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Resumen

Nanoestructuras nicleo-coraza de SiO,@Au fueron sintetizadas, asi como
su conjugacion con la proteina Sambucus nigra. Se llevé a cabo la sintesis de na-
noesferas de dioxido de silicio (SiO,) y sobre estas se realiz6 el crecimiento de
una nanocoraza de oro. Bandas de absorcion localizadas en la regién infrarrojo
cercano fueron registradas mediante espectroscopia UV-Vis en muestras conte-
niendo nanoparticulas de SiO,@Au. Micrograffas TEM revelaron la formacion
y tamano promedio de las esferas de SiO,, ademas un espesor de coraza metalica
de = 14 nm. Los picos de difraccion de rayos X revelaron la fase policristalina de
la coraza metalica. Mediante la técnica de lente térmica en modo desacoplado, se
obtuvo un incremento en valores de difusividad térmica a medida que se com-
pletd la cubierta metalica sobre las esferas dieléctricas. Por otro lado, la proteina
Sambucus nigra fue elegida para la conjugacioén con nanocorazas de oro debido a
que es ampliamente utilizada en la deteccién de biomarcadores de cancer cervi-
couterino. Espectros FTIR de nanocorazas conjugadas revelaron la presencia de
bandas amidas I y II atribuido a la presencia de moléculas proteicas en nanoes-
tructuras de SiO_ @Au. Un cambio en la morfologia de nanocorazas conjugadas
fue observado por microscopia TEM.

Palabras clave: Nanoparticulas de SiO (@Au, difusividad térmica y Sabucns nigra.
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1. Introduccion

El cancer se ha mantenido como la segunda o tercera causa principal de muerte
en la poblaciéon mexicana, el cancer de cuello uterino es el segundo cancer comuin
en las mujeres mexicanas [1]. Esta enfermedad se debe a varios factores, incluida
una infecciéon por virus del papiloma VPH de los tipos 16 y 18, que contribuye
al 97 % de todos los casos [2]. Actualmente, la citologia se ha implementado
como técnica de cribado en paises del tercer mundo, pero el cribado citolégico
no tiene una alta sensibilidad y especificidad en el cambio celular temprano en la
progresion de la enfermedad [3]. Para la deteccion temprana y terapia adecuada
de la enfermedad se ha sugerido el uso de biomarcadores de cancer. Un biomar-
cador se defi e como un cambio celular y/o molecular debido a la presencia de
agentes extrafios. Los carbohidratos se sobreexpresan en las células de cancer de
cuello uterino y son indicativos de cambios celulares anormales, por ejemplo, el
acido N-acetilneuraminico, a-2,3 y NeuAc a-2,6 que se caracteriza por estimular
el proceso de metastasis [4, 5], y su deteccion es fundamental antes de desarrollar
la enfermedad cancerosa.

Por otro lado, Sambucus nigra es una proteina del género lectina, la proteina
reconoce el antigeno STn (NeuAc- @2,6-GalNAc- « 1-O-Ser / Thr) que es un
biomarcador sobreexpresado en cancer [0, 7]. Es una lectina extraida de la corte-
za del sauco del mismo nombre, con peso molecular de 63 kDa, es una proteina
dimera y cada monémero cuenta con dos dominios, el dominio I (1-129 ami-
noacidos) y dominio II (130-257 aminoacidos) [6, 7]. En 1999 se informé que la
lectina ha aglutinado eficaz ente tejidos con displasia de grado bajo y medio, lo
que ayuda a distinguir células sanas y cancerigenas [6]. Por lo tanto, la especifi-
cidad para reconocer las células tumorales es una ventaja importante para usar y
construir biosensores.

Un biosensor es un dispositivo analitico compuesto por un componente bio-
légico e inorganico que proporciona informacion cualitativa y cuantitativa en
respuesta a cualquier cambio en el entorno circundante [8], actualmente como
transductor inorganico se utilizan nanoparticulas metalicas. Las nanoparticulas
de oro (AuNPs) poseen una propiedad optica denominada resonancia plasminica
superficial localizada 6 1.SPR por sus siglas en inglés. I.a LSPR se define como osci-
laciones colectivas de electrones de conduccién en la interface metal/dieléctrico
debido a la excitacion resonante por fotones incidentes [9]. Cuando se aplica un
campo electromagnético externo se produce un exceso de carga sobre la super-
ficie de la nanoparticula debido al desplazamiento de los electrones de su estado
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de equilibrio, el movimiento es amortiguado por los nucleos atémicos y por la
superficie de la nanoparticula, siendo asi que el sistema se comporta como un
oscilador amortiguado y caracterizado por una frecuencia de resonancia encon-
trandose en la region visible [10]. La posicién de la LSPR depende del tamafio, la
forma y la unién de la molécula circundante [11].

Las nanocorazas de oro (SiO,@Au) han sido objeto de gran interés cienti-
fico porque tienen propiedades especiales que estan ausentes en la fase de vo-
lumen. Las estructuras de SiO_ @Au son materiales compuestos por una capa
delgada de Au depositada sobre esferas de SiO, [12, 13], y tienen un SPR ubi-
cado en la longitud de onda del infrarrojo cercano [11]. Esta propiedad 6ptica
proporciona ventajas en aplicaciones biomédicas porque el agua y la hemog-
lobina tienen una absorcién minima [14], lo que permite la construcciéon de
biosensores opticos.

