
= F "'l U
,i__‘:" |" |I .'II'| I[' || g
& ERVARE [ 205
3 [ v \ —_—
5 . /\/' I\V_r\." ‘I'. JI II‘. A o é

I \ [\ \ A
SN VALY At
- . el N

[IJS‘)_O 1600 1610 1620 1630 1640 1650 1668
Wavenumber(cm™)

Figura S13. (A) Espectros Raman Tedricos de PIP construidos utilizando todos los datos del
VPT2 (nimeros de onda e intensidades de las bandas fundamental, de sobretono y de
combinacion) con ensanchamiento de la funcién Lorentziana (ancho de banda medio-

maximo de 2 cm'?) para todos los modos normales (eje izquierdo). Las intensidades ab initio

s6lo para los modos normales de mayor contribucion (criterio) (eje derecho); (B) Imagen
ampliada de la Fig. S13(A) en el rango de nimeros de onda de 1590-1660 cm™.

S11. Comparacion de la estimacion tedrica de la actividad Raman con los

espectros Raman experimentales

Se realiz6 una estimacion tedrica de la actividad Raman para asignar las vibraciones
y explicar los fenébmenos superficiales que se producen en la interaccion CCD/P-
PhEA-PIP con las AuNS. En las figuras S14 y S15 se comparan los espectros Raman
obtenidos mediante dos niveles diferentes de estimacion teérica con los espectros
Raman experimentales. Mediante esta comparacion fue posible realizar la asignacion

de las sefiales mostrada en la tabla S7.

139



(©)

MWW

(B)

wmw

I T | T T T T T T T T T ] T T
600 750 900 1050 1200 1350 1500 1650
Raman shift (cm™)

Intensity (a.u.)

Figura S14. Estimacion teorica de la actividad Raman mediante (A) el arménico
B3LYP y (B) el anarmonico total VPT2 y (C) los espectros experimentales de
PhEA.
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Figura S15. Estimacion teérica de la actividad Raman mediante (A) el arménico B3LYP y
(B) el anarmonico total VPT2 y (C) los espectros experimentales de PIP.
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Tabla S7. Sefiales Raman experimentales y tedricas de PhEA y PIP, bandas SERS del
sistema AUNS-CCD/P-PhEA-PIP y asignaciones de bandas mas probables. Bandas
combinadas (C.B.).

Feniletilamina (PhEA) Piperina (PIP)
Senal Raman Sefal Vibracion molecular Senal Raman Senal Vibraciéon molecular
Raman tedrico SERS asianada Raman tedérico SERS asianada
(cm™ (cm™) (cm™) 9 (cm™) (cm™) (cm™) 9
622 629 624 —Deforma.mon §|metr|ca 1111 1085 1106 —Sussorlng d.e,I(.)s H
del anillo alifatico del anillo alifatico

-Twisting de los H de
la cadena alifatica de
1122 1116 1124 la piperidina y
twisting de los H del
grupo metilenodioxi

-Wagging del H de la

829 810 827 .
amina

-Twisting de los H de
la cadena alifatica de

-Bending simétrico de la piperidina,
1009 999 1008 g : el 1141 1146 1146 stretching de C-C de
C=C del anillo alifatico .
los dienos y

scissoring de los H
del anillo alifatico

-C. B.: (i) Torsi6n del
anillo alifatico fuera

-Deformacion de la del plano y torsion
1040 1036 1036 seF:C|on alifatica 'y 1160 1150 1163 cadena dieno f"uera
rocking de los H de la del plano; (ii)
seccion alifatica Deformacion del
bending de anillo
alifatico

- Twisting de los H de
la cadena alifatica de
1214 1226 1210 piperidinay rocking
delosHdela
cadena de dieno

-Scissoring de H del

1164 1167 1163 . s
anillo alifatico

-C. B.: (i) Deformacién
y torcién fuera del
1214 1207 1210 plano alifatico; (ii) 1237 1277 1242
wagging de los H del
anillo alifatico

-Rocking de los H del
anillo alifatico

-Stretching simétrico . .
d - Scissoring de H de

1597 1583 1602 de C=C del anillo 1302 1312 1299 )
. la cadena dieno
alifatico
-Stretching simétrico ,
1617 1602 1614  de C=C del anillo 1376 1360 1369 ~ RockingdeHdela
alifatico cadena dieno
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1457

