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RESUMEN

Actualmente, las nanoparticulas juegan un papel muy importante en el campo de la
investigacion cientifica debido a la gran variedad de aplicaciones en distintas areas tales
como la farmacologia, la medicina, la industria alimentaria, la tecnologia, o la biologia. Las
nanoparticulas mas estudiadas con este fin son aquellas formadas por materiales metalicos.
De entre todos los metales nobles, el oro destaca por sus interesantes propiedades Opticas,
magnéticas, eléctricas, cataliticas, biocidas y antimicrobianas.

Dentro del grupo de las nanoparticulas metélicas pueden encontrarse nanoparticulas
de distinto tamano, funcionalizadas con un amplio abanico de ligandos (anticuerpos,
polimeros, sondas de diagnéstico, fArmacos, material genético...). Por todo ello, las
nanoparticulas despiertan un gran interés y resultan especialmente prometedoras.

En este trabajo de revision bibliografica, analizaremos en primer lugar las
propiedades mas interesantes de las nanoparticulas, asi como de los principales
tensioactivos y biomoléculas. Por otro lado, estudiaremos la eficacia de los métodos
colorimétricos basados en nanoparticulas metalicas para la deteccién de tensioactivos y
biomoléculas, en comparacion con otras técnicas de andlisis mas tradicionales. Finalmente,
se describe la eficacia de los sistemas que combinan nanoparticulas y tensioactivos para la

deteccion de biomoléculas.

PALABRAS CLAVES: Nanoparticulas, Tensioactivos, ADN, Analisis colorimétrico,

Sensor.
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1.- INTRODUCCION

1.1.- Nanoparticulas

Las nanoparticulas metalicas se definen como agregados aislados de atomos de
tamafio comprendido entre 1-100 nm. Dentro de este grupo de nanoparticulas podemos
encontrar nanoparticulas desnudas (“naked nanoparticles”) 'y nanoparticulas
funcionalizadas con diferentes ligandos (“functionalized nanoparticles”). Una de las
funciones fundamentales del ligando que recubre el centro metdlico en dichas
nanoparticulas funcionalizadas es la de proteger y estabilizar la nanoparticula frente a la
agregacion (Schmid, 1990). Teniendo en cuenta el tipo de capa protectora que estabiliza las
nanoparticulas, se distingue entre estabilizacion:

- Electrostatica

- Estérica

- Electroestérica

- Por ligandos orgénicos y por disolventes

A continuacion se pasan a describir los diferentes tipos de estabilizaciones mencionadas
anteriormente:

Los compuestos ionicos debido a su carga eléctrica (haluros, carboxilatos o
polioxoaniones) disueltos en una disolucion generalmente acuosa, pueden causar una
estabilizacion electroestatica (véase Figura 1A).

La presencia de estos compuestos i0nicos, sobre la superficie de las nanoparticulas y
sus respectivos contraiones, genera una doble capa con cargas opuestas a su alrededor. Esto
origina una interaccion de tipo electroestatico entre las nanoparticulas y evita la agregacion
siempre que la diferencia de potencial en la doble capa sea lo suficientemente alta
(Roucoux et cols., 2002).

La estabilizacion estérica, también llamada estabilizacion polimérica, es un proceso
generado para aislar particulas coloidales con aditivos que evitan la aglomeracion entre los
coloides en suspension (Hornyak et cols., 2008). Este proceso se efectia por la adsorcion
de ligandos o moléculas que recubren la superficie metélica de las particulas formando una
capa, que induce la formacion de una barrera estérica, la cual evita el contacto entre las

particulas (Mostafa y Sayed, 2001). Asi, cuando dos particulas coloidales con carga
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superficial neta se aproximan entre si (véase Figura 1B), inducen una superposicion de las
capas difusas de sus correspondientes dobles capas eléctricas, originando fuerzas
electrostaticas repulsivas (Schmid, 2004).

Para mantener las nanoparticulas metalicas estables en disolucion se puede combinar la
estabilizacion electrostatica y la estérica (estabilizacién electroestérica). Un ejemplo de
estabilizador electroestérico lo constituyen los agentes tensioactivos i6nicos, ya que
contienen un grupo polar capaz de generar una doble capa eléctrica y una capa lipofilica
capaz de proporcionar la repulsion estérica necesaria (Roucoux et cols., 2002).

La estabilizacion por ligandos estabilizadores fue introducida en los afios 80
(Vargaftik y cols., 1985). Estos ligandos organicos, por lo general portan atomos donadores
de P, N y S, como son las fosfinas, las aminas, los alcanotioles y los tioéteres (Schmid y
Corain, 2003). Un ejemplo de ello lo constituyen las nanoparticulas de oro. Los ligandos
que estabilizan y recubren el centro de oro pueden funcionalizarse de diversas formas,
dando lugar a una amplia variedad de sistemas. Ademas, al estar constituidas por nicleos
metalicos inorgéanicos en la escala nano y por una capa estabilizadora, esto les permite
dispersarse en el disolvente apropiado. Cuando son compatibles con sistemas acuosos, se
les da el nombre de hidrofilicas y cuando se dispersan en un disolvente orgénico reciben el
nombre de hidrofobicas (Kim y cols., 2005). Sin embargo, si se dispersan en ambos
medios, se denominan anfifilicas (Mayer y Mark, 1997).

La seleccion de un buen agente estabilizante es muy importante no solo para evitar
procesos de agregacion, sino porque también permite determinar la forma, el tamafo y la
composicion de las nanoparticulas sintetizadas.

Por otro lado, las nanoparticulas no funcionalizadas no estan rodeadas de una capsula
protectora o estabilizadora y por tanto tienden a agregarse entre si y fusionarse. Estas
presentan un area superficial muy grande con respecto a su masa, por lo que tienen un
exceso de energia libre superficial en comparacion a su energia de formacion, haciéndolas

termodinamicamente inestables (Friederici, 2013).
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Figura 1. Tipos de estabilizacidon de nanoparticulas y coloides metalicos. (a) Estabilizacion

electroestatica; (b) Estabilizacion estérica (Rodriguez, 2007).

En la actualidad, las nanoparticulas son un area de investigacion cientifica
preferente, debido a una amplia variedad de aplicaciones potenciales en los campos
biomédicos, Opticos y electronicos (Karunaratne, 2007).

En el ambito de la investigacion farmacéutica la importancia de la nanotecnologia
para la terapia con farmacos reside en la posibilidad de suministrar tanto fArmacos de bajo
peso molecular como macromoléculas tales como los péptidos, proteinas y genes, de
manera localizada o dirigida, hacia un cierto tejido de interés o diana.

Las ventajas del uso de nanoparticulas en la administracion de farmacos se deben,
fundamentalmente, a su pequefio tamafio y su biocompatibilidad (Panyan y Labhasetwar,
2003). Asi, estos sistemas podrian utilizarse para:

1.- Dirigir la administracion de farmacos hacia un tipo de célula o tejido especifico.

2.- Mejorar la biodisponibilidad oral.

3.- Sostener el efecto de farmacos o genes en un tejido seleccionado.

4.- Solubilizar fArmacos para una administracion intravascular.

5.- Mejorar la estabilidad de los agentes terapéuticos frente a la degradacion enzimatica.

Asi, las nanoparticulas son capaces de imitar o modificar procesos biologicos y
pueden dar soluciones a viejos problemas relacionados con la solubilidad,
biodisponibilidad, inmunocompatibilidad y citotoxicidad de muchos de los medicamentos

de uso tradicional (Goldberg, 2007).
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Una de las ventajas mas importantes que ofrecen las nanoparticulas en relacion con
la administracion de fairmacos es su poder de seleccion de tejidos infectados o enfermos. De
esta forma, cuando un firmaco, o molécula biol6gicamente activa, se administra de forma
convencional (comprimido, inyectable, etc.), éste es liberado rapidamente al medio
biologico, y su comportamiento en el organismo es completamente dependiente de su
estructura quimica. Dicha estructura determina las propiedades fisico-quimicas de la
molécula activa (lipofilia, ionizacion etc.), las cuales condicionan su absorcion a través de
membranas y su distribucion en el organismo. Una vez distribuidas, las moléculas de
farmaco son capaces de llegar al tejido enfermo. Sin embargo, al mismo tiempo, alcanzan
también regiones o tejidos sanos, provocando efectos secundarios o indeseables.

En cambio, cuando la administracion de la molécula activa se hace mediante el uso
de las nanoparticulas, son las propiedades fisico-quimicas de éstas (tamaio, caracteristicas
superficiales...) las que determinan la distribuciéon de la nanomedicina dentro del
organismo, y su concentracion en su lugar de accion. Una vez alcanzada la region enferma,
las nanoparticulas transportadoras de farmaco deben controlar la liberacion de su contenido.
Al poder concentrar el farmaco en su lugar de accion o de absorcidon se consiguen
minimizar los efectos secundarios y aumentar el indice terapéutico de la molécula en
cuestion. Esto ultimo es de suma importancia en el desarrollo de nuevos medicamentos para
el tratamiento del cancer, asi como en la mejora de los tratamientos actuales, o para la
administracion por via oral de ciertos antitumorales (Jain, 2003).

Las nanoparticulas mas estudiadas con este fin son aquellas formadas por materiales
metalicos (como el oro), semiconductores (como los calcogenuros de cadmio, arseniuro de
galio o fosfuro de indio) o aislantes (como el 6xido de hierro o de titanio) (Cobo, 2012).

De entre todos los metales nobles, el oro destaca por sus interesantes propiedades
Opticas, magnéticas, eléctricas, cataliticas, biocidas y antimicrobianas, teniendo aplicacion
en distintas 4areas tales como la farmacologia, la medicina, la industria alimentaria, la

tecnologia, o la biologia (Cao, 2004).
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Cuando el tamafio de los materiales se reduce hasta la escala nanémetrica, se pueden

apreciar dos fendmenos importantes:

1.- Alta relacion superficie/volumen

Las nanoparticulas contienen un mayor nimero de ligandos sobre su superficie, y
por tanto una mayor densidad superficial, para un mismo volumen, que los componentes
que la constituyen por separado. Cabe destacar que las reacciones en fase sdlida se
desarrollan fundamentalmente en la superficie. Por tanto, esta propiedad hace que sean
mucho mas reactivas, y en consecuencia, tiendan a agregarse unas con otras para disminuir
su energia superficial. Esta caracteristica de las nanoparticulas se emplea en muchas
aplicaciones tales como la catélisis. (Remunan y Al-Qadi, 2009).
2.- Confinamiento cuantico

En cuanto a las propiedades de las nanoparticulas metélicas podemos destacar sus
propiedades Opticas y electronicas.
Las nanoparticulas metalicas, se caracterizan por poseer una banda caracteristica
denominada banda de resonancia de plasmén superficial (“SPR, Surface Plasmon
Resonance”), que es responsable de las propiedades Opticas y fototérmicas de las
nanoparticulas de oro (AuNP’s) (Garcia y cols, 2005). Cuando una particula metalica se
expone a la luz, el campo electromagnético alternante de la luz incidente interacciona con
la particula e induce una oscilacion o excitacion colectiva de los electrones libres del metal
con cierta frecuencia (electrones de la banda de conduccion) denominadas plasmon. Todo
ello se traduce en la absorcion de la radiacion electromagnética por parte de las
nanoparticulas en una determinada zona del espectro (Cruz y cols, 2012). Esta oscilacion se
debe a la diferencia de carga neta que se genera sobre los bordes de las particulas que actiia
como una fuerza restauradora. Asi, la proporcion de atomos en la superficie de la
nanoparticula es muy superior a la del metal volumétrico. Al reducir el tamafio de la
particula, se produce un incremento en el espaciado entre los niveles de energia
electronicos, por lo que los electrones libres superficiales vibran al incidir sobre ellos un
haz de luz y se crea una zona con carga positiva y otra con carga negativa, como se ve
reflejado en la Figura 2 (Hammond y cols., 2014). Como consecuencia de la excitacion de

estos electrones, se genera una particula hibrida que es el resultado del fuerte acoplamiento
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entre el haz de luz y los electrones en la superficie de la nanoparticula (Criado y cols.,
2007). El hecho de tener estos sistemas un espacio reducido para el movimiento de los
electrones, hace que las propiedades electronicas cambien drasticamente, dando lugar a

nuevas aplicaciones de gran interés (Astruc y Didier, 2004).