La superficie quimica de nanocorazas de oro necesita adaptarse para aplicacio-
nes especifica [15]. En la actualidad, las estrategias de conjugacién de molécu-
las-nanoparticulas de oro incluyen la interacciéon hidréfoba, i6nica, la quimisor-
cion y el uso de agentes de enlace [16]. Wang et al. [17] estudiaron la interaccion
de unién entre nanoparticulas de Au y proteinas de papaina mediante espec-
troscopia de fluorescencia. Se informo la formacion de puentes de hidrégeno y
la interaccién de Van der Waals entre nanoparticulas de oro esféricas (~ 4 nm).
Ademas, la lectina Ricinus communis aglutinina (RCA) y nanoparticulas de oro
(~ 13 nm) se unieron utilizando la técnica de estreptividina-biotina, mediante
espectroscopia de fluoresce cia se determinaron aproximadamente 12 proteinas
conjugadas con cada nanoparticula de oro [18]. Se conjugaron nanoesferas de
oro de 10 nm de tamafio con proteinas anti-E. co/i. Las estructuras metalicas
se funcionalizaron superfic almente con grupos carboxilo (-COOH) y el anti-
cuerpo se unié covalentemente con un grupo amino. Mediante espectroscopia
de fotoelectrones de rayos X (XPS), se observé un pico a 398 eV relacionado
con el nitrégeno de la proteina, concluyendo la correcta funcionalizacién de las
nanoparticulas de oro [19]. Vale la pena mencionar que, el método de monocapa
autoensamblado (SAM) es ampliamente utilizado porque es posible proporcio-
nar una capa con grupos funcionales para unir de manera homogénea moléculas
como proteinas [20].

Bertok y colaboradores utilizaron alcanetioles como 4cido mercaptoundeca-
noico (MUA) mezclado con mercaptohexanol (MCH) para unir lectina SNA para
la construccion de biosensores electroquimicos [20]. Silva et al. [21] llevaron a
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cabo la construccion de un biosensor electroquimico. Basicamente, se funciona-
liz6 un electrodo de oro con acido 16-mercaptohexadecanoico con grupos car-
boxilo terminales. Como paso final, se uni6 S. #igra a la superficie del electrodo
utilizando la ruta de carbodiimida. En el presente trabajo se reporta la biocon-
jugacion de nanoestructuras de SiO,@Au con Sambucus nigra para obtener un
biosensor optico-térmico. Se reporta la formacion de nanoparticulas esféricas de
SiO, que sirvieron como plantillas para la sintesis de nanocorazas de oro, ademas
se informa sobre la unién de las nanocorazas de oro y proteina.

2. Metodologia

2.1. Sintesis de esferas de SiOZ.

El método Stober fue utilizado para sintetizar nanoparticulas de didéxido de
silicio (Si0,) con algunas modificacion s. El método involucra la hidrolisis y con-
densacion del TEOS bajo condiciones alcalinas en presencia de alcohol [22]. En
este trabajo de investigacion, se utiliz6 al hidréxido amonio (NH,OH, de 28-
30 % como NH,) como sistema catalizador, al TEOS como precursor molecular
de SiO, y manteniendo el mismo contenido de agua. En la Tabla 1, se presentan
las condiciones de concentracion de los precursores moleculares utilizados.

Tabla 1. Concentraciones molares de precursores de esferas de SiO.,.

Muestra NH, mol/1 H,0 mol/I TEOS mol/]
St 1,60 5.9 0,037
S2 0,98 5,9 0,037
S3 0,49 5,9 0,037

2.2. Sintesis de nanoestructuras de SiO @Au

El crecimiento de la nanocorazas metalicas sobre plantillas de SiO, se reali-
z6 utilizando el método denominado de un solo paso (One-step method) [13]
con ligeras modificacione . El método involucré la amino-funcionalizacion de
esferas de dioxido de silicio. La funcionalizacion se realizé utilizando el 3-ami-
nopropiltrietoxisilano (APTES) que provee de grupos silano y amino (NH,) en
cada extremo. Las estructuras de SiO —NH, se mezclaron con una solucién de hi-
dréxido de oro (Au (OH)™) conteniendo hidréxido de sodio (0.1 mol/I) y acido
clorodurico (6.35 mmol/l). La mezcla fue calentada a 70 °C y puesta en agitacion
durante 30 minutos. Asi se originé la solucién semilla (SiO,~AuOH,) que se
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define como nanoesferas de dioxido de silicio decoradas con nanoparticulas de

hidroxido de oro.

