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Resumen

Los nanomateriales, son materiales cuyo interés estd en continuo crecimiento en las
Gltimas décadas. Particularmente los Nanoclusters metélicos (NCs) son un nuevo tipo de
nanomaterial fotoluminiscente que gracias a sus caracteristicas particulares se convierten en una
nueva clase de fluoréforos biocompatibles potencialmente muy Utiles en aplicaciones como
marcaje bioldgico, lo cual puede ser de gran interés para determinacion de diferentes moléculas

bioldgicas.

Dentro de los Nanocluster, hay que hacer especial mencién a los Nanocluster de Oro, en los
cuales se ha hecho un gran progreso para optimizar su sintesis con diferentes ligandos. No obstante atin no
se ha conseguido solucionar diversos problemas, como su union a una biomolécula. Por ello, en este trabajo
Fin de Maéster se va a realizar una optimizacion de su sintesis y caracterizacion, asi como su bioconjugacion

conun anticuerpo.

La aplicabilidad de estos Nanoclusters como marcaje bioldgico, debido a sus propiedades
Opticas y biocompatibilidad, ha hecho que se puedan usar en inmunoensayos. Por ello,

actualmente es una linea de investigacion bastante activa.

Por otra parte, la IgE es una glicoproteina que esta relacionada con procesos alérgicos,
pudiéndose utilizar como biomarcador de la presencia de alergias en el ser humano. Por esta
razon en el presente Trabajo Fin de Master se va a desarrollar un inmunoensayo para la
determinacion de IgE para detectar alergias producidas por proteinas de la leche, usando las

propiedades caracteristicas de AUNCs como marcador.
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Introduccion

|. Introduccidon

1. Nanociencia y Nanotecnologia

En las dltimas décadas los conceptos de Nanociencia y Nanotecnologia han ido
alcanzando un alto grado de desarrollo en el mundo cientifico y de investigacién, asi como
presentando un impacto cada vez méas apreciable en la sociedad actual. Muchos productos y
aplicaciones basados en el empleo de los materiales aparecidos como resultado de los
desarrollos en el ambito de la Nanociencia y Nanotecnologia ya se han empezado a
comercializar. De manera particular, las aplicaciones actuales mas exitosas de la
Nanotecnologia se centran principalmente en los siguientes sectores: la microelectrénica, la
informética, las comunicaciones, la automocion, la aerondutica, la logistica militar, la salud

humana y animal, la cosmética y el medio ambiente [1].

Los inicios de la Nanotecnologia y de la Nanociencia se deben a Richard Feynman,
cuya conferencia, en diciembre de 1959, marcé el inicio del interés acerca de esta ciencia. En
esta conferencia, titulada "There's Plenty of Room at the Bottom" (“Hay mucho sitio al fondo™),
Feynman destacé los beneficios que supondria la investigacidn en este campo preguntandose:
“What would happen if we could arrange the atoms one by one the way we want them? ”(;Qué

pasaria si pudiéramos colocar los &tomos uno a uno de la manera que quisiéramos?) [2].

AUn en la actualidad, es dificil establecer una distincién estricta entre los dos
términos. Por ello, la manera de definir Nanotecnologia y Nanociencia por separado es una tarea
dificil, ya que se pueden encontrar diferentes definiciones en la bibliografia las cuales se
diferencian en pequefios aspectos. Aun asi se podria decir que la Nanociencia es un area de la
ciencia que centra su estudio en la sintesis, analisis y manipulaciéon de materiales a nivel
atémico o molecular, donde las caracteristicas o propiedades fisicoquimicas son diferentes a las
que presenta el mismo material a escala macroscopica. Por otra parte, la Nanotecnologia es el
conjunto de técnicas multidisciplinares que se usan para el estudio, disefio, creacion, sintesis,
manipulacion y aplicacion de materiales, aparatos o sistemas, cuya forma y tamafio se controlan

en la nanoescala [3,4].

Hay que destacar el cardcter multidisciplinar que tienen estas dos éreas de la ciencia.
De esta manera, tanto la Nanociencia como la Nanotecnologia atnan diferentes areas de la
investigacion. Como se puede observar en la Figura 1, las diferentes areas que convergen en la
Nanotecnologia son la electrénica, la biotecnologia, la quimica, la medicina, la ingenieria, la

farmacia, la fisica, entre otros [5].
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Figura 1: Diferentes areas relacionadas con la Nanotecnologia

Un aspecto importante a destacar es el impacto que ha tenido la Nanotecnologia
dentro del ambito de la Quimica Analitica. Asi, actualmente existe una relacion bidireccional
entre la Nanotecnologia y la Quimica Analitica. En efecto, la Nanotecnologia genera nuevos
materiales “nano” que pueden considerarse como una nueva generacion de analitos, dando lugar
a la necesidad de nuevos (0 mejorados) métodos de deteccidn, caracterizacion y cuantificacion
adaptados a las dimensiones y propiedades de estos nanomateriales. Pero estos nanomateriales a
su vez pueden usarse como herramientas para el desarrollo o la mejora de diferentes procesos
analiticos, como por ejemplo de medida de la sefial analitica, debido a sus interesantes

propiedades.

Estas areas de investigacion, la Nanociencia y la Nanotecnologia, se centran en el
estudio de objetos que estan en lo que se denomina “escala nanométrica”. Dicha escala hace
referencia directa al nanémetro, unidad de longitud que equivale a una mil millonésima parte de
un metro (1 nm = 10° m). Asi, de manera general se considera que la nanoescala esta
comprendida entre 1 a 100 nm, como se puede observar en la Figura 2, con una comparativa de

los materiales “nano”, con respecto a otros sistemas de diferentes tamafios [6].
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Figura 2: Diagrama representativo de especies en diferentes escalas de tamafios. En sombreado aparece

resaltado materiales tipicos que se consideran en el &mbito de la Nanoescala [3]

Por ello, el aspecto diferencial en estas areas de investigacion y en desarrollo, es el
tamafio. La disminucion del tamafio es lo que provoca el interés en investigar estos nuevos
confines de la ciencia, ya que al disminuir el tamafio de las particulas y alcanzar un determinado
tamafio, las particulas comienza a comportarse segun la mecéanica cuantica. Asi muchas de las
propiedades fisicoquimicas se modifican al disminuir de tamafio. Una caracteristica derivada de
la disminucion del tamafio es el incremento de la relacion superficie/volumen, de manera que al
disminuir el tamafio el area superficial por unidad de masa aumenta, lo que provoca un mayor
numero de atomos en la superficie. Se consigue asi una mayor reactividad y por tanto se amplia
el campo de aplicaciones, siendo ideal para el uso en materiales compuestos, reacciones

guimicas, liberacién controlada de medicamentos y almacenamiento de energia. [5]

1.1. Nanomateriales

Hoy en dia se considera nanomaterial a todos aquellos materiales que contienen al
menos una dimensién en la nanoescala [7]. Este término es muy amplio y engloba diferentes
tipos de estructuras como por ejemplo liposomas, dendrimeros, nanorods de carbono, nanotubos
de carbono, fullerenos, derivados de grafeno, éxidos de titanio, nanohilos de nitruro de

gadolinio, nanparticulas de plata, oro y magnéticas y puntos cuanticos [8].

Debido a la variedad de los nanomateriales hay diferentes criterios de clasificacion,
como su homogeneidad, su naturaleza o su dimensionalidad, siendo éste Ultimo el criterio el
mas habitual para realizar la clasificacion de los mismos. Asi, se establecen cuatro categorias,
de manera que en cada una de ellas se relaciona con el nimero de dimensiones de la

nanoestructura que superan la nanoescala [3,5]. Estas cuatro categorias son las siguientes:
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e Nanoestructuras 0-D: son los materiales que tienen todas sus dimensiones en el orden

de la nanoescala y ademés su tamafio global también debe encontrarse dentro de la
nanoescala. Como ejemplo de este tipo se pueden mencionar las nanoparticulas
metalicas, los quantum dots y los nanoclusters metalicos.

e Nanoestructuras 1-D: en esta clase una de las dimensiones del nanomaterial se

encuentra en la escala micro/macrométrica. Ejemplos de este tipo son los nanotubos de
carbono, los nanoalambres (hanowires) y las nanovarillas (nanorods).

e Nanoestructuras 2-D: en este caso dos de las dimensiones del nanomaterial se

encuentran en la escala micro/macrométrica. Como ejemplo se pueden citar los
nanorrecubrimientos superficiales.

e Nanoestructuras 3-D: las tres dimensiones del material son superiores a 100 nm, pero el

material esta formado por un conjunto de nanoestructuras de los grupos anteriores. Un
ejemplo son las nanoparticulas ensambladas formando bloques de tamafio

micro/macrométrico.

En cuanto a la sintesis de estos nanomateriales, se pueden encontrar dos grandes
metodologias. Por una parte se encuentra la sintesis de arriba a abajo o “top-down”, la cual se
basa en comenzar con el material macroscépico respectivo y reducir el tamafio hasta llegar al
nanomaterial. Por otro lado tenemos la aproximacion de la sintesis de abajo a arriba o “bottom-
up”, en la cual la sintesis del nanomaterial se hace a partir del crecimiento de sus componentes
mas pequefios como por ejemplo &tomo a &tomo o molécula a molécula. Con este ultimo tipo de
sintesis se consigue un gran control tanto de tamafio como de las propiedades del nanomaterial
[1,5].

Por Gltimo, cabe destacar que existe una imperiosa necesidad de disponer de nuevas
herramientas de caracterizacion de los nanomateriales. Existen un variado niumero de técnicas y
metodologias de caracterizacion de nanomateriales que deben emplearse de manera rutinaria.
Esta variedad y complementariedad de técnicas se justifica ya que, caracteristicas tales como la
estructura molecular, la composicion quimica, el punto de fusién y punto de ebullicion, el pH, la
solubilidad, entre otras deben determinarse para estos nuevos materiales de la misma manera
que ya fueron determinadas para sus respectivos materiales macroscopicos. Ademas, la
caracterizacion de nanomateriales hace especial hincapié en parametros como la distribucion del
tamafio, el tamafio, la porosidad, la superficie, la forma entre otras caracteristicas. Asi, las
técnicas mas utilizadas actualmente para la caracterizacion de nanomateriales se recogen a

modo de resumen en la Tabla 1 [8,9].
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CARACTERIZACION DE TECNICAS

DLS (Dynamic Ligth Scattering)
Tamaiio y distribucion de tamaiio TEM (Microscopio electrénico de transmision)

SEM (Microscopia Electrénica de Barrido)

TEM

Analisis morfologico

SEM
Potencial Z

EDX (Espectroscopia de Rayos X.)

Espectrometria de masas molecular (MALDI-, ESI-MS)
Espectrometria de masas elemental (ICP-MS)

Composicién quimicay estructural FTIR (Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier)
XPS (Espectroscopia Fotoelectronica de Rayos X)

RMN (Resonancia Magnética Nueclar)

TGA (Analisis Termogravimétrico)

SQUID (propiedades magnéticas)

Propiedades intrinsecas UV-Vis (Absorcion del plasmon superficial)

Fotoluminiscencia (fluorescencia y fosforescencia)

Tabla 1: Técnicas mas comunes de caracterizacién de nanomateriales

2. Nanoclusters Metalicos

Los Nanoclusters metalicos (NCs) estan formados por unos pocos hasta las pocas
centenas de 4&tomos y son un nuevo tipo de nanomaterial fotoluminiscente que en la actualidad
esta siendo de gran interés [10]. Los nanoclusters son, por definicion, un tipo de nanoparticula
metalica que cuando su tamafio comienza a ser comparable con la longitud de onda de Fermi de
un electrén, la estructura en bandas se rompe en niveles discretos de energia (ver Figura 3)
debido a que en ese momento tanto el tamafio como en nimero de atomos comienza a ser
limitado [11].
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Figura 3: Transformacion de la banda de energia al pasar a NCs, creandose niveles de energia discretos

[3]

La separacién en niveles de energia cuantizados, que tiene lugar cuando se reduce la
dimensién del material a la escala nanométrica, hace que las propiedades de estos nanoclusters
se modifiquen drasticamente, presentando nuevas caracteristicas épticas, eléctricas y quimicas
con respecto a los metales macroscépicos [10]. Su caracteristica distintiva y principal es su alta
fotoluminiscencia, ademéas de poseer una buena fotoestabilidad y largos desplazamientos de
Stokes. Los NCs metalicos presentan un intervalo de tamafios comprendido entre los 0,2 a 2-3
nm (Figura 4). Actualmente es posible realizar la sintesis de NCs metalicos fluorescentes
solubles en agua con diferentes ligandos y con diferentes colores de emision con posibilidad de
ser biocompatibles con diferentes moléculas. De esta manera se crea una nueva clase de

ultrapequefios fluor6foros biocompatibles para aplicaciones tales como marcaje biolégico [10].
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Figura 4: Detalle de la region de la nanoescala en donde se encuentran los nanoclusters [11].
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Gracias a los avances en la sintesis de este tipo de nanomateriales y a las
extraordinarias propiedades Opticas que presentan, hoy en dia se puede decir que los
nanoclusters metalicos han adquirido un gran interés analitico. Asi, ademas de su pequefio
tamafio (apropiado para ser empleados en marcaje de elementos a nivel celular) presentan una
alta fotoestabilidad, elevados rendimientos cuanticos de la luminiscencia, biocompatibilidad,
baja toxicidad y alta sensibilidad que los hacen muy atractivos en el desarrollo de aplicaciones

como sensores e imaging [13].

