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Resumen

Titulo: Sintesis de Nanoestructuras de Oro Fluorescentes Basadas en Péptidos Sintéticos”
Autor: Juliet Estefani Parada Orozco™

Palabras Clave: Nanoestructuras, Emision de fluorescencia, Biosensores fluorescentes.

Descripcion: La sintesis de AuNC fluorescentes empleando biomoléculas como ligandos, ha
despertado gran interés en el campo de la medicina. Debido a la alta biocompatibilidad, a su
capacidad para interactuar con sistemas bioldgicos de forma especifica y selectiva. Los AUNC han
sido aplicados para marcaje bioldgico, analisis por bioimagen, en el tratamiento de varias
enfermedades y en el desarrollo de biosensores. En este trabajo de investigacion se obtuvo sistemas
nanoestructurados basados en oro y péptidos sintéticos, los cuales presentaron propiedades
fotoluminiscentes y una distribucion de tamafio inferior a los 5.0 nm. En este estudio se observo
el efecto de algunas variables de sintesis como la temperatura, el pH y agente reductor tanto en la
formacion de AuNC fluorescentes, como su influencia en el tamafio, empleando cuatro péptidos
sintéticos como ligando. Los AUNC obtenidos wusando el péptido PepP22 (Ac-
CTKKCGLWSILKGVGKI-NH2) en medio basico y acido ascérbico como agente reductor,
favorecieron la formacion de AUNC-PepP22 fluorescentes estables, con un tamafio hidrodinamico
alrededor de los 2.0 nm y una emisién de fluorescencia a 474 nm, con una longitud de onda de
méaxima excitacion a 400 nm. Esos resultados corroboran estudios previos que han destacado la
influencia del tamafio y la composicion de los precursores en la estabilidad y la fotoluminiscencia
de los AuNCs.

“ Trabajo de Grado
* Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Directora: Yuly Andrea Prada Vargas. Doctora en
Quimica. Codirector: Enrique Mejia Ospino. Doctor en Quimica.
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Abstract

Title: Synthesis of Fluorescent Gold Nanostructures Based on Synthetic Peptides”
Author(s): Juliet Estefani Parada Orozco™

Key Words: Nanostructures, Fluorescence emission, Fluorescence biosensors.

Description: The synthesis of fluorescent AUNCs using biomolecules as ligands has aroused great
interest in the field of medicine. Due to the high biocompatibility, their ability to interact with
biological systems in a specific and selective way. AuUNCs have been applied for biomarkers,
bioimaging analysis, in the treatment of various diseases and in the development of biosensors. In
this research work, nanostructured systems based on gold and synthetic peptides were obtained,
which presented photoluminescent properties and a size distribution of less than 5.0 nm. In this
study, the effect of some synthesis variables such ad temperature, pH and reducing agent on both
the formation of fluorescent AUNCs and their influence on size was observed, using four synthetic
peptides as ligands. The AuNCs obtained using peptide PepP22 (Ac-CTKKCGLWSILKGVGKI-
NH) in basic medium and ascorbic acid as reducing agent, favored the formation of stable
fluorescent AUNC-PepP22, with a hydrodynamic size around 2.0 nm and fluorescence emission at
474 nm, with a wavelength of maximum excitation at 400 nm. These results corroborate previous
studies that have highlighted the influence of precursor size and composition on the stability and

photoluminescence of AuNCs.

“ Degree Work
“Faculty of Science. School of Chemistry. Director: Yuly Andrea Prada Vargar. PhD in
Chemistry. Codirector: Enrique Mejia Ospino. PhD in Chemistry.
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Introduccion

El anélisis dptico basado en el marcaje por fluorescencia es una técnica utilizada para
estudiar y visualizar diferentes componentes o biomoléculas en una muestra mediante el uso de
sondas fluorescentes (Briones-Véazquez & Alvarez-Hernandez, 2021). Este fendmeno se basa en
la capacidad de moléculas llamadas fluord6foros, para absorber la luz en una longitud de onda
especifica y emitir luz a una longitud de onda més larga (F. Lu et al., 2020).

Los fluoréforos utilizados principalmente para estas aplicaciones son los puntos cuanticos
(QD), que son nanoestructuras semiconductoras que tienen propiedades Opticas y electronicas
Unicas debido a su tamafio y estructura (J. Zheng et al., 2004a). Sin embargo, se ha detectado que
los recubrimientos de estos fluor6foros pueden degradarse, lo que sugiere que las superficies
reactivas pueden presentar un nivel de toxicidad que se convierte en un riesgo para la salud y un
potencial impacto ambiental negativo (Lovri¢ et al., 2005).

Como alternativa solucion, ha surgido la investigacion de fluor6foros alternativos como
los nanoclusters (NC) de metales como el oro, plata, platino y cobre, los cuales podrian ser una
opcion mas segura para la salud y el medio ambiente (Y. Lu et al., 2012). Dichas nanoestructuras
se forman por la agregacion de atomos metélicos en estados reducidos y adoptan conformaciones
estructurales altamente ordenadas en un rango de tamarfio de particula inferior a los 2.0 nm (Sun et
al., 2013).

En particular, los NC de Oro (AuNC) son los candidatos potenciales para reemplazar a los
fluoroforos convencionales, ya que por lo general el oro es un metal noble no toxico, es

quimicamente estable y no tiende a reaccionar facilmente con otros elementos. Esta estabilidad
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quimica reduce la posibilidad de liberacidn de sustancias tdxicas en comparacién con los QD. Los
AUNC cuentan con una elevada biocompatibilidad, lo que significa que son menos propensos a
causar reacciones adversas en sistemas bioldgicos, ademas presentan facilidad para funcionalizar
su superficie usando un gran nimero de biomoléculas como ligando, las cuales les otorgan
especificidad y selectividad (Hu et al., 2021). Exhiben una amplia gama de propiedades
fisicoquimicas, optoelectrénicas y magnéticas Unicas y diferentes a las de estos mismos a nivel
macroscopico, estas diferencias se atribuyen principalmente a su tamafio nanométrico y su relacién
superficie-volumen, ya que una proporcién significativa de sus atomos se encuentra en la
superficie, dando como resultado una mayor reactividad y exposicion de los &tomos a su entorno
(Y. Zheng et al., 2017). Presentan fluorescencia en la zona del visible y del infrarrojo cercano, con
un tiempo de vida largo y un importante desplazamiento Stokes, es decir, presentan un
desplazamiento espectral hacia una region de menor energia de emision respecto a la energia de
excitacion, que permite realizar ensayos en un amplio rango del espectro de luz. Las propiedades
fisicoquimicas unicas de los AuNCs los hacen atractivos para su uso tanto en los estudios
cientificos fundamentales como en la exploracién tecnoldgica. Los recientes avances de estas
nanoestructuras encuentran aplicaciones biol6gicas tales como: biosensores fluorescentes,
imagenes bioldgicas, control medioambiental, catalisis industrial, entre otras. Los sensores
fluorescentes basados en biomoléculas han sido identificados como un medio para detectar la
contaminacion (Bai et al., 2017), también se ha demostrado que gracias a su biocompatibilidad
tienen la capacidad de medir y controlar los microorganismos desarrollados a partir del

metabolismo y crecimiento de distintos patdgenos, brindando una mejora a los métodos
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convencionales y obsoletos de deteccion, los cuales cuentan con marcadas limitaciones (Cao et al.,
2020a).

Este trabajo de investigacion tuvo como finalidad sintetizar AUNC basados en péptidos
sintéticos que exhiben propiedades fluorescentes, partiendo del estudio de las variables influyentes
en el proceso de sintesis. Se sintetizaron los AUNC y se realiz6 la caracterizacion iniciando con
una prueba preliminar de visualizacion de la ausencia de la banda de plasmon superficial en los
espectros ultravioleta-visible (UV-Vis), la ausencia de esta banda en el espectro de absorcién es
un indicio de la posible presencia de nanoestructuras en solucion. El rango de tamafio
hidrodindmico presente en los sistemas nanoestructurados se determin6 mediante la dispersion de
luz en modo dindmico (DLS). La longitud maxima de excitacion y emision de las nanoestructuras
se evalué mediante espectroscopia de fluorescencia, midiendo los espectros de emision de

fluorescencia de los AuNC en el rango de 300 a 700 nm.
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1. Objetivos

1.1 Objetivo General

Obtener nanoclusters de oro que exhiban propiedades fluorescentes usando como ligandos
diferentes secuencias de péptidos cortos (14-18 AA).
1.2 Objetivos Especificos

Implementar un disefio de experimentos que permita identificar las variables mas
influyentes en la sintesis de AuNC fluorescentes.

Realizar la sintesis quimica de AuNC empleando péptidos sintéticos como plantilla
molecular.

Determinar la estructura, tamafio y propiedades optoelectrénicas de los AuNC, haciendo

uso de técnicas de caracterizacion espectroscopicas y opticas.
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2. Antecedentes

La investigacion sobre nanoestructuras ha experimentado un crecimiento significativo en
las ultimas décadas, debido a que la particularidad de sus propiedades ha revolucionado diversos
sectores de la industria, sin embargo, no es en absoluto novedosa su implementacion por parte de
la humanidad. La historia del uso de nanomateriales se remonta hace 4.500 afios, cuando se
utilizaron nanofibras de amianto natural para matrices de cerdmica (Amendola et al., 2017). Los
sopladores de vidrio romanos descubrieron que los vidrios impregnados con cloruro de oro se
volvian rojos durante el recocido (Figura 1), probablemente debido a la reduccién de la sal de oro

por el monoxido de carbono.