Por otro lado, se prepar6 una solucion de hidroxido de oro [Au(OH) | afiejada
y formada por 1.5 ml de una solucién de 4cido clorodurico (a 25 mmol/l) y 60
mg de carbonato de potasio, la solucion se dejo en agitacion por toda la noche
a temperatura ambiente. A esta solucion se le denomino K-oro. Diferentes rela-
ciones volumétricas de solucion semilla y K-oro fueron mezclados (1:1, 1:3, 1:5,
1:7, 1:9, 1:20 y 1:50) manteniendo constante el volumen de 7.5 ml de K-oro. 0.75
ml de una solucién fresca de borohidruro de sodio (6.6 mmol/1) y 0.375 ml de
citrato de sodio (10 mmol/I) fueron adicionados. La reaccion se dejé en agitacion
durante 30 minutos para obtener las nanoestructuras de SiO,(@Au. Las muestras
fueron lavadas y centrifugadas. Las nanoestructuras de SiO,(@Au asf preparadas

fueron recuperadas en 1 ml de agua desionizada.
2.3. Funcionalizacién nanoestructuras de SiO,@Au

En este trabajo, se insertaron grupos carboxilo en la superficie de las na-
nocorazas de oro, mediante la estrategia de monocapas de autoensamble [20].
Para la funcionalizacién de nanocorazas de oro se uso6 el acido mercaptoun-
decanoico (MUA, por sus siglas en inglés) que es un agente enlazante comun-
mente utilizado, debido a que en su estructura quimica posee grupos sulfidrilos
(-SH) y carboxilos terminal (-COOH). Esta bien documentado que grupos
—SH poseen una alta afinidad de adsorcion a la superficie de nanoparticulas de
oro. También es necesario el mercapto-hexanol (MCH) ya que contiene grupos
hidroxilo (-OH) terminal que ayuda a estabilizar y distribuir de manera homo-

génea los carboxilos.

En 40 ml de etanol 0.5 mg de nanocorazas fueron mezclados con diferentes
concentraciones de MUA-MCH desde 5, 15, 25 hasta 50 mg, obteniendo rela-
ciones 1:10, 1:30, 1:50 y 1:100 respectivamente. La reaccion se dejo agitar vigo-
rosamente por 1.5 h a temperatura ambiente. La suspension coloidal fue lavada
mediante centrifugacion y enjuagada con una solucién de PBS al menos 5 veces.
El pellet fue recuperado y secado a 30 °C para obtener polvos de nanocorazas de
oro funcionalizadas SiO,@Au-COOH.
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2.4. Conjugacion de nanoestructuras de SiO @Au con Sambucus nigra

Los grupos carboxilos pueden reaccionar con aminas primarias (-NH,)) por
medio de una reaccién de condensacion que conduce a la formacion de enlaces
amida [16]. Para cumplir lo anterior, se hace uso de una soluciéon de clorhidra-
to 1-etil-3-(3-dimetilamino) propil carbodiimida (EDC) que induce la reactivi-
dad del grupo carboxilo que reacciona con aminas primarias, en presencia de
N-hidroxi-succinimida (NHs) [23].

1 mg de nanocorazas funcionalizadas SiO,@Au-COOH fueron mezcladas
con 600 pl de una solucion EDC/NHS (a 60 mM y 15 mM respectivamente),
la solucion se dejo agitar a 300 rpm por 30 minutos. La solucion fue lavada me-
diante centrifugaciéon (8000 rpm) al menos 5 veces. El precipitado fue disuelto
en 4 ml de PBS y se agregd 50 pg de lectina Sambucus nigra, la solucion se dejo
en agitacion a temperatura ambiente por 3 h y se lavo por centrifugacion, para
eliminar la proteina no unida a las nanocorazas de oro. Antes de caracterizar las
muestras las soluciones coloidales fueron centrifugadas por al menos 5 minutos.

2.5. Caracterizacion

La caracterizacion de la formacién de nanoestructuras y conjugados de
SiO,@Au se realiz6 mediante técnicas espectroscopicas y microscopicas: para
la caracterizacién por microscopia electronica de barrido (SEM/EDS, modelo
JEOL JSM IT300 con espectroscopia de rayos X de dispersion de energia) se
depositaron las muestras en el portamuestras de aluminio. Espectroscopia UV-
Vis (espectrofotometro Genesys 10S, Thermo cientific) las medidas se realizaron
en muestras dispersas en agua. La microscopia electrénica de transmision (TEM,
modelo JEOL JEM 1010) para TEM se deposité cada una de las muestras coloi-
dales sobre una rejilla de cobre (cubierta con una pelicula FORMVAR) hasta que
el disolvente se evapord a temperatura ambiente. Se usoé el difractémetro Rigaku
Smartlab en la configuraciéon Bragg-Brentano para las mediciones de difraccion
de rayos X (XRD), las muestras se analizaron en polvo usando la radiaciéon CuKa
(. = 1.5418 A), el difractémetro se hizo funcionar a una velocidad de escanco
de 0.02°/s en un rango de 20 de 10-90°. Se tomaron espectros infrarrojos por
triplicado en un rango de 400-4000 cm™ con una resolucion de 4 cm™ en un es-
pectrofotometro Alpha, Bruker mediante la técnica de reflectancia total atenuada
(ATR), las muestras se disolvieron en agua desionizada y/o PBS basado en el
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solvente. Los espectros de dicroismo circular (DC) se registraron en un espec-
tropolarimetro Jasco J-600 (190-250 nm) a 25 °C, las muestras se depositaron en
una celda de cuarzo rectangular con una trayectoria de 1 mm. Los datos fueron

expresados en términos de elipticidad molar (6) grados.cm®.dmol™.