2.1. Propiedades

Entre las principales propiedades de los nanoclusters hay que mencionar una fuerte
emisidn fluorescente dependiente de la naturaleza del metal, del tamafio del nanocluster, del tipo
de ligando y del medio en el que se encuentra el nanocluster. Por otra parte, este tipo de
nanomateriales presenta una elevada fotoestabilidad, largos desplazamientos de Stokes,
ausencia en la intermitencia en la emision, absorcion de dos fotones, rendimientos cuanticos de
la fluorescencia aceptables, una relacién superficie-volumen elevada, propiedades cataliticas y
una baja toxicidad [10, 14].

Pero sin lugar a dudas, las propiedades de los nanoclusters que mas nos interesan
desde un punto de vista bioanalitico son las propiedades Opticas. Debido a su pequefio tamafio,
la banda en los estados electrénicos, que suele ser continla en metales, se rompe en niveles
discretos. De este modo, cuando los NCs interaccionan con la radiaciéon electromagnética se
producen diferentes transiciones electrénicas intra e interbanda, provocando la aparicion de
espectros tanto de absorcion como de emision [10]. Sin embargo, aun a dia de hoy no se ha
descrito un mecanismo general para explicar la emision fluorescente de los NCs. Ademas, dicha
emision luminiscente puede ser modificada dependiendo del tamafio, los ligandos elegidos para
recubrir la superficie del nanomaterial y la de la ruta sintética seleccionada para su sintesis,
como se ha mencionada con anterioridad. A modo de ejemplo la Figura 5 muestra como la

emision de AuNCs se modifica segln el tamafio del nanomaterial [3].
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Figura 5: Diferencias en los maximos de emision de las bandas fotoluminiscente observadas dependiendo
del tipo de NCs [3]

2.2. Sintesis y Caracterizacion de Nanoclusters

Aungue no existe un procedimiento genérico para la sintesis de nanoclusters, de modo
general se podria decir que los métodos existentes se basan principalmente en la reduccién del
ion metélico en presencia de un ligando determinado. Aun asi, el proceso de sintesis depende
mucho tanto del tipo de metal como del tipo de ligando utilizado y por ello la sintesis de los
NCs que se van a desarrollar en el presente Trabajo Fin de Master se explicara mas adelante

(ver seccién de Experimental, Apartado 4.1).

En cuanto a las técnicas de caracterizacion utilizadas, en el caso de los nanoclusters
metalicos, cobra especial relevancia sus propiedades fotoluminiscentes, al ser tan caracteristicas
de los mismos. Por ello se utilizard con gran frecuencia el analisis fluorescente, midiendo la

radiacion emitida posteriormente a someter a la muestra a una fuente de radiacién que la excita.

2.3. Aplicaciones

A raiz de las propiedades caracteristicas de estos nanomateriales, los NCs se presentan
como alternativas a los fluoréforos convencionales (particularmente moléculas orgéanicas
fotoluminiscentes) en diferentes campos, tanto de investigacion como de aplicaciones
tecnoldgicas. De manera mas concreta se establecen como una alternativa interesante a los

marcadores luminiscentes convencionales en el campo bioanalitico [15].
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Los NCs metalicos fluorescentes muestran un gran potencial como marcadores dpticos
para la deteccion bioldgica sensible, debido a su buena solubilidad en agua, los grandes
desplazamientos de Stokes, su baja toxicidad y su alta emision [10].

e Sensores quimicos fluorescentes

Los NCs métalicos pueden ser utilizados para la deteccion de distintas moléculas a
raiz de la interaccién directa de estas moléculas con la superficie del NC provocando

modificaciones en sus propiedades fluorescentes.

La determinacién de iones de metales pesados en sistemas bioldgicos y en el medio
ambiente tiene una gran importancia debido a los efectos toxicos que dichos metales presentan
tanto al ecosistema como en la salud humana. En la actualidad, diferentes tipos de NCs
metalicos fluorescentes se aplican para detectar estos tipos de iones metélicos de interés
medioambiental tales como el Hg?* o el Cu?*, los cuales estan mayoritariamente basados en la
desactivacion de la fluorescencia de los NCs, alcanzando unos bajos limites de deteccién (del
orden nM) [15].

Por otra parte, existen biomoléculas pequefias que poseen una gran relevancia
biolégica. La cisteina (Cys), la homocisteina (Hcy) y glutation (GSH), todas ellas ditioles,
juegan un papel fundamental tanto en reacciones redox reversibles como en importantes
funciones celulares, incluyendo la desintoxicacion y el metabolismo. El analisis de sus niveles
en fluidos corporales humanos juega un papel importante en el diagnéstico precoz de muchas
enfermedades. Asi por ejemplo ya se ha desarrollado un método de fluorescencia para la

deteccién de Cys con el uso de AgNCs basado en el quenching de la fluorescencia del NCs [10].

e NCs como marcadores fluorescentes en bioensayos

Una parte importante de aplicacion de NCs es la utilizacion de éstos en bioensayos,
para la determinacion de tanto proteinas (inmunoensayos) como acidos nucleicos (ensayos de
ADN). Para ello es necesario la conjugacion de moléculas que posean receptores selectivos
(por ejemplo, anticuerpos) a la superficie de los NC metalicos fluorescentes. Esta es la
aplicacién de los NCs ain no ha sido muy desarrollada y es la linea en la que se centrara el

presente Trabajo Fin de Méster.

e Aplicacion de nanoclusters metalicos fluorescentes en imégenes bioldgicas
(imaging)
La técnica de imaging fluorescente ofrece varias ventajas sobre otras modalidades de

imagen en las siguientes caracteristicas la sensibilidad, la capacidad de deteccion multiple y el

coste del equipo. Dicha técnica se basa en marcajes estables, biocompatibles, altamente
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especificos y sensibles. Los fluoréforos convencionales que se utilizan suelen incluir colorantes
organicos y proteinas fluorescentes de ingenieria, que poseen una fotoestabilidad limitada lo que
puede ser una desventaja para los experimentos a largo plazo. Como alternativa se pueden usar
los NCs metalicos fluorescentes, que muestran una emision brillante y una buena
biocompatibilidad, haciéndolos alternativas atractivas como sondas fluorescentes para
bioimaging.

2.4. Nanoclusters de Oro

Los Nanoclusters de oro (AuNCs), han generado un gran interés, ya que interesa
comprender su crecimiento a la hora de sintetizarlos y la estabilidad de estas estructuras ademas
de los efectos que provoca el confinamiento de portadores de carga en sus propiedades dpticas y
espectroscopicas [16]. Debido a su tamafio ultra-pequefio y fotoestabilidad, los AUNCs se
pueden utilizar como sondas fluorescentes y potencialmente pueden competir tanto con

Quantum Dots y como con proteinas fluorescentes.

Los métodos de sintesis de AuNCs que se han propuesto hasta la fecha son
principalmente dos:

e Reduccion del directa de precursor (s) de oro, con una metodologia de abajo a
arriba o “bottom-up”.
e Fragmentacion del ndcleo de las nanoparticulas metalicas para obtener un

cluster de menor tamafio, con una metodologia de arriba abajo o “top-down”.

Entre las vias de sintesis, el enfoque de abajo a arriba 0 “bottom-up” se ha utilizado
con mayor frecuencia. En ese caso el precursor de oro se trata primero con "grupos protectores"
adecuados, denominados ligandos, y posteriormente se realiza la reduccion del metal a través de
un proceso quimico, fotoquimico, sonoquimico. Los ligandos usados comdnmente suelen ser los

siguientes: moléculas con grupos tiol, dendrimeros, péptidos, proteinas, ADN y polimeros [16].

Los NCs ya sintetizados, como se puede ver en la Figura 6, se componen de ndcleos
metalicos, cada uno compuesto de un nimero finito de atomos de oro, cuya superficie esta
cubierta por una capa de los ligandos. Los ligandos, al presentar diferentes estructuras pueden

afectar al tamafio final y a la estabilidad de los NCs junto con su propiedades fotofisicas.
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Figura 6: Representacién esquematica de un nanocluseter de oro funcionalizado [16].

AuNC

A pesar de los progresos realizados en la dltima década en el desarrollo de diversas
rutas para sintetizar AUNCs luminiscentes, el problema radica en su integracion en los sistemas

bioldgicos debido a varias limitaciones:

e La reduccion de la estabilidad coloidal en presencia de exceso de sales y los
cambios de pH.

e La reduccion de la estabilidad frente a los agentes reductores que contienen
grupos tiol.

e La falta de control sobre el nimero de grupos reactivos en los NCs, haciendo que
realizar una funcionalizacion mas controlada con biomoléculas sea bastante
dificil.

Dichas limitaciones fueron las que nos movieron para que en el presente Trabajo Fin
de Master se realice la sintesis de AUNCs y una caracterizacion exhaustiva de los mismos, de
manera que se llevaran a cabo estudios de diversos aspectos que pueden modificar la estabilidad
de los AuNCs.

3. Inmunoensayos

Un inmunoensayo, o las diferentes técnicas inmunoquimicas analiticas de laboratorio
tienen en comln el usar complejos provenientes del sistema inmune. De esta manera usan la
unién o conjugacion de anticuerpos y antigenos para la cuantificacion de un analito

determinado. Este analito puede ser tanto el anticuerpo (Ab) o el antigeno (Ag). Una de las

11



Introduccion

caracteristicas principales de los inmunoensayos es la gran especificidad y afinidad que poseen

los anticuerpos por antigenos especificos. [17]

Los anticuerpos o inmunoglobulinas son glicoproteinas, con un peso molecular
promedio de 150 kDa, los cuales poseen sitios de unién o reconocimiento (dos por cada
anticuerpo) frente a biomoléculas especificas. Estos anticuerpos se producen en organismos
vivos, producidos por un tipo de leucocito denominado linfocito B como consecuencia de la
activacién de una respuesta inmune a raiz del contacto de un inmundgeno con el organismo. Un
inmundgeno es una sustancia capaz de producir una respuesta inmune y habitualmente son
sustancias extrafias al organismo. Al entrar en contacto con el organismo se provoca una cadena

de reacciones que llevan a la produccion de anticuerpos [18].

Por otra parte un antigeno es una sustancia que desencadena la formacion de
anticuerpos y puede causar una respuesta inmunitaria. Ademas se enlazan selectivamente con
los anticuerpos. Ahora bien, hay varios tipos de antigenos de tal manera que no todos los
antigenos son inmundgenos, como por ejemplo los haptenos. Los haptenos son antigenos de

bajo peso molecular que por si solos no son capaces de producir respuesta inmune.

La unién entre estas dos moléculas es lo que se denomina reconocimiento antigeno-
anticuerpo y se caracteriza por ser altamente selectivo y especifico. La unién de anticuerpo y
antigeno se lleva a cabo por multiples contactos no covalentes (que dependen en gran medida de
la distancia de los grupos que interaccionan) entre el propio antigeno y distintos aminoacidos
del sitio de union del anticuerpo. Estas fuerzas son: puentes de hidrdgeno, interacciones
electrostaticas, fuerzas de van der Waals e interacciones hidrof6bicas. Todas ellas tienen
caracter cooperativo. De este modo, la existencia de multiples interacciones débiles genera una
considerable energia de enlace. Y esa union es la base de los métodos inmunoquimicos, a raiz
de lo cual se busca un alto reconocimiento de la muestra y debido a su gran sensibilidad y
especificidad permite la cuantificacion de compuestos presentes en fluidos bioldgicos en

concentracion reducida, del orden de ng/ml o de pg/ml.

3.1. Tipos de inmunoensayos

Algunos tipos de inmunoensayos pueden ser por si mismos capaces de indicar la
reaccion antigeno-anticuerpo. Este tipo de inmunoensayos son las denominadas técnicas
inmunoquimicas sin marcadores, y se dividen en: inmunoprecipitacion, inmunoelectroforesis,

ensayos de aglutinacién, medidas de turbidez y ensayos de fijacién del complemento [18, 19].
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Por otra parte la mayoria de los métodos cuantitativos precisan de marcadores. Un
marcador es una molécula que se une covalentemente ya sea al anticuerpo o al antigeno para
poder visualizar la interaccion Ab-Ag. Dicho marcador debe cumplir una serie de condiciones:
ha de ser barato, seguro y facil de enlazar a la molécula de interés. Ademas debe tener
propiedades que permitan diferenciar con facilidad las formas libre y enlazada sin tener que
recurrir a etapas de separacion. Por otra parte, ha de ser estable y al realizar el marcaje no se
debe alterar la funcionalidad de la biomolécula marcada. Por ultimo la marca ha de ser facil de
medir con elevada sensibilidad mediante instrumentacién sencilla y de bajo coste y a ser posible
automatizable [20]. No todas las marcas alnan estas propiedades, pero es un reto de
investigacion encontrar marcas que rednan muchas de estas propiedades, como se pretende en

este Trabajo Fin de Méster.