Figural

Copa de Licurgo

Nota. Tomado de: https://www.hermesinstitut.org/la-copa-de-licurgo/

Los antiguos pobladores de Mesoamérica (800 AC) utilizaban en sus murales y piezas el

azul maya Figura 2), un colorante artificial cuya composicion fue descubierta por cientificos en la
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década de 1960. Descubrieron que estaba compuesto por dos ingredientes principales: el indigo,
pigmento orgénico azul obtenido de la planta del mismo nombre, y la palygorskita, una arcilla de
filosilicato de magnesio y aluminio. La palygorskita tiene largos canales interiores que permiten
absorber el colorante en su superficie, estableciendo enlaces de hidrégeno entre la molécula de
indigo y la arcilla(L. Li et al., 2022).

Figura 2

Mascara de Tlaloc tefiida de azul maya

Nota. Tomado de: https://reconociendomexico.com.mx/tlaloc-en-el-templo-mayor/

En 1857 Michael Faraday estudio las interacciones de la luz con particulas metélicas de
oro, profundizando en la formacion y naturaleza de las propiedades fisicas de este material,
Faraday concluyo que los colores inusuales que mostraban sus soluciones de sales de oro se debian

a la presencia de particulas metalicas muy dispersas.
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El concepto de nanotecnologia no estuvo claro hasta finales de la década de 1950, cuando
el fisico Richard Feynman dio una conferencia durante una sesion de la American Physical Society
en CALTECH, Estados Unidos, titulada “There’s Plenty of Room at the Bottom”. En esta charla,
Feynman sugirio la posibilidad de fabricar maquinas a nanoescala, destacando que las leyes de la
fisica permitian la manipulacion y el control de la posicion de atomos y moléculas de manera
individual, similar a los bloques de construccion tipo Lego. Esta idea abrio las puertas a un nuevo
mundo “infinitamente pequefio” (Xiao et al., 2023). La nanotecnologia fue bautizada a principios
de los 70s por el profesor Norio Taniguchi de la Universidad de Ciencias de Tokio, Japon.
Taniguchi defini6: “La nanotecnologia consiste principalmente en el proceso de separacion,
consolidacion y deformacion de materiales por un atomo o una molécula” (Q. Zhang et al., 2021).

La década de los 70s también vio surgir el oro coloidal como agente de inmunotincion y
agente de contraste para microscopia electrénica. Sin embargo, fueron los avances en los métodos
sintéticos y las herramientas de caracterizacion en la década de los 90s los que sentaron las bases
de los nanomateriales y aplicaciones del siglo XXI (Schaaff et al., 1998).

Las nanoestructuras fluorescentes, en particular los AUNC han sido objeto de estudio desde
el afio 2000. Los primeros resultados evidenciaron que la fluorescencia asociada a estas estructuras
se relacionaba Unicamente con el comportamiento de los electrones libres confinados en el ndcleo
de los atomos de oro reducidos (AuP), sin detalles claros sobre el efecto del tamafio nanométricos
de los AuNC sobre esta propiedad (Liu et al., 2020). En 2004, Zheng et al., proporcionaron la
primera evidencia de la fluorescencia dependiente del tamafio y de las interacciones que tienen

lugar entre el nicleo metélico y los ligandos protectores (J. Zheng et al., 2004).
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La Figura 3 muestra un diagrama orbital de niveles de energia Kohn-Sham, modelado para

nanoclusters de oro de tamafio Auas correspondientes a AUNC tiolados.

Figura 3

Diagrama Kohn-Shan modelado para Au25NC tiolados y su espectro UV-Vis
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Nota: A) Diagrama de niveles de energia de orbitales Kohn-Shan modelado para Au25NC

tiolados. B) Espectro UV-Vis calculado de Au25NC tiolados.Tomado de (Chen Zhou, Mengxiao

Yu and Jinbin Liu)

Los célculos sobre la estructura electronica de los clusters de Auzs muestran que el orbital

HOMO vy los tres orbitales LUMO mas bajos estan compuestos principalmente por orbitales

atomicos 6sp del oro y en cierto grado de orbitales 3p del azufre. Las transiciones de absorcion

calculadas coinciden con las observaciones experimentales. Por ejemplo, el primer pico mostrado

en el espectro de absorcion correspondiente al salto electronico HOMO — LUMO a 670nm, puede

considerarse una transicion intrabanda sp — sp. El pico de absorcion a 450 nm estaria dado por
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transiciones mixtas entre bandas sp — sp y sp «— d y finalmente la banda de absorcion a 400 nm
seria atribuida a transiciones netamente sp «— d (J. Zheng et al., 2012).

Por otra parte, se ha estudiado la presencia de diferentes procesos que compiten con la
fluorescencia en la desactivacion del estado excitado singlete. Un parametro de gran importancia
para la caracterizacion fotofisica de las moléculas fluorescentes es el rendimiento cuéntico de
fluorescencia (QY). Representa el numero de fotones emitidos por una muestra respecto al nimero
de fotones absorbidos, es decir, nos da la probabilidad de desactivacion del estado excitado de la
molécula a través de un proceso radiativo como la fluorescencia (Van de Looij et al., 2022).

Se han implementado diferentes rutas para sintetizar NC fluorescentes de metales nobles,
con rangos de emision entre los 400 y 750 nm. En 2017, Zheng y colaboradores., utilizaron NaBH4
como agente reductor y dendrimeros para encapsular AUNC en un régimen de tamafio inferior a 2
nm con una emision de fluorescencia desde el rango visible hasta el infrarrojo cercano (Y. Zheng
etal., 2017). Algunas biomoléculas se han utilizado como agente de recubrimiento y reduccion en
la sintesis de AuNC fluorescentes (Zhuang et al., 2020). Recientemente, la albimina de suero
bovino (BSA) y otras biomoléculas se han utilizado como agente de recubrimiento y reduccion en
la sintesis de AUNC fluorescentes. Ademas, debido a su solubilidad en agua y funcionalizacion
predominantes, se han introducido varios ligandos tiolados pequefios, como el glutatién (GSH), la
D-penicilamina, la L-3,4-dihidroxifenilalanina y el acido dihidrolipoico (B. Zhang et al., 2021).
Duan y colaboradores., desarrollaron un método de grabado para sintetizar AUNC recubiertos de
polietilenimina con emision en el azul (L. Li et al., 2022).

Debido a la facilidad para funcionalizar o modificar la superficie de los AUNCs una vez

han sido sintetizados, han sido empleados en terapia dirigida, encapsulacion de moléeculas
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bioactivas y para el disefio de biosensores. Aunque hay desafios por superar, como la optimizacion
de la selectividad y la seguridad en las aplicaciones clinicas; el potencial inherente de los AUNC
en el &mbito de la biociencia apunta hacia un futuro de grandes avances en este campo de las
ciencias.

3. Marco tedrico

3.1 Nanoestructuras

La nanotecnologia es una disciplina cientifica que integra conocimientos de ciencias como
la biologia, fisica, quimica e ingenieria con el objetivo de desarrollar, disefiar y aplicar estrategias
que involucran el uso de nanomateriales para resolver problemas y desafios en diferentes ambitos
(Shang et al., 2011). Durante los ultimos afios, los investigadores han logrado desarrollar sistemas
nanoestructurados, los cuales han sido empleados como herramientas alternativas para la terapia
contra el cancer, disefio de plataformas de transporte de farmacos, nuevos agentes antibioticos,
antifungicos, antiparasitarios y antivirus basados en nanoestructuras y en la implementacion de
nuevos sistemas de deteccidn basados en las propiedades optoelectrénicas de los AUNC, las cuales
pueden ser medidas de acuerdo con el medio circundante y cambian cuando este medio es
perturbado por la presencia e interaccion con otras moléculas. Entre las nanoestructuras mas
conocidas se encuentran: los QD de grafeno, nanocompositos de carbono, los fullerenos,
nanoparticulas (NP) metalicas, NP poliméricas, y los llamados nanoclusters metalicos (Ding et al.,
2018). El interes en las nanoestructuras es debido a sus propiedades, las cuales estan ligadas a su
tamafio nanométrico y pueden variar significativamente en la medida que este tamafio aumenta

unos pocos nandmetros. Dentro de los factores importantes respecto al tamarfio estan: (1) mayor
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relacion superficie-volumen, ya que una proporcion significativa de sus &tomos se encuentra en la
superficie, esto resulta en una mayor reactividad y exposicion de los &tomos a su entorno, (I1) los
fendmenos cuanticos que tienen lugar como consecuencia de la reduccién del tamafio y el
confinamiento electronico. Estos efectos dominan el comportamiento de los sistemas
nanoestructurados, afectando sus propiedades Opticas, electronicas y magnéticas (Y. Lu et al.,
2012). En la Figura 4, se pueden observar las propiedades y aplicacion de las nanoestructuras en
funcion del tamafio.