Electric field

Figura 2. Imagen representativa de la orientacion de los electrones de los atomos de la
superficie de la nanoparticula como consecuencia de la incidencia de luz de una

determinada frecuencia (Hammond y cols., 2014).

La oscilacion dipolar esta entonces en resonancia con la radiacion incidente a una
frecuencia especifica que depende tanto del tamafio, como de la forma de las
nanoparticulas. La region de longitudes de onda a la que se obtiene dicha resonancia se la
conoce como banda de absorcion o resonancia plasmonica (Cao, 2004).

Para algunos metales como el cobre, oro o plata, la frecuencia de resonancia del
plasmén aparece en el rango visible del espectro, y ésta es la razon por la que las
disoluciones coloidales de estos metales muestran colores espectaculares e intensos.

Por otro lado, las nanoparticulas de metales de transicion exhiben propiedades
cataliticas frente a muchas reacciones organicas con alta actividad y selectividad,
utilizdndose en disolucién (catélisis homogénea) o adsorbidas sobre un soporte sélido,
como silica o alimina (catalisis heterogénea). Su alta eficiencia catalitica se explica en
funcion de su alta relacion superficie/volumen en comparacion con otros sistemas como

mencionamos anteriormente (Liy cols, 2011) (Durand y cols, 2008).
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1.2.- Tensioactivos

Los tensioactivos llamados también surfactantes o agentes de superficie activa, se
definen como sustancias que reducen la tension superficial de un liquido, y que sirven
como agente humectante o detergente. El término surfactante, es un anglicismo del termino
anglosajon “Surface Active Agent” (Agente Activo de Superficie). Del mismo modo, se
define tension superficial como la accion de las fuerzas moleculares, en virtud de la cual, la
capa exterior de los liquidos tiende a contener el volumen de estos dentro de la minima
superficie.

En cuanto a su estructura la constitucion quimica de un tensioactivo comprende

grupos hidrofilicos y grupos hidrofobicos (Myers, 1998), véase Figura 3.

Parte hidrafila: r . —
tiene afinidad ‘,— -
por el agua

,,

Parte hidrofoba: Repele
el agua.

Figura 3. Esquema general de la estructura quimica de un tensioactivo.

En disolucion acuosa, la parte hidrofilica de la molécula interacciona mas
favorablemente con medios polares, mientras que la parte hidrofobica lo hace con
moléculas apolares.

Atendiendo a la naturaleza de su grupo hidrofilo, los tensioactivos se pueden
clasificar en no i6nicos, catidnicos, anidnicos y anfoteros (Cantarero, 2010).

Los tensioactivos anidnicos son aquellos que en disolucion se ionizan, quedando
cargados negativamente. Se emplean en la formulacion de detergentes de uso doméstico e
industrial. Son del tipo: sulfonato, sulfato, fosfato, sulfosuccinato, sulfoacetato, derivados
de aminoacidos, etc.

Los tensioactivos no ionicos en disolucion acuosa no se ionizan, ya que poseen

grupos hidréfilos del tipo alcohol, fenol, éter o amida. Algunos de estos surfactantes pueden
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tornarse relativamente hidrofilicos por la presencia de una cadena poliéter del tipo
poliéxido de etileno. El grupo hidréfobo suele ser un radical alquilo o alquil- benceno y a
veces una estructura de origen natural como un 4cido graso, sobre todo cuando se requiere
una baja toxicidad.

Los tensioactivos no i6nicos gracias sus caracteristicas se pueden usar como
materias primas, como base para la formulacién de diversos productos para la industria de
la agricultura, curtido, latex, textiles, procesos de metales, pinturas en emulsion, petrdleo,
pulpa y papel, limpiadores.

Los tensioactivos catidonicos son aquellos que en disolucidon se ionizan, y el grupo
hidrofobo queda cargado positivamente. Generalmente, estan formados, al menos, por una
cadena de 8 a 25 atomos de carbono, derivada de acidos grasos o de un derivado
petroquimico, un nitrégeno cargado positivamente. Ademas, suelen estar constituidos por
una cadena larga de sales de amonio cuaternarias o sales de alquilaminas. Son muy
relevantes en la industria por su eficiencia bactericida, germicida, algicida, etc. Algunos
ejemplos son: metosulfato, derivados de imidazolina, 6xidos de amina y sales de aminas.

Los tensioactivos anfoteros resultan de la combinacion dentro de una misma
molécula de dos caracteres: anidnico y catidnico. Algunos de estos tensioactivos son
insensibles al pH, otros son catidnicos a pH acido, y otros de tipo anionico a pH alto. Estos
tensioactivos son en general bastante caros, por lo que su ambito de aplicacion es mas
reducido. Algunos ejemplos de ellos son aquellos que contienen aminoacidos, betainas o
los fosfolipidos en su estructura.

Hace mas de tres décadas surgieron los tensioactivos poliméricos que se sintetizan
por asociacion de estructuras polimerizadas de tipo hidrofilico o lipofilico, en forma de
bloques o de injertos. Se suelen utilizar en procesos donde estan involucradas
macromoléculas naturales como en la deshidratacion del petroleo (Salaguer, 2002).

Respecto a las propiedades generales de los tensioactivos es importante destacar las

siguientes (Cantarero, 2010):

1.- Compuestos anfifilicos
Son aquellos que contienen en su molécula uno o varios grupos polares y uno o

varios grupos no polares, que suelen ser cadenas hidrocarbonadas solubles en disolventes
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organicos; y un grupo ionico soluble en agua. Debido a su estructura, cuando se pone en
contacto una cantidad muy pequefa de tensioactivo con el agua aparecen dos tendencias
opuestas; por una parte, el grupo hidrofilico del tensioactivo tiende a situarse en el interior
del medio acuoso; y por otra, las moléculas de agua tienden a expulsar del medio acuoso las
cadenas hidroéfobas.
2.- Humectabilidad

Constituye un mecanismo fundamental que interviene en la mayor parte de las
aplicaciones que implican a los agentes tensioactivos. Es una caracteristica que depende de
las propiedades superficiales.
3.- Poder espumante

La espuma se puede definir como un conjunto de celdas gaseosas separadas por
laminas delgadas de liquido. La formacion de espuma depende también de las propiedades
superficiales de las disoluciones de los agentes tensioactivos.
4.- Formacion de micelas

Cuando un compuesto anfifilico se encuentra en disolucidon acuosa, para evitar la
interaccion desfavorable entre la parte hidrofoba y el disolvente, ademés de adsorberse en
la interfaz, existe otra alternativa que es la de asociarse entre si formando agregados
moleculares, i6nicos o mixtos llamados micelas, que se forman por encima de una cierta
concentracion, denominada concentracion micelar critica (C.M.C.) (Cantarero, 2010).

Existen diferentes tipos de micelas, cuyas estructuras van a depender del balance
entre la parte hidréfila y lipofila que prevalezca en la molécula del tensioactivo. Asi,
encontramos, micelas inversas, en las que las colas de hidrocarburos (regién hidrofobica)
estan orientadas hacia la fase oleosa, mientras que los grupos polares (region hidrofilica) se
encuentran en el interior de la micela, disueltos en agua u otro disolvente polar confinado
en su interior (véase figura 4a).

O bien, podemos encontrar las micelas directas, en las que la parte hidrofilica esta
en contacto con la disolucion, mientras que la parte hidrofobica lo hace hacia el interior de

la estructura micelar (Cruces, 1998) (véase figura 4b).
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Figura 4. (a) Micela inversa formada en un disolvente orgédnico apolar. Los grupos polares
del tensoactivo se orientan en el interior acuoso, mientras que sus cadenas hidrofobicas
estan en contacto con el disolvente apolar (externo). (b) Micela directa formada en una
disolucion acuosa. Los grupos polares de las moléculas del tensoactivo estan en la
superficie en contacto con la fase acuosa y las regiones hidrocarbonadas, se encuentran en

el interior de la micela.

Existen multiples usos y aplicaciones para los tensoactivos, entre los cuales destacan

las siguientes recogidas en la Tabla 1:

APLICACIONES Y USOS DE LOS TENSIOACTIVOS

Emulsificantes Tefiido

Dispersantes Blanqueado

Mojado Suavizantes

Espumado o rompimiento de espuma Lubricantes
Impermeabilizantes Humectante

Germicidas Detergencia

Insecticidas Engrase y desengrase

Tabla 1. Algunos usos y aplicaciones de los tensioactivos (Sol¢, 2014).

Por ultimo, es interesante hacer una pequefia mencion a los tensioactivos geminis.
Los tensioactivos geminis constituyen un grupo de sustancias anfifilicas que poseen dos o
mas grupos polares, y dos o mas cadenas hidréfobas. Mientras que las moléculas de los

tensioactivos convencionales contienen una o dos cadenas hidrocarbonadas unidas a un
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mismo grupo polar. Algunas caracteristicas estructurales de los tensioactivos geminis son
las siguientes (Antelo, 2008):

1.- Todos los tensioactivos geminis poseen al menos dos cadenas hidrofobas y dos grupos
idnicos o polares.

2.- El puente entre dichas cadenas puede ser corto (dos grupos metileno) o largo (doce
grupos metileno); rigido (benceno) o flexible (cadena de metilenos); polar (poliéter) o no
polar (alifatico, aromatico), y puede servir para unir las cabezas polares o atomos de
carbono de la cadena hidrocarbonada proximos a ellas.

3.- El grupo polar puede ser positivo (amonio), negativo (fosfato, sulfato, carboxilato), no
i0nico (poliéter, azucar) o zwitteridnico. La mayor parte de los tensioactivos geminis
poseen moléculas simétricas, es decir, con los grupos polares iguales, e idénticos grupos no
polares. Sin embargo, también se han sintetizado tensioactivos geminis con distintos grupos

polares y con cadenas hidrocarbonadas diferentes (véase Figura 5).
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Figura 5. Algunos ejemplos de surfactantes tipo gemini sintetizados hasta la actualidad: (a)
tensioactivo gemini anionico, (b) tensioactivo gemini zwitterionico, (c) tensioactivo gémini

tetrdmero cationico, (d) tensioactivo gémini no i6nico (Antelo, 2008).

Finalmente, cabe mencionar algunas propiedades de este tipo particular de
surfactantes: (i) la CMC de los tensioactivos geminis es menor que la de los tensioactivos

ordinarios homologos en uno o dos 6rdenes de magnitud. Una de las posibles razones de
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esta disminucion en el valor de la CMC es que se ha encontrado que hay un mayor
empaquetamiento de los grupos hidrofobos de los gemini en la interfase aire-agua con
respecto a los surfactantes convencionales; (ii) por otra parte, los tensioactivos geminis
poseen una capacidad para disminuir la tension superficial del agua que es de hasta tres
ordenes de magnitud superior a la de los tensioactivos ordinarios. Cuando el grupo que
actiia como puente es pequeflo o hidréfilo, el acomodamiento de los grupos lipofilos en la
interfase aire-agua es mas compacto que en los tensioactivos convencionales y, por lo tanto,
la concentracién del tensioactivo en esa interfase es mayor, lo que causa una mayor

disminucion de la tension superficial (Antelo, 2008).