Se puede realizar una clasificacion dentro de los inmunoensayos con marcaje, que es

dependiendo del tipo de marca utilizada [20]:

e Radioinmunoensayo (RIA): el marcador es un isétopo radioactivo.

e Enzimoinmunoanalsis (EIA): el marcador es una enzima como por ejemplo la
técnica ELISA.

e Fluoroinmunoanalisis: el marcador es una molécula fluorescente, por ejemplo
FPIA.

o Marcas elementales o elemental-tagged immunoassays: en donde la marca son
heteroatomos, isétopos estables enriquecidos, nanoparticulas que se detectan
por ICP-MS.

e Por deteccion indirecta de un inmunocomplejo: en donde la marca se une al

complejo Ag-Ab cuando la reaccién ya se ha producido.

Otra manera de clasificar los inmunoensayos es mediante el formato del ensayo, ya
que puede ser competitivo 0 no competitivo [20]. Como se puede observar en la Figura 7; en el
inmunoensayo competitivo el analito y el trazador o bioconjugado compiten por un ndmero
limitado de sitios de unidn correspondiente al anticuerpo o el antigeno inmovilizado
(dependiendo de qué tipo sea el analito). En este caso la medida se realiza por la cantidad de
trazador sin enlazar, siendo inversamente proporcional al analito. Por otra parte en el
inmunoensayo no competitivo o tipo sandwich la cuantificacion del inmunocomplejo es directa

y se relaciona de manera proporcional con la cantidad de analito presente en la muestra.
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Figura 7: Diferencias en el formato de inmunoensayos competitivos (a) y no competitivos (b).

Por altimo, los inmunoensayos también se pueden clasificar segun si es necesario una
separacion o no [20]. De esta manera se tienen los inmunoensayos homogéneos (en los cuales
tras la reaccion de reconocimiento no es necesaria una etapa de separacion y se produce un
cambio en la sefial) y los heterogéneos. Estos ultimos precisan de una etapa de separacion tras la

reaccion de reconocimiento, para poder realizar la medida de la sefial.

3.2.  Fluoroinmunoensayos basados en nanoclusters

Los fluoroinmunoensayos son un tipo de los inmunoensayos en los cuales se utiliza la
fluorescencia como metodologia de medida de la reaccion de reconocimiento Antigeno-
Anticuerpo. La fluorescencia es el método mas aplicado y es el enfogque analitico dominante en
una gran variedad de esquemas. En concreto el inmunoensayo de fluorescencia es una de la
técnica mas comun en el campo de los biosensores épticos, combinando la alta sensibilidad de

deteccidn de la fluorescencia con la alta selectividad de inmunoensayo [21].

Debido a las propiedades Opticas de los NCs y que son biocompatibles, tal y como se
ha descrito anteriormente, cabe esperar que se puedan aplicar satisfactoriamente en
inmunoensayos. Ademas la capacidad de los conjugados nanoparticula-anticuerpo de mantener
la funcionalidad de la biomolécula a la que se une el nanomaterial hace que sean muy atractivos
para aplicarse en las técnicas inmunoldgicas [9]. Por ello no es de extrafiar que este campo sea
una linea de investigacién bastante activa actualmente. ElI empleo de NCs en inmunoensayos
ain no estda muy investigado, pero existen ciertos trabajos que siguen esta linea de

investigacion.

La primera aplicacion de los NCs metalicos fluorescentes es un inmunoensayo para la
determinacion de IgG humana fue desarrollada en 2006 [22]. Después de esta aplicacion sélo se
han descrito trabajos relacionados con el analisis de proteinas de factor de crecimiento y otras

proteinas como la concavalina A [23] o la inmunoglobulina G [24].
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4. Inmunoglobulina IgE

Las inmunoglobulinas (Ig) son la base proteica de la respuesta inmune humoral, la
cual estd dirigida contra infecciones bacterianas y virus extracelulares, ademéas de proteinas
externas individuales. Como ya se ha comentado con anterioridad son un grupo de
glicoproteinas séricas, producidas por los linfocitos B y se caracterizan por su capacidad para

unirse a un antigeno [25, 26].

Aungue casi todas las inmonugoblinas presentan una estructura bastante homogénea,
presentan diferencias en la estructura primaria y secundaria de sus cadenas pesadas, dando lugar
a cinco clases de moléculas denominadas IgM, IgD, IgG IgA, e IgE. Los diferentes miembros
de cada clase tienen el mismo isotipo, aungque pueden tener distinta especificidad, diferencias
por variaciones en la secuencia de aminoacidos determinan la existencia de subclases: en la
clase IgA se diferencian dos, IgAl e IgA2 vy la clase 1gG se subdivide en 1gG1, 1gG2, 1gG3 y
9G4 [27].

Figura 8: Estructura de la IgE [25].

La IgE es una glicoproteina de aproximadamente 190 kDa. Como otros anticuerpos
monoméricos, estd compuesta de dos cadenas pesadas y dos ligeras, unidas por puentes
disulfuro. Como se puede ver en la Figura 8 su cadena pesada consta de 5 dominios, uno

variable (en rojo) y cuatro constantes de tipo € (coloreados en gris) [28].

Ademés la IgE se caracteriza por manifestarse s6lo en mamiferos, esta implicada en
procesos alérgicos y en la respuesta inmune efectiva contra diversos agentes patdgenos,

especialmente parasitos. La IgE es el tipo de anticuerpo menos abundante en el suero, con una
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concentracion de 3.10* mg/mL [29], en comparacién con 10 mg/mL de 1gG en la circulacion
sanguinea en el caso de individuos sin alergia [27]. Las concentraciones de IgE en circulacion
son un reflejo del nimero de células B que estan sintetizando IgE. Por ello cabe esperar que si la

concentracién en sangre aumenta, es porque se esta sintetizando mas IgE.

La produccion de mayor cantidad de IgE se puede dar por dos razones: por la
presencia en el organismo de antigenos no patogénicos, como los encontrados en farmacos,
alimentos, y alérgenos estacionales, o por la presencia de diversos agentes patdgenos,
especialmente parasitos [28]. Asi, si una persona es alérgica a una sustancia en particular, el
sistema inmunitario cree, errbneamente, que esta bajo una invasién antigénica por parasitos, y
produce la IgE, en un intento de "proteger" el organismo. Pero la reaccion alérgica propiamente
dicha se inicia cuando la IgE se une a receptores encontrados en mastocitos, eosinéfilos, y
basofilos de la sangre, por los cuales tiene una alta afinidad. Inmediatamente se desencadenan
complejas reacciones inmunitarias, como por ejemplo, la desgranulacion de los mastocitos, que
liberan sustancias vasoactivas como la histamina, asi como la intervencion de los eosinéfilos en

la respuesta inflamatoria. De este modo se provocan los sintomas de la alergia.

De manera mas concreta, uno de los primeros antigenos con los que se encuentra el ser
humano al nacer son las proteinas de la leche de vaca. Este tipo de alergias a las proteinas de la
leche de vaca no son las mismas que las denominadas intolerancias, ya que éstas Ultimas no
estan mediadas por la IgE [30]. La leche de vaca contiene mas de 40 proteinas y todas ellas
pueden actuar como antigenos en la especie humana. Sin embargo, los alérgenos principales son
la betalactoglobulina, caseinas, alfalactoalbumina y seroalbdmina. En concreto, la
betalactoglobulina es una proteina que no existe en la especie humana y se encuentra en la leche
materna en cantidades de microgramos debido a los lacteos ingeridos por la madre. Por otro
lado también esta presente en los preparados de leche formula para lactantes. Son estas minimas
cantidades las causantes de que sea la proteina a la cual se encuentran mayor ndmero de
sensibilizaciones nada mas nacer y posteriormente se prolonga al iniciar la lactancia artificial.
La incidencia de las alergias a las proteinas de la leche de vaca es bastante elevada, siendo la
tercera alergia alimentaria mas importante, después del huevo y el pescado. Por ello es tan

importante encontrar la manera de detectarla rapidamente.

Por esta razon en el presente Trabajo Fin de Master se persigue el desarrollo de un
inmunoensayo para la determinacion de IgE con la orientacion de detectar estas alergias
producidas por proteinas de la leche. Para ello se va a tratar de utilizar AUNCs aprovechando las

propiedades y caracteristicas que previamente se han relatado.
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1.  Objetivos

1. Objetivos académicos:

De acuerdo con lo expuesto en la introduccion, el objetivo principal que se persigue
mediante la realizacién del presente Trabajo Fin de Master es la sintesis de Nanoclusters de Oro
para su aplicacion en el desarrollo de un biosensor para la determinacién de IgE en el suero
humano. Este objetivo principal se perseguird a través de los siguientes objetivos parciales:

1.1. Sintesis y caracterizacién de Nanoclusters de Oro:

- Llevar a cabo la sintesis de nanoclusters de oro solubles en medios acuosos y

su posterior purificacion.

- Caracterizacion de sus propiedades opticas y de su estabilidad. Se realizara
un estudio de los AUNCs en diferentes aspectos, como su caracterizacion por
fluorescencia y su estabilidad. En cuanto a la estabilidad se realizaran
diferentes estudios, como por ejemplo su estabilidad con respecto al tiempo,

al medio de disolucion, a la exposicion continuada a la luz, entre otros.

- Estudio estructural y célculo de concentracién: La caracterizacion de los
AUNCs incluye un anélisis mediante ICP-MS, asi como un estudio de su
morfologia mediante la técnica de HR-TEM. Con estos dos estudios lo que
se pretende es conocer la estructura, forma, homogeneidad de los
nanocluster y junto con el dato de concentracién de oro poder establecer una
relacién para determinar la concentracion de nanocluster en una disolucion
dada.

1.2. Bioconjugacion de los Nanocluster de Oro con biomoléculas:

- Se optimizara la union de los AUNCs al anticuerpo anti-hIgE, y se procedera
a caracterizar dicho bioconjugado evaluando tanto propiedades dpticas como

la funcionalidad del anticuerpo.
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1.3.  Fluoroinmunoensayo competitivo basado en nanoclusters para la

determinacion de IgE en suero humano

- Se llevara a cabo el disefio y completo desarrollo de un inmunoensayo
competitivo basado en la deteccion fluorescente de los nanoclusters.

2. Objetivos de competencias profesionales:

Los objetivos personales correspondientes a la realizacion de este Trabajo Fin de

Master son los siguientes:

- Aprendizaje de la metodologia que se sigue en la investigacion cientifica tanto a
nivel de procedimientos experimentales como a nivel de exposicion de

resultados y de conclusiones.

- Aprendizaje de nuevas vias de investigacion dentro del emergente y prometedor
campo de la Nanociencia y la Nanotecnologia.

- Formacion en nuevas técnicas de caracterizacion y determinacion de diferentes
analitos y muestras, asi como continuacion y mejora del aprendizaje ya

adquirido durante la formacion previa.
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[1l.  Experimental

1. Instrumentacién

o Espectrometro de Luminiscencia Cary Eclipse, de la casa comercial Agilent
Technologies, con una ldmpara de descarga de Xendn, monocromadores Czerny-
Turner y tubo fotomultiplicador como detector. Presenta como accesorio un lector de
placas ELISA.

e Espectrometro de Luminiscencia Perkin EImer Modelo LS-50B, para medir en celda
de 1 cm de paso 6ptico, con una ldmpara de Xendn.

e Espectrometro de Masas de cuadrupolo tipo ICP-MS con celda de colision, modelo
de la serie 7500 de Agilent.

e Microscopio de Transmisién Electronica del alta resolucion (HR-TEM) modelo
JEOL JEM-2100F que alcanza una que con una lente de alta resolucion alcanza
resoluciones de 1.9 A entre puntos y 1,0 A entre lineas. Posee una camara CCD de
alta resolucion.

e Microscopio Confocal Leica DM IRE2.

e Lector de placas Vis-UV modelo ELx800 de la casa comercial Bio-Tek.

e Centrifuga Biofuge Stratus (Heraeus, Alemania).

e pHmetro Crison modelo micropH 2000 (Crisol instruments S.A., Espafia).