Figura 4

Propiedades de los AUNC y sus aplicaciones bioldgicas
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Dentro de este conjunto de nanoestructuras, los nanoclusters (NC) de metales nobles como
la platay el oro, han recibido la mayor atencion en los Gltimos 10 afios, ya que sus dimensiones se
encuentran en el régimen sub-nanometrico. En este sentido, los nanoclusters son agregaciones de

un namero pequefio de &tomos metalicos reducidos con conformaciones de estructuras altamente
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finas, cuyo comportamiento cuantico es casi como el de las moléculas (‘quasi-molecular’) lo cual
les confiere propiedades fluorescentes ya que los electrones confinados en su diminuta superficie,
pueden absorber fotones dando lugar a las transiciones electronicas y posterior emision radiativa
una vez se retorna al estado fundamental como en las moléculas (J. Zheng et al., 2004)

3.2 Propiedades de los nanoclusters de oro (AuNC)

Como se ha mencionado anteriormente, a las propiedades ya presentes en otras
nanoestructuras, los nanoclusters son materiales ain mas novedosos y atractivos debido a que
pueden exhibir fendbmenos fotoluminiscentes, especialmente fluorescencia (Halawa et al., 2018).

La fotoluminiscencia es un fenémeno oOptico donde las nanoestructuras emiten luz tras
absorber radiacion electromagnética, como la luz UV, visible o infrarroja cercana. Esto implica la
excitacion de electrones a niveles de energia superiores, seguida de su retorno al estado basal,
liberando energia en forma de luz a través de fendmenos de emision radiativa. Los fendmenos de
emision de fotones o procesos de desactivacion radiativos son: la fluorescencia, que es la
propiedad fotoluminiscente predominante en los AUNC, se da de nanosegundos a microsegundos
después de la excitacion. Por otra parte, se encuentra la fosforescencia, presenta una diferencia
importante respecto a la fluorescencia: la emision de luz ocurre con un retraso significativo después
de que cesa la excitacion, a menudo en el rango de milisegundos a horas. (Makarava et al., 2005).
La Figura 5 ilustra el diagrama de Jablonski el cual presenta los procesos de desactivacion

radiativos.
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Figura 5

Diagrama de Jablonski
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Nota: Fluorescencia: Tras la absorcion de energia, el electron vuelve desde el estado
excitado Si al estado basal Sp. Fosforescencia: en este caso el electron excitado en Si sufre un
cruce intersistema y se traslada a un estado triplete T1, desde alli vuelve al estado basal So
3.3 Sintesis de AUNC

La sintesis de AuNC puede ser llevada a cabo desde dos métodos: 1) métodos
descendentes (top-down) y I1) métodos ascendentes (bottom-up). Como se observa en la Figura
6. La sintesis descendente involucra principalmente métodos fisicos y se fundamenta en
fragmentar los materiales sélidos en proporciones mas pequefias. En este sentido, la trituracion
mecanica y la ablacion laser sobre una lamina metalica y la subsiguiente estabilizacion de las
nanoparticulas metalicas resultantes mediante la adicion de agentes protectores coloidales, es uno

de los ejemplos de este tipo de métodos.
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Figura 6

Rutas sintéticas para la obtencion de los AUNC
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Nota. A) Método descendente (top-down): se sintetizan grandes AuNPs y, posteriormente, se graban en
pequefios NCs utilizando una pequefia cantidad de solucién precursora o un exceso de ligando. B) Método ascendente
(bottom-up): Los NCs se sintetizan reduciendo los iones Au®* y el complejo del ligando utilizando un agente reductor

o calor. Tomado de (Cifuentes-Rius et al., 2021).

Los AuNC sintetizados por estos métodos, generalmente presentan un bajo rendimiento de

reaccién y requieren el uso de compuestos toxicos, lo cual esta lejos de ser ideal para aplicaciones

biomédicas (L. Zhang & Wang, 2014).

En el otro extremo se encuentran los métodos ascendentes (bottom-up), que es el mas

comun en la sintesis de NC. En esta ruta de sintesis, los iones de oro (Au®*) se reducen a 4&tomos

de Au®, luego, los AUNC contintian creciendo por procesos de nucleacion de los d&tomos de Au® ya



NANOCLUSTERS DE ORO BASADOS EN PEPTIDOS SINTETICOS 25

formados (W. Zhang et al., 2017). La sintesis por este enfoque involucra principalmente métodos
quimicos como la reduccion de metales, sintesis solvotermal, sintesis sol-gel, fotoreduccion de
iones metélicos, sintesis por micelas, agregacion coloidal, sintesis electroquimica, entre otros (B.
Zhang et al., 2021).
3.3.1 Sintesis de AUNC empleando biomoléculas

En la Figura 7 se observa la region del espectro visible en la cual los AUNC presentan
emision de fluorescencia segun el tipo de ligando. La seleccion de ligandos es crucial en este tipo
de sintesis, ya que no solo estabilizan los AUNC resultantes, sino que también influyen en su forma
y tamarfio (Yao et al., 2018). Algunos de los ligandos cominmente utilizados para la sintesis de
nanoclusters suelen incluir pequefias moléculas orgénicas, ADN, oligonucle6tidos, dendrimeros,
polimeros, tiolatos, proteinas y péptidos. Estos ultimos son empleados usualmente para producir
AUNC aptos para aplicaciones biomédicas (An et al., 2015). En particular, los compuestos tiolados
como el tripéptido GSH se utilizan como ligando estabilizador en la reduccién quimica de un
precursor de Au, generalmente el &cido cloroaurico (HAuUCI,4). La fuerte tendencia que tienen los
atomos de azufre a interactuar con el oro permite formar enlaces tipo Au-S altamente estables.
Los AuNC protegidos con moléculas tiol podria ajustarse de la region azul a la region NIR.
Desafortunadamente, estos AUNC protegidos con tiol presentan bajos rendimientos cuanticos y

raramente superan el 0.1% (Wu et al., 2011).
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Figura7

Métodos de sintesis de AUNC y el efecto de los ligandos en su fluorescencia
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Los agentes reductores comunmente empleados en el enfoque ascendente son: borohidruro
de sodio (NaBHg4), hidrato de hidrazina, tetrakis(hidroximetil)fosfonio (THPC), citrato o acido
ascorbico (Cao et al., 2020b). La seleccidn del agente reductor es fundamental ya que puede influir
en las propiedades, tamafio y forma de las nanoparticulas obtenidas, se debe evaluar la capacidad
del agente reductor seleccionado para reducir el precursor metalico y formar nanoparticulas de
manera eficiente, esto puede depender de la estructura y la capacidad de donacion de electrones
del agente reductor (S. Zhu et al., 2020).

A continuacion, se presenta una tabla con ventajas y desventajas de distintos agentes

reductores empleados en la sintesis de AUNC con biomoléculas como plantilla molecular:
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Tabla 1

Agentes reductores empleados en la sintesis de AUNC

Volumen o masa agente

Agente reductor Ventajas Desventajas reductor (para 150uL de
solucion) *
e Reduccion  suave y Debido a su facilidad
controlada, permite la de interaccién con
formaciéon de clusters otras moléculas
homogéneos. biologicas, podria
e Mantiene la estabilidad afectar la
Glutation (GSH) coloidal de.losAuN?.' fu’nc.ionalidad de los 20uL
e No es considerado toxico peptidos.
en pequefias cantidades. Podria ser dificil de
e Su biocompatibilidad lo purificar debido a su
hace ideal para polaridad y tendencia a
aplicaciones biomédicas. formar enlaces
disulfuro.
e Actua rapidamente, lo Su uso puede generar
que significa que la residuos toxicos
sintesis se puede llevar a perjudiciales para la
cabo en un periodo de salud.
tiempo corto. Puede ser dificil
e Altamente eficiente y controlar la cinética de
NaBH4 ampliamente utilizado en reaccion y la 0.75uL
la sintesis de AuNC para nucleacion de los
aplicaciones biomédicas. AuNC, lo que puede
dar lugar a una
distribucion de tamafio
mas amplia y menos
uniforme.
e Se adsorbe en Ia
superficie de los AuNC,
lo cual da estabilidad, Puede ser dificil de
dispersabilidad y ayuda a purificar debido a su
Acido prevenir la agregacion y tamafio y polaridad, lo
11- oxidacion de los cluster. que hace que se Img
mercaptoundecanoico e El carboxilo presente en adhiera mas fuerte a la
uno de sus extremos superficie de los
puede  favorecer la AuNC.
funcionalizacion de los
AuNC formados.
e Puede actuar como
agente estabilizante,
Acido ascérbico previniendo la Baja estabilidad a 3.75uL

agregacion de los AuNC
y limitando su tamaio.

largo plazo por posible
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e No es un reactivo toxico, oxidacion en presencia
lo que hace favorable su de oxigeno.
uso en aplicaciones e Puede ser dificil de
biomédicas. purificar debido a su
e Se adsorbe en la polaridad y posible
superficie de los AuNC y oxidacion.
forma una capa de
proteccion.