1.3.- Biomoléculas
1.3.1.- Acidos nucleicos: ADN y ARN

Los é&cidos nucleicos se pueden definir como biopolimeros de elevado peso
molecular formados por otras subunidades estructurales o mondmeros denominados
nucledtidos. Son las biomoléculas portadoras de la informacion genética (Burriel, 2010).
De acuerdo a la composicion quimica, los acidos nucleicos se clasifican en &cidos
ribonucleicos (ARN) y en acidos desoxirribonucleicos (ADN), que se encuentran en todos
los tipos celulares.

Los nucleotidos son las unidades basicas que forman los acidos nucleicos como se
mencioné anteriormente. Cada nucledtido esté constituido por tres componentes:
1.- Una molécula de pentosa (polisacarido con 5 atomos de carbono). E1 ADN contiene en
su estructura la desoxirribosa, mientras que el ARN esta formado por ribosa.
2.- Una molécula de 4cido fosforico.
3.- Una base heterociclica nitrogenada. Estas tiltimas son las responsables a través de la
secuencia y de los acoplamientos, de la conservacion y transmision de la informacion
genética. Las bases nitrogenadas se clasifican en puricas y pirimidinicas. En el ADN, las
bases puricas son la adenina y la guanina, mientras que las bases pirimidinicas son la
citosina y la timina; en el ARN, el uracilo sustituye a la timina (Burriel, 2010).

Los atomos de oxigeno y de nitrogeno de las bases pueden actuar como donadores o
aceptores, y formar puentes de hidrégeno, interaccion fundamental que mantiene unida la

doble hélice.
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Los acidos nucléicos pueden formar diferentes estructuras en el ADN. La estructura

primaria estd definida por su estructura de enlaces covalentes y la secuencia de nucleotidos.
Esta determina la configuraciéon de la macromolécula. Por otra parte, la estructura
secundaria y terciaria establece la configuracion de la macromolécula.
La doble hélice se mantiene estable, principalmente, por dos tipos de fuerzas: (i) los enlaces
de hidrogeno entre pares de bases complementarias de las dos cadenas; y (ii) las
interacciones de apilamiento de las bases (interacciones “m-stacking”), a través de las
cuales los pares de bases se encuentran parcialmente superpuestos, de forma que esta
disposicion favorece las interacciones de apilamiento de parejas de base situadas entre
planos vecinos (Robertazzi y cols., 2006).

En la actualidad, el ADN juega un papel muy importante en la tecnologia, y se ha
convertido en un mecanismo para estudiar y entender los procesos de la vida, en la
medicina, biologia y en otras ramas de la ciencia.

Por otro lado, el ARN interviene junto al ADN en la sintesis de proteinas y del
traslado de la informacion genética del ADN. El ARN copia la informacion de cada gen del
ADN vy luego esta pasa al citoplasma, donde se une al ribosoma para dirigir la sintesis
proteica.

Existen diferentes tipos de ARN: el ARN mensajero (ARNm), conocido como ARN
codificante, posee el codigo genético que determina el esquema de los aminoacidos para
formar una proteina; el ARN transferencia (ARNt) se encarga de llevar los aminoacidos a
los ribosomas con el fin de incorporarlos al proceso de sintesis proteica, asimismo, se
encarga de codificar la informacion que posee el ARN mensajero a una secuencia de
proteinas; y por ultimo, el ARN ribosémico (ARNr) que forma parte de los ribosomas y
actiia en la actividad enzimadtica, encargdndose de crear los enlaces peptidicos entre los

aminoacidos del polipéptido en el proceso de sintesis de proteinas (Goémez-Jarabo, 2012).

1.3.2.- Lisozima

La lisozima, también conocida como muramidasa (N-acetil muramidaglicano
hidrolasa, E. C. 3. 2.1. 17), fue descubierta en 1922 por Alexander Fleming (Carrillo,
2013), véase figura 6.

La lisozima de clara de huevo (HEW) fue la primera proteina que fue secuenciada y

que tenia los veinte aminoacidos convencionales, ademas de ser también la primera de la
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que se obtuvo un andlisis cristalografico completo, y de la que se proporciond un
mecanismo de reaccion detallado. Desde su descubrimiento esta proteina ha jugado un
papel muy importante en los modelos enzimaticos, y en muchos aspectos de la biologia
moderna, incluyendo la quimica de proteinas, cristalografia, resonancia magnética nuclear
(NMR), inmunologia y plegamiento de proteinas.(Carrillo, 2013).

La lisozima se encuentra en muchos organismos vivos. En los humanos, la lisozima
juega un papel muy importante en la defensa frente a las infecciones. Por ejemplo, en las
lagrimas se encuentra en cantidades comprendidas entre 3.000 y 5.000 pg/mL, y protege
frente a bacterias y virus. En la saliva protege frente una gran variedad de microorganismos
como bacterias, virus y hongos de diferentes especies de Candida.

Ademas de la actividad antibacteriana, se han descrito muchas otras actividades
biologicas de la lisozima como su actividad antiviral. La lisozima administrada por via oral
y cutanea previene enfermedades de la piel, como el herpes simple y la varicela, debido a
su actividad antiinflamatoria (Carrillo, 2013).

Organismos internacionales como la FAO/WHO y muchos paises como Alemania,
Austria, Australia, Bélgica, Dinamarca, Espafia, Finlandia, Francia, Italia, Japén y Reino
Unido tienen reconocida a la lisozima de clara de huevo como una proteina no toxica, y por
ello es utilizada para fines alimentarios, farmacologicos y terapéuticos. Asi, se estima que
mas de 100 toneladas de lisozima se emplean anualmente para estos propdsitos (Carrillo,
2013).

En la industria farmacéutica, se emplea en el tratamiento de enfermedades bronco
pulmonares, pastas dentales para prevencion de caries, y en cremas de aplicacion tdpica.
(Namba y cols, 1981).

La lisozima es de la clase de enzimas que destruye las paredes celulares de ciertas
bacterias Gram-positivas por ruptura del enlace B (1-4) entre el acido N-acetilmurdmico
(NAM) y N-acetilglucosamina del peptidoglicano (NAG), debilitando asi la pared celular
(Carrillo, 2013).
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Ruptura del enlace B[+8

Figura 6. Se muestra el sitio de corte de la lisozima en el peptidoglicano de la pared celular

de las bacterias (Carrillo, 2013).

El resultado es la penetracion de agua en la célula que se hincha y acaba por estallar,
teniendo lugar un fendmeno denominado lisis. En cambio, la lisozima es casi inactiva
frente a microorganismos Gram-negativos, debidos a la dificultad para acceder al
peptidoglicano, que se encuentra protegido por la membrana externa. Esta propiedad de
hidrolizar el peptidoglicano se conoce como actividad neuraminidasa o muramidasa.

De acuerdo con Jollés y Jollés (1984), las lisozimas se pueden clasificar en los
siguientes tipos (Diez, 2014):

1.- Lisozima tipo C (“Chicken-type”): aunque las lisozimas mas representativas de este
tipo se encuentran en la clara de huevo de ciertas aves (pollo, pato) (véase Figura 7), en este
grupo también pueden englobarse la lisozima procedente de la leche humana, de rata, etc.
Todas ellas poseen alrededor de 130 aminoacidos, con cuatro puentes disulfuro. Poseen una
cierta actividad de quitinasa, lo que posibilita la hidrolisis de polimeros compuestos
unicamente de NAG.

2.- Lisozima tipo G (“goose-type”): esta clase de lisozimas tienen unos 185 aminoacidos y
no dan reaccidon inmunologica cruzada con las de tipo C. También poseen cuatro puentes
disulfuro.

3.- Lisozimas procedentes de bacteriofagos: el ejemplo mas representativo lo constituye la
lisozima codificada por el bacteriofago T4 (T4L). Esta lisozima tiene 164 aminoacidos y su

secuencia no es homologa con las de las enzimas de tipo C.
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4.- Lisozimas procedentes de bacterias y hongos: la enzima litica producida por el hongo
Chalara (lisozima Ch), ademas de ser una muramidasa, posee actividad de beta-1,4-N-(6-O-
diacetil) muramidasa, por lo que es capaz de hidrolizar las paredes de S. aureus. Su

secuencia y tamafio difieren del resto de lisozimas conocidas.

Figura 7. Estructura tipica de la lisozima (Panzner y cols., 2011).

2.- OBJETIVOS
2.1 Objetivo principal

En este trabajo de revision bibliografica se pretende evaluar la eficiencia de los
sistemas colorimétricos basados en nanoparticulas metalicas en la deteccion de

tensioactivos y biomoléculas.

2.2. Objetivos especificos

1.-Determinar cuales son los sistemas de nanoparticulas metalicas mas convenientes, en
cuanto a tamafio, caracteristica del ligando protector y centro metéalico, para detectar
tensioactivos tanto en forma de micelas como de mondémero.

2.-Determinar cudles son los sistemas de nanoparticulas metéalicas mas convenientes, en
cuanto a tamafo, caracteristica del ligando protector y centro metédlico, para detectar
diferentes biomoléculas (acidos nucléicos como el ADN, o el ARN, y proteinas como la

lisozima).
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3.-Evaluar las ventajas e inconvenientes que tendria el uso del método colorimétrico basado
en nanoparticulas metalicas para la deteccion de diferentes ligandos, en comparacion con
otros métodos tradicionales de andlisis.

4.-Evaluar la eficacia de sistemas nanoparticula/tensioactivo combinados en la deteccion de

biomoléculas.

3.- METODOLOGIA

En la elaboracion de este trabajo, se realizd una busqueda bibliografica empleando
las siguientes bases de datos: “Web of Science”, “PubMed” y Google académico.

Las palabras claves empleadas para la busqueda fueron empleadas en inglés. Estas
fueron: ‘“Nanoparticle”, “Gold nanoparticle”, “Surfactant”, “Biomolecule”, “Biosensor”
and “Detection”. En general, se seleccionaron aquellos articulos relacionados con la
determinacion de nanoparticulas metdlicas para la deteccion de tensioactivos y
biomoléculas.

Las estrategias de busqueda fueron en todo caso restringidas a la busqueda
combinada de las palabras claves anteriormente mencionadas incluidas en el titulo (“TI”)
del articulo, haciendo hincapié en las revisiones bibliograficas. Asi, se llevaron a cabo las
siguientes busquedas combinadas:

“Gold nanoparticle” “AND” “surfactant”;*Nanoparticle*” AND “surfactant” . Se
obtuvieron 586 resultados.
- “Gold nanoparticle” “AND” “biomolecule*”; “Nanoparticle*” AND “biomolecule*”. Al
refinar la busqueda afiadiendo la palabra clave “biomolecule” se obtuvieron 12 resultados
- “Nanoparticle*” AND “biosensor”. Al anadir en la busqueda el término “biosensor”, solo
se obtuvo un resultado.

El colocar el asterisco (*) al final de la palabra, nos permite ampliar la busqueda a
toda la familia léxica de dicho término.