¢ Balanza analitica NewClassic MF con precision de hasta + 0,01 mg (Mettler Toledo
Barcelona, Espafia).

e Granatario SCALTEC con precision de hasta + 0,01 g.

e Estufa de laboratorio de la casa Memmert, modelo 100.

e Agitador magnético RCT basic safety control (IKA, Staufen, Alemania).

e Bario Ultrasonidos (J.P. Selecta, Barcelona, Espafia).

e Sistemas de purificacion de agua ultrapura Milli-Q Advantage A10 (MD Millipore
Corporation, Billerica, MA, USA), acoplado a la unidad Q-POD (Quality-Point-of-

Delivery) que permite generar agua ultrapura.
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2. Material utilizado

e Cubeta de fluorescencia de cuarzo SUPRASIL de Hellma, modelo 114F-QS, con
paso optico de 10 mmy volumen de camara de 3 mL.

o Cubeta de fluorescencia de cuarzo SUPRASIL de Hellma, modelo 101-QS, con paso
Optico de 10 mm y volumen de camara de 1.5 mL.

e Cubeta de fluorescencia de cuarzo SUPRASIL de Hellma, modelo 114F-QS, con
paso optico de 10 mmy volumen de cdmara de 45 pL.

e Micropipetas de volimenes comprendidos entre 1 pL y 1 mL (Labmate).

e Micropipeta multicanal de volumen comprendido entre 30-300 uL (Labmate).

e Filtros de ultrafiltracion Amicon Ultra con un tamafio de poro de membrana de 10
kDa de 100 kDa (Millipore).

e Placa transparente de poliestireno de titracion de 96 pocillos no esterilizada (Sterilin
Limited, U.K.).

e Portas de microscopio recubiertos con poly-L-lisina (Electron Microscopy Sciences,
USA).

e Adhesivos de silicona aislantes (Grace bio-labs, USA).

o Botes de plastico de 20 y 50 mL.

e Viales de vidrio de 50 mL.

e Tubos Eppendorf con volimenes de 0,5y 1,5 mL.

3. Reactivos empleados:

3.1. Sintesis AuNCs

- Sal de tetracloraurato de sodio dihidratado, AuCl:Na.H,O, (REF: 298174-16),

de la casa comercial Sigma con una pureza de del 99 %.
- Borohidruro de Sodio, HsBNa, (REF: 71320-25G) de la casa comercial Sigma,

con una pureza > 96 %.

- Acido lipoico, CsH1.0,S,, (REF: 138720250) de la casa comercial Acros
Organics, con un pureza > 98 %.

- Hidréxido de Sodio, NaOH, (REF: 1.06498.1000) de la casa comercial Merk,

con una pureza > 97 %.
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3.3.

3.4.

Experimental

Bioconjugacion

Anticuerpo secundario Anti-Goat 1gG producido en burro, (REF: G6638) de la

casa comercial Sigma, con una concentracion 1.47 mg/mL.

Anticuerpo primario Anti-Human IgE producido en cabra, (REF: 16284) de la

casa comercial Sigma, con una concentracién 1 mg/mL.
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida(EDC), (REF: AC171440100) de la
casa comercial Acros Organics, con una pureza del 98.0 %.
N-_hidroxisuccinimida (NHS), (REF: 24510) de la casa comercial Thermo

Scientific, con una pureza > 95 %.

Inmunoensayos

Human-IgE protein, (REF: ab65866) de la casa comercial Abcam, con una

concentracion 1 mg/mL.
Albumina de suero bovino, (BSA), (REF: 12657) de la casa comercial Merck.
Tween20, (REF: P9416) de la casa comercial Sigma.

Anticuerpo primario Anti-Human IgE producido en cabra, (REF: 16284) de la

casa comercial Sigma, con una concentracién 1 mg/mL.

Anticuerpo secundario Anti-Goat 1gG producido en burro, (REF: G6638) de la

casa comercial Sigma.

Anticuerpo secundario Anti-Goat 1gG producido en conejo, marcado con HRP,

(REF: A5420) de la casa comercial Sigma, con una concentracién 1 mg/mL.
TMB substrate KIT, (REF: 1854050) de la casa comercial Thermo Scientific.
Acido sulfurico, H,SO, al 37% (REF: 10184763) de la casa comercial Fisher
Chemical.

Disoluciones Requladoras

Disolucion reguladora de fosfatos (PBS):

o Cloruro de sodio, NaCl, (REF: 27800) de la casa comercial VWR

Chemical.

o Cloruro de potasio, KCI, (REF: 141494) de la casa comercial Panreac.

o Hidrogeno fosfato de sodio, Na;HPOs; (REF: 119753) de la casa
comercial Merck.

o Dihidrégeno fosfato de potasio, KH,PO, (REF: A215573015) de la

casa comercial Merck.
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- Disolucion reguladora de boratos (SBB):
o Acido bérico, HsBO; (REF: A015.4260) de la casa comercial Merck.
o Cloruro de sodio, NaCl (REF: 27800) de la casa comercial VWR
Chemical.
o Hidroxido de Sodio, NaOH, (REF: 1.06498.1000) de la casa comercial
Merk, con una pureza > 97 %.

4. Procedimientos experimentales:

4.1. Sintesis de Nanoclusters de Oro:

En un vial, protegido de la luz y conteniendo un iméan agitador, se afiaden 19.95 mL de
H.0 Mili-Q, junto con 50 pL de hidréxido de sodio 2M. Posteriormente se afiaden 30 pumoles
del ligando (el &cido lipoico). El vial conteniendo la mezcla se introduce en un bafio de
ultrasonidos durante 5 minutos para favorecer la disolucién del ligando. Posteriormente se
afiaden 200 L de la sal de oro (Tetracloraurato de sodio dihidratado) y se comienza la agitacion
constante de la mezcla. Paralelamente se prepara una disolucion de Borohidruro de Sodio (50
mM) y tras los primeros 5 min de agitacion de la mezcla de reaccion se afiaden 400 pL de esta
disolucion de NaBH, al vial de la reaccién, gota a gota y sin dejar de agitar. Se deja que la
reaccion tenga lugar a temperatura ambiente y con agitacién constante durante 15 horas [16]. La
reaccion que se produce aparece esquematizada en la Figura 9.

/\)\,_.,H 1
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[4uClL]" + BH, >
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Figura 9: Reaccion principal involucrada en la sintesis de AuNCs.

4.2. Purificacion y Caracterizacion de AuNCs:

Posteriormente a la sintesis de los NCs, se realiza la purificacion de los mismos,
eliminando el exceso de ligando y de agente reductor ademas de eliminar subproductos de la
reaccion. Dicha purificacion se realiza mediante ultrafiltracion, utilizando filtros de membrana

con un tamarfio de poro de 10 kDa. Los ciclos que se han realizado son los siguientes:
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i.  Unciclo de centrifugado a 1600 g durante 5 min.
ii.  Unsegundo ciclo de centrifugado a 1600 g durante 10 min.

iii.  Tres lavados con H20 a 1600 g durante 10 min.

La disolucion final purificada se almacena a temperatura ambiente y protegida de la

luz.

La caracterizacion se realiza por fluorescencia, estableciendo los siguientes
parametros en el equipo Perkin Elmer: modo Scan; rendijas de exc/em: 10/20 nm; y velocidad
de barrido 300 nm/min. Se ensayaron distintas Aexc (300; 390; y 550 nm) recogiéndose la

emisién en un intervalo de Aem comprendido entre 450-900 nm.

4.3. Bioconjugacion de nanoclusters de Oro:

La bioconjugacion del nanocluster con una biomolécula, en este caso con un
anticuerpo se realiza mediante el método de la carbodiimida [31]. En este método de sintesis
organica, lo que se establece es un enlace covalente entre el nanomaterial y la biomolécula por
la formacién de un enlace amida entre los grupos carboxilo y amino presentes en cada una de
las moléculas, respectivamente. Un esquema del proceso de bioconjugacion se recoge en las
Figuras 10 Ay B.

cr ~H- Amina Primaria

\n./ HoN (Del anticuerpo)
0 KL 0
wae Ll > o ()
A @\ J§ !

H

Acido carboxilico -
o- acilisourea :
(Del nanocluster) EDC Enlace Amida
(Inestable)

Anticuerpo

\\(1

AuNCs Bioconjugado
Ab-AuNCS

Figura 10: A) esquema general de reaccion segun la quimica de la carbodiimida. B) Representacion

esquematica del proceso de bioconjugacion.
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La bioconjugacion se lleva a cabo un eppendorf con agitacién constante y a
temperatura ambiente. De esta manera se introduce en el eppendorf 100 pL de una
concentracion de 100 pug/mL de anticuerpo y se afiade la cantidad necesaria de AUNCs. En los
estudios llevados a cabo se han ensayado diferentes relaciones molares anticuerpo:nanocluster
con el objeto de optimizar el proceso de bioconjugacion de manera que la relacion 6ptima no
afecte a la funcionalidad del anticuerpo y a su vez tampoco afecte a las propiedades
luminiscentes del NCs. Por ello las cantidades empleadas de AuNCs en el proceso de la

bioconjugacién son variables y fueron las siguientes:

e Para un Bioconjugado 1:1 se afiaden al vial 94.34 pL de la disolucién de
AUNCs.

e Para un Bioconjugado 1:3 se afiaden al vial 283.03 pL de la disolucion de
AUNCs.

e Para un Bioconjugado 1:5 se afiaden al vial 471.71 pL de la disolucion de
AUNCs.

e Para un Bioconjugado 1:7 se afiaden al vial 660.40 puL de la disolucion de
AUNCs.

e Para un Bioconjugado 1:10 se afiaden al vial 943.42 uL de la disolucion de
AUNCs.

Una vez afadidos tanto el anticuerpo como los AuNCs se comienza la agitacion.
Posteriormente, se afiade el EDC y NHS, los cuales han sido puestos en disolucion de PBS. El
EDC esta en exceso, en una relacién molar de Ab:EDC de 1:1500. La cantidad de NHS esta
relacionada con la cantidad de EDC, de manera que se encuentren en una relacion molar
EDC:NHS de 1:0.5.Al afadir la disolucién que contiene EDC y NHS, comienza la reaccion de

manera que se mantiene la agitacion durante 2h.

4.4.Purificacion y Caracterizacion de la Bioconjugacion:

Una vez transcurridas las dos horas de reaccion de bioconjugacién, ésta se da por
finalizada y es necesario recurrir a una etapa de purificacion para eliminar el exceso de reactivos
y subproductos de la reaccion. Como anteriormente se ha procedido con los AuNCs, dicha
purificacion se realiza recurriendo a un procedimiento de ultrafiltracion, empleando filtros de
membrana de 100 kDa, de manera que se retiene en el filtro el anticuerpo marcado (los AUNCs
no bioconjugados pasaran a través de la membrana de filtracion). Las disoluciones resultantes se

conservan en tubos cerrados en la oscuridad y en la nevera.

Los ciclos de limpieza-purificacion que se han realizado son los siguientes:
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- Un ciclo de centrifugado a 700 g durante 7 min.

- Dos lavados con H20 a 700 g durante 7 min.

Finalmente se lleva a cabo una primera caracterizacion del “supuesto” bioconjugado
registrando la emision de fluorescencia, utilizando los pardmetros anteriormente descritos para
la caracterizacion de los NCs. Con este estudio se pretende comprobar que la reaccion de

bioconjugacién no ha afecta a las propiedades dpticas de las marcas seleccionadas (AuUNCs).

4.5. Inmunoensayo espectrofotométrico:

Al realizar la bioconjugacién de NCs con anticuerpos es primordial saber si la
funcionalidad del anticuerpo se mantiene, de manera que el anticuerpo sea aln capaz de
reconocer especificamente a su antigeno. Para comprobar dicha funcionalidad se realizé un
inmunoensayo espectrofotométrico empleando un anticuerpo secundario marcado con

peroxidasa de rabano silvestre [32].

En una placa de ELISA se inmoviliza el antigeno (3 pg/mL de IgE (100 pL/pocillo) en
estufa a 38 °C durante 6 h), se bloquea (BSA al 5% (200 pL/pocillo) a 4°C durante 12 h) y
posteriormente se afiade el anticuerpo anti-lgE marcado con NCs (concentracion ,100
pL/pocillo, en estufa a 38 °C durante 2 h). Se realiza un lavado y luego se afiade el anticuerpo
marcado con peroxidasa anti-goatlgG-HRP (100 uL/pocillo), con una dilucién 1:1000 en un
buffer de PBS-BSA-Tween20. Se deja incubar (a 38 °C en estufa durante 2 h) y se elimina el
exceso de reactivo. Por tltimo se realiza la etapa de revelado con el Kit “TMB sustrate”, el cual

contiene los substratos de la enzima peroxidasa:

o Disolucion de 3,3",5,5 -tetrametilbencidina (TMB) 0,4 g/L
o Disolucion de peroxido de hidrogeno al 0,02% en una disolucion

reguladora de &cido citrico.

Se prepara una mezcla 1:1 de estas dos disoluciones que se afiaden a la placa ELISA
(100 pL/pocillo), de tal manera que donde haya anticuerpo anti-IgE activo se generard una
coloracion azul, comprobandose si mantiene su funcionalidad. Para detener la reaccion
enzimatica se afiaden 100 puL/pocillo de &cido sulfdrico 2 M, provocando un cambio de color de
azul a amarillo. La medida de la sefial se realiza en un lector de placas de absorbancia Elix 800 a
490 nm (ver Figura 11).
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Figura 11: Pasos a seguir en el inmunoensayo espectrofotométrico.