Nota. * Las cantidades son aproximaciones realizadas a partir de las relaciones volumétricas/masas
encontradas en articulos que emplean estos agentes reductores en el proceso de sintesis.

Por otra parte, se ha identificado que el pKa de los grupos ionizables que conforman el
ligando protector afecta en gran medida a la estructura y la actividad de los NC, lo que determina
el estado del compuesto en la solucion, por lo tanto, considerar la regulacion del pH del medio de
reaccion constituye otro aspecto esencial que debe analizarse en la sintesis de AUNC (T. Li et al.,
2023). Adicionalmente, es importante tener en cuenta otras variables en el proceso de sintesis
como son: la seleccion del solvente, agitacion constante, temperatura de reaccién y tiempo de
incubacién de la muestra. Teniendo en cuenta estos aspectos clave a la hora de realizar la sintesis
de los AuNC, es posible controlar el tamafio, la estructura, asi como las propiedades superficiales
y Opticas de los productos obtenidos (Z. Wang et al., 2020).

3.4 Aplicaciones de los AUNC

Dentro de las aplicaciones mas recientes y notorias de los nanoclusters de oro se encuentra:
el desarrollo de biosensores basados en fluorescencia, se han disefiado nanoestructuras de oro
fluorescentes para el censado de Hg?*, un contaminante ambiental altamente toxico, el cual puede
encontrarse en diferentes entornos biologicos, fuentes de agua y suelo, producto de las practicas
humanas, generando efectos perjudiciales sobre el cerebro, sistema nervioso y Organos por
acumulacién en los organismos vivos (X. H. Zhang et al., 2015). También se han reportado

investigaciones en torno a la deteccion y diagnostico temprano de enfermedades, atravesando el
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sensado de moléculas, microorganismos involucrados en dichas infecciones. El uso de los AUNC
en estas aplicaciones se basa principalmente en los cambios en la emision de fluorescencia, ya sea
apagamiento, intensificacion o desplazamiento de la sefial cuando estos sistemas interacttan con
el target de interés (N. Li et al., 2019). También se ha reportado el estudio del apagamiento de
fluorescencia homdéloga competitiva en el andlisis de proteinas (L. Zhang & Wang, 2014). Se han
obtenido resultados empleando AuNC como sondas fluorescentes de bioimagen, en estudios in
vitro e in vivo realizados sobre animales con el objetivo de detectar células cancerosas e
infecciones bacterianas (Le Guével et al., 2011). Dicha aplicacién se ha logrado observar debido
a que la sefal de emision de fluorescencia de los AUNC en organismos vivos puede distinguirse
espectralmente. Los AUNC como agentes antibacterianos podrian interactuar con las bacterias para
provocar un desequilibrio en el metabolismo celular bacteriano, lo que daria lugar a un aumento
de las especies reactivas del oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) intracelular y, por tanto,
mataria a las bacterias. Otras investigaciones descubrieron que cuanto mas negativamente cargadas
estan las AUNC, méas ROS producen, lo que permite una mayor eficacia en la eliminacion de
bacterias (Zi et al., 2021).
3.5 Técnicas de caracterizacion de los AUNC

Se han descrito varios métodos de caracterizacion para garantizar el éxito de la sintesis de
AUNC e investigar las caracteristicas Opticas, estructurales y electronicas que dependen en gran
medida del tamafio, la composicion y la via de sintesis. La mayoria de estos métodos son
espectrofotométricos, los cuales han permitido analizar y comprender las caracteristicas presentes

en las nanoestructuras sintetizadas (Halawa et al., 2018).
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A continuacion, se exponen los métodos de caracterizacion que permitieron estudiar la
composicion de los AUNC sintetizados en este proyecto de investigacion.
3.5.1 Espectroscopia UV-Vis

La espectroscopia UV-Vis es esencial en la caracterizacion de los AUNC ya que puede
brindar informacion sobre el tamafio de estas nanoestructuras mediante la interaccion de la luz
ultravioleta-visible con los NC. Las NP con tamafio entre 5.0 - 100 nm exhiben plasmones de
superficie, estos son oscilaciones colectivas de electrones en la superficie del material en respuesta
a la radiacion electromagnética generando bandas de absorcion en el espectro UV-Vis, que varian
segun el tamafio y la forma de las NP. La ausencia de una banda de plasmon superficial cerca de
los 540 nm, indica la presencia de particulas con tamafio inferior a 2.0 nm, lo cual esta relacionado
con la fluorescencia de los nanoclusters (Amendola et al., 2017).

3.5.2 Dispersion de la luz en modo dindmico (DLS)

La dispersion de la luz en modo dindmico (DLS) es una técnica Optica para analizar la
distribucion de tamafios de las nanoestructuras en suspension. Se basa en las fluctuaciones de la
intensidad de la luz dispersada por particulas en movimiento debido a la difusién browniana. Estas
fluctuaciones reflejan el tamafio de las particulas: particulas mas grandes generan fluctuaciones
mas lentas, mientras que las mas pequefias generan fluctuaciones mas rapidas (Lin et al., 2018).

Medir el tamafio de los AUNC es crucial para ajustar las condiciones de sintesis y entender
sus propiedades Opticas, se ha demostrado que AuNC con tamario inferior a los 2.0 nm pueden

tener propiedades de absorcion y emision de luz (Carro et al., 2021).
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3.5.3 Espectroscopia de fluorescencia

La espectroscopia de fluorescencia utiliza el fenémeno de la fluorescencia molecular para
analizar propiedades de moléculas y su entorno. Esta técnica estudia la absorcion y emision de luz
de las moléculas fluor6foras, brindando datos sobre su estructura, concentracion, interacciones y
dinamica. El proceso incluye: (1) absorcion de energia por la molécula, (I1) paso a un estado
excitado de electrones; (I111) relajacion no radiativa a estados de menor energia; (I1V) emision de
fluorescencia al volver al estado fundamental, y (V) registro del espectro de emision (Zhao et al.,
2021).
3.5.4 Espectroscopia infrarrojo

Cuando los AuNC estan ligados a biomoléculas u otros compuestos organicos, la
espectroscopia infrarroja puede ser una técnica Util para caracterizar estas interacciones y comparar
los espectros del ligando antes y después de la unién a los AUNC, es posible detectar cambios en
grupos funcionales y en las bandas de absorcion, lo que revela la naturaleza de estas interacciones
(H. Zhu et al., 2022).

4. Metodologia

4.1 Materiales y reactivos

Los reactivos empleados en este proyecto de investigacion fueron: acido tetraclorodurico
trihidratado (HAuCl4.3H20, 99.9%, Sigma-Aldrich), L-cisteina (CsH/NO.S, 97%, Sigma-
Aldrich), hidroxido de sodio (NaOH, Merck Millipore), acido ascorbico (CeHgOs, 99.0%, Sigma-
Aldrich), agua tipo I, Milli-Q, (Merck Millipore), péptidos sintéticos: Pep2854 (H2N-

HYSRTENMGTSNAC-COOH), Pep2855 (HaN-KTFLKICKRPYVPSEP-COOH), PepP17 (Ac-
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ATKKCGLWSILKGVGKI-NHz) y PepP22 (Ac-CTKKCGLWSILKGVGKI-NH;), agitador

orbital digital Thermo Scientific MaxQ 4450, camara ultravioleta UV — CM series - Spectroline.

4.2 Eleccion de variables influyentes en la sintesis de AUNC

Se reprodujo la sintesis de AUNC basados en los péptidos Pep2854 (H:2N-
HYSRTENMGTSNAC-COOH) y Pep2855 (HoN-KTFLKICKRPYVPSEP-COOH), en la cual se
emple6 como agente reductor borohidruro de sodio (NaBHa), propuesta en estudios previos del
grupo de investigacion LEAM (Prada, 2022). Para el presenta trabajo, se usaron estos dos péptidos
(Pep2854 y Pep2855) como un modelo comparativo respecto a una nueva ruta de sintesis propuesta
con variacion de pH de la reaccion, uso de &cido ascérbico como agente reductor con el fin de
evaluar su influencia en la formacion y estabilidad de AuNCs fluorescentes. Esto con el fin de
establecer una ruta de sintesis diferente a traves de la cual los sistemas de oro nanoestructurado
exhibieron fluorescencia, se seleccionaron las siguientes variables de acuerdo con lo reportado por
la literatura:
e pH(8.0y12.0)
e Temperatura de reaccion (40°C, 50°C, 60°C y 70°C)
e Agente reductor (Borohidruro de sodio y acido ascorbico)
4.2.1 Efecto del aumento del pH al medio de reaccién

Se estudid la capacidad del péptido para actuar como ligando y agente estabilizador sin
hacer uso de agentes reductores externos, Unicamente llevando la reaccion a pH alcalino,
empleando una solucion de NaOH (100 mM). Para todos los ensayos realizados, se mantuvo

constante la relacion molar de (1:3) entre los iones Au* y el Péptido, teniendo en cuenta que esta
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relacion molar se ha reportado en la literatura como la que favorece la sintesis de AUNC basado
en péptidos y proteinas (Wu et al., 2011).