2.6. Espectroscopia de Lente Térmica

Entre las técnicas fototérmicas de caracterizacion, altamente sensibles que
proporcionan de una manera cuantitativa, informacioén de las propiedades 6p-
ticas y térmicas de una muestra es la espectroscopia de lente térmica o lente
térmica (TL) que mide la variacién del indice de refraccion y la difusividad
térmica. El procedimiento experimental para determinar la difusividad térmica,
involucra la incidencia de un laser de excitacién con perfil gaussiano TEM |
sobre la muestra causando la absorcién de energfa y su transformacion en ca-
lor por un proceso no-radiativo. En este caso, un gradiente de temperatura
transversal es establecido, y debido al coeficiente de temperatura del indice de
refraccion, dn/dT, se crea un elemento similar a la lente 6ptica, cuando se hace
pasar un segundo laser de prueba en esta region, produciendo un efecto que
causa un enfoque o desenfoque del haz de luz, y este fenémeno producido, es

denominado lente térmica.

El arreglo experimental de la espectrometria de lente térmica de dos haces en
el modo desacoplado es observado en el esquema de la Figura 1. El sistema de
lente térmica se compone de un laser de excitacién (Ar"Xe) con A= 514 nm (40
mW), este laser se enfoca a la muestra por un lente convergente (@, = 40 pm).
La exposicion de la muestra al haz de excitacion fue controlada por medio de un
obturador (shutter), que fue directamente conectado a un osciloscopio digital. El
laser de prueba (He-Ne) con A = 632.8 nm operado a una potencia de 0.9 mW
fue enfocado hacia la muestra [24]. Después de pasar a través de la muestra el haz
es reflejado por espejos hasta el fotodetector o fotodiodo. La sefial saliente del
fotodetector fue acoplado a una tarjeta de adquisicién de datos y posterior a una
computadora para procesar los datos obtenidos.

En 1992 Shen et al. [25] implementaron por primera vez el modelo de espec-
troscopia de lente térmica de doble haz en modo desacoplado, y la solucién de
la teoria de lente térmica se basa en términos de la difraccion de Fresnell, la in-
tensidad del haz de prueba después de pasar a través de la muestra. ILa intensidad
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Figura 1. Esquema de la
representacion del arreglo
experimental de espec-
troscopia de lente térmica

en modo desacoplado de

doble haz.

+ adquisicion
Eee] (dd

del haz hacia el detector puede ser reescrita como una expresion analitica para la

determinacion absoluta de propiedades termo-6pticas a la muestra como:
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I(t) es la intensidad del haz de prueba al detector, dependiente del tiempo;
I(0) es el valor inicial de I(t); 0 es el corrimiento de fase inducido térmicamente
del haz de prueba después de atravesar la muestra; Zc (12.89 cm) es la distancia
confocal del haz de prueba; Z (8 cm) es la distancia de la muestra a la posicion
del radio minimo del haz de prueba; w_y w, es el tamafio del spot del haz de
excitacion y de prueba respectivamente a la muestra; £y D es la conductividad
térmica y la difusividad de la muestra; P_es la potencia del haz incidente; A_es el
coeficiente de absorcion 6ptica a la longitud de onda del haz de excitacion A ; )\p
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es la longitud de onda del laser de prueba; o es el espesor de la muestra; dn/dT
es la razon del indice de refracciéon con respecto a la temperatura de la muestra.

-

Donde 7 es el tiempo critico de la formacion de la lente térmica con D=4/ (ec,)

D =
47

c

donde o es la densidad y ¢, es la calor especifico de la muestra. El valor experi-
mental de la cintura del haz de excitacion es o = 40 um. Asi ajustando la ecuacion
1(t) a los datos experimentales como funcion del tiempo, es posible obtener la di-
fusividad térmica D (Ecuacion 5) a partir del tiempo critico como un parametro
ajustable [20]. Para las medidas de lente térmica las muestras se re-dispersaron en
un ultrasonido para asegurar la correcta dispersion de las particulas.

3. Resultados

3.1. Nanoesferas de SiOZ

TLas muestras coloidales de SiO2 fueron analizadas por microscopia TEM.
En la Figura 2 se muestran las micrografias obtenidas de las muestras prepara-
das. Estructuras esféricas bien definidas son claramente observadas en todas las

2 T e b
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" | '%_ % : . s
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s o+ 3, 72
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Figura 2. Micrografias TEM
de nanoparticulas de SiO,
sintetizadas empleando a) 1.6, b)

70 80 90 100
Tamaiiode particula () 0.98 y ¢) 0.49 mol/1 de amoniaco.
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micrografias. El diametro promedio de las particulas fue estimado realizando
mas de 80 medidas directas en las micrografias y sus histogramas de distribucion
de tamano obtenidos son presentados como insertos en cada una de las micro-
graffas. Particulas en escala nanométrica de 90 nm a 293 nm fueron obtenidas.
Se observa que el tamafio promedio de nanoparticulas disminuy6 a medida que
la concentraciéon de amoniaco fue menor. LLos valores de la desviacion estandar
< 20 % confi man la homogeneidad de todas las muestras sintetizadas [27]. Las
dispersiones coloidales fueron estables por meses.