4.6. Inmunoensayo competitivo:

En el inmunoensayo de tipo competitivo aqui desarrollado el analito inmovilizado en
la placa y el analito presente en la muestra en disolucién compiten por los sitios de unién
limitados del anticuerpo (bioconjugado). En este caso se llevan a cabo las siguientes etapas
optimizadas en un trabajo previo del Grupo de Investigacion en el que se llevé a cabo el
presente TFM [33]:

1. Tapizado: se afiaden 100 pL en cada uno de los pocillos de la placa, de la
disolucién de IgE, con una concentracion de 3 pg/mL. Se procede a la incubacion a 38 °C
durante 6 horas.

2. Bloqueo: se afiaden 200 pL en cada pocillo de la disolucion de bloqueo, la

cual es una disolucion de BSA al 5%. Se procede a la incubacién a 4 °C durante 12 horas.

3. Lavado 1: se afiaden 200 pL a cada uno de los pocillos, una disolucioén de

PBS-Tween20. Esta etapa se realiza tres veces, eliminando el liquido de lavado cada vez.

4. Reaccion inmunologica: se afiade a cada pocillo 100 uL. de una mezcla del
anticuerpo marcado con AuNCs y una cantidad determinada de analito (IgE) y se incuba la
placa a 37 °C durante 2 horas.

5. Lavado 2: se lleva a cabo del mismo modo que el primer lavado.

6. Deteccion: se realiza la medida de fluorescencia en un lector de placas o por

microscopia confocal.

26



Resultados y Discusion

V. Resultados y Discusion

1. Sintesis, purificacion y caracterizacion de los Nanocluster
de Oro.

Los nanoclusters de oro empleados en el presente trabajo se han sintetizado siguiendo
la metodologia explicada en la seccion de Experimental (Apartado 4.1). La caracterizacion de
estos compuestos se realizé siguiendo varias etapas:

a. En un primer lugar se registrdé la emision fotoluminiscente, seleccionando las
longitudes de onda dptimas a las que se observa apropiadamente la banda de
emision de los nanoclusters.

b. Posteriormente se realiz6 un estudio de estabilidad con respecto a distintos
factores (tiempo, entorno quimico, exposicion a la luz)

c. En una etapa posterior se realizaron dos analisis, uno por ICP-MS vy otro por HR-
TEM de las disoluciones que contienen los NCs sintetizados, con objeto de
determinar la concentracion de oro y de AuNCs en la disolucion final de la

sintesis.

1.1. Caracterizacion por Fluorescencia de la sintesis de AuUNCs

La caracterizacion de AuNCs, se realiza en un primer momento, tal y como se ha
comentado anteriormente, mediante la espectrofotometria de fluorescencia. Para ello se realiza
una primera aproximacion, realizando un espectro de fluorescencia con una longitud de onda de
excitacién buscada en la bibliografia, a 550 nm. Se considera una primera aproximacion ya que
dependiendo del ligando utilizado para realizar la sintesis, se pueden modificar en un gran grado

las propiedades fotoluminiscentes de los NCs [16].

Se han registrado espectros de excitacién/emision hasta encontrar el par que
caracterice apropiadamente a nuestros AuNCs. En el Anexo 1 (Figura 1y 2) se recogen todos
los espectros correspondientes a este estudio de caracterizacion. Finalmente, como se puede ver
en la Figura 12, el par excitacién/emision donde mejor se observan las propiedades Opticas de
nuestros AuNCs es 300/720 nm.
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Figura 12: Espectros de emision fotoluminiscente de los AUNCS sintetizados. A) Espectro de excitacion
(obtenido empleando un longitud de onda de emisién constante de 720 nm) y B) Espectro de emision

(obtenido empleando un longitud de onda de excitacion constante de 300 nm).

1.2. Estudios de estabilidad de los Nanoclusters de Oro:

Se han realizado diferentes estudios orientados a evaluar la estabilidad de los AUNCs
con objeto de determinar inequivocamente los factores que pueden afectar a la estabilidad de los
mismaos, paso previo para una futura manipulacién y desarrollo de posibles aplicaciones. De este
modo se analizaron la estabilidad frente al tiempo, frente a la luz solar, frente a una excitacién

continuada, y frente al pH de la disolucidn.

- Estabilidad a lo largo del tiempo

Se realiz6 un estudio para observar la estabilidad de los AUNCs respecto al tiempo, ya
que interesan que sean estables para su posterior desarrollo en inmunoensayos. Por ello, se ha
medido a los largo de diferentes dias, la fluorescencia de dichos AuUNCs (Ver espectros Figura
3, Anexo 1) que se mantuvieron almacenados a temperatura ambiente y en la oscuridad. Los
resultados obtenidos se recogen en la Figura 13, en donde se observa que no hay diferencias
significativas con respecto a las intensidad obtenidas, se podria concluir que sus propiedades
Opticas se mantienen estables al menos durante 33 dias, siempre que tengamos los NCs
almacenados en la oscuridad.
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Estabilidad respecto al tiempo

Longitud de onda
e
725 233,638 250
[ Diaz | 725 209,293
[ Diaa | 725 229,352 200
[ Dias | 725 209,524
[ Dias | 725 213,353 0
725 218,467 100
725 229,849
725 246,325 50
725 246,315 .
[ Dia3zz | 725 245,8935

MDial MDia2 MDia4 WDia5 MDia6 MDia7 MDia8 MDiall WMDial2 WDia33

Tabla 2 y Figura 13: Resultados del estudio de estabilidad de AUNCs almacenados en la oscuridad, con

respecto al tiempo.

- Estabilidad a la luz solar.

Otro aspecto importante es la estabilidad ante la luz solar, ya que hay ciertos NCs de
otros metales que son estables a la luz como los CuNCs [34], pero también existen otros como
los AgNCs que son inestables [3]. Por ello, se realizd un estudio consistente en registrar la
emision fluorescente de dos muestras de AUNCs. Una de las muestras se mantuvo protegida de

la luz del sol, mientras que la otra muestra monitorizada se mantiene expuesta a la luz del sol.

Tal y como se puede observar en la Figura 14, en el que se compara la evolucion de la
disolucion de AuNCs sin proteger a lo largo del tiempo con una disolucion AuNCs protegida
(Ver espectros Figura 4, Anexo 1), no se observan diferencias significativas entre ambos tipos

de muestra. Por ello podemos concluir que los AUNCs son estables a la luz ambiental.

Evolucion con el tiempo AuNCS sin proteger

140

DIA DE MEDIDA MAXIMO (NI INTENSIDAD (U.A.) [P
Dial 720 113,942

720 113,308 0

720 119,816 0

720 123,473 0

Dia7 720 126,527 ,

AuNCs
0

Protegidos Dia 7 720 113,308

@

B

N

MDial MDia2 MmDias Dia6 MDia7 M AuNCs Protegidos Dia 7

Tabla 3y Figura 14: Resultados para el estudio de estabilidad de AuNCs con respecto a la luz.
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- Estudio de estabilidad frente a una exposicién continuada a la radiacién
UV (Time Drive):

En una etapa posterior se ha estudiado la estabilidad de la sefial fluorescente de los
AUNCs a lo largo de un tiempo continuado de excitacion de la muestra (a una longitud de onda
constante 390 nm). Asi, se recogid la intensidad de emision luminiscente de los AuUNCs, a la

longitud de onda caracteristica del nanomaterial, 720 nm, a lo largo del tiempo (ver Figura 15).

Time Drive
300
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©
3 200
=
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2
2 100
50
0
0 20 40 60 80 100 120
Tiempo (seg)

Figura 15: Evolucion de la intensidad de emision fluorescente de los AUNCs con el tiempo.

Aungue se observa un ligero decaimiento en la sefial (ver Figura 15), ésta caida no es
suficientemente significativa como para afirmar que la fluorescencia se atenla de manera

drastica con respecto al tiempo.

- Estudio de la estabilidad dependiente del pH:

Por otra parte, un caracteristica que modifica la estabilidad de los AuNCs es el pH del
medio en el que se encuentran [35, 36]. Por ello es necesario realizar un estudio de la emision de
fluorescencia a lo largo de todo el rango de pH. Se realizaron cinco disoluciones de AuUNCs, que
representaran todo el rango pH, de tal manera que mediante un pHmetro se consiguiera
establecer un pH en cada una de ellas. Los pHs estudiados fueron los siguientes: 1,0, 4,3, 7,25,
9,41y 12,06. Posteriormente, se procedio a efectuar la medida de la emision de fluorescencia a
cada una de las disoluciones, obteniendo las intensidades de emision fluorescentes recogidas en

la Figura 16.
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Estudio de pH
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Tabla 4 y Figura 16: Intensidades y longitudes de onda maximas de emision fluorescente de los AUNCs

en funcién del pH del medio

De esta manera se comprueba que en medios neutros y bdsicos los AUNCs son
estables, manteniéndose la sefial de fluorescencia, mientras que a medios &cidos la sefial

disminuye drasticamente (Ver espectros Figura 5, Anexo 1).

A continuacion, se estudié la estabilidad frente a dos medios de disolucion de los
AUNC:s. El primero de ellos es el disolvente que se utiliza para la realizacion de la sintesis de los
AUNCs, es decir, el agua. Por otro lado el otro disolvente sobre el que se realiza el estudio es el
PBS, que sera el disolvente que se utilizara en posteriores analisis, como para la reaccion de
bioconjugacién del AuNCs con un anticuerpo. En la Figura 17 se recogen los espectros de
emision obtenidos en ambas condiciones, observando un aumento de la sefial de fluorescencia al
utilizar el medio tamponado con PBS, que sugiere que se produce una estabilizacion de los
AUNC:s en dicho medio. Otro aspecto que se observa es un ligero desplazamiento de la longitud
de onda de emision pasando de 720 nm en agua a 730 nm en PBS.

Fluorescencia en diferentes disolventes
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Figura 17: Comparacion espectros de emision de los AUNCs suspendidos en distintos disolventes.

Debido a este desplazamiento de la Aem maxima en el caso del PBS, se decidio

realizar un espectro de excitacion para ver si se puede conseguir un espectro de emision en el
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que la Dispersion Rayleigh no perturbe el pico de emisién (ver Figura 18 A). En la Figura 20 A
(espectro de excitacién) se observa que los AuNCs tienen una mayor intensidad a A<390 nm, y
se establece una longitud de onda de excitacion de 300 nm para que la Dispersion se sitGe a una
longitud de onda de 600 nm. Con estas condiciones se hace un espectro de emision obteniendo
la Figura 20 B.

A Espectro de Excitacion (Aem=720 nm) B Espectro de Emision (Aex=300 nm)
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Figura 18: Espectros de fluorescencia de los AuNCs suspendidos en PBS A) espectro de excitacion con

Mem)= 720 nm. B) espectro de emisién con A(exc)= 300 nm

1.3. Caracterizacion de los AUNCs mediante ICP-MS

Emplendo la Espectrometria de Masas con fuente de Plasma de Acoplamiento
Inductivo (ICP-MS) se llevé a cabo la determinacion de la cantidad de oro presente en las
suspensiones de AuNCs obtenidas tras el proceso de sintesis. Asi, mediante este analisis se
consigue determinar el rendimiento de la sintesis de AuNCs asi como llevar a cabo una

estimacion de la concentracion de NCs en la disolucion.

De esta manera se realiz6 la determinacién, por ICP-MS, del contenido en oro en tres

disoluciones:

1. Una disolucién madre, la cual contiene la disolucion precursora de la sintesis, la
sal de Tetracloraurato de sodio dihidratado en el volumen final al que se lleva a
cabo la sintesis.

2. Por otra parte se tiene la disoluciéon de AuNCs final ya purificada, posteriormente
a la ultrafiltracion

3. Y por altimo la disolucién filtrada recogida durante el proceso de purificacion.

La técnica de Espectrometria de Masas con fuente de Plasma de Acoplamiento
Inductivo (ICP-MS) es una técnica de andlisis inorganico que es capaz de determinar y
cuantificar la mayoria de los elementos de la tabla periddica en un rango dindmico lineal de
ocho 6rdenes de magnitud (ng/l — mg/l). En este instrumento, la muestra se vaporiza y

posteriormente se ioniza gracias a un plasma inductivo de Ar. Los iones generados pasan al
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espectrometro de masas donde se separan mediante un analizador, que es un cuadrupolo, y se
detectan [37].

En este caso se va a realizar un analisis de cantidad de oro total, obteniendo dos
resultados. Por una parte se obtiene la cantidad de oro que se consigue tras la purificacion, de tal
manera que este resultado va a ser Gtil que para posteriores estudios para hallar la concentracién
de nanoclusters presentes en disolucion. Por otra parte, se pretende realizar un balance de masas
para obtener el rendimiento de la sintesis y confirmar que la reaccion se lleva a cabo y con un

rendimiento suficientemente bueno como para poder continuar con el resto de experimentos.