En este sentido, el pH de las soluciones de péptidos (Pep2854 y Pep2855), fue ajustado por
adicién de una solucion de NaOH (100 mM) hasta alcanzar valores de 8.0 y 12.0. Seguidamente,
250ul de cada solucion de péptido (3.0 mM) fue adicionada a 250pL de HAUCI4 (1.0 mM) en un
tubo eppendorf. Las mezclas se sometieron a agitacion por ultrasonido durante 15 minutos a
temperatura ambiente, esto con el fin de homogenizar, prevenir la agregacion entre las moléculas
del péptido, asegurar una mayor disposicion espacial para la interaccion entre las cadenas laterales
del péptido y los iones Au®* en solucidn.

4.2.2 Efecto de la variacién de la temperatura de reaccion

Para evaluar el efecto de la temperatura, las mezclas a diferente pH sintetizadas en el item
anterior fueron calentadas a bafio de maria depositado sobre una placa de calentamiento, hasta
alcanzar temperaturas de 40°C, 50°C, 60°C y 70°C.

4.2.3 Efecto de la relacion volumétrica del acido ascérbico como agente reductor

Para este ensayo se mantuvo constante la relacion entre el péptido y los iones Au* y se
emplearon los péptidos modelo (Pep2854 y Pep2855). Se adicionaron 250pl de cada solucion del
péptido (3.0 mM) sobre 250ul de HAUCIs (1.0 mM) en tubo eppendorf. En experimentos en
paralelo, se evalud la relacion molar entre el acido ascorbico a una concentracion de 50 mM,
adicionando los volimenes correspondientes para satisfacer las relaciones molares de 1:30, 1:50 y
1:100, respecto al precursor de oro. Finalmente, las muestras se sometieron a agitacion en un

agitador orbital digital Thermo Scientific MaxQ 4450, durante 12 h a temperatura ambiente.
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4.3 Sintesis quimica de AUNC empleando dos péptidos nuevos

Una vez establecidas las condiciones de sintesis para los péptidos modelo, se emplearon
dos péptidos nuevos designados como PepP17 (Ac-ATKKCGLWSILKGVGKI-NH2) y PepP22
(Ac-CTKKCGLWSILKGVGKI-NH2), ambos péptidos con residuos de cisteina para mejorar la
interaccion de estas biomoléculas con los &tomos de Au una vez reducidos. Estos péptidos fueron
sintetizados por el Grupo de Investigacion en Bioquimica y Microbiologia (GIBIM), como parte
de un conjunto de péptidos antimicrobianos y fueron donados para este proyecto.

Para este ensayo, se mezclaron 250pl de cada péptido (3.0 mM) con 250l de HAuCI4 (1.0
mM). Las muestras se llevaron a agitacion por ultrasonido durante 15 minutos y posteriormente se
adicionaron 500 pL de &cido ascorbico 0.1mM. La muestra se llevé a agitacion constante durante
12 horas en un agitador orbital digital Thermo Scientific MaxQ 4450. Concluida la reaccion, las
muestras se conservaron en nevera a -4°C para su caracterizacion fisicoquimica.
4.4 Caracterizacion de los AUNC

La combinacion de multiples técnicas analiticas puede proporcionar informacion acerca de
la estructura y propiedades fisicoquimicas de los AUNC sintetizados, asi como predicciones acerca
de su comportamiento en aplicaciones biolégicas.
4.4.1 Anélisis del comportamiento plasmoénico por espectroscopia UV-Vis

Las mediciones se llevaron a cabo en un espectrofotdmetro UV-Vis Perkin EImer Modelo
UV-1800, usando dos microceldas de cuarzo con capacidad para 100uL y un paso optico de 0.1
cm. En las celdas se depositaron 100uL de analito (AuNC) y 100uL de blanco para determinar la

ausencia de la banda de plasmon superficial.
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4.4.2 Anédlisis del tamafio hidrodindmico por dispersion de la luz en modo dindmico (DLS)

Este anélisis se realizd empleando el equipo de Zetasizer Malvern NanoseriesZS90,
equipado con un laser Nd_YAG de 635 nm con un angulo de 90°. Se depositaron 100 pL de los
AUNC preparados sobre una celda de polipropileno con capacidad de 1.0 mL y se completo el
volumen restante con solvente, se recolect6 la dispersion a 90°. El anélisis se realizé por triplicado
para cada muestra, con el fin de obtener un tamafio promedio en cada caso.

4.4.3 Anélisis de las propiedades fluorescentes por espectroscopia de fluorescencia

Las medidas se realizaron en un espectrofluorimetro Marca Photon Technology
International (PTI) Modelo QM40 con lampara de Xenon y detector fotomultiplicador 814. Las
muestras de AUNC se depositaron en una microcelda de cuarzo de capacidad 250 uL, con un paso
optico de 1.0 mm. Los espectros fueron adquiridos en un tiempo de integracion de 1,0 nm-s™. Se
recolectaron espectros de emision usando diferentes longitudes de onda de excitacién en un rango
de 300 a 420 nm, a partir de los cuales se logré determinar la longitud de onda de méxima emision
4.4.3 Anélisis por espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR)

La caracterizacion por FT-IR se realiz6 Unicamente al sistema AuNC-PepP22, el cual
exhibi6 una mayor emision de fluorescencia. Este analisis se realizé usando un espectrofotometro
Thermo Scientific NICOLET iS50 F-IR equipado con una celda de ATR. El espectro fue adquirido
en un rango de 400 hasta 4000 cm™*, para AUNC-PepP22 y el péptido P22, con el fin de analizar y

comparar las variaciones en las bandas de absorcion de cada muestra.
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5. Resultados y discusion

5.1. Efecto de variables influyentes en la sintesis de AUNC

5.1.1 Efecto del aumento de pH al medio de reaccion

Algunas de las muestras preparadas en esta prueba preliminar sélo presentaron una leve

coloracion amarilla luego de finalizar el tiempo de agitacion (Figura 8), esta coloracion podria ser

debido a la sal de oro disuelta en el medio de reaccion y no a la formacion de nanoestructuras.

Figura 8

Prueba efecto de aumentar el pH al medio de reaccion

AuNC-Pep2854 AuNC-Pep2855
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Se tomaron los espectros UV-Vis de las cuatro muestras, en el espectro obtenido no se
evidencio la sefial representativa de la banda de plasmon superficial alrededor de los 520 nm,
(Figura 9), esto podria deberse a que no haya AuNC presentes en la muestra, teniendo en cuenta
que, en los reactivos de partida, el ligando cumple el rol también de agente reductor y es probable
que no tenga la capacidad por si solo de reducir los iones Au** y promover la formacion de
nanoestructuras.

Figura 9

Espectros UV-Vis prueba del efecto de aumentar el pH al medio de reaccion
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5.1.2 Efecto de la variacién de la temperatura de reaccion

El calentamiento puede acelerar el proceso de sintesis de AUNC, ya que puede mejorar la
solubilidad de los reactivos y productos de la mezcla, lo que facilita la interaccion entre la sal de
oro y los péptidos(Xiao et al., 2023). Luego de someter a calentamiento las muestras a pH 12.0
durante 2 horas, no se observaron cambios representativos en las muestras (Figura 10), la leve
coloracion amarilla en algunas de ellas se produjo unos minutos después de disponer la mezcla a
bafio de maria, posiblemente se deba a la disolucién de la sal de oro como efecto del calor.
Figura 10

AuNC obtenidos a pH 12.0 con variacion de temperatura

[—[ AuNC-Pep2854 [=— [ AuNC-Pep285s

Se tomaron los espectros UV-Vis para las mezclas de cada péptido sometidas a
calentamiento, no se observaron sefiales representativas de la formacion de nanoestructuras en

ninguno de ellos (Figura 11).
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Figura 11

Espectro UV-Vis AuUNC-Pep2854 y AUNC-Pep2855 a pH 12.0 con variacion de temperatura
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Se decidi6 retirar la variable temperatura de los ensayos, teniendo en cuenta que en los
resultados no se encontrd un efecto significativo y por el contrario esta variable podria ocasionar
una alteracion en la estructura y funcionalidad de los péptidos (X. Wang et al., 2018).