Las muestras fueron analizadas por EDS para determinar la composiciéon qui-
mica (en porcentaje atdmico) de los diferentes tamafios de nanoparticulas de
SiO,. En la Figura 3a se muestra el espectro EDS de esferas de SiO, sintetizadas
con 1.6 mmol de amoniaco. Se puede apreciar la presencia exclusiva de silicio y
oxigeno en las particulas, que indica una alta pureza en la muestra [28]. Espectros
de difraccion de rayos-X fueron realizados en las nanoesferas de SiO, Un halo

B tap Sum Spectrum

i<

o w ‘\4 SiOZ Figura 3. a)
\J’ ; M Espectro EDS de
20 ‘ M esferas de SiO,,

Intensidad (u.a.)

b) espectro de

T n
M yw“"‘W'MWW**«M'W“WW”WW“W’W‘WM\"‘“W'WWW’“W‘M e e
dieléctricas con

0 y T : ~
20 40 P tamafio de 293 nm.
2 O(grados)
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amplio fue registrado a 22 grados, indicando que las nanoparticulas de didxido
de silicio sintetizadas tienen fase amorfa [28]. Todas las muestras registraron el
mismo comportamiento, en la Figura 3b se representa el espectro XRD de na-
noesferas de SiO, con tamafio de 293 nm.

Las nanoesferas de SiO, fueron caractetrizadas por FTIR. Los principales gru-
pos vibracionales de las nanoparticulas se presentan en la Figura 4. Los picos de
absorcién a 455 y 550 cm™! se relacionan a la vibracion optico transversal y lon-
gitudinal respectivamente de tipo balanceo de siloxano Si-O-Si, el modo vibra-
cional correspondiente a la tensién simétrica de Si-O-Si es observado a 800 cm™,
la banda de absorcién mas intensa a 1080 cm™ y la localizada a 1200 cm™ son
atribuidas a las tensiones asimétrica en fase y fuera de fase del Si-O-Si, respecti-
vamente [29, 30]. La frecuencia vibracional localizada a 955 cm™ esta relacionada
con la tension del Si-OH y su intensidad muestra la presencia de una gran can-
tidad de —OH en la superficie de la nanoesfera [31]. Finalmente los maximos de
absorcion correspondientes a las frecuencias vibracionales de flexiéon y tension
de los —OH de las moléculas de agua presentes sobre la superficie de las esferas
de SiO,, se localizan a 1640 cm™ y 3362 cm" [8].

0.5 -
o) ; 3 Nanoesferas de SiO,
2 047 -z 293 nm
£ 03 7 = —— 143 nm
g 0@z % 2 —90
E o33 3 -
0.2 ] S
% Ik 2 1\ i
01 ;\”; 4 \S m— N
00l ,‘ —
1000 2000 3000 4000
Niimero de onda (cm’)

Figura 4. Espectros FTIR de nanoparticulas de SiO, sintetizadas con NH

3
a diferentes concentraciones molares.

3.2. Decorado de SiO,con nanoparticulas de Au(OH),

La etapa de amino-funcionalizacién fue monitoreada por FTIR. En la Figura 5
se muestra el espectro negro perteneciente a las esferas de SiO, con tamafio prome-
dio de 293 nm, se puede apreciar las principales bandas de silanol y siloxano (véase
la Figura 4 para mas detalle). Los picos relacionados a enlaces silanol 950 cm™ y
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Figura 5. Espectro FTIR de esferas de SiO, con y sin funcionalizacion.

siloxanos a 1070-1200 cm™ son similares entre esferas antes y después de funcio-
nalizar. La region entre 1400 y 1800 cm™ fue ampliada (mostrado en el inserto). A
1510 cm™ fue registrada una nueva banda en el espectro de muestras de esferas de
SiO, funcionalizadas, esta ultima banda se asocia al -NH," producto de la incor-
poracion de grupos funcionales sobre la superficie de las esferas dieléctricas [32].

Una solucion conteniendo hidréxido de oro (Au(OH)™) fue mezclada con
esferas de SiO, amino-funcionalizadas, esto permitié la formacion de nanopat-
ticulas de hidréxido de oro sobre la superficie de las plantillas dieléctricas [13].
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Figura 6. Micrografias TEM de SiO, decorado con nanoparticulas de oro, utilizando tres dife-
rentes tamafios de plantillas a) 293, b) 143 y ¢) 90 nm cada micrografia tiene su histograma de
distribucion de tamafio.
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Micrografias TEM fueron obtenidas de las esferas de SiO, decoradas con Au.
Nanoparticulas de oro con forma esférica y tamafio nanométrico fueron obser-
vados en la Figura 6. Histogramas de distribucién de tamafio fueron obtenidos
al contabilizar 60 nanoparticulas de oro en cada plantilla dieléctrica. El tamafio
promedio de nanoparticula de oro incrementé de 4.8, 5.1 y 5.4 nm al disminuir
el didmetro de la esfera de SiO, de 293, 143 y 90 nm respectivamente. Resultados
similares fueron reportados por Kah et al., 2008 [13].