Los resultados obtenidos son los recogidos en la Tabla 2.

DISOLUCION RESULTADO PESO CONCENTRACION Au

OBTENIDO (Mg/g) | DISOLUCION (mM)
(g)

112 20,2369 57,47
PURIFICADA 211 7,7000 0,41
FILTRADO 19 41,9963 0,2

Tabla 5: Determinacion del contenido de Au mediante ICP-MS

Con estos resultados se puede concluir que el rendimiento molar es de 71.68 %,
confirmando que se realiza la sintesis y con un buen rendimiento haciendo posible que se pueda

continuar con los siguientes analisis.

1.4. Caracterizacion de AUNCs mediante HR-TEM

Otra manera de caracterizar los nanoclusters de oro, es usando la microscopia
electrénica de transmision de alta resolucion (HR-TEM). El microscopio electronico de
transmision (TEM) es un instrumento que aprovecha los fendmenos fisico-atbmicos que se
producen cuando un haz de electrones suficientemente acelerado colisiona con una muestra.
Cuando los electrones colisionan en la muestra, en funcion del grosor y de los tipos de atomos
que forman dicha muestra, parte de ellos son dispersados y la otra parte atraviesan la muestra.
Asi la imagen que se forma, aporta informacion acerca de la estructura de la muestra, ya sea la

muestra amorfa o cristalina.

De una manera mas concreta, HR-TEM permite llegar a niveles de mejor resolucién

que el TEM, pudiendo generar imagenes de la estructura de una muestra a un nivel atomico. Por
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ello se utiliza en el estudio de nanomateriales y méas concretamente es Util para el estudio de

nanoclusters, como es el caso [38].

La Figura 19 A recoge las imagenes obtenidas por HR-TEM de las muestras
sintetizadas. Se puede observar que se han obtenido NCs con forma esférica y con una baja

distribucién de tamarios.

10 1/nm

X 1 15 2 25 3 3
Full Scale 1026 cts Cursor: 2.048 (116 cts) keV|

Figura 19: Imagenes obtenidas por HR-TEM. A) Imagen de HR-TEM no ampliada; B) imagen de HR-

TEM no ampliada, C) imagen de Saed Pattern, D) Diagrama de resultados obtenidos por cuantificacién.

La figura 19 B es una ampliacion de una zona seleccionada, en donde se observa que
la distribucion de tamafios es baja (muestra muy homogénea). La figura 19 C es una imagen
SAED Pattern, o patrén de difraccion de area seleccionada. Es una técnica cristalografica
experimental que se puede obtener gracias al TEM. De esta manera una lamina delgada de
muestra se somete a un haz de electrones de alta energia, de manera que los electrones pasan a
través de la muestra facilmente. Asi, los atomos actllan como una red de difraccion de los
electrones de manera que los electrones son difractados. Es decir, una fraccion de ellos se
dispersard en determinados &ngulos particulares, proporcionando la estructura cristalina del
material. Asi se obtiene una estructura cubica centrada en las caras de los atomos de oro, como

se representa en la Figura 20.
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Figura 20: Estructura cristalina ctbica centrada en la caras

Por altimo, la Figura 19 D muestra los resultados correspondientes al detector de de la
difraccion de rayos X, un microanalizador por energia de rayos X dispersados (EDX) que
permite la deteccion y cuantificacion de los elementos presentes. De esta manera se comprueba
que los elementos mayoritarios son el Oro con un 33,56 %, el Oxigeno con 58,03 % y el Azufre
con un 8,42 %. Estos resultados concuerda con lo esperado, ya que no se comprueba gue no hay
impurezas, por lo que la purificacidn se ha llevado a cabo correctamente, y se encuentra oro y

azufre, éste ltimo correspondiente al ligando.

Mediante las imagenes obtenidas se realiza la determinacién del tamafio promedio del
nanocluster de oro. De esta manera, aleatoriamente se van realizando medidas de los didmetros
de los nanoclusters recogidos en las imagenes. Se han analizado 194 valores, obteniendo un

valor de tamafio promedio de:
2,66 +0,12nm

Como la estructura cristalina es una cubica centrada en las caras, se puede calcular el
volumen gue ocupa una celda unitaria con esa estructura, conociendo tanto la densidad del oro
(19.3 g/cm?), como la masa de una celda unidad (1.31.10-% g/celda). Asi el volumen obtenido es

el siguiente:

3

Volumen celda unitaria = 6,79 x 1072
celda

Mediante el didmetro obtenido experimentalmente, se puede hallar el volumen del

AUNCs, obteniéndose un valor:
Volumen AuNCs = 9,810 nm?3

Si se dividen los volimenes anteriores, se obtiene cuantas redes cristalinas hay en cada
AuNCs, obteniéndose un valor de 145 redes/NCs. Como una estructura clbica centrada en las
caras posee 4 atomos reales de Oro, se puede determinar que cada nanoclusters contiene 579

atomos de Oro. De esta manera, se obtiene un resultado que concuerda con la bibliografia con
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respecto al tamafio experimental que se ha encontrado [39]. Ademas, al tener tanto numero de
atomos de Au y ser el nanocluster de mayor tamafio que otros encontrados en bibliografia, como
se explicaba en la Figura 5, al aumentar el tamafio del NCs la emision se desplaza mayores
longitudes de onda [40]

Con este dato de nimero de atomos de oro en el NCs se puede, mediante el nimero de
Avogadro, determinar los moles de Au que hay en cada NCs. Con los datos de concentracion de
oro obtenidos en el analisis de ICP-MS y estos Ultimos datos obtenidos se puede calcular la
concentracion de NCs presente en la disolucién purificada proveniente de la sintesis. Se obtuvo
una concentracion de Au de 0.41 mM, por lo que relacionando el nimero de moles Au que hay
en esa disolucién con el numero de moles de Au que hay en cada NCs, resulta que la

concentracion de NCs es de:
4,26 X 104NCs/mL

Este dato obtenido va a ser primordial en posteriores experimentos. Con este dato se
va a para poder determinar de forma correcta la relacién molar que se debe utilizar para poder
realizar la uniéon de nanocluster a una biomolécula. De esta manera la relacion molar se

establece entre moles de biomolécula y moles de NCs.

2. Bioconjugacion

Durante la Bioconjugacion lo que se pretende es enlazar una biomolécula junto con un
nanomaterial, para forma un complejo nuevo que tiene propiedades combinada de los dos
componentes individuales. Asi, se intenta conseguir crear un conjugado biolégicamente activo y
gue mantenga la estructura de la biomolécula, asi como las propiedades caracteristicas del

nanomaterial.

En concreto, en este caso se va a enlazar los AuNCs con un anticuerpo, el Anti-IgE y
se va a usar el método de la carbodiimida, siguiendo el protocolo que se describe en la Figura 10
(Seccion Experimental Apartado 4.3.). En los estudios preliminares sélo se afiadio EDC (1-etil-
3-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida) para llevar a cabo la bioconjugacion, con el que se
siguié un método simple, pero obteniendo un rendimiento mas bajo [31]. Por ello se ensayo la
adicién de NHS (N-hidroxisuccinimida) con la cual la reaccion es mucho mas eficaz. De esta
manera se observo una mejora de la sefial de fluorescencia. Por ello se decidi6 realizar el resto

de las bioconjugaciones empleando los dos reactivos (EDC + NHS) conjuntamente.

Ademas, se ha optimizado la relacion molar con respecto a anticuerpo y nanocluster

que hay que mantener para llevar a cabo la reaccién de bioconjugacion. De esta manera, se han
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ensayado las siguientes relaciones Ab:AuNCs,: 1:1, 1:3, 1.5, 1:7 y 1:10. Mediante el
procedimiento explicado en la seccion de Experimental (seccion 4.3.) y la posterior purificacion
para eliminar el exceso de reactivos sobrantes (seccion 4.4.), se dispone a realizar diferentes
estudios analizando dos aspectos: por un lado se analiza que se mantenga la fluorescencia de

nanocluster y por otro lado se estudia que se mantenga la funcionalidad del anticuerpo.

2.1. Caracterizacion Fotoluminiscente

La caracterizacion fotoluminiscente de los AUNCs se realizO empleando un

espectrofluorimetro molecular.

En primer lugar se ha realizado un estudio para seleccionar las longitudes de onda
Optimas del bioconjugado Ab:AuNCs. En el Anexo 2 (Figuras 1 y 2) se recogen todos los
espectros registrados correspondientes a este estudio de caracterizacion. Como se recoge en la
Figura 21, el par excitacion/emisién donde mejor se observan la emisidon fotoluminiscente del

bioconjugado es 300/730 nm,

A Espectro Excitacion (Aem=730 nm) B Espectro Emisién (A= 300 nm)

250 300 350 400 450 500 550 600 650 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

Figura 21: Espectros optimizados para el Bioconjugado. A) Espectro de excitacion y B) Espectro de

emision.

En segundo lugar se estudio el efecto producido por las diferentes relaciones molares
utilizadas para realizar la Bioconjugacion, con respecto a Anticuerpo-AuNCs. Como se ha
comentado anteriormente se han utilizado las siguientes relaciones Ab:AuNCs: 1:1, 1:3, 1.5, 1:7
y 1:10. Los espectros de fluorescencia obtenidos se recogen en la Figura 26.

Las intensidades maximas de pico se pueden observar en la Figura 22 (Ver espectros
Figura 3; Anexo 2). En dicha representacion se podrian descartar como bioconjugados éptimos,
las relaciones 1:1 y 1:10, ya que proporcionan intensidades de fluorescencia lo suficientemente
buenas, por lo que a la hora de hacer el inmunoensayo no serian suficientes para poder hacer la

deteccion. Esto concuerda con que en el caso de la relacion 1:1, no haya suficiente marca para
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bioconjugar correctamente, ademas de no proporcionar una sefial de fluorescencia lo
suficientemente intensa para obtener la banda de emision. Por otra parte, la relacion 1:10 supone

el empleo de una excesiva cantidad de marca.

Estudio Relacién Bioconjugacién

140

a 120
RELACION LONGITUD DE ONDA

BIOCONJUGADO MAXIMO (NM! INTENSIDAD (U.A.) (IR

730 80

o1 | 23,85
[ Bio13 | 730 70,733999 0
" bo1s | 730 97,019
730 125,483 v
730 11,754 2 -
[

0
1

HBio 1:1 MBio1:3 Bio1:5 ®Bio1:7 M Bio 1:10

Tabla 6 y Figura 22: Relacion de longitudes de onda obtenidas e intensidades

fotoluminiscentes de los diferentes Bioconjugados obtenidos.

Las mejores sefiales de emision las proporcionan los bioconjugados sintetizados
manteniendo las relaciones 1:3, 1:5 y 1:7, siendo la relacion que ofrece la mayor sefial
fotoluminiscente la del 1:7. Sin embargo, antes de seleccionar dicha relacion, es preciso
comprobar que el anticuerpo marcado posea aun su funcionalidad. Para llevar a cabo esta

comprobacion se disefio el siguiente inmunoensayo espectrofotométrico.

2.2. Inmunoensayo-espectrofotométrico

El inmunoensayo espectrofotométrico se realiza para con diferentes objetivos. Uno de
ellos es comprobar que se mantiene la funcionalidad del anticuerpo al realizar la
bioconjugacién, de manera que al afiadir el marcador, es decir, el nanocluster, no se ocupen los
sitios de reconocimiento del anticuerpo que se pretende marcar. Otro de los objetivos es
determinar cuél de los biocojugados es el Optimo en cuanto la parte de inmunoensayo.
Anteriormente, en la caracterizacion por fluorescencia se ha obtenido una relacion de
anticuerpo-NCs o6ptima a la hora de realizar la bioconjugacién, con respecto a la sefial de
flourescencia obtenida. Pero puede ocurrir que dicha relacion 6ptima no lo sea en cuanto al
inmunoensayo, de manera que afecte a la funcionalidad del anticuerpo, remitiéndose al primer
objetivo. El riego esperable radica en el hecho de que al aumentar la cantidad de NCs empleada
en la bioconjugacion, éstos ocuparan mas parte del anticuerpo pudiendo asi apantallar las zonas

de reconocimiento de dicho anticuerpo.

Por ello se realiza este inmunoensayo, utilizando como revelado de la reaccion un
anticuerpo secundario marcado con peroxidasa, enzima que provoca la reaccion de revelado.

Este inmunoensayo se realiza en placas de ELISA, como la observada en la Figura 9, con el

38



Resultados y Discusion

esquema indicado. En presencia de agua oxigenada, un sustrato adecuado para la peroxidasa se
reduce y da un producto soluble y coloreado. En este caso el sustrato utilizado es la 3,3",5,5 -
tetrametilbenzidina (TMB), el cual produce una coloracion azul, como se puede observar en la
Figura 23 [32].