En el caso de las biisquedas con resultados mas numerosos, estas fueron restringidas
posteriormente empleando la palabra clave adicional “detection” o ‘“sensor” para
seleccionar asi, mas restrictivamente, los articulos y/o revisiones relacionadas con este

trabajo. También, se seleccionaron preferentemente las revisiones bibliograficas sobre el
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tema. Es de destacar, en el caso de la interaccidon nanoparticula/tensioactivo que estas
fueron muy escasas debido a la actualidad de la tematica.

La busqueda se restringid a articulos y revisiones bibliograficas con acceso a texto
completo, publicados desde el afio 1980 hasta la actualidad.

Por otro lado, para la realizacién de algunas figuras y esquemas dentro del texto se
ha utilizado el software ChemBioDraw Ultra 12.0, ya que cuenta con una gran variedad de
herramientas, simbolos y posibilidades para poder representar casi cualquier sistema

quimico.

4.- RESULTADOS Y DISCUSION

Esta revision se centrara principalmente en el empleo de nanoparticulas metalicas
para la deteccion de tensioactivos y biomoléculas.

En primer lugar, estudiaremos en profundidad la deteccion de tensioactivos y a
continuacion, la localizacion de biomoléculas, empleando nanoparticulas metélicas.
Posteriormente, se revisaran los ultimos avances existentes hasta la fecha en relacion con el
empleo de sistemas que combinan nanoparticulas y tensioactivos para la deteccion de

biomoléculas.

4.1.- Empleo de Nanoparticulas Metdalicas para la deteccion de Tensioactivos

Tradicionalmente, entre los métodos de deteccion de diferentes tensioactivos en
disolucion destacan la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), la cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) o la electroforesis capilar (CE). Sin
embargo, estas son técnicas que requieren un equipo costoso y sofisticado para el
procesamiento de la muestra, y por tanto, suponen una pérdida de tiempo adicional en la
preparacion de la muestra antes del analisis instrumental (Shrivas et cols., 2015). Ademas,
el andlisis de tensioactivos mediante estas técnicas no estd exento de diferentes dificultades.
Por ejemplo, en el caso de las técnicas cromatograficas, la separacion de la muestra puede
ser dificultosa debido a la formacién de micelas en la columna.

Un método alternativo, simple, rapido y de bajo coste que se puede aplicar en
muestras para la determinacion de tensioactivos es el método colorimétrico, empleando

nanoparticulas metalicas. Esta nueva metodologia tiene como ventaja fundamental que la
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molécula diana se puede controlar a simple vista sin un instrumento complejo, y no es
necesaria la presencia de analistas expertos para llevar a cabo la determinacion. El
inconveniente es que es una técnica generalmente menos sensible en comparacion con las
técnicas analiticas sofisticadas (Zheng et cols., 2014).

Las nanoparticulas metalicas poseen unas excelentes propiedades fisicas y quimicas,

que son intrinsecas a su tamafio nanométrico, motivo por el cual tienen numerosas
aplicaciones en diferentes campos cientificos como la biologia y la medicina.
Destaca el uso de nanoparticulas como sensores para diferentes tipos de analitos (iones,
gases) en el medio ambiente, muestras bioldgicas y farmacéuticas. Mas concretamente, en
este trabajo se profundizard en su empleo como sondas para determinar la concentracion de
tensioactivos en diferentes productos.

Entre los diferentes tipos de nanoparticulas metélicas, se observa un mayor empleo
de las nanoparticulas de oro (AuNPs) y de plata (AgNPs), ya que estas presentan una
diversidad de propiedades interesantes, que dependen de su morfologia y tamafio, entre las
cuales destacan las eléctricas, cataliticas y Opticas (Belmares-Perales et cols., 2013). Sin
embargo, las AuNPs son las mds empleadas ya que confieren ciertas ventajas sobre las
AgNPs. Algunas de ellas son:

a) La mayor estabilidad de las nanoparticulas de oro, ya que su superficie es

facilmente oxidable.

b) El elevado coeficiente de extincion, comparado con las andlogas de plata, que

permite que el ensayo colorimétrico, por ejemplo, sea extremadamente sensible.
¢) Su alta biocompatibilidad con biomoléculas como el ADN o las proteinas
(Zheng et cols., 2014).

Dentro de las nanoparticulas de oro mas estudiadas destacan las de Au@citrato cuya
preparacion es bastante sencilla.

El oro y la plata son metales que reflejan muy bien longitudes de onda dentro del
espectro UV-visible (entre 380 nm y 780 nm). Las longitudes de onda de las radiaciones
que una molécula puede absorber y la eficiencia con la que se absorben dependen de la
estructura atomica y de las condiciones del medio (pH, temperatura, fuerza idnica,
constante dieléctrica), por lo que dicha técnica constituye un valioso instrumento para la

determinacion y caracterizacion de biomoléculas.

29



La técnica de espectroscopia de absorcion se basa en la capacidad de las moléculas para
absorber radiaciones, entre ellas las radiaciones dentro del espectro UV-visible.
Generalmente, el empleo de esta técnica, para la deteccion y cuantificacion de diferentes
compuestos, implica la preparacion de diferentes disoluciones patron de la muestra a
analizar a partir de una disolucion concentrada del compuesto a analizar, cuyas banda/s de
absorcion se encuentran comprendidas en la region de UV-vis del espectro (200- 800 nm).
Una vez determinado el valor de longitud de onda (A) al que el compuesto presenta la
mayor absorbancia ( Amix), para cada disolucion se mide la absorbancia correspondiente a
dicho Amax frente a un blanco que contenga el disolvente de la disolucion de la muestra a
caracterizar, obteniéndose la recta de calibrado del sistema. Esta recta permitira la
determinacion cuantitativa de una muestra de concentracion desconocida de dicho
compuesto, midiendo su absorbancia correspondiente e interpolando en la recta de
calibrado. Sin embargo esta técnica requiere que el compuesto problema absorba de forma
significativa en la region UV-visible, caracteristica que por lo general no poseen la mayor
parte de los tensioactivos estudiados. Asi, en la siguiente seccion se describird un método
alternativo para la determinacion de tensioactivos no coloreados basado en la técnica
espectroscopia de absorcion fundamentado en el uso de nanoparticulas metalicas.

Por otro lado, como ya se indico en la introduccion, los tensioactivos son compuestos
orgéanicos que contienen grupos hidréfilos e hidréfobos, cuya estructura puede variar en
funcion de las caracteristicas de la cabeza polar y de la cola apolar, asi como en funcion de
su carga. Algunos ejemplos de los tensioactivos, cuya presencia en disolucion esta siendo
detectada con mas frecuencia en presencia de nanoparticulas, se muestran en la Tabla 2. Asi
mismo, la figura 8 recoge como ejemplo algunas de las estructuras quimicas de estos
tensioactivos.

Notese que los tensioactivos catidonicos, asi como aquellos que poseen cadenas
carbonadas en su estructura frente a los tensioactivos que poseen grupos aromaticos y

tensioactivos géminis, son los que aparecen con mayor frecuencia en dicha tabla.
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CODIGO

TIPO DE TENSIOACTIVO

REFERENCIA BIBLIOGRAFICA

TENSIOACTIVOS CATIONICOS

C.1 Bromuro de deciltrimetilamonio (CioTAB) (Kuong et cols., 2007)

C.2 Bromuro de dodeciltrimetilamonio (DTAB) (Shrivas et cols., 2015) (Zheng et
cols.,2014) (Kuong et cols., 2007)

C3 Bromuro de tetradecilmetilamonio (TTAB) (Zheng et cols.,2014) (Kuong et cols.,
2007)

C4 Bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) (Shrivas et cols.,, 2015) (Zheng et
cols.,2014) (Kuong et cols., 2007)

C5 Bromuro de octadeciltrimetilamonio (C1sTAB) (Kuong et cols., 2007)

C.6 Bromuro de benzalconio (BZKB) (Zheng et cols.,2014)

C.7 Cloruro de cetilpiridino (CPC) (Shrivas et cols., 2015)

TENSIOACTIVOS ANIONICOS

Al Dodecil sulfato sdédico (SDS) (Shrivas et cols., 2015) (Kuong et cols.,
2007)

A2 Dodecil benzeno sulfonato de s6dio (SDBS) (Shrivas et cols., 2015)

A3 Sulfonato de dodecilbenceno de sodio (LAS) (Weiy Mo, 2014)

TENSIOACTIVOS NO IONICOS

N.1 Tween 20 (Kuong et cols., 2007)

N.2 Brij-35 (Shrivas et cols., 2015)

N.3 Triton-X100 (Shrivas et cols., 2015)

N.4 Triton-X114 (Shrivas et cols., 2015)

Tabla 2. Relacion de algunos de los tensioactivos mas estudiados empleando

nanoparticulas metalicas y las referencias bibliograficas donde se encuentran.
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Figura 8. Estructura de algunos de los tensioactivos recogidos en la tabla 2.

(a) Estructura quimica general de bromuro de alquitrimetilamonio (tensioactivos

catidnicos),(b)Estructura quimica del tensioactivo aniénico Sulfonato de dodecilbenceno de

sodio (LAS), (c) Estructura quimica del tensioactivo no i6nico Brij-35.
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En primer lugar, se muestran los resultados relativos a la deteccion de tensioactivos

cationicos empleando nanoparticulas metalicas.

4.1.1.- Empleo de Nanoparticulas Metalicas para la deteccion de Tensioactivos
Cationicos

Como fue indicado anteriormente, el empleo de la técnica de espectroscopia de
absorcion UV-vis para la deteccion cuantitativa de diferentes analitos implica la
determinacion cuantitativa de la absorbancia de la muestra a una longitud de onda
determinada a la que absorbe el analito, previo calibrado del sistema. Este es por tanto un
método directo de cuantificacion (véase la figura 9a). En cambio, cuando se extrapola este
procedimiento a la deteccion de tensioactivos no coloreados, empleando nanoparticulas
metalicas, se procede mediante una determinacion indirecta. Es decir, en lugar de seguir la
banda del tensioactivo (en la mayoria no detectable por UV-visible, excepto en el caso de
tensioactivos con grupos aromaticos en su estructura), es necesario seguir los cambios que
se producen en banda SPR de la nanoparticula, asi como en la longitud de onda del
maximo, como consecuencia de la interaccion de esta con el tensioactivo (véase figura 9b).
Las caracteristicas de la banda SPR de la nanoparticula depende del tipo de centro metélico,
el tipo de ligando protector o estabilizante, del tamafio de las mismas y del medio (sales o

codisolventes) que las rodean.
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Figura 9. (a) Grafico representativo de la recta de calibrado de un analito coloreado
cualesquiera para su determinacion directa (Adaptada de Castellanos, 2013). (b) Espectros
de absorcion UV-vis del sistema Au@tartrato/CTAB, en funcion de la concentracion de
CTAB, empleados para la determinacion indirecta del tensioactivo (Adaptada de Shrivas et

cols., 2015).
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Las nanoparticulas empleadas para la deteccion de tensioactivos catidnicos son, por
lo general, de caracter anidnico, es decir, su carga neta es negativa. En cuanto a su sintesis,
desde un punto de vista quimico, las nanoparticulas en disolucion (disolucion coloidal)
requieren del empleo de métodos que permitan obtener un control preciso sobre el tamafio y
la forma de las nanoparticulas para asi obtener un conjunto de particulas monodispersas que
presenten una propiedad determinada.