3.3. Formacién de nanoestructuras de SiO,@Au

De acuerdo a la metodologia de One-step, el primer paso involucro la sintesis
de estructuras semillas, es decir, esferas de SiO, decorados con nanoparticulas de
hidréxido de oro. Esferas de SiO, con tamafio de 293 nm fueron utilizados como
plantilla para depositar las nanoparticulas de oro (Au (OH),) y posteriormente la
sintesis de nanocoraza de oro. Es importante mencionar que, para nuestro caso
las esferas de SiO, restantes (diferente diametro) no fue posible obtener bandas
de absorcion a 740 nm, por lo tanto los mejores resultados obtenidos fue cuando
se utilizaron esferas de SiO, con didmetros de ~ 293 nm.

De acuerdo a la teoria cada particula de hidroxido de oro actiia como sitio de
nucleacion [33] que crece en tamafio hasta formar islotes, los islotes se unen entre
si hasta formar una completa coraza metalica sobre la plantilla dieléctrica. La sin-
tesis se realiz6 mezclando diferentes relaciones volumétricas de solucion semilla
(810, decorado) y solucién k-oro conteniendo hidréxido de oro (Au(OH),). Las
muestras coloidales fueron preparadas conteniendo relaciones de 1/1, 1/3, 1/5,
1/7,y 1/9 de solucion semilla y k-oro respectivamente, el volumen de k-oro se
mantuvo constante (7.5 ml). El proceso de crecimiento de corazas fue monito-
reado por espectroscopia UV-Vis. En la Figura 7 (a, b) se muestran los espectros
de absorcién de nanocorazas sintetizadas utilizando esferas de SiO, de 293 nm.
En la Figura 7a se observa un corrimiento en la banda de absorcion a la region
del infrarrojo a medida que se incrementa el volumen de la soluciéon k-oro. La
banda de absorcién experimenta un corrimiento a mayores longitudes de onda
hasta que la coraza metalica sea completada [11, 13], es decir, el espectro de la
muestra 1/1 son de nanocorazas incompletas. Vale la pena mencionar que en la
muestra 1/9 presenta dos bandas de absorcion localizadas a 820 nm y a 560 nm,
la banda de absorcion en la region visible (560 nm) se asocia a la presencia de
nanoparticulas de oro no incorporadas en la coraza metalica. Al incrementar el
volumen de k-oro en las muestras 1/50 y 1/95 los espectros revelaron bandas de
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absorcion en la region visible a 520 nm (Figura 7b), esto dltimo sugiere la sintesis
de nanoparticulas de oro. En la muestra coloidal 1/7 también se detect la banda
de absorcién a 560 nm (dato no mostrado), por lo tanto la mejor muestra es 1/5
con un pico de absorcion alrededor de 740 nm. Como dato adicional el inserto de

la Figura 7b muestra el color caracteristico de las soluciones coloidales obtenidas.
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Figura 7. Espectros de absorcion UV-Vis de nanocorazas de oro sintetizados con diferentes
relaciones volumétricas de solucion semilla y k-oro desde 2) 1/121/9yb) 1/50y 1/95. El

inserto de la Figura 7b muestra viales con soluciones coloidales obtenidas.

La estructura cristalina de las muestras coloidales fue caracterizada por di-
fraccion de rayos-X. En la Figura 8 se muestra el difractograma de esferas de
SiO,, anicamente un halo amplio a 22 grados fue registrado, indicando que las
nanoparticulas de diéxido de silicio son de fase amorfa [28]. De la misma manera
en muestras de SiO,-Au (OH), no fue posible asociar algin tipo de estructura

cristalina. En contraste, cuatro picos bien definidos alrededor de 38.3° (111),
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44.4° (200), 64.7 (220) y 77.4° (311) evidencian la estructura cristalina cubica cen-
trada en la cara del oro de acuerdo a Netzahual-Lopantzi et al. (2019) [34].
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Figura 8. Espectros de difraccion de rayos X de esferas de SiO,, SiO,
decorado con nanoparticulas de Au(OH), y de nanocorazas de oro.

Espectros XPS de nanocorazas son mostrados en la Figura 9, para el oro Au
4f dos picos localizados en 84 y 86 ¢V son asociados al Au® y Au™ respectiva-
mente, demostrando la presencia del oro en estado metalico, valores similares al
reportado por Sun ez al, 2019 [35]. El espectro de Si 2p exhibe un pico alrede-
dor de 103.3 eV que corresponde a la presencia del silicio. Finalmente un pico
claramente definido a 533 eV es relacionado a la presencia de O1ls del oxigeno.
[36, 37]. Estos resultados, confi man la formacién de nanoestructuras tipo nu-
cleo-coraza de SiO (@Au
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En la Figura 10 se muestra la micrografia TEM de nanocorazas sintetizadas
con una relacién volumétrica 1/5 de solucion semilla y k-oro. Se observa cla-
ramente una superficie rugosa en cada nanoparticula de SiO,, esta morfologia
es producto del crecimiento de la coraza de oro [38]. El espesor de las corazas
metalicas se cuantificé de la diferencia del valor medido del diametro de 60 par-
ticulas antes y después de la sintesis de nanocorazas. De acuerdo al inserto del
histograma de la Figura 10 el espesor promedio obtenido fue de 14 nm.
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Figura 10. Micrografia TEM e histograma de distribucioén de tamafio de

nanocorazas de oro depositados sobre esferas de SiO, de 293 nm.