Disolucion de Parada
(H,S0, 2M)

Figura 23: Cambio de color observado al afiadir la disolucién Stop

Al afadir la disolucion de parada, que es H,SOs 2 M, se detiene la reaccién
enzimatica, generando un cambio de color instantaneo. Es entonces cuando se realizan las
medidas de absorbancia a una longitud de onda de 490 nm (longitud de onda correspondiente al

color generado) en un lector de placas de absorbancia.

En este caso se realiz6 un estudio con los tres bioconjugados que anteriormente se han
determinado como los de mayor sefial: relaciones Anticuerpo-NCs 1:3, 1:5y 1:7 (Ver Figura
24). Ademés se afiade otra fila, en la cual se afiade una disolucion del Anticuerpo sin marcar,
pero a la concentracion a la que se encuentran los bioconjugados. Los analisis se van a realizar
por triplicado. Por otra parte se realiza un tipo de blanco sin afiadir el analito, en este caso el
anticuerpo marcado con NCs. También se realizaran triplicados.

Como se puede observar en la Figura 23, el inmunoensayo realizado ha dado un
resultado positivo, confirmando que se mantiene la funcionalidad del anticuerpo tras realizar el
marcaje con los AuNCs. De manera cuantitativa en la Tabla 7 se recogen los valores observados
de intensidad de emision fluorescente.
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Analitos Blancos

4 5 6|7 8 9101112

Bio 1:3
Bio 1:5
Bio 1:7

Ab sin conjugar

XXX
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1000000000000
1000000000000

1000000000000

Figura 24: Esquema del inmunoensayo espectrofotométrico.

RESULTADOS

Bio 1:3 2,169 + 0,01

Bio 1:5 1,545 + 0,007

Bio 1:7 1,477 + 0,002

Ab sin marcar 2,411 + 0,02

Tabla 7: Resultados obtenidos tras el inmunoensayo espectrofotmétrico

Asi, observando los resultados obtenidos en la Tabla 7 se confirma que al aumentar la
cantidad de marca (AuNCs) empleada en la bioconjugacion va disminuyendo la sefial
luminiscente obtenida, probablemente debido a que conforme se aumenta la cantidad de
nanoclusters presente en el medio de reaccion se unen mas y por ello van bloqueando los sitios
activos de reconocimiento del anticuerpo provocando por ello una menor unién con el
anticuerpo secundario que esta marcado con la peroxidasa y por tanto la reaccion enzimatica se

da en menor medida y por ello la sefial de absorbancia es menor.
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2.3. Conclusiones de los estudios de optimizacion de la bioconjugacién

Con los resultados obtenidos en los estudios anteriores, se puede concluir que las
mejores relaciones, con las cuales se obtiene un compromiso entre sefial de fluorescencia y
funcionalidad de anticuerpo, son las relaciones 1:3 y 1:5. Para estas relaciones molares de
bioconjugacion se ha realizado una representacion, comparando la sefial obtenida con la sefial
que se tiene en una disolucion de AuNCs a la disolucién que se obtiene al final de la
bioconjugacion. Asi se puede hacer una determinacion de las diferencias detectadas
posteriormente a la bioconjugacion en las mismas condiciones.

Esta comparacion se representa en la Figura 25 Ay B.

Bioconjugado 1:3 B Bioconjugado 1:5
180

160

200
180
140 160
120 140
120
100 _
20 Bio 1:5

AuNCs 60 AuNCs
40 40
20 20
0

620 670 720 770 820 870 620
Longitud de onda (nm)

>—~
o
s

Bio 1:3

Intensidad
Intensidad

670 720 770 820 870
Longitud de onda (nm)

Figura 25: Comparacién de los espectros luminiscetnes de AuNCs y de los Bioconjugados.
A) Bioconjugado obtenido asegurando una relacion molar Ab:AuNCs 1:3.

B) Bioconjugado obtenido asegurando una relacion molar Ab:AuNCs 1:5.

De esta manera es posible extraer dos conclusiones principales:

1. Por una parte se confirma, que en igualdad de condiciones, a raiz de la
bioconjugacién hay una pérdida de la sefial de fluorescencia considerable, aumentando
conforme se aumenta la relacion molar de la bioconjugacion.

2. El otro aspecto importante es el ligero desplazamiento de la longitud de onda de
emisidén obtenida hacia longitudes de onda mayores, debido a la reaccion de bioconjugacion.
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3. Inmunoensayo para la determinacion de IgE

La determinacion de IgE es importante ya que tal y como se ha comentado en la
introduccion, la IgE ejerce como biomarcador en alergias. Asi, se evalud la posibilidad de
aplicar las propiedades optoluminiscentes de los AUNCs a un bioandlisis para la determinacién
de la IgE. Dicho bioandlisis consistié en un inmunoensayo luminiscente de tipo competitivo, de
manera que la muestra, la IgE, competird con el anticuerpo inmovilizado por unirse a la marca

(un anticuerpo, Anti-hlgE, marcado con AuNCs).

3.1. Ensayo realizado en placa

Previamente a realizar el inmunoensayo hay que observar como la marca se comporta
en un inmunoensayo, es decir, observar si al unirse a un anticuerpo enlazado a una placa de
ELISA se mantienen las propiedades luminiscentes de la marca. Por ello se realiz un estudio
de la fluorescencia en placa, mediante un lector de placas. Este estudio consistid en realizar son

las siguientes etapas:

e Inmobilizacion de la proteina IgE (3 pg/mL) en los pocillos de la placa
ELISA.

e Bloqueo del soporte solido para evitar adsorciones inespecificas.

e Reaccion inmunoldgica: en donde se afiade el anticuerpo marcado con AuNCs

e Deteccidn de fluorescencia mediante un lector de placas.

Primero se realiz6 una medida en el lector de placas, en placa seca, obteniendo las
sefiales fluorescentes que se encuentran en la Figura 26 A. Por una parte se observa un gran
ruido de fondo, observando la sefial del blanco en 6rdenes de magnitud muy similares a los
obtenidos en las sefiales que producen los marcajes. Ademas en la longitud de onda a la que
emitian tanto los AUNCs como el anticuerpo bioconjugado con AuNCs, no se observa el pico de
emisidn, sino que esta incluido en un gran pico con el maximo en el rango 670-710 nm, el cual

puede ser ruido de fondo.
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A Estudio Sefial Luminiscente en placa seca B Estudio Sefial Luminiscente; Redispersion en PBS
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Figura 26: Espectro de emision fluorescente de los AuNCs tras realizar el inmunoensayo.
A) Sefiales medidas en placa seca. B) Sefiales medidas tras redispersion del bioconjugado en PBS.

C) Senales medidas tras la redispersion del bioconjugado en SBB

Como empleando medidas directamente en la placa seca no dio lugar a sefiales
analiticamente Utiles, se intent6 redispersar los AUNCs presentes en cada pocillo para poder
medir su luminiscencia. Primero se probo a redispersarlos en medio neutro, con PBS (Figura 26
B). Desafortunadamente se obtuvieron los mismos resultados que con placa seca. Por ultimo,
una manera de redispersar es con cambios fuertes de pH y dado que anteriormente, en los
estudios de estabilidad, se ha determinado que en pH basicos los AuUNCs se mantienen estables,
se realizd un estudio redispersando los AUNCs en medio a pH 8.5. Los resultados obtenidos se
pueden observar en la Figura 26 C. Como se puede observar, tal ocurre como en el caso anterior
y la redispersion no ha servido para poder observar la fluorescencia de los nanoclusters. Por ello

es necesario optimizar esta etapa del inmunoensayo con diferentes formas de redispersion.

3.2. Microscopia confocal

La microscopia laser confocal es una nueva técnica microscépica que tiene numerosas
ventajas frente a la microscopia Optica tradicional, ya que proporciona mayor nitidez y contraste

y una mayor resolucion vertical y horizontal entre otras. El principio de la microscopia confocal
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se basa en eliminar la luz reflejada o fluorescente procedente de los planos fuera de foco,

iluminando una pequefia zona de la muestra y tomando el haz luminoso que proviene del plano

focal. [41].
I Detector

s | (messssss  Diafragma

(pinhole)
Fuente de iluminacion I Espejo dicroico
Luz en foco
Luz fuera de foco Objetivo
Plano focal
Especimen

Figura 27: Esquema de un microscopio confocal

Dicho principio no seria posible sin la existencia de dos diafragmas, uno entre la
fuente de luz y el objetivo y el otro entre el objetivo y el detector. Ambos diafragmas deben de
estar perfectamente alineados de forma que el segundo de ellos Unicamente deje llegar al
detector la luz procedente del plano focal. La utilizacién de un laser como fuente de luz permite
focalizar la iluminacion en una regién muy pequefia de la muestra y con una gran intensidad.
Como sélo se ilumina una un punto de la muestra, es necesario hacer un barrido de puntos para

observar la muestra al completo (ver Figura 27).

Debido a que con el lector de placas no ha sido posible, con estudios preliminares, a
observar la fluorescencia emitida por lo AuNCs, se recurre a esta técnica para poder determinar
si se mantiene la fluorescencia posteriormente a realizar el inmunoensayo. Se recurre a este tipo
de técnica porque es el laser el que va a provocar que la iluminacion focalizada sea méas potente

y por ello es méas probable que haya luminiscencia.

Se realizaron dos analisis. Un primer analisis en donde se buscd la emision
fluorescente del nanocluster tras la reaccién inmunolégica y un segundo andlisis consistente en
la realizacién de un inmunoensayo competitivo sobre un portaobjetos de uso convencional en
microscopia Optica, pero recubierto con poly-L-lisina. Este Gltimo inmunoensayo lo que se hace
es una competencia entre el analito inmovilizado y el afiadido (IgE) por la marca. La IgE se va a

afiadir en los diferentes pocillos en diferentes cantidad, creando asi una recta de calibrado de
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manera que en el caso de realizar el ensayo con muestra real poder determinar la cantidad de

IgE en la muestra de suero humano.

De estos dos andlisis se van con uno de los dos bioconjugados que se han comprobado
que son los Optimos. Va a ser el caso del 1:5, que es el que muestra un mejor compromiso entre
seél de fluorescencia y funcionalidad de anticuerpo. EIl esquema de cada una de las placas, tanto

en inmunoensayo en el primer andlisis como en el segundo es el representado por la Figura 28.

A
1 3 5 7
= - - -
2 4 6 8

Figura 28: Placa para confocal. A) Esquema para el inmunoensayo en miscrocopia confocal.
B) Foto de la placa.

En el caso del andlisis para comprobar la fluorescencia del AUNCs (Anélisis 1), el
procedimiento es el mismo que se sigue para realizar las pruebas en placa, inmovilizando la
proteina IgE (3 pg/mL) en los pocillos y bloqueando el soporte sélido para evitar adsorciones
inespecificas. Posteriormente se afiade el anticuerpo marcado con AuNCs y detecta mediante la

microscopia confocal. EI esquema que se sigue es el siguiente:

e Los pocillos 1y 2 son los blancos de reaccién: en el 1 no se ha realizado el
tapizado y en el 2 no se ha afiadido el marcaje.

e Se van a estudiar dos tipos de tapizado, para poder determinar cual es el
tapizado con el que se obtiene un mejor resultado. En los pocillos 3 y 4 el
tapizado se realiza por adsorcion, mientras que de 5 a 8 el tapizado se realiza
por reaccion con EDC. Ademaés, se va a analizar si se ven cambios en la sefial
de fluorescencia mediante la adicion de diferentes volimenes de marcaje:

- Encel pocillo 3 se afiadiran 100 uL del anticuerpo marcado.
- Encel pocillo 4 se afiadiran 200 uL del anticuerpo marcado.

- Encel pocillo 5 se afiadiran 100 uL del anticuerpo marcado.
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- Encel pocillo 6 se afiadiran 50 pL del anticuerpo marcado.
- Encel pocillo 7 se afiadiran 200 uL del anticuerpo marcado.
- Encel pocillo 8se afiadirdn 150 pL del anticuerpo marcado.

Para este Analisis 1 se han obtenidos los resultados que se observan en la Figura 29.
En esta Figura hay tres tipos de imagen: las iméagenes de transmision (A, D y G), las imagenes
de fluorescencia, usando un laser a 405 nm y detectando en el rango de 680 a 900 nm, (B, E 'y

H) las imagenes superpuestas de las dos anteriores (C, F e I).

Ademas en esta Figura 29 se representa por una parte el blanco sin marcaje (Figura 29
A, By C) en el que observa ciertos granulos sin fluorescencia, por lo que se comprueba gue no
hay fluorescencia sin marcaje. Por otra parte también se representan los resultados
correspondientes a tapizar por adsorcion (Figura 29 D, E y F) a tapizar por reaccion con EDC

(Figuras 29 G, H e I), observando que se obtienen mejores sefiales con la segunda opcion,

comparado con el blanco.

.
B
C

ademas de comprobar que se conserva la fluorescencia tras la reaccion inmunolégica,
.