En general, la sintesis de nanoparticulas metalicas en disolucion se lleva a cabo
mediante el empleo de los siguientes componentes:

a) Precursor metalico
b) Agente reductor
c) Agente estabilizante

Destacan las de Au@citrato, cuya sintesis se basa en la reduccion del 4acido
tetracloroaurico (HAuCls) con el ligando protector, generalmente citrato trisédico, en
medio acuoso. Las AuNPs obtenidas por este método tienen una cubierta de iones citrato en
su superficie que puede ser facilmente reemplazados o intercambiados por otro ligando.
Otro método de sintesis habitual es la reduccidon de la mezcla Au/citrato, en las
proporciones adecuadas, empleando NaBH4 como agente reductor, en presencia o no de un
agente estabilizador como pueda ser el alcohol polivinilico. Ademads, son también
frecuentes las nanoparticulas de Au@malato y Au@tartrato cuya sintesis es equivalente
(Shrivas et cols., 2015).

Tanto la distribucion de tamafio como el tamafio de la AuNPs pueden ser controlados
por parametros experimentales tales como el pH, la concentracion de HAuCls y la relacion
de concentraciones Au/ligando.

En el caso de las nanoparticulas de plata existen dos métodos de sintesis
caracteristicos, que son: el método Lee-Meisel y el método Creighton. El primero consiste
en una variacion del método de obtencion de nanoparticulas de oro, en el que se emplea
AgNO; en lugar de HAuCly como precursor metélico, y citrato de sodio como agente
reductor. Mediante este método se obtienen nanoparticulas de plata con una distribucion
amplia de tamafio de particula (polidispersas).

El método Creighton consiste en la reduccion de AgNO;3 con el agente reductor

NaBH4. Este método es el mas utilizado en la actualidad y da lugar a la obtencion de
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nanoparticulas de plata de aproximadamente 10 nm y con una distribucion estrecha de
tamafios (monodispersas) (Monge, 2009).

La deteccion colorimétrica usando AuNPs se basa en la distancia de la resonancia del
plasmoén de superficie de AuNPs. Es por eso, que las AuNPs dispersas poseen un color que
tiende mas al rojo (amarillo, rosa, rojo) y un maximo de absorcion alrededor de 520 nm,
mientras que las AuNPs agregadas tienen un color mas proximo al azul (verde, azul o
purpura), y la intensidad de absorcion de la muestra a longitudes de onda superiores se
incrementa. Por tanto, es fundamental en la deteccion colorimétrica lograr una interaccion
selectiva entre el analito y las AuNPs que induzca la agregacion/desagregacion del sistema.
Existen dos estrategias basicas que han sido empleadas en dicha deteccion: (a) la
agregacion y (b) la desagregacion inducida por el analito. La figura 10 muestra un esquema

representativo de ambas estrategias.

(a) (b)
Figura 10. (a) Esquema representativo de un sistema de nanoparticulas en estado agregado

(b) Esquema de un sistema de nanoparticulas en estado desagregado.

A continuacion, en la Tabla 3 se expone una comparativa entre el tamano de las
nanoparticulas, el incremento de la longitud de onda observado y las CMC tedricas y
experimentales de los diferentes tipos de tensioactivos mas utilizados en diferentes estudios

realizados hasta la fecha.

34



Tipo de Diametro Tensioactivo | Almaximo [T]Armaximo CMCexp CMC;
Nanoparticula NPs (T) (nm) (mM) (mM) (mM)/
/Referencia (nm) Referencia
Au@citrato (23+£3) CiTAB 255.5 5.0 50-100 65
(Kuong et (Lee, 2011)
cols., 2007)
Au@citrato (23 £3) DTAB 253.7 0.5 10 - 50 14.6-16.0
(Kuong et (Aguiar et
cols., 2007) cols.,2003)
Au@citrato (23 £3) TTAB 226.5 0.1 1.0-5.0 3.60-3.72
(Kuong et (Aguiar et
cols., 2007) cols.,2003)
Au@citrato (23 £3) CTAB 201.3 0.01 0.5-1.0 0.92-1.00
(Kuong et (Aguiar et
cols., 2007) cols.,2003)
Au@citrato (23+£3) CisTAB 201.3 0.01 0.1-0.5 0.21
(Kuong et (Islam et
cols., 2007) cols., 2015)
Au@gcitrato 17 DTAB - 0.01 <0.1 14.6-16.0
(Zheng et (Aguiar et
cols.,2014) cols.,2003)
Au@citrato 17 CTAB - 0.001 0.1 0.92-1.00
(Zheng et (Aguiar et
cols.,2014) cols.,2003)
Au@citrato 17 BZKB - 0.003 0.1 4.80
(Zheng et (Mahmood
cols.,2014) et cols.,
2016)
Au@tartrato (44+1.0) CTAB 194 0.00137 <0.00137 0.92-1.00
(Shrivas et (Aguiar et
cols., 2015) cols.,2003)
Au@tartrato (44+1.0) CPC 210 0.00056 <0.00056 1.24
(Shrivas et (Ontiveros
cols., 2015) et
cols.,2011)
Au@tartrato DTAB 202 0.00097 <0.00097 14.6-16.0
(Shrivas et (44+1.0 (Aguiar et
cols., 2015) cols.,2003)
Tabla 3. Andlisis comparativo de distintos pardmetros para la deteccion de algunos de los

tensioactivos mas comunes en diferentes estudios, donde CMCexp y CMC: corresponden a la

concentracion micelar critica experimental y teorica.
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Tras el andlisis de la Tabla 3, pueden extraerse una seric de conclusiones
interesantes. En primer lugar, la discusion se centrara en la deteccion del tensioactivo como
mondmero, y en segundo lugar en la deteccion de la CMC del tensioactivo, y por tanto, de
la formacion de estructuras micelares.

Para caracterizar la deteccion del tensioactivo en forma mondémero se han tenido en
cuenta dos parametros: (i) Almaximo, €s decir, el incremento entre la longitud de onda del
maximo de absorcion de la nanoparticula libre (en ausencia de tensioactivo), que
proporciona disoluciones de color rojo) y el valor de la longitud de onda del maximo de
absorcion de la banda, que surge como consecuencia de la interaccion del tensioactivo
monomero con la nanoparticula en su estado mas agregado (disoluciones color azul) (véase
figura 11); y (i1) la concentracion de tensioactivo a la cual se produce incremento de

longitud de onda maximo, anteriormente descrito ([ T]ax méxima)-

Adpax
-

Absarbancia

Longitud de onda (nm)

Figura 11. Representacion grafica del incremento de longitud de onda maximo (AAmax)

(Adaptada de Duymovich et cols., 2005).

Estos dos parametros dan cuenta de cual es el sistema de nanoparticula, en cuanto a
tamafio, naturaleza del centro metalico y del ligando protector mas idoneos para lograr una
determinacion mas sensible del tensioactivo en forma mondmero. Teniendo en cuenta estas
premisas, y atendiendo a los datos recogidos en la Tabla 3, se puede extraer la siguiente

informacion:
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1.-Se deduce que las nanoparticulas de Au@citrato de menor tamafo son mas sensibles
para la deteccion de los tensioactivos de cadena alifitica DTAB y CTAB. Asi, las
nanoparticulas Au@citrato de diametro (23 £ 3) nm detectan al tensioactivo DTAB 'y
CTAB a una concentracion de 0.5 y 0.01 mM, respectivamente, en comparaciéon con la
mayor concentracion de tensioactivo requerida en el caso de las nanoparticulas de
estructura equivalente y tamafio inferior (17 nm). Es importante destacar que no es posible
extraer informacion en este caso del incremento de longitud de onda producido al no
existir datos disponibles en la bibliografia en el caso de las nanoparticulas de Au@citrato
de 17 nm.

2.- Cuando se compara el sistema Au@tartrato con el sistema Au(@citrato para la deteccion
de DTAB y CTAB, se concluye que el sistema Au@tratrato es mas sensible a la deteccion
de estos tensioactivos en forma mondmero. De esta forma para incrementos de longitud de
onda maximo muy similares en ambos sistemas, se observa el maximo de agregacion del
sistema a una concentracion de tensioactivo dos 6rdenes de magnitud mas pequeia en el
caso de las nanopariculas Au@tartrato respecto a la que presenta el sitema Au(@citrato.
Notese en este caso que estos sistemas son diferentes en cuanto a las caracteristicas del
ligando protector que recubre el oro, y también en cuanto al tamafio del sistema. Por
consiguiente, de nuevo, las nanoparticulas de menor tamafio proporcionan limites de
deteccion inferiores.

3.- Por otro lado, haciendo referencia tinicamente a los tensioactivos pertenecientes al
grupo de los bromuros alquiltrimetilamonio, se observa que para un mismo sistema de
nanoparticulas, se obtiene un nivel de deteccion mas sensible en el caso de los tensioactivos
que poseen una mayor longitud en su cadena carbonada. Asi, a medida que aumenta el
numero de carbonos de la cadena carbonada, el Almaxima € mayor, a la vez que [T]ax maxima
disminuye. Esta secuenciacidon es equivalente independientemente del tamafio de la
nanoparticula y de la naturaleza del ligando protector.

4.- Finalmente, en cuanto al calculo de la CMC, vemos como la CMC experimental,
obtenida mediante andlisis colorimétrico, se encuentra dentro de los rangos establecidos
por la CMC tedrica, obtenida por otras técnicas mas convencionales de analisis, como
HPLC o medidas de conductividad o de tension superficial, sefialadas en las referencias

adjuntas a la Tabla. Es importante destacar como los datos de la CMC experimental
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obtenidos por el método colorimétrico para las nanoparticulas Au@citrato de mayor

didmetro son los mas proximos al valor de la CMC teorica.

4.1.2.- Empleo de Nanoparticulas Metalicas para la deteccion de Tensioactivos
Anidnicos

En este caso se encuentran muy escasas referencias en la bibliografia. Destaca sin
embargo, un estudio en el que se demostré que la determinacion de los tensioactivos
anidnicos en agua, se basa en la formacion de pares i0nicos de dichos tensioactivos con el
colorante azul de metileno (CisH1sN3CIS). Se comprobd que las nanoparticulas magnéticas
recubiertas con poli (acido acrilico) de magnetita (PPA@Fe3;04) podian adsorber el
colorante azul en agua rapidamente y se producia un cambio obvio en la absorcion dptica
que varia de 662 hasta 590 nm, esto muestra la separacion espectral entre el tinte y el par de
iones. La deteccion se basa en que el color o la longitud de onda de absorcion del azul de
metileno cambian cuando se une al carboxilo de las nanoparticulas (Wei'y Mo, 2014).

En conclusion, los tensioactivos anidnicos en agua pueden ser determinados
directamente sin extraccion y/o separacion mediante el uso del colorante azul de metileno y
las nanoparticulas magnéticas modificadas.

Las propiedades unicas de las nanoparticulas magnéticas, incluyendo el
superparamagnetismo y la alta capacidad de adsorcion, son una alternativa eficaz a los
materiales convencionales utilizados en la preparacion de la muestra y la eliminacion de
contaminantes.

Uno de los métodos de sintesis mas comun utiliza FeCl; como fuente de los 4&tomos
de hierro y se descompone con dietilenglicol en presencia de PAA (4cido poliacrilacrilico)
y NaOH que cataliza la reaccion. La sintesis de las nanoparticulas PAA@ Fe;O4 tiene una
buena dispersabilidad y un tamafio promedio de 9 nm.

El tensioactivo anidnico que se utilizo en este trabajo es el sulfonato de dodecilbenceno de

sodio (LAS) (Weiy Mo, 2014).