3.4. Caracterizacion por espectroscopia de lente térmica

La sintesis de nanocorazas de oro (SiO,@Au) se ha monitoreado por técnicas
espectroscopicas y microscopicas, el estudio de sus propiedades térmicas hasta
el momento no se han reportado. Por lo tanto, la difusividad térmica durante
la formacién de nanocorazas en cuatro etapas fue estudiada. En la Figura 11 se
muestra la sefial de lente térmica (TL) en funcién del tiempo de las diferentes eta-
pas de formacién de nanocorazas de oro. Se registré un decremento en la sefial
TL a medida que transcurre el tiempo. Ademas la sefial TL oscila en milisegundos

lo cual es esperado para el efecto fototérmico [39].
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Figura 11. Sefial de lente térmica en funcién del tiempo de a) esferas de SiO,
y b) nanoestructuras tipo nicleo-coraza de SiO, @Au.

Los parametros térmicos de las nanocorazas de oro en sus diferentes etapas
de formacién son mostrados en la Tabla 2, el cual es el resultado de al menos
10 medidas repetitivas. El parametro 0 oscila entre 5.43+0.24 y 22.071£0.62, el
tiempo caracteristico de la lente térmica (t ) estd entre 3.0910.08 y 4.28%0.02 ms.
La difusividad térmica oscila entre 14.01+0.09 y 19.40£0.55x10* cm?*/s. Es im-
portante resaltar que los valores de difusividad térmica incrementaron a medida
que los valores de t_disminuyeron, esto es esperado porque la difusividad térmica
(D) es inversamente proporcional [40] al tiempo caracteristico de acuerdo a la
siguiente ecuacion:

Q 2

~ (©
4D
Donde 7 es el tiempo caracteristico de la lente térmica, @ * es el radio del haz
de prueba dentro de la muestra y D es la difusividad térmica.

f[:

Tabla 2. Parametros térmicos de las diferentes etapas de formacién de nanoestructuras nicleo-coraza
de SiO,@Au obtenidos por espectroscopia de lente térmica.

Estructura nacleo-coraza
Muestra Concentracion D t 0
mg/ml D(10*cm?/s) s(107%) 1072
SiO, 0.1 14.01 £ 0.09 4.28+0.02 | 22.07+0.62
SiO-NH, 0.1 14.37 £ 0.24 4.0210.06 7.8510.22
SiO -Au(OH), 0.1 15.49 £ 0.18 3.871£0.04 6.97%£0.22
SiO,@Au 0.1 19.40 = 0.55 3.09£0.08 5.431+0.24
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Usando la espectroscopia de lente térmica se registré un aumento en la difu-
sividad térmica (mostrado en la Figura 12 a medida que se incorporaron espe-
cies moleculares, complejos metalicos y finalmente una completa coraza metalica
sobre una plantilla dieléctrica como el SiO,. Se ha reportado que el diéxido de
silicio se comporta como un aislante térmico [41] a diferencia de nanoparticulas
de oro [42]. En este trabajo, la difusividad térmica del SiO, es de ~14.01x10™*
cm?/s y de nanocorazas de oro es ~19.40x10* cm?/s por lo que un mejoramiento
térmico del 35 % fue registrado de acuerdo a la siguiente relacion:

Dm‘— DJ‘
D= Y x 100 (%) (7)

5

Donde, D__y D_son la difusividad térmica de las nanocorazas de oro y de

esferas de SiO, respectivamente.

El incremento de difusividad térmica se justifica a continuacion: el espesor de
las nanocorazas es de ~13 nm, valor por debajo de la trayectoria libre media de
electrones de conduccion (40-50 nm). Esta condicion permite que nanoestructu-
ras de oro con banda de absorcion en el infrarrojo cercano posean un tiempo de
relajacion electron-fonon del orden de picosegundos [43], por lo que esta rapida
relajacién permite que nanocorazas con absorcion alrededor de 740 nm posean

mas energia y por lo tanto una mayor difusividad térmica.
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Figura 12. Valores de difusividad térmica de las diferentes etapas de formacion
de nanocorazas de oro depositados sobre esferas de SiO, a una concentracion

de 0.1 mg en 1 ml de agua desionizada.
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3.5. Conjugacion de nanoestructuras de SiO (@Au con Sambucus nigra.