5.1.3 Efecto de la relacién volumétrica del &cido ascorbico como agente reductor

En el estudio del efecto del uso del agente reductor se observé un cambio en las muestras
correspondientes a AUNC-Pep2854 con relacion volumétrica de acido ascérbico 1:50 y 1:30, asi
como pequefias particulas moradas, probablemente son nanoestructuras mas grandes que se
sedimentaron por el aumento de tamafio e inestabilidad en la reaccion, las muestras de AuNC-

Pep2855 no presentaron coloracion (Figura 12).
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Figura 12

AuNC-Pep2854 y AUNC-Pep2855 con diferentes vollimenes de acido ascorbico a pH 12.0

\ AuNC-Pep2854 | AuNC-Pep2855

Se tomaron los espectros UV-Vis de las seis muestras, pero sélo se obtuvieron resultados
relevantes de la mezcla AuNC-Pep2854 relacion 1:30 de &cido ascorbico, se logro identificar en

el espectro de absorcion de esta muestra una banda en los 535 nm (Figura 13).
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Figura 13

Espectro UV-Vis AUNC-Pep2854 y AUNC-Pep2855con diferentes volumenes de acido ascorbico

apH12.0
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Nota: El espectro UV-Vis de la mezcla AUNC-Pep2854 con relacion volumétrica 1:30 de
acido ascorbico muestra una banda de plasmén superficial, las otras dos mezclas no presentan

sefal representativa.
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Este resultado se debe a la excitacion colectiva de los electrones libres en la superficie de
las nanoparticulas de oro cuando son iluminadas por la fuente de luz. Cuando el haz de luz incide
sobre las nanoestructuras, puede inducir la oscilacion colectiva de los electrones libres en la
superficie. Esta oscilacion colectiva, conocida como plasmén superficial, se produce a una
frecuencia especifica de la luz incidente y resulta en una fuerte absorcion de la luz en la region del
espectro UV-Vis. Esta absorcién da lugar a una banda de absorcién distintiva, conocida como la
banda de plasmén superficial caracteristica de las NPs de tamafios cercanos a los 5 nm. La
presencia de esta banda en el espectro UV-Vis es un resultado lejano a nuestro objetivo, ya que
deseamos obtener nanoestructuras de tamafios cercanos a los 2 nm (nanoclusters), cuando el

tamano de las nanoestructuras se reduce a este rango, los electrones en su superficie experimentan

un confinamiento espacial, lo que puede llevar a la formacion de niveles de energia discreto, esto
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significa que solo se permiten ciertos niveles de energia para los electrones. En este régimen de
tamario, los AUNC no muestran la banda de plasmén superficial, en su lugar, pueden exhibir
emision de fluorescencia.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la caracterizacion por UV-Vis, se
determing el tamafio hidrodinamico de las nanoestructuras por DLS para obtener mas informacion
de los AUNC obtenidos. Los resultados muestran una amplia gama de tamafios de particulas en las
mezclas, como muestra de que las mezclas son sistemas polidispersos con una variedad de tamarios
de particulas presentes. El resultado de la medicion en DLS para la muestra AuUNC-Pep2854 con
relacion molar 1:30 de acido ascorbico muestra tamafios cercanos a los 4 nm, este resultado se
puede relacionar con la banda SPR que se obtuvo en el espectro de absorcion, el cual coincide con

la presencia de nanoestructuras de este rango de tamafios en la muestra.
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Figura 14

Histogramas de AUNC-Pep2854 y AUNC-Pep2855 con diferentes volimenes de acido ascorbico

apH12.0
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AuNC-Pep2854 (1:100)

Size Distribution by Volume
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Nota: Histograma AuNC-Pep2854 con diferentes volimenes de acido ascorbico a pH 12.0
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Size Distribution by Volume
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Nota: Histograma AuNC-Pep2855 con diferentes volimenes de acido ascorbico a pH 12.0
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5.2 Sintesis quimica de AuNC

Luego de analizar los resultados obtenidos del efecto de las variables individuales en el
proceso de sintesis, se propusieron tres rutas de sintesis: la primer ruta de sintesis solo para evaluar
el efecto del &cido ascorbico como agente reductor, con una concentracion menor respecto a la
empleada previamente, la segunda ruta de sintesis se planteé con el mismo agente reductor, pero
Ilevando la solucion de péptido a pH alcalino adicionando NaOH; en la tercer ruta de sintesis se
realiz6 cambio del &cido ascorbico por borohidruro de sodio como agente reductor.
5.2.1 Sintesis quimica de AUNC empleando &cido ascorbico como agente reductor

Se compard el efecto del acido ascorbico respecto a la sintesis empleando borohidruro de
sodio, con el fin de determinar la facilidad para formar nanoclusters fluorescentes empleando
agentes reductores mas amigables y con menos toxicidad. Teniendo en cuenta el resultado de la
prueba preliminar de que una concentracién alta (30.0 mM) de 4&cido ascorbico respecto a la
concentracion del HAuCl4 (1.0 mM) promueve la formacién de NPs de oro de tamafios grandes,
se decidid reducir la concentracion de la solucion de acido ascorbico a 0.1 mM, ya que
posiblemente adicionar una cantidad mayor de agente reductor de menor concentracion respecto
al volumen de sal de oro, puede favorecer la interaccion entre los iones, conducir a una reduccion
controlada de los iones Au** y la subsecuente formacion de AuNCs. Al finalizar el proceso de

sintesis se observo coloracion amarilla de algunas de las muestras (Figura 15).
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Figura 15

Sintesis de AUNC empleando &cido ascArbico como agente reductor

AuNC-Pep2855
AuNC-PepP22

AuNC-PepP17 AuNC-Pep2854

Se realizo la caracterizacion de los AuNC sintetizados por espectroscopia UV-Vis, para
visualizar el comportamiento plasmonico de las nanoestructuras obtenidas, en el espectro no se

logra observar evidencia de alguna sefial o banda caracteristica SPR (Figura 16).
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Figura 16

Espectros UV-Vis de AuNC con &cido ascorbico como agente reductor
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Nota: AuNC sintetizados con cido ascdrbico como agente reductor

Para obtener mas informacion de los AuUNC sintetizados por esta ruta de sintesis, se realizé
el anlisis de tamafio hidrodinamico y se obtuvo el histograma para cada muestra Figura 17). La
distribucion de tamafios por volumen presenta los siguientes rangos: AuNC-Pep2854: 4,849 —
8,721 (d.nm), AuNC-Pep2855: 13,642 — 659,432 (d.nm); AUNC-PepP17: 24,36 — 531 (d.nm) y

AUNC-PepP22: 3,615 — 6,503 (d.nm). Ninguno de estos rangos de tamafio coincide con el tamafio
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esperado de AUNC que presenten la propiedad de emisién de fluorescencia, ya que son tamafios
fuera del rango que se estima para que estas nanoestructuras presenten emision de fluorescencia.
Figura 17

Histogramas de AuNC con 4cido ascorbico como agente reductor
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Size Distribution by Volume
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Nota: Distribucion de tamafios de AUNC sintetizados en presencia de &cido ascérbico como
agente reductor

Se realizd una prueba preliminar de emision de fluorescencia a los AUNC obtenidos,
empleando una cabina de visualizacién UV — CM series — Spectroline, equipada con una lampara
de fluorescencia de 365 nm, se observo cambio de color en las muestras AUNC-PepP17 y AuNC-
PepP22 (Figura 18), este resultado podria ser un indicio de que existen nanoestructuras en esas dos

muestras con la capacidad de emitir fluorescencia al ser irradiadas con una fuente de luz externa.
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Figura 18

Visualizacion de AUNC en camara UV

AuNC-Pepp17 [l AUNC-Pep2854 AuNC-Pep2855
AuNC-PepP22

T

Teniendo en cuenta la observacion de la aparente emision de fluorescencia luego de irradiar
las muestras con la lampara UV de la cabina, se decidié realizar otra prueba de visualizacion
preliminar de emisidn de fluorescencia con un apuntador laser de longitud de onda 400 nm. Como
resultado s6lo se observo emision de fluorescencia en la muestra AUNC-PepP22 (Figura 19). Estas
pruebas preliminares se usan como soporte en la caracterizacion de los AUNC obtenidos, con el
proposito de decantar cudles mezclas deberian ser analizadas por espectroscopia de fluorescencia,
es este caso se selecciono unicamente la mezcla AUNC-PepP22, tomando en cuenta los resultados
preliminares de visualizacion y decantando las muestras que no presentan un rango de tamafio

esperado de nanoestructuras que presenten la propiedad de emision de fluorescencia.
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Figura 19

AuNC-PepP22 fluorescente al irradiar con apuntador laser

AuNC-PepP22

5.2.2 Sintesis quimica de AUNC empleando acido ascérbico como agente reductor a pH 12.0

Revisando la literatura relacionada con sintesis de AuNC ligadas a biomoléculas, se
encontré una amplia cantidad de articulos bibliograficos que reportan la necesidad de llevar a cabo
la reaccion en medio alcalino, con el objetivo de favorecer la interaccion entre los iones Au®* y el

Azufre cargado negativamente presente en la cadena peptidica del ligando. Se decidi6 evaluar el



NANOCLUSTERS DE ORO BASADOS EN PEPTIDOS SINTETICOS 55

impacto de esta variable realizando una sintesis en medio alcalino. Luego del tiempo de
incubacidn, no se observaron cambios en la coloracion de las muestras (Figura 20).
Figura 20

Sintesis de AUNC con &cido ascdrbico a pH 12.0
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Se realizd la caracterizacion por espectroscopia UV-Vis de los AuNC obtenidos, los
resultados no son representaciones que confirmen la presencia de nanoestructuras en cada mezcla

(Figura 21).
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Figura 21

Espectro UV-Vis AuNC sintetizadas con &cido ascérbico a pH 12.0

AUNC-Pep2854
AuUNC-PepP17
—— AuUNC-Pep2855
AuNC-PepP22

1,0 -

Absorbancia

0,0 T T T T T T T 1
300 400 500 600 700

Longitud de onda (nm)

Nota: Espectro UV-Vis de AuNC sintetizadas con acido ascorbico a pH 12.0

Ademas, se obtuvo la distribucion de tamafio hidrodindmicos por DLS (Figura 22). El
rango de tamafos para las mezclas sintetizadas por esta ruta de sintesis dio un resultado con una
amplia variedad de tamafios de particulas presentes en las muestras, se obtuvieron tamafios por

encima de los 10 (d.nm) para tres muestras y alcanzé tamafios hasta de 6000 (d.nm) en el caso de
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AUNC-Pep2854 y AuUNC-Pep2855, la muestra AUNC-PepP22 tuvo un rango de tamafio menor, el

cudl fue de 7,531 — 13,541 (d.nm).