Figura 29: Resultados para el Andlisis 1. A) Imagen de Transmisién Blanco. B) Imagen de Fluorescencia
Blanco. C) Imagen superpuesta Blanco. D) Imagen de Transmision Tapizado por Adsorcion. E) Imagen
de Fluorescencia Tapizado por Adsorcion. F) Imagen superpuesta Tapizado por Adsorcion. G) Imagen de
Transmision Tapizado por Reaccion. H) Imagen de Fluorescencia Tapizado por Reaccion. 1) Imagen
superpuesta Tapizado por Reaccion.
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Por otra parte, se han comparado diferentes volimenes de bioconjugados, observando
que la diferencia en sefial luminiscente es apreciable (Ver Anexo 3 Figura 1). Por altimo, se ha
realizado una comparacién con el blanco sin tapizar (Ver Anexo 3 Figura 2), el blanco tapizado
pero sin marca y se registrd la sefial luminiscente de fondo en uno de los pocillos de reaccion
vacios, observandose que en el caso del blanco sin tapizar (sin analito) se obtiene que la marca
reacciona con el bloqueo (BSA que se representa con coloraciéon azul al afadir un canal
adicional de excitacion en torno a 450 nm), generando adsorciones inespecificas. Sin embargo

se observa que cuando se afiade el analito dichas adsorciones inespecificas se anulan.

El segundo analisis realizado es el inmunoensayo competitivo. Para ello, se inmoviliz6
la proteina IgE (3 pg/mL) en los pocillos mediante reaccién con EDC y se bloqueé el soporte
solido para evitar adsorciones inespecificas. Posteriormente se afiadid el anticuerpo marcado
con AuNCs ademas de IgE en relacion 1:1 con respecto a la marca. Por Gltimo se procedi6 a la
deteccién mediante la microscopia confocal. El esquema seguido (mediante la placa de la Figura

28) es el siguiente:

e Los pocillos 1y 2 son los blancos de reaccién: en el 1 no se ha realizado el
tapizado y en el 2 no se ha afiadido el marcaje.

e Como se ha comentado anteriormente, en este caso lo que se hace es una recta
de calibrado, de manera que se va a afiadir cantidades fijas tanto de marca
como de IgE (en relacion 1:1 y para no sobrepasar la capacidad méaxima del
pocillo se afiaden 75 uL de cada uno), pero en cada pocillo se va afiadir una
disolucién de diferentes concentraciones de IgE:

- Enel pocillo 3 se afiade una disolucién de IgE de O pg/mL.

- Enel pocillo 4 se afiade una disolucién de IgE de 0,03 pg/mL.
- Enel pocillo se aflade una disolucién de IgE de 0,1ug/mL.

- Enel pocillo 6 se afiade una disolucién de IgE de 0,3ug/mL.

- Encel pocillo 7 se afiade una disolucién de IgE de 1 pg/mL.

- Encel pocillo 8 se afiade una disolucion de IgE de 3 pug/mL.

Los resultados obtenidos para este segundo analisis se representan en la Figura 30. En
este caso se han representado las imagenes ya superpuestas, para poder observar en una sola
imagen todas las caracteristicas. El esquema de la Figura 28 sigue el esquema que se ha seguido
en la imagen, de tal manera que la numeracién corresponde a los pocillos de la placa. En el caso
de los blancos, se corresponde de igual manera a lo comentado en el primer analisis por lo que
se confirma un mismo comportamiento en diferentes inmunoensayos. Por otra parte, en la zona
de la recta de calibracién, si que se puede asegura que el inmunoensayo competitivo se da

correctamente ya que se produce una atenuacion de la fluorescencia conforme se va aumentando
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la concentracion de IgE afiadida, de manera que a mayor concentracion de IgE menos cantidad

de marca se queda inmovilizada en la placa.

.

Figura 30: Resultados para el Andlisis 2. 1) Blanco sin tapizar. 2) Blanco sin marcaje. 3) Con IgE de 0
pg/mL 4) Con IgE de 0,03 pg/mL. 5) Con IgE de 0,1 pg/mL. 6) Con IgE de 0,3 pg/mL. 7) Con IgE de 3
pg/mL. 8) Con IgE de 1 pg/mL
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V. Conclusiones

Las principales conclusiones que se pueden extraer del presente Trabajo Fin de Master

se recogen a continuacion:

Se ha realizado la sintesis de Nanoclusters de Oro de manera satisfactoria:

- Se ha realizado la caracterizacion de los nanoclusters mediante sus
propiedades fotoluminiscentes obteniendo la longitud de onda Optima de
excitacion para observar correctamente la banda de emision de los AuNCs,

estableciéndose como par de excitacion/ emision éptimo 300/720 nm.

- Se han realizado estudios de estabilidad, comprobando que los AUNCs son

estables a medios basicos, con respecto al tiempo y con respecto a la luz.

- Se ha realizado también un estudio de su morfologia mediante la técnica de
HR-TEM obteniéndose que los AuNCs presentan una forma casi esférica y un
tamafio promedio de 2,656 + 0,117 nm.

- Por otra parte se ha realizado andlisis mediante ICP-MS para obtener el
rendimiento de la reaccion, obteniendo un resultado del 71.68 %.

- Con la informacidn aportada por las dos técnicas complementarias (HR-TEM
e ICP-MS) se ha conseguido establecer una relacién que nos permite calcular

la concentraciéon de NCs y cuantos atomos de oro hay en cada nanocluster.

Mediante el método de la carbodiimida se ha optimizado la bioconjugacion de los
AuNCs con un anticuerpo, y se ha caracterizado dicha union por fluorescencia. Se ha
optimizando la relaciéon molar entre anticuerpo y AuNCs para obtener una sefial de
fluorescencia Optima sin contrarrestar la funcionalidad del anticuerpo, la cual se ha

comprobado mediante un inmunoensayo espectrofotométrico.

También se ha realizado estudios preliminares para el desarrollo de un inmunoensayo
competitivo fluorescente basado en AuUNCs, para la determinacién de IgE en suero
humano, obteniendo resultados prometedores utilizando una deteccion por microscopia

confocal.
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En cuanto a las competencias personales, cabe concluir que se ha conseguido
interpretar la informacion obtenida en el laboratorio, asi como desarrollar la capacidad de tomar
decisiones en funcion de los resultados obtenidos. Por otra parte, se han aprendido nuevas
técnicas de caracterizacién, como por ejemplo el HR-TEM o la microscopia laser confocal, de

los cuales se ha aprendido su funcionamiento, su uso y su aplicabilidad.

Por ultimo, se han desarrollado las capacidades para trabajar en un laboratorio de
investigacion, tanto en el desarrollo experimental del trabajo, como en la parte mas teérica como

por ejemplo la metodologia para realizar esta memoria del Trabajo Fin de Master.
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VI. Trabajos Futuros

Como trabajos futuros en esta linea de investigacion se podrian destacar los siguientes

aspectos relacionados con el desarrollo y optimizacion del inmunoensayo para la determinacion

de IgE en suero humano:

Es necesario realizar estudios tanto de tapizado como de blogqueo del
inmunoensayo, para obtener una sefial Optima y poder también evitar

adsorciones inespecificas.

Otro aspecto que es necesario desarrollar es el calibrado con IgE ajustado a los
niveles de concentracion de IgE en muestras de suero. De manera que es
necesario por una parte optimizar la relacion muestra-trazador y por otra parte
habria que realizar triplicados del calibrado para observar la reproducibilidad

del inmunoensayo y por tanto del sensor.

Por Gltimo habria que observar el comportamiento de la muestra real en el
sensor y si es preciso realizar algun tipo de pretratamiento a dicha muestra

para poder realizar el inmunoensayo.

En cuanto a la deteccidn: en este punto es necesario hacer estudios en cuanto a
poder detectar dicho inmunoensayo mediante lector de placas de
fluorescencia, sin tener que recurrir a la microscopia confocal. Es decir, es
necesario encontrar el medio de redispersion adecuado para poder realizar los
analisis fluorimétricos en placa, con una sefial de fluorescencia aceptable y

gue se pueda distinguir del blanco.
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VIIl. Anexos

1. Anexo 1: Nanoclusters de Oro

Figura 1:
A Espectro Emision (Aex= 550 nm) B Espectro Excitacion (Aem= 720 nm)
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Figura 1, Anexo 1 A) Espectro de emision de AuNCs con A(exc)= 550 nm B) espectro de excitacién de
AuNCs con M(ems)= 720 nm

Figura 2:
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Figura 2, Anexo 1: Espectro de emision de AuNCs con A(exc)= 390 nm

Se realiz6 un espectro de emisién con una longitud de onda de excitacién de 550 nm
(Figura 1 A). Posteriormente se realizd el correspondiente espectro de excitacion, para
comprobar que se estd excitando a la longitud de onda de maxima intensidad o por si al
contrario hay otra longitudes de onda que proporcionan mayores intensidades de fluorescencia.
Asi, se obtuvo en el espectro de excitacion un pico méximo a una longitud de onda
correspondiente a 390 nm (ver Figura 1 B).
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Se vuelve a realizar un espectro de emision a 390 nm como longitud de onda de
excitacion (Figura 2), en el que se observa una mayor intensidad de la sefial de fluorescencia
que en los anteriores espectros de emision obtenidos. EI Gnico problema que se refleja en este
espectro es la aparicion de banda de la dispersion Rayleigh en mitad de la banda de emision
pero no es del todo un problema ya que se observa el méximo de la emision fuera del rango de
dicha banda de dispersion. Sin embargo se busca una longitud de onda alternativa, que resulta

ser 300 en donde ya no supone un problema la dispersién Rayleig (ver Figura 12).
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Figura 3, Anexo 1: Espectros estudios estabilidad respecto al tiempo

Figura 4:
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Figura 4, Anexo 1: Espectros estudios estabilidad respecto a la luz.
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Figura 5:
Estudio de pH
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Figura 5, Anexo 1: Espectros estudio de pH.

Anexos
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2. Anexo 2: Bioconjugacion:

3. Figural:

Espectro Emision (Aex= 550 nm) B Espectro Excitacién (Aem= 720 nm)
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Figuras 1, Anexo 2 A) Espectro de emision Bioconjugado con A(exc)= 550 nm B) Espectro de excitacién

Bioconjugado con A(ems)= 720 nm

Figura 2:
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Figura 2, Anexo 2 Espectro de emisién (longitud de onda de excitacion 390 nm)

A modo de ejemplo la comprobacién de longitud de onda de excitacién éptima, se
hace para un bioconjugado intermedio, con una sefial de fluorescencia adecuada, como es el
bioconjugado 1:5. Primero se prueba a una longitud de onda de excitacion de 550 nm, como se
ha realizado anteriormente para los AuUNCs, y se hace el par emisién-excitacion (Ver Figura 1,
Anexo 2 A'y B). A continuacion se hace un espectro de emision a una longitud de onda de 390
nm (Figura 2, Anexo 2), observando que la banda de Dispersion de Rayleigh se sitta en el
centro de la sefial de fluorescencia que interesa, por lo que se intenta excitar a otra longitud de
onda como por ejemplo a 300 nm (Figura 21 Ay B). A esta longitud de onda ya se observa que

la banda de dispersion Rayleigh se desplaza a longitud menores por lo que se puede observar el
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pico de sefal de fluorescencia correctamente, con un maximo a 730 nm, correspondiente a la

luminiscencia del bioconjugado anticuerpo-AuNCs.

Figura 3:

Bioconjugacion: diferentes relaciones Ab:AuNCs
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Figura 3, Anexo 2: Comparacion de diferentes relaciones en la Bioconjugacion

Destacar que se ha realizado un blanco de la bioconjugacion, sin llegar a afiadir los
AUNCs, observando que aungue hay un poco de sefial en la zona de emision, no es
significativamente importante en el caso de los tres bioconjugados en los que se obtiene una
sefial de fluorescencia aceptable. Ademas asi se confirma que la relacion 1:10 no es apta, ya que
se obtiene una sefial de fluorescencia igual que el blanco. Por otra parte se puede determinar que

pico que se observa a 670 nm corresponde a anticuerpo.
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3 Anexo 3: Inmunoensayo
.

Figura 1:

Figura 1, Anexo 3: Diferencias de cantidad de bioconjugado. A) Imagen de Transmision con 100 pL. B)

Imagen de Fluorescencia con 100 pL. C) Imagen superpuesta con 100 pL. D) Imagen de Transmisién con
200 pL. E) Imagen de Fluorescencia con 200 pL. F) Imagen superpuesta Tapizado con 200 L.
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Figura 2:

Figura 2, Anexo 3: Comprobacion adsorciones inespecificas. A) Imagen de Transmision Blanco sin
marca. B) Imagen de Fluorescencia Blanco sin marca. C) Imagen superpuesta Blanco sin marca. D)
Imagen de Transmision Tapizado Blanco sin tapizar. E) Imagen de Fluorescencia Blanco sin tapizar. F)
Imagen superpuesta Tapizado Blanco sin tapizar. G) Imagen de Transmision Tapizado Reaccion. H)
Imagen de Fluorescencia Tapizado Reaccidn. I) Imagen superpuesta Tapizado Reaccion.
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