Para la funcionalizacion de las nanoestructuras de SiO (@Au, diferentes relacio-
nes de mercaptohexanol/acido mercaptoundecanoico/SiO @Au (MCH/MUA/
SiO @Ay, w/w/w) fueron mezclados desde 1:10:10, 1:30:30, 1:50:50 y 1:100:100
respectivamente. En la Figura 13 se muestran espectros FTIR de nanocorazas fun-
cionalizadas con una relaciéon 1:10:10 asi como el mercaptohexanol y mercaptoun-
decanoico. En el inserto de la Figura 13 se muestra el espectro negro y azul que per-
tenecen al mercaptohexanol y mercaptoundecanoico respectivamente. Dos bandas
de absorcion fueron registrados entre 2927-2915 cm™ relacionada a enlaces tension
simétrica de C-H y 2855-2847 cm' relacionados a enlaces de tension asimétrica de
C-H [44]. El espectro (azul) de MUA present6 una banda localizada a 1690 cm™,
esta es asociada a enlaces carbonilo de acidos carboxilicos C=O [45]. El espectro
gris de nanocorazas sin funcionalizar mostré una ausencia de bandas que indiquen
presencia de grupos funcionales aportados por MCH y MUA. El espectro rosa co-
rresponde a nanocorazas-funcionalizadas, la presencia de las bandas a 2922 y 2854
cm™ evidencia los enlaces vibracionales de MCH y MUA. Por otra patte, se registro
un corrimiento a 1720 ecm™ de grupos funcionales carboxilos. El cortimiento a
mayores numeros de onda de grupos carbonilos sugiere la exposicion de C=0O ala
superficie de SiO,@Au [45]. Estos resultados evidencian de la funcionalizacion de
nanocorazas de oro con grupos carboxilo.
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Figura 13. Espectros FTIR de nanocorazas de oro y su funcionalizacién con grupos carboxilo a
partir de MUA. Inserto: espectros de moléculas funcionalizantes.

Una solucién coloidal conteniendo nanoestructuras de SiO @Au funcionali-
zadas con acidos carboxilos (<COOH) fue utilizada para la conjugaciéon con la
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lectina Sambucus nigra nativa, es decir, proteina pura, misma que fue caracterizada
por FTIR a una concentraciéon de 100 pg. El espectro rojo infrarrojo de la Figura
14a corresponde a la proteina nativa. Alrededor de 1640 cm™ se registré una
banda asociada con amida primaria I, y es originada por enlaces de tension C=0O
y C-N [15], ademas se correlaciona con un contenido de « -hélice [46]. Por otra
parte, una segunda banda localizada a 1540 cm™ se asocia a amida II y es una
contribucion de un acoplamiento entre enlaces de tension C-N y de tipo flexion
de N-H [46, 47]. El espectro azul de la Figura 14a corresponde a nanocorazas
de oro conjugadas con la proteina, es decir, SIO,@Au-SNA. Las bandas de las
amidas primarias y secundarias fueron retenidas, el pico de amida I registré un
corrimiento de 1640 a 1683 cm™, el efecto en el espectro se asocia a un cambio
conformacional de la estructura secundaria de la proteina [15]. Es importante
mencionar que las nanoestructuras de SiO,@Au carecen de bandas en la region
analizada. En la Figura 14b se muestra la micrografia TEM de nanocorazas con-
jugadas con Sambucus nigra. Las particulas conjugadas siguen siendo esféricas, ob-
servandose en la superficie topografica del borde de las nanocorazas un cambio

de morfologia de rugosa a lisa. Los resultados son similares a los obtenidos por
Li et al. (2009) [48].
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Figura 14. a) espectros FI-IR de nanocorazas de oro con y sin conjugar,
b) micrografia TEM de conjugacion de SiO @Au con Sambucus nigra.

4. Conclusiones

De acuerdo a las concentraciones molares utilizadas de agua, amonio y te-
traetil ortosilicato (TEOS), se pudo obtener particulas de SiO, con tamafio con-
trolado en la escala nanométrica y monodispersas. Variando la concentracion
del catalizador (NH,) se pudo controlar el tamafio de nanoparticulas de SiO..
Para concentraciones mayores de catalizador se obtuvieron nanoparticulas de
SiO, de mayor tamafio con una menor dispersidad. Nanoestructuras de SiO, @
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Au bien definidas fueron obtenidas al mezclar una relacién volumétrica de 1/5
de solucion semilla y k-oro respectivamente. Los espectros de UV-Vis revelaron
un maximo de absorcion en 740 nm, y espesores de 14 nm obtenido a partir de
micrografia TEM. Ademas se evidencio la alta calidad de las muestras con estruc-
tura policristalina de coraza de Au que fue corroborada por analisis de difraccion
de rayos X. La caracterizacion térmica durante las diferentes etapas de formacion
de las nanocorazas de oro revel6 un incremento térmico a medida que la coraza
fue crecida. Un mejoramiento térmico del 35 % fue registrado al comparar plan-
tillas dieléctricas y nanocorazas de oro, el incremento en la difusividad térmica se
debe a la rapida relajacion electron-fonodn de las estructuras metalicas con bandas
de absorcién en longitudes de onda del infrarrojo cercano.

Las bandas obtenidas por FTIR asociadas a enlaces C=O evidenciaron una
la funcionalizacion de nanocorazas de oro con grupos carboxilos. La presencia
de las bandas amidas I y II en espectros infrarrojo de nanocorazas sustenta el
anclaje de Sambucus nigra en la superficie de particulas metalicas. Ademas un corri-
miento a mayor numero de onda en la amida primaria fue registrado, este efecto
se asocia a un cambio en la estructura secundaria de la proteina. Una capa de
MCH-MUA-proteina cambi6 la rugosidad de estructuras de SiO,@Au obtenido
por micrografias TEM. Sambucus nigra es una proteina ampliamente utilizada en
deteccion de biomarcadores de cancer cervicouterino. Una aplicacion a futuro es
implementar las nanocorazas de oro conjugadas con la proteina como agentes de
terapia térmica contra células malignas, aprovechando las propiedades 6pticas y
térmicas de las nanocorazas de SiO,@Au.
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