Figura 22

Histograma AuNC sintetizadas con &cido ascérbico a pH 12.0
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Nota: Distribucién de tamafios de AUNC sintetizados en presencia de acido ascérbico como
agente reductor a pH 12.0

Para estas muestras no se obtuvo ningun resultado preliminar en la visualizacion de emision
de fluorescencia empleando la cabina UV, se observa los tubos invariables en su color y sélo un

tubo eppendorf emite tras irradiar con la lampara (Figura 23).
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Figura 23

Visualizacion cabina UV de AuNC sintetizadas con &cido ascérbico a pH 12.0

% uNC-Pep2854 AuNC-PepP22
-Pep
AuNC-PepP17 . AuNC-Pep2855

De los resultados obtenidos por esta ruta de sintesis se evidencia que estas condiciones de
sintesis no favorecen la formacion de nanoestructuras, posiblemente para las secuencias peptidicas
estudiadas en este proyecto de investigacion, el medio alcalino no es favorable en el medio de
reaccion, es probable que el recubrimiento organico de los AUNC se desestabilice por pérdida o
alteracion de su estructura y se promueva el apagamiento, la pérdida de la estabilidad coloidal y
las propiedades dpticas de los AUNC. También se puede presentar una competencia por la
adsorcion, los OH" del hidroxido de sodio pueden competir con la cadena lateral peptidica por la
adsorcion en la superficie de las nanoparticulas, esto puede desplazar los ligandos, desestabilizar

los AUNC y modificar sus propiedades quimicas y Opticas.
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5.2.3 Sintesis quimica de AUNC empleando borohidruro de sodio como agente reductor

Se introdujo el agente reductor fuerte NaBH4 teniendo en cuenta que este agente reductor
en la mayoria de los reportes hallados en la literatura de sintesis de AUNC ligados a biomoléculas,
garantiza la formacion casi inmediata de estas nanoestructuras, que ademas cuentan con la
propiedad optica de emision de fluorescencia. Al finalizar el proceso de sintesis por esta tercera
ruta no se observaron cambios visuales en las muestras (Figura 24).
Figura 24

Sintesis de AUNC con borohidruro de sodio
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Se realizé la caracterizacion de los AuNC sintetizados con borohidruro de sodio, iniciando
con los espectros de absorcion por espectroscopia UV-Vis, estos espectros no presentaron sefiales

significativas (Figura 25).
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Figura 25

Espectros UV-Vis AuUNC sintetizados con borohidruro de sodio como agente reductor
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Nota: Espectros de emision AuNC sintetizados con borohidruro de sodio como agente
reductor

Continuando con la caracterizacion de las mezclas obtenidas, se determiné el rango de
tamafio hidrodinamico por DLS (Figura 26). El resultado del tamafio hidrodindmico de las
muestras sintetizadas empleando borohidruro de sodio como agente reductor, muestra un rango de

tamafos monodisperso respecto a las otras rutas de sintesis estudiadas. Se obtuvieron los siguientes
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rangos de tamafio para cada muestra: AuNC-Pep2854: 0,964 — 1,736 (d.nm), AuNC-Pep2855:
6,439 — 9,721 (d.nm); AuNC-PepP17: 57,841 — 295,3 (d.nm) y AuNC-PepP22: 2,696 — 3,615
(d.nm). El rango de tamafios obtenidos por esta ruta de sintesis para AUNC-Pep2854, valida el
resultado que se obtuvo segun la revision bibliogréfica de AUNC fluorescentes, ademas en este
caso AuUNC-PepP22 también presenta un rango de tamafios que se encuentra dentro del esperado

para nanoestructuras con emision de fluorescencia.

Figura 26

Histogramas AuNC sintetizados con borohidruro de sodio como agente reductor

Size Distribution by Volume

AuNC-Pep2854
40

30

20

Volume (Percent)

10

1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)
Size Distribution by Volume AuNC-PepPl7

25

20

15

10

Volume (Percent)

1 10 100 1000 10000

Size (d.nm)



NANOCLUSTERS DE ORO BASADOS EN PEPTIDOS SINTETICOS 63

Size Distribution by Volume AuNC-Pep2855
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Nota: Histograma de AuNC sintetizados con borohidruro de sodio como agente reductor

. La posible ausencia de AuNC en las muestras sintetizadas por esta ruta de sintesis puede
ser a causa de que a pesar de que el NaBHa es un agente reductor fuerte que promueve rapidamente
la reduccidén del precursor de oro y la posterior formacion de AuNC, presenta una cinética de
reaccion dificil de predecir y controlar debido a su alto poder de reactividad, esta caracteristica
también puede afectar la nucleacion de los clusters, lo que puede dar lugar a una distribucion de
tamafo y forma de particula mas amplia y menos uniforme, esta polidispersidad en el rango de
tamafos no es favorable para que el sistema presente la propiedad dptica de emision de
fluorescencia, ya que una distribucion amplia de tamafios de particula puede dar lugar a una

fluorescencia mas variable y/o apagamiento debido a los choques intermoleculares.



NANOCLUSTERS DE ORO BASADOS EN PEPTIDOS SINTETICOS 64

5.3 Andlisis de las propiedades fotoluminiscentes por espectroscopia de fluorescencia

Retomando el anélisis de los resultados obtenidos en la prueba de caracterizacién por DLS,
el rango de tamafio hidrodindmico de los AuNC-PepP22 obtenidos en la sintesis con acido
ascorbico como agente reductor, se encuentra entre 3,615 y 6,503 (d.nm), estos tamafios estan un
poco alejados al tamafio promedio de sistemas que presentan la propiedad Optica de emision de
fluorescencia, sin embargo, el resultado de visualizacion preliminar irradiando con un fuente de
luz es un indicio de la posible emisién de los AUNC, es por esto que se decidio realizar el analisis
de emision de fluorescencia Unicamente de las muestras AUNC-PepP22 que se obtuvieron por cada
ruta de sintesis.

Se inicié con un barrido de emision de fluorescencia para la muestra AUNC-PepP22
sintetizada con &cido ascorbico como agente reductor, en un rango de longitud de onda de
excitacion desde los 370 a 420 nm, como resultado, para la longitud de onda de excitacion de 400
nm se obtuvo la banda de emision con mayor intensidad de fluorescencia en los 474 nm, esta
longitud de onda, segun el espectro visible se encuentra casi al final del rango del color azul e
inicio del color verde, se podria estimar la correspondencia a un color verde aguamarina en la
emision de fluorescencia de los AUNC-PepP22, resultado que coincide con el color que se observd

en las pruebas preliminares con la fuente externa de luz UV (Figura 27).
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Figura 27
Espectro de emision de fluorescencia de AUNC-PepP22 sintetizados con acido ascorbico como

agente reductor
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La inconsistencia entre el tamafio hidrodindmico de los AUNC-PepP22 sintetizados con
acido ascarbico y su amplia emision de fluorescencia, conducen a evaluar la posibilidad de que el
péptido empleado como plantilla molecular cuente con la propiedad inherente de emision de
fluorescencia, por lo tanto, se prepar6 una solucion Blanco del péptido PepP22 bajo las mismas
condiciones establecidas para cada sintesis, y se tomo el espectro de emision del péptido en el
rango de longitud de onda de excitacion de 340 — 410 nm. Ademas, se tomo el espectro de emision

de fluorescencia de la muestra AUNC-PepP22 sintetizada con borohidruro de sodio, en el rango de
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longitud de onda de excitacion de 330 — 410 nm, y la muestra AUNC-PepP22 sintetizada con &cido
ascorbico a pH 12.0, en el rango de longitud de onda de excitacién de 300 — 410 nm (Figura 28).

Figura 28

Espectros de emisidn de fluorescencia de AUNC-PepP22 por tres rutas de sintesis y espectro del

Péptido PepP22
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Nota: Espectros de emision de fluorescencia de: 1) Péptido PepP22, 11) AUNC-PepP22 sintetizados
con &cido ascérbico a pH 12.0 y 111) AUNC-PepP22 sintetizados con borohidruro de sodio

Los resultados obtenidos en el barrido de emision de fluorescencia del péptido validan la
emision inherente de esta estructura péptidica. Los aminoacidos fluorescentes, son aquellos
aminoacidos que exhiben propiedades fluorescentes intrinsecas, lo que significa que pueden emitir
luz fluorescente cuando se excitan con una fuente de energia apropiadad, como la luz ultravioleta
o la luz visible. Los principales aminoacidos fluorescentes son: Tript6fano (W): el tript6fano es el
aminoacido mas fluorescente de los aminoacidos protéicos naturales. Su grupo indol tiene una alta
capacidad de emision de fluorescencia cuando se excita con luz UV, con un maximo de emision
alrededor de los 350-355 nm. Tirosina (Y): la tirosina también puede exhibir fluorescencia, aunque
con menor intensidad respecto al triptéfano. Su grupo fenol puede emitir luz fluorescente en el

rango de los 275-300 nm cuando es excitado con una fuente de luz UV. Fenilalanina (F): puede
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presentar emision de fluorescencia en menor medida que los otros dos aminoacidos, sin embargo
su presencia podria contribuir a la fluorescencia total del péptido (Maity, 2020).