4.1.3.- Empleo de Nanoparticulas Metalicas para la deteccion de Tensioactivos No
Ionicos
En la actualidad, no consta bibliografia suficiente para desarrollar este apartado,

pero si se mencionan algunos ejemplos de tensioactivos no i6nicos en trabajos relacionados
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con la deteccion de tensioactivos catidnicos y anidnicos como Tween 20, Brij-35, Triton-
X100 o Tritén-X114 (Kuong et cols., 2007), (Shrivas et cols., 2015).

Los tensoactivos no ionicos estan formados por una cadena alquilica larga y un
grupo sin carga pero muy polar. Los grupos polares mas utilizados son: polioles (a veces
azlcares naturales), polioxietilenos (éteres de polialcohol), diaminas y aminas etoxiladas.

Estos tensoactivos no producen iones en disolucion acuosa y por este hecho son

compatibles con cualquier otro tipo de tensioactivos.

4.2.- Empleo de Nanoparticulas Metdalicas para la deteccion de Biomoléculas

El empleo de nanoparticulas como marcadores o sensores para la deteccion de
biomoléculas en lugar de moléculas o marcadores fluorescentes convencionales es un tema
de interés reciente (Tansil y Gao, 2006). Estos avances han conducido a una mejora
significativa tanto en selectividad, sensitividad como en la capacidad de formacion de
complejos biomolécula-receptor. En este apartado del trabajo de revision se resumirdn los
ultimos sistemas de nanoparticulas empleados en la deteccion de biomoléculas, asi como
los diferentes modos de union de las nanoparticulas con biomoléculas como el ADN y el
ARN, algunos pardmetros termodinamicos de la interaccidon nanoparticula-biomolécula
extraidos de los ultimos estudios, y finalmente algunas de las aplicaciones mas relevantes

estudiadas hasta la fecha.

4.2.1. Tipos de Nanoparticulas empleadas para la deteccion de Biomoléculas

Como se ha mencionado anteriormente en este trabajo, las nanoparticulas pueden
encontrarse desnudas o sin funcionalizar (“naked nanoparticles”) o funcionalizadas con
diferentes tipos de ligandos (“functionalized nanoparticles”).
La funcionalizacion de las AuNPs con proteinas, péptidos y oligonucleotidos ha permitido
el desarrollo de nuevos sensores para la deteccion altamente sensible de estas biomoléculas

y las interacciones biomoleculares. Asi en la bibliografia puede distinguirse entre:

1.- Funcionalizacion de las AuNPs con péptidos y proteinas (Zhang et cols., 2016).
Se estudiaron las cuatro estrategias principales para el enlace de una proteina o un

péptido a las AuNPs:
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a) Absorcion electrostatica.

b) Conjugacion con un ligando en la superficie de la AuNP.

c) Conjugacion a una molécula cofactor pequefia que la proteina puede reconocer y
unir.

d) Conjugacion directa a la superficie de la AuNP.

2.- Funcionalizacién de las AuNPs con acidos nucleicos (Zhang et cols., 2016).

El uso de 4cidos nucleicos en combinacion con AuNPs ha abierto nuevos horizontes
para la deteccion de diferentes analitos. Esta metodologia se basa normalmente en el
estudio del objetivo con aptameros especificos, es decir, secuencias de ADN individuales o
cadenas de ARN, y el cambio de configuracion o conformacion resultante de los
aptameros.

Cabe mencionar que los aptdmeros son acidos nucleicos de cadena sencilla
(ssDNA y RNA) capaces de reconocer de forma especifica y con alta afinidad a varios tipos
de moléculas diana mediante un plegamiento tridimensional de su cadena. Generalmente
son obtenidos mediante su seleccion desde genotecas de oligonucledtidos combinatoriales,
mediante el método SELEX (Systematic Evolution of Ligands by Exponential
Enrichment), que permitird seleccionar aquel oligonucleotido de la genoteca utilizada que
se une con mas afinidad a la molécula diana. Esta metodologia ha sido ampliamente

estudiada y ha demostrado ventajas especiales

3.- Funcionalizacion con otro tipo de ligandos.

La incorporacion de un ligando apropiado puede modificar las propiedades fisicas
del material que forma la nanoparticula y mejorar sus aplicaciones. Bajo este punto de vista
los dendrimeros son adecuados para promover ordenamientos definidos de los materiales y
mejorar las caracteristicas fisicas (Opticas, magnéticas, etc.) de estos sistemas, debido
principalmente a la capacidad de control de su estructura y composicion.

Los calixarenos, viologenos dicationicos y las a,m- diaminas alifaticas lineales también son

otros ejemplos de ligandos para la funcionalizacion de las nanoparticulas (Guerrini, 2008).
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A continuacién se muestran algunos ejemplos de pequefias moléculas e iones que se
han detectado mediante un método colorimétrico utilizando AuNPs funcionalizadas con

proteinas o 4cidos nucleicos (Tabla 4):

Tamaiio NPs Analito Deteccion de la sonda | Limite de Referencia
(nm) y/o método deteccion
(nM)
13 AuNPs funcionalizdas (Huang et cols.,
Melanina con HS-oligonucle6tido 41.7 2011)
13 Dopamina | (DBA)“Dopamine (Zheng et
binding aptamer”, cols.,2011)
aptamero de union de la 3.6-10%
dopamina como un
elemento de
reconocimiento.
20 Cisteina Nanoparticulas de (Lee et cols.,
Cisteina combinada 2008)
con Hg*"y AuNPs 100
funcionalizadas con
oligonucledtidos
dispersas
13 Kanamicina | Kanamicina unida al (Song et cols.,
conjugado AuNPs- 25 2011)
aptamero
13 Ochratoxina | OTA induce un cambio 20 (Yang et cols.,
A conformacional en su 2011)
aptamero
42 Hg*"Pb*" | AuNPs recubiertas con 200 (Guo et cols.,
Cu* papaina. 2011)

Tabla 4. Ejemplos de diferentes analitos detectados haciendo uso del método

colorimétrico basado en AuNPs funcionalizadas con proteinas o acidos nucleicos.

Teniendo en cuenta los datos recogidos en la tabla 4, se procede a comentar una
serie de cuestiones, como por ejemplo, que sistema es mejor para detectar biomoléculas,
cudl es el tamafio de nanoparticula méas adecuado para dicha deteccion, o como influye el
analito.

El limite de deteccion se define como la cantidad o concentracion minima de
sustancia que puede ser detectada con fiabilidad por un método analitico determinado, por

tanto, un valor menor del mismo indica una mayor sensibilidad de la técnica de deteccion.
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De los casos propuestos en la tabla 4, la dopamina es el analito con menor limite de
deteccion (3.6-10* nM), y por tanto el que se determina con mayor sensibilidad empleando
el método colorimétrico.

Por otra parte, si comparamos el tamafio de las AuNPs con el limite de deteccion
pueden extraerse las siguientes conclusiones:

- En el caso de las AuNPs con un tamafio de 13 nm se observan limites de deteccion
que varian entre 3.6-10*nM y 41.7 nM, siendo la dopamina el de menor valor y la
melanina el de mayor valor.

- Las AuNPs de mayor tamafio 20 y 42 nm presentan unos valores del limite de
deteccion mucho mayores.

- En cuanto a la influencia de los analitos en la técnica de deteccion, se observa que
los iones Hg?" Pb*" y Cu?* poseen un mayor limite de deteccion en comparacion con
la dopamina o la kanamicina que tienen una estructura mucho mas compleja.

Se concluye por tanto que:
1.- Un valor menor del limite de deteccion indica una mejor técnica de analisis.
2.- Las nanoparticulas de menor tamafio reflejan un menor limite de deteccion.
3.- Analitos con una estructura molecular voluminosa, y que por tanto ofrecen mayor

impedimento estérico, poseen un menor limite de deteccion.
4.2.2. Modos de union de las nanoparticulas con los acidos nucleicos y proteinas

Es interesante mencionar las posibles uniones no covalentes de moléculas pequefias
denominadas ligandos con el ADN. La naturaleza de las especies quimicas que
interaccionan con el ADN varia desde cationes metélicos sencillos hasta ligandos de un
grado elevado de complejidad, como el de las entidades supramoleculares que resultan de
un proceso de autoensamblaje entre ligandos organicos y cationes metdlicos. Asi, las
moléculas de tamafio relativamente pequeno, como las nanoparticulas, pueden interaccionar

con los acidos nucleicos de acuerdo con diferentes modos de union:

1.- Interaccion electrostatica
2.- Unidn externa
3.- Unidn al surco

4.- Intercalacion
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1.- Interacciones electrostaticas (Lorente y Fernandez, 2008).

La estabilidad de las conformaciones plegadas del ADN precisa de las interacciones
con cationes metalicos como Na" y Mg?". La interacciéon de moléculas orgénicas cationicas
con los grupos fosfato cargados negativamente del ADN estabiliza el polimero al evitar las
fuerzas repulsivas entre los fosfatos provocando ademas la liberacion de contraiones lo que
proporciona una contribucion entrdpica adicional a la energia libre de enlace. En el caso de
los sistemas de nanoparticulas cargadas positiva o negativamente, ya sea como
consecuencia del pH del medio donde se encuentran o debido a su naturaleza estructural, se
produce una estabilizacion de este tipo. La presencia de sales o contraiones en disolucion
también puede afectar a dicha interaccion.

2.- Union externa (Lorente y Fernandez, 2008).

Estudios recientes han demostrado la existencia de sondas que forman agregados
bien definidos con la doble hélice, formados por el apilamiento de la propia sonda en la
parte externa del esqueleto de los acidos nucleicos. En este tipo de compuestos, el ADN
actia como una plataforma que permite la agregacion. En principio se creia que la
naturaleza de esta interaccion era principalmente electrostatica, pero posteriormente se
demostrd que este tipo de asociacion ADN-ligando implica cambios en el espectro de
absorcion del complejo (desplazamiento hacia el azul del espectro de la sonda). Este modo
de union es muy sensible a las caracteristicas quimicas y conformacionales de los
polinucleodtidos, lo que confirma que otras fuerzas, ademas de la atraccion electrostatica,
estan presentes. Cabe senalar que, tanto la asociacion externa como la intercalacion,
requiere que el ligando sea una molécula plana y aromatica, por lo que estos dos modos de
union pueden observarse en un mismo tipo de sonda o ligando. El predominio de un tipo u
otro de asociacion dependerd de las concentraciones relativas del ligando ([L]) y el receptor
([ADN]), donde el ligando L representa en este caso la nanoparticula en cuestion.

3.- Union a los surcos (Lorente y Fernandez, 2008).

La disposicion en doble hélice de las cadenas de ADN hace que se formen unas
hendiduras a lo largo del exterior de la hélice donde residen los grupos fosfato de los
nucleoétidos que son clasificadas segun su amplitud. Asi, se habla de surco mayor y de surco
menor. Estos surcos, debido a su diferente estructura, muestran preferencia por

determinados ligandos. Asi, ligandos voluminosos o nanoparticulas de gran tamafio se unen
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preferentemente al surco mayor, mientras que nanoparticulas o ligandos de tamafio menor
tienen mayor preferencia por el surco menor o secundario. Las fuerzas que intervienen en la
unién a los surcos son:

* Efectos hidréfobos

* Interacciones de Van der Waals

* Interacciones electrostaticas

* Enlaces de hidrégeno

4.- Intercalacion (Lorente y Fernandez, 2008).

Los agentes intercalantes son ligandos que se disponen apilados entre los pares de
bases del ADN. Sus interacciones con las bases nitrogenadas son de naturaleza
electrostatica o de van der Waals, y en ocasiones mediante la formacion de enlaces de
hidrogeno.