1459

1595

1599

1590

-C. B.: (i) C-C-C
bending de la cadena
alifatica de
piperidina, C-C-N
bending del grupo
amida-cadena
alifatica de piperidina
y bending de la
cadena dieno; (ii)
piperidine aliphatic
chain H twisting and
diene chain H rocking

1610

1606

1614

-C. B.: (i) rocking de
H de la cadena
alifatica de
piperidina, bending
de la cadena dieno y
deformacién vending
del anillo arilo; (ii)
twisting de H de la
cadena alifatica de
piperidina, stretching
de C-C de la cadena
de dieno y scissoring
de H del anillo arilo

1636

1635

1637

-C. B.: (i) bending C-
C-C de la cadena
alifatica de
piperidina; (ii) rocking
de H de la cadena
dieno, scissoring de
H del anillo arilo y
twisting de H del
grupo dioximetileno

1645

1646

-C. B.: (i) rocking de
H de la cadena
alifatica de piperidina
y N-C(=0)-C bending
del grupo amida; (ii)
twisting de H de
cadena alifatica de
piperidina, C-C
stretching de la
cadena dieno y

142



scissoring de H de
anillo arilo

S12. Ensayos de inmovilizacion de nanoestrellas de oro en los sustratos
patronados de ITO de 18 pm

En la figura S16, en la izquierda se observa una micrografia SEM de una seccion del
sustrato de ITO de patrones de 18 um donde se estudié una inmovilizacién de AUNS
con un dop coating, y en la derecha una micrografia SEM de una seccién del sustrato
de ITO de patrones de 18 micrometros donde se estudié la inmovilizacién de AuNS

con dos drop coating.
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Figura S16. Micrografias de SEM de estudio de inmovilizacion de AuNS sobre sustrato de
patrones de 18 micrometros aproximadamente, con una (izquierda) y dos (derecha)
repeticiones de drop coating.

$13. Ensayos de inmovilizacion de nanoestrellas de oro en los sustratos
patronados de ITO de 300 nm a 3 pum

En la figura S17 se observan tres cohortes de una micrografia SEM de una seccion
del sustrato de ITO de patrones de 1,5y 3 um donde se estudi6 la inmovilizacién de

AuNS durante 1 hora. En la figura S18 se observan tres cohortes de una micrografia

SEM de una seccion del sustrato de ITO de patrones entre 1,5 y 3 um donde se

estudid la inmovilizacion de AuNS de oro durante 24 horas.
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Figura S17. Micrografias de SEM de estudio de inmovilizacion de AuNS durante 1 hora
sobre sustrato de patrones de 1,5 y 3 um aproximadamente.
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Figura S18. Micrografias de SEM de estudio de inmovilizacion de AuNS durante 24 horas
sobre sustrato de patrones de 1,5 y 3 um aproximadamente.

S14. Sustratos patronados de ITO de 3 um

En la figura S19 se observa una micrografia de sustratos patronados construidos con

tamanos de 3 um.
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Figura S19. Micrografias de SEM de sustrato de patrones de 3 pm.

S15. Ensayos de inmovilizacion de nanoestrellas de oro en los sustratos
patronados de ITO de 3 um en diferentes condiciones de pH

En la figura S20 se observan micrografias SEM del estudio de inmovilizacion de

AuUNS en los sustratos patronados de ITO de 3 um en las demas condiciones de

estudio de pH, estos son: pH (A) 2, (B) 1,5, (C) 9,5y (D) 11.
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Figura S20. Micrografias de SEM del estudio de inmovilizacion de AuNS sobre sustratos
patronados de ITO de 3 um en diferentes condiciones de pH: (A) 2, (B) 1,5, (C) 9,5y (D) 11

$16. Ensayos de inmovilizacion de nanoestrellas de oro estabilizadas con
trifenilfosfina monosulfonato en los sustratos patronados de ITO de 3 um

En la figura S21 se observan micrografias SEM del ensayo de inmovilizacion de

AUNS-TPPMS en los sustratos patronados de ITO de 3 um
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Figura S21 Micrografias de SEM de inmovilizacion de AuNS estabilizadas con TPPMS
sobre sustratos de patrones de 3 um.
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