Recordando la estructura del péptido PepP22: Ac-CTKKCGLWSILKGVGKI-NH,
observamos que contiene en su cadena lateral uno de los tres y el mas eficiente de los aminoacidos
que presentan propiedades fluorescentes intrinsecas, es decir, el Triptéfano (W). Es posible que
este péptido presente la propiedad de emision de fluorescencia debido a la presencia de este
aminoacido. Sin embargo, la intensidad y las caracteristicas de la fluorescencia pueden variar
dependiendo del entorno y las condiciones experimentales. A grandes rasgos, se observa como la
intensidad en la emision de fluorescencia decrece de forma notoria a medida que aumenta la
longitud de onda de excitacion para el blanco y las muestras sintetizadas por la ruta con &cido
ascorbico a pH 12.0 y sintesis con borohidruro de sodio, ademés presenta un desplazamiento
espectral a la derecha, en el caso de las muestras sintetizadas este desplazamiento puede ser debido
a que la molécula fluorescente forme complejos con otras moléculas presentes en la muestra y
alterar su comportamiento de emision, en el caso del péptido, se podria producir este
desplazamiento a causa de efectos de solvatacion, la solvatacion del péptido por el solvente puede
influir en su estructura y conformacion, lo que a su vez puede afectar la energia de emision de
fluorescencia. Si el solvente proporciona un ambiente que estabiliza ciertas conformaciones del
péptido que tienen una energia de emision mas baja, esto puede resultar en un desplazamiento
hacia longitudes de onda mas largas en el espectro de emision (Zanetti-Polzi et al., 2022). Por otra
parte, en la sintesis con acido ascorbico se observd pero un decaimiento lento de la banda de

emision, pierde poca intensidad a medida que se aumenta la longitud de onda de excitacion.
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Se realiz6 una revision bibliogréfica acerca de AUNC ligados a biomoléculas que contienen
cisteina en su estructura, presentan emision de fluorescencia en el verde y son empleados como
sondas fluorescentes en la deteccion de iones metélicos (Zhao et al., 2021) y otras moléculas que
representan riesgo bioldgico (Y. Li et al., 2020; ). Como resultado en estas investigaciones se
encontro que el maximo de emision de fluorescencia se presenta alrededor de los 500 nm, con una
longitud de onda de excitacion de ~ 370 nm.

Teniendo en cuenta este parametro hallado en la revision, se realiz6 la comparacion entre
la emisidn de fluorescencia de las tres rutas de sintesis y el péptido PepP22, en el rango de longitud

de onda de excitacion que va de 370 — 410 nm (Figura 29).
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Figura 29
Comparacion emision de fluorescencia de AUNC-PepP22 por tres rutas de sintesis y Péptido
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A partir de las gréaficas de comparacion de emision de fluorescencia podemos observar como las
rutas de sintesis a pH 12.0 y con borohidruro de sodio, asi como el péptido, presentan un
corrimiento al azul a medida que aumenta la longitud de onda. En el caso de la sintesis a pH 12.0,
se puede presentar el corrimiento debido a que cambios drasticos en el pH del sistema afectan el
estado de carga del cromdéforo e influenciar la fluorescencia (Zanetti-Polzi et al., 2022), ya que
puede afectar la extension de la conjugacion o aromaticidad del compuesto, es decir, puede alterar
la alternancia de enlaces simples y dobles (o resonancia) dentro de la estructura molecular, lo que
da como resultado una distribucion de electrones a lo largo de toda la molécula. Cuando una
molécula tiene una extension de la conjugacion significativa, los electrones se pueden deslocalizar

a través de varios enlaces conjugados, lo que aumenta la estabilidad de la molécula y su capacidad
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para absorber y emitir luz en el caso de compuestos arométicos (Zhuang et al., 2020), en este caso
nos referimos al Triptéfano que es el compuesto aromético presente en la cadena peptidica y
presenta la propiedad de emision de fluorescencia. En la sintesis con borohidruro de sodio, el
resultado del desplazamiento en la emision de fluorescencia podria ser debido a las interacciones
moleculares, ya que la interaccion entre moléculas presentes en el medio de reaccion pueden
afectar la emision del AuNC debido a modificaciones en su estructura, estas interacciones pueden
provocar cambios en la energia de excitacion y por lo tanto, la longitud de onda de la fluorescencia
emitida. Por otra parte, la ruta de sintesis con acido ascorbico presenta un comportamiento estable
con cada longitud de onda de excitacion.

La comparacion de los resultados de la sintesis de AUNC con &cido ascdrbico y borohidruro
de sodio, muestran que para el péptido PepP22 la ruta de sintesis con acido ascorbico proporciona
nanoestructuras que presentan la propiedad de emision de fluorescencia estable e intensa, mientras
que la sintesis con borohidruro de sodio para esta secuencia peptidica resulta en nanoestructuras

inestables y con baja emision de fluorescencia.

5.4 Andlisis de las interacciones del ligando enlazado a los AUNC por espectroscopia
infrarrojo (FT-IR)

Con el objetivo de obtener informacion acerca de las interacciones del ligando enlazado a
los AuUNC, se realizaron mediciones de espectroscopia infrarrojo con transformada de Fourier (FT-

IR) (Figura 30).
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Figura 30

Espectros IR PepP22 y AUNC-PepP22
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Con esta prueba de caracterizacion se deseaba observar el corrimiento en los nimeros de
onda del espectro infrarrojo del AUNC-PepP22 respecto al espectro infrarrojo del Péptido PepP22,
debido a los distintos tipos de vibraciones entre el C 'y O, como el correspondiente a la vibracion
de estiramiento C = O en el rango de 1600 — 1700 cm™ y la vibracion de estiramiento simétrica —
COO - alrededor de los 3400 cm™, asi como la vibracion de estiramiento C-H en los 2700 cm™,

igualmente se esperaba confirmar la oxidacion del tiol en la sintesis de AUNC, con la desaparicion
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de la sefial atribuida a la vibracion del enlace S — H alrededor de los 2550 cm™, debido a la
formacion del enlace covalente estable tras la formacién de AUNC y la unién del péptido a la
superficie de los AUNC. Sin embargo, se obtuvo como resultado para esta prueba dos espectros
sin corrimiento en nimero de onda, posiblemente se deba a que el enlace entre el péptido y el oro
no causé cambios significativos en la estructura molecular del péptido. Si el enlace no afecta la
posicion de los grupos funcionales en el péptido, entonces no se observaran cambios en el espectro
IR.

6. Conclusiones

El estudio de variables influyentes en la sintesis de AUNC, condujo a descartar y establecer
pardmetros y reactivos que facilitaran la basqueda de una ruta de sintesis éptima, que favoreciera
la nucleacion del Au y el crecimiento de los AuNC. El analisis de las tres rutas de sintesis
propuestas a través de las pruebas de caracterizacion permitio conocer las mejores condiciones de
sintesis de AUNC que presentaran la propiedad éptica de emisién de fluorescencia.

Los AuNC sintetizados con el péptido PepP22 presentaron tamafio inferior a los 5.0 nm y
emision de fluorescencia como resultado de un estudio cualitativo, en contraste con los AUNC
sintetizados con los otros tres péptidos, esto llevé a descartar la evaluacion de emision de
fluorescencia de los AUNC sintetizados con dichos péptidos y realizar inicamente el estudio con
AUNC-PepP22.

La caracterizacion mediante la técnica de emision de fluorescencia permitio identificar la
emision inherente del péptido PepP22, y comparar su emision de fluorescencia respecto a los

AUNC que emplean este péptido como ligando, sintetizados por las tres rutas propuestas. El
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resultado a destacar de la emision de fluorescencia de los AUNC-PepP22 respecto al péptido
PepP22, es el obtenido mediante la sintesis empleando &cido ascorbico como agente reductor, ya
que las nanoestructuras sintetizadas bajo estas condiciones presentan una intensidad de
fluorescencia y un maximo de emision en los 474 nm, para una longitud de onda de maxima
excitacion de 400 nm. Estas nanoestructuras fluorescentes podrian tener aplicaciones como sondas
fluorescentes aplicadas en la biomedicina para visualizar, detectar y cuantificar diversas moléculas

y procesos biol6gicos.

7. Recomendaciones

Se recomienda partir de un disefio experimental computacional, la simulacion por
ordenador y el modelado matemaético para planificar y optimizar experimentos, puede permitir
explorar virtualmente un amplio espacio de disefio, evaluar multiples variables, condiciones
experimentales y predecir el rendimiento o comportamiento de un sistema antes de realizar
experimentos en laboratorio. La herramienta del disefio computacional complementa los enfoques
experimentales tradicionales, permitiendo realizar investigaciones mas eficientes, econémicas y

seguras.
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