Una caracteristica estructural comin de todos los intercalantes es que poseen dentro de su
estructura un sistema aromatico n-deficiente de con dos o mas anillos de seis eslabones que
interacciona, aproximadamente, con un par de bases nucleicas.

La intercalacion se puede producir en ambos surcos y las fuerzas que operan son:

* Apilamiento (stacking)

* Interacciones de transferencia de carga

* Enlaces de hidrogeno e interacciones electrostaticas

Muchos intercalantes son cationicos a pH 7, y la existencia de cargas positivas en el
sistema ciclico o en cadenas unidas a ¢l favorece el proceso de intercalacion. Estos
intercalantes catidonicos interaccionan con el ADN, generalmente, mediante un proceso que
conlleva dos etapas: (i) en primer lugar el ligando, generalmente con carga positiva en su
estructura, se une a través de los grupos fosfatos del ADN por interaccion electrostatica; y
(i1) posteriormente, el intercalante se desliza a lo largo de la hélice hasta que encuentra un
sitio libre, induciendo un cambio conformacional en la biomoléculas, o apertura de la doble
hélice necesaria para que se produzca la intercalacion. Estas interacciones pueden alterar la
estructura y funciones (replicacion y/o transcripcion) de los acidos nucleicos lo que
constituye la base para el uso de estos compuestos en biologia molecular y como farmacos
antitumorales. En el caso de las nanoparticulas se han encontrado hasta la fecha

determinados sistemas de nanoparticulas de oro funcionalizadas (Grueso et cols., 2014) y

44



de plata no funcionalizadas capaces de unirse a biomoléculas de acuerdo con este modo de
union (Rahban et cols., 2010).

En el caso especifico de la interaccion nanoparticula/ADN, debido a las
caracteristicas peculiares que poseen las nanoparticulas en cuanto a tamafio y estructura en
comparacion con ligandos mas convencionales, existen ademas tres métodos de interaccion
bien definidos basados en la relacion de tamafio del ADN y la nanoparticula y el cambio
conformacional inducido en la biomoléculas: “adsorption” (adsorcién), “wrapping”

(enrollamiento), y “collection” (acumulacion) (véase figura 12).

C) . [

Figura 12. Esquema representativo de los diferentes tipos de interaccion del complejo
nanoparticula/ADN. (a) “adsorption” (adsorcion), (b) “wrapping” (enrollamiento) y (c)

“collection” (acumulacion) ( Zinchenko et cols.,2007).

Para nanoparticulas de tamafio muy grande, la cadena de ADN se absorbe al azar en

la superficie de las nanoparticulas. Este modo de formar complejos se caracteriza por la
absorcion de una gran cantidad de ADN por un nimero pequefio de nanoparticulas. A este
método de formar complejos se le conoce como “adsorption”.
Cuando el tamafio de las nanoparticulas es significativamente menor que la longitud de
persistencia del ADN (se conoce como la longitud maxima promedio de la cadena que
permanece recta), la rigidez del ADN se vuelve significativamente importante y por tanto,
la formacion de complejos se realiza por el enrollamiento de las cadenas de ADN en
paralelo alrededor de las nanoparticulas individuales. A este método se le conoce como
“wrapping”.

Por ultimo, para nanoparticulas de pequeiio tamafio, son las nanoparticulas las que
se adsorben sobre la superficie de la cadena del ADN. Esto se conoce como “collection” (

Zinchenko et cols. ,2007).
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Finalmente, cabe destacar las diferentes fuerzas intermoleculares que participan en
la interaccion ADN/oro. Dicha interaccion resulta de la combinacion de varias fuerzas no
covalentes, incluyendo interacciones -electrostaticas, fuerzas hidrofobas, y la union
especifica entre los grupos quimicos de las bases de ADN vy el oro. También se ve
influenciada por condiciones externas, tales como el pH o la composicién del tampon.

A continuacion se mencionan los tres tipos de interacciones no covalentes que

participan en la interaccion ADN/oro (véase figura 13) (Koo et cols., 2015).

N N g
7 NH \\—NH 7
AL R A R
Adenina Citosina Guanina Timina

Figura 13. Dibujo representativo de la interaccion de las bases del ADN (Adenina,
citosina, guanina y timina) con la superficie del oro, principalmente a través de grupos
amino y atomos de oxigeno. Las afinidades relativas de las bases de ADN en moléculas de

ADN siguen la tendencia A> C> G> T (Adaptada de Koo et cols., 2015).

1.- Interacciones electrostaticas.

Las interacciones electrostaticas son una de las fuerzas mdas importantes que
participan en el proceso de absorcion entre el ADN y sus bases y el oro. Esto se debe
principalmente a la capacidad de las moléculas de ADN para acercarse a la superficie del
oro, en funcion de las cargas de ambos. En general, el ADN estd cargado negativamente y
la superficie del oro, especialmente en AuNPs tienden a ser cargada negativamente. Por lo
tanto, para lograr una absorcion con éxito, las moléculas de ADN tienen que superar las
fuerzas de repulsion electrostatica entre las moléculas de ADN y las superficies del oro.
También van a modular la absorcion sobre la superficie de oro, la repulsion electrostatica

entre las moléculas de ADN vecinas (Koo et cols., 2015).
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Por otro lado, las condiciones experimentales tales como el pH y la concentracion
de sal en disolucion de electrolitos pueden alterar las cargas del ADN y por tanto afectar de
manera significativa el proceso de absorcion ADN/oro (Koo et cols., 2015).

La protonacién de las bases del ADN favorecen el proceso de absorcion del ADN,
presumiblemente debido a una menor repulsion entre las superficies de ADN y el oro, una
condicion que se ha utilizado ampliamente en aplicaciones de biosensores.

Los contraiones del medio también pueden alterar la carga neta del ADN y modular el
proceso de absorcion del ADN a través de la repulsion de carga entre (i) las moléculas de
ADN vecinas cargadas negativamente, y (ii) las moléculas de ADN frente a las superficies
de oro (Koo et cols., 2015)

2.- Fuerzas hidrofobicas.

Las fuerzas hidrofébicas pueden afectar a la solvatacion de las moléculas de ADN,
que a su vez, es fundamental para las interacciones de corto alcance del ADN con el oro.

La interaccion entre las bases de ADN vy el ion fosfato con moléculas de agua

polares son distintas unas de otras. Por lo tanto, la magnitud de la interaccion ADN/oro se
vera afectada por las condiciones que alteran o bien la fuerza de interaccion entre el agua y
las bases de ADN, o el tipo de contraiones capaces de interactuar con el esqueleto del ADN
(Koo et cols., 2015).
Por ejemplo, la energia de enlace del agua con adeninas protonadas (es decir, adeninas a pH
inferior a 4) es significativamente pequefia en comparacion con adeninas no protonadas.
Por lo tanto, en condiciones que favorecen la protonacion, las secuencias con un mayor
contenido de adenina son ideales para la adsorcion de ADN/oro (Koo et cols., 2015).

Del mismo modo, la composicion del tampon y de las sales presentes en el medio,
también influye en la union ADN/oro debido a la naturaleza de los iones, que influird en la
solvatacion.
3.-Union especifica entre las bases del ADN y el oro.

La unién quimica del ADN al oro se origina principalmente a partir de bases de
ADN. Las bases de ADN contienen grupos quimicos especificos en sus anillos de purina y
pirimidina para establecer una union fuerte con las superficies de oro. Con la excepcion de

adenina, todas las bases interactiian con el oro a través de fuerzas de absorcion fisica.
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La adenina tiene un grupo amino exociclico situado en la sexta posicion y un
nitrogeno del anillo en la séptima posicion, que permite una alta afinidad de absorcion a
través de fuerzas de absorcion quimica. La union tiene lugar a través de un mecanismo de
coordinacion que implica la interaccion directa del nitrégeno del anillo de oro, con la
contribucion parcial del grupo amino exociclico (Koo et cols., 2015).

La afinidad de la adenina hacia el oro es tan alta que puede competir eficazmente con la
union estable de Watson-Crick para ds-poli-AT.

Como resultado, en la proximidad de la superficie de oro, las secuencias de poli-A se
absorben fuertemente como moléculas de hebra simple a pesar de la presencia de
secuencias de poli-T complementarias.

Las bases del ADN también interactiian con el oro a través del anillo aromatico
(Koo et cols., 2015).

Varios estudios han confirmado que, excepto la adenina, todas las bases tienden a
orientarse paralelamente a la superficie. Esta configuracion permite la maxima
superposicion de las densidades electronicas entre bases y oro para favorecer la
transferencia de carga entre el anillo aromatico y la superficie de oro (Demers et cols.,

2002) (Piana y Bilic, 2006).
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4.2.3. Termodinamica de la Interaccion de nanoparticulas con los acidos nucleicos y

proteinas
Diametro | Modo union Tipo Kagua AG Método empleado Ref.
NPs BMLs M (kJ) | en la cuantificacién
(nm) de Ke AG
(Prado-
= Intercalacion Gotor y
‘= 1.4 0 ADN 7.2 x10° -33.42 Cinético Grueso,
e Enlaces de H. 2011)
& No (Prado-
@ 1.8 electrostatica ADN 6.40x10° -33.12 Espectroscopia Gotor y
| 3 Grueso,
R 2014)
=
N
|0 Intercalacion o (Biver et
S E Uni6n externa (K1) =5.4x10° | -38.40 KiyKa: cols.,
S Tl 11.843.4 ADN (K2) =3.3x10* | -25.78 Espectrofotometria ’ 2011)
2 <OE (K2)=3.8x10* | -26.13 | Ko:Espectrofluorometria
2§
&
o
Q Intercalacién o Ky Ka: (Biver et
E Unién externa (Kp)=>10° Espectrofotometria cols.,
o' 3.941.0 ADN (K2 =<10° Ko-:Espectrofluorometria 2011)
< (K2) =2x10% | -24.54
S
=
<

Tabla 5. Parametros termodinamicos de la interaccion y caracteristicas de diferentes

nanoparticulas de oro en su interaccion con las biomoléculas.

A continuacidon se exponen las conclusiones extraidas de la tabla 5. Se realiza una

comparativa de los diferentes tipos de nanoparticulas, los tamafios de estas, y el modo de

union al ADN. Por otra parte, se comenta cudl es el proceso mas favorecido en funcion de

los valores de incremento de energia libre.

En primer lugar, se observan tres tipos de nanoparticulas de oro funcionalizadas con

distintos ligandos (tiopronina, naranja de acridina y trietilenglicol o polietileglicol) que van a
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unirse al ADN mediante diferentes modos de uniéon (intercalacion, unidon externa...). Las
AuNPs presentan distintos tamafios, siendo Au@tiopronina la de menor valor.

Por otro lado, en la tabla 5 se refleja tanto la constante de equilibrio (K) como el
incremento de energia libre (AG) obtenidos principalmente mediante métodos cinéticos y
espectroscopicos. Asi cuanto, mas negativo es el valor de AG, y mayor en valor absoluto,
mas favorecido esta el proceso de formacion del complejo nanoparticula/ ADN. De acuerdo
con este razonamiento se concluye que las nanoparticulas de Au@tiopronina son las que se
unen mas favorablemente al DNA. También podemos concluir, de forma general, que

cuanto menor es el tamafio de la nanoparticula, mas favorecida en la uniéon con el ADN.

4.2.4. Aplicaciones de las nanoparticulas como biosensores

Las nanoparticulas de metales nobles (NPs) estan teniendo un papel importante en
el desarrollo de nuevos biosensores y / o en la mejora de las técnicas de biosensores
existentes para satisfacer la demanda de los diagndsticos biomoleculares mas especificos y
altamente sensibles.

Las propiedades fisicoquimicas Unicas de estos metales en la nanoescala han
llevado al desarrollo de una amplia variedad de biosensores, tales como: (i)
nanobiosensores para el diagnostico de una enfermedad , (ii) nanosondas para deteccion /
formacion de imagenes in vivo, el rastreo celular y el seguimiento de la patogénesis de las
enfermedades o la monitorizaciéon de la terapia y (iii) otras herramientas basadas en la
nanotecnologia que benefician a la investigacion cientifica sobre la biologia basica (Doria
et cols., 2012).

Se han desarrollado numerosas técnicas para sintetizar NPs de metales nobles, con
inclusion de métodos quimicos (por ejemplo, reduccion quimica, reduccion fotoquimica,
co-precipitacion, descomposicion térmica, hidrolisis, etc.) y métodos fisicos (por ejemplo,
deposicion de vapor, ablacion por laser, pulido, etc. .), cuyo objetivo final es la obtencion
de las NPs con un buen nivel de homogeneidad y proporcionar un control preciso sobre el
tamano, la forma y las propiedades superficiales, con el fin de aprovechar mejor sus

propiedades fisico-quimicas tnicas para los biosensores (Doria et cols., 2012).
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Existen una variedad de métodos de biosensores de alta sensibilidad para los 4cidos
nucleicos, proteinas, anticuerpos, enzimas y otras moléculas bioldgicas mediante la
exploracion de diferentes propiedades fisicoquimicas de las NPs de metales nobles, tales
como Resonancia del plasmon de la superficie (SPR), Espectroscopia Raman
Amplificada en Superficie (SERS), la actividad electroquimica, etc. Entre estos métodos
biosensores, el enfoque colorimétrico han sido el mas explorado y, debido a su simplicidad
y portabilidad, es el mas prometedor para futuros métodos de diagnostico.

Las NPs de plata y de oro son las mas utilizadas en el desarrollo de técnicas de
biosensores, ya que estas presentan propiedades Opticas Unicas dentro de la gama de
longitudes de onda visibles y son féciles de sintetizar y funcionalizar. En menor medida las
NPs de platino también se han utilizado por sus propiedades eléctricas unicas.

En la tabla 6 se recogen algunos ejemplos de muestras biologicas reales detectadas
empleando biosensores basados en nanoparticulas de metales nobles de acuerdo con el tipo

de NPs y el principio de metodologia utilizado (Doria et cols., 2012).
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Método Tipo NPs Muestra Referencia
Mutaciones en el gen (Lee et cols., 2010)
EGFR del ADN
gendmico
Oro Hepatitis C, virus RNA (Shawky et cols.,
2010)
Melanina en la leche (Wei et cols., 2010)
Lo entera
Colorimétrico Gen TP53 (Doria et cols.,
Oro/ aleacion Plata 2010)
Genes de fusion BCR- (Baptista et cols.,
ABL 2011)
Células cancerigenas de (Agarwal et cols.,
prostata de ratéon 2007)
Ganglios linféticos en (Pan et cols., 2010)
NIR Oro ratones
Vasos cerebrales en (Wang et cols.,
ratones 2004)
Glucosa en rata (Stuart et
cols.,2005)
Oro ADN del patogeno
multiple en muestras (Kang et cols.,
clinicas (liquido 2010)
SERS cefalorraquideo,
heces, pus y los esputos)
Plata Glucosa en rata (Yuen et
cols.,2010)
Biomarcador de proteina | (Lee et cols., 2007)
Oro / Nucleo de Plata fosfolipasa Cyl en las
células cancerosas
Proteina de choque
Oro térmico en cultivos de (Guirgis et cols.,
sangre infectados por 2011)
Fluorescencia Plasmodium falciparum
Imagenes de la membrana
Plata celular en las lineas (Zhang et cols.,
celulares 2010)
Salmonella spp. en (Yan et cols., 2009)
muestras de carne de
cerdo
Eléctrico/ Oro IgG humano en suero (Tian et cols.,
Electroquimico humano 2009)
Factor de necrosis (Yin et cols., 2011)
tumoral o (TNF-a) en
suero humano
a-1-fetoproteina (AFP) en | (Che et cols., 2010)
Plata suero humano

Tabla 6. Resumen de los diferentes tipos de muestras bioldgicas reales que han sido

detectados empleando biosensores basados en NPs de metal noble, de acuerdo a su

principio de metodologia (Adaptada de Doria et cols., 2012).
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Una cuestion clave a tener en cuenta en la integracion de la plataforma de
biosensores es la creciente demanda de una mayor sensibilidad y selectividad a un costo
minimo, y la posibilidad de controlar los biosensores en tiempo real, sobre todo para las
plataformas de cuidado, para lo cual también hay que tener en cuenta la simplicidad.
Teniendo en cuenta esto, los enfoques colorimétricos y electroquimicos son los mas
prometedores debido a su simplicidad, alta sensibilidad y especificidad, ademas del hecho
de que en la mayoria de los casos simplemente no requieren instrumentacion costosa y

compleja para lograr una respuesta adecuada.

4.3.- Empleo de sistemas tensioactivos/nanoparticulas metdlicas para la deteccion de

biomoléculas

En este ultimo apartado, se proporcionan algunos datos sobre los avances mas
recientes en el desarrollo de biosensores basados en el empleo de sistemas combinados
tensioactivos/nanoparticulas para la deteccion de biomoléculas. Esta técnica esta
actualmente en desarrollo y se dispone de una escasa bibliografia para su analisis.

Entre ellos destacan dos articulos recientes en los que se pretende desarrollar un
biomarcador para la malaria.

La malaria se diagnostica generalmente mediante técnicas convencionales como la
microscopia, ELISA, PCR o mediante pruebas de diagnodstico rapido. Sin embargo, cada
uno de estos métodos presentan algunas limitaciones. El método de microscopia por
ejemplo, requiere de un personal altamente cualificado, con experiencia y el procedimiento
para la preparacion de las muestras es complicado. Por otra parte, las pruebas de
diagnostico rapido disponibles en el mercado son poco sensibles y resultan inespecificas a
bajas concentraciones de parasitos (Jain et cols.,2016). Ademads tienen un bajo rendimiento
debido a la humedad y a las altas temperaturas empleadas, ya que utilizan anticuerpos como
biomarcadores (Lee et cols., 2014).

Debido a estas limitaciones, se propone un nuevo método rapido y eficaz para la
deteccion de la malaria. Los anticuerpos utilizados como biomarcadores serdn sustituidos
por aptameros, éstos tienen muchas ventajas como su facil analisis, una alta especificidad,

estabilidad térmica y una sencilla sintesis quimica.
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Los aptameros como se menciond anteriormente son oligonucledtidos de cadena
simple que se unen de forma especifica a la molécula diana y que se seleccionan a partir de
una “biblioteca” de secuencias (SELEX) (Jain et cols., 2016).

Se desarrollaron dos tipos de biomarcadores (proteinas recombinantes) para la
deteccion de la malaria: Plasmodium vivax LDH (PvLDH) y Plasmodium falciparum LDH
(PfLDH) mediante el uso de SELEX (Lee et cols., 2014).

En relacioén con ello, existen varios estudios en los que se desarrolla un aptamero
para detectar la presencia de malaria (biomarcador) a través de un ensayo basado en
tensioactivos cationicos, utilizando AuNPs como sondas de deteccion optica (Cheung et
cols., 2013) (Lee et cols., 2012).

Por un lado, se estudiarda el bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB). Este
tensioactivo catidnico posee dos caracteristicas muy Utiles, una carga positiva que le
permite agregar las AuNPs y la capacidad de ensamblar el ADN para formar
supramoléculas con ciertas nanoestructuras (si se trata de ADN de cadena simple formaran
nanoestructuras cubicas, mientras que si se trata de ADN de doble cadena serdn
hexagonales) (Zhou et cols., 2004).

Por otro lado, se encuentra el cloruro de benzalconio (BCK) que posee un anillo
aromatico que proporciona una ventaja significativa en la agregacion de las nanoparticulas.
Y finalmente, el bromuro de dodecildimetilamonio (DDAB) que contiene dos cadenas de
alquilo largas. De los tres tensioactivos estudiados, el DDAB es el que provoca la
agregacion completa de las AuNPs libres a una concentracion muy baja, seguido de BCK y
CTAB. Los cambios de color se experimentaron entre 650 nm y 520 nm (Jain et cols.,
2016).

En cuanto a los aptameros, se utilizaron tres candidatos con una mayor afinidad por
PfLDH. Estos fueron P38, P9 y P45, siendo P38 el de mayor afinidad (Jain et cols.,2016).
En otros estudios se utilizo el pL1 como elemento de reconocimiento (Lee et cols., 2014).

Los resultados de estos estudios confirman que el cambio de color corresponde con
el grado de agregacion de las AuNPs causada por la interaccion de las AuNPs y el

tensioactivo, dependiendo de la concentracion del biomarcador.
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5.- CONCLUSIONES

Finalmente, de este trabajo de revision bibliografica se pueden extraer las siguientes
conclusiones generales y mas especificas. De forma general puede apuntarse que:

1.- Las nanoparticulas metalicas pueden ser producidas con distintos tamafios y presentarse
no funcionalizadas o “desnudas”, y funcionalizadas con diferentes tipos de ligandos. Su
carga global puede variar en funcion del pH del medio o las caracteristicas estructurales.

2.- Las nanoparticulas de oro son las mas empleadas como sensores, gracias a sus
excelentes propiedades fisicas, quimicas y biologicas, intrinsecas a su tamafio nanométrico.
3.- Hasta la fecha, los sistemas de nanoparticulas metélicas para la deteccion de ADN son
los mas estudiados.

4.- El método colorimétrico, basado en los cambios de la SPR de las nanoparticulas, es un
método alternativo, simple, rapido y de bajo coste que se puede aplicar en muestras para la
determinacion de tensioactivos y biomoléculas empleando nanoparticulas metalicas.

De forma mas especifica y en relacion a los sistemas estudiados puede concluirse:

1.- Las nanoparticulas de Au@citrato de menor tamaino son mas sensibles para la deteccion
de los tensioactivos de cadena alifatica DTAB y CTAB.

2.- El sistema Au@tratrato es mas sensible a la deteccion de los tensioactivos DTAB y
CTAB cuando se compara con el sistema Au@citrato.

3.-Para los tensioactivos pertenecientes al grupo de los bromuros alquiltrimetilamonio, se
observa que para un mismo sistema de nanoparticulas, a medida que aumenta el nimero de
carbonos de la cadena carbonada, el Akmixima € mayor, a la vez que [T]amaxima disminuye.
Por tanto, estos sistemas son mas sensibles a la determinacion de tensioactivos de mayor
tamafio de cadena.

3.- Atendiendo a los valores de energia libre, las nanoparticulas de oro de menor tamafio
son las que presentan mayor afinidad por el ADN, presentado valores mayores de K y AG
mas negativos.

4.- Los sistemas compuestos nanoparticulas/tensioactivos para la determinacion de
biomoléculas estdn en continua investigacion, y presentan caracteristicas muy
prometedoras, como una mayor capacidad de agregacion/ desagregacion en comparacion

con los sistemas simples. Es necesario por tanto, seguir investigando en esta linea para
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mejorar tanto la sensibilidad de la técnica colorimétrica, basada en los cambios en la SPR

de las nanoparticulas, como el grado de especificidad por las diferentes biomoléculas.
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