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Resumen

Elavance tecnoldgico de las Ultimas décadas ha propiciado el desarrollo de nuevas metodologias
para la caracterizacion de materiales de origen biolégico. La espectroscopia Raman es utilizada
principalmente en la caracterizacion de sustancias organicas e inorganicas puras, sin embargo,
recientemente se esta utilizando para el estudio de organismos y estructuras moleculares
de interés bioldgico. La principal dificultad en el andlisis de estos materiales mediante la
espectroscopia Raman es la fluorescencia que presentan las muestras al ser iluminadas con el
haz de luz laser, pero mediante la técnica SERS (Surface Enhanced Raman Spectroscopy), €s
posible aumentar la sefial Raman y reducir la interferencia de la fluorescencia. Para la aplicacion
de las técnicas SERS se pueden utilizar nanoparticulas metalicas, principalmente oro y plata,
de una adecuada distribucion de tamafos. En este trabajo se presentan los resultados de la
aplicacion de técnica SERS a la caracterizacion espectroscopica del ADN de dos organismos
diferentes, de un ser humano y de una bacteria del género Rickettsia, utilizando nanoparticulas
de oro y plata para la aplicacion de la metodologia.
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Abstract

The technological advances of the last decades have contributed to the development of new
methodologies for the characterization of biological samples. Raman Spectroscopy has been
used for the characterization of pure inorganic and organic compounds, but recently, it is being
used to study molecular structures of biological importance. Fluorescence is usually present in
Raman spectroscopy, shielding Raman signals, but using the SERS (Surface Enhanced Raman
Spectroscopy) technique, it is possible to locally increase the Raman signal and to reduce the
importance of the fluorescence effects on the samples. The SERS effect could be achieved by
adding metallic nanoparticles, of a specific size distribution, to the sample. Usually gold and
silver nanoparticles are used for SERS. In this research, DNA of human and Rickeltsia bacteria
were characterized by the SERS technique, with both silver and gold nanoparticles.

Introducciéon

Actualmente, la espectroscopia Raman esta siendo utilizada en diversas éareas de la
investigacion cientifica, en las Ciencias Forenses, las Ciencias Biologicas, como también en la
industria de polimeros y de productos farmacéuticos, entre otras. Esta técnica de espectroscopia
vibracional se basa en la dispersion inelastica de luz monocromatica, obtenida mediante luz de
laser, normalmente en la region del espectro visible, infrarrojo y ultravioleta. La espectroscopia
Raman permite la identificacion estructural de las moléculas y puede ser utilizada en una gran
variedad de materiales en sus distintas formas: peliculas delgadas, polvos, liquidos, muestras
volumétricas e incluso gases. Para los analisis es suficiente una pequefia de cantidad de
muestra (particulas micrométricas, volumenes del orden de micro litros, superficies del orden
de micrémetros) y en muchas ocasiones no se requiere una preparacion especial de la muestra.
Bajo las condiciones 6ptimas de medicién, esta técnica no es destructiva.
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En el area bioldgica, la espectroscopia Raman se ha utilizado en el analisis de células, tejido y
microorganismos [1]. Especificamente, en el analisis de células bacterianas es posible obtener
informacion estructural que permite identificar las células, e inclusive, el diferenciar células
normales de células que presenten alguna patologia, como el cancer [2]. Ademas, mediante
analisis mas detallados, también se podria obtener informacion de la distribucion espacial de
las células en una muestra.

La espectroscopia Raman presenta un gran potencial como técnica de analisis complementario,
para la deteccién de cambios estructurales en las células, inducido por enfermedades,
como el cancer o por efectos de los medicamentos o, inclusive, de los tratamientos, como
es la exposicion a la radiacion ionizante [3]. Es por ello, que implementar y desarrollar las
técnicas para el andlisis de muestras bioldgicas en nuestro pais mediante esta técnica podria
contribuir al desarrollo de capacidades locales para al diagnostico y el tratamiento de algunas
enfermedades.

En este trabajo se presenta un procedimiento para obtener los espectros Raman de muestras
de ADN mediante el método SERS (Surface Enhanced Raman Spectroscopy), en el cual se
utilizan un conjunto de técnicas, frecuentemente necesarias, para el analisis de material de
origen biolégico.

SERS (Surface Enhanced Raman Spectroscopy)

El método SERS consiste en inducir un incremento de la sefial de dispersion Raman de
las moléculas que se encuentran en contacto con superficies metalicas rugosas o con
nanoestructuras. Este incremento se explica mediante la resonancia de los electrones del
metal con el campo eléctrico de la luz del laser incidente, actuando en forma localizada sobre
las moléculas de la muestra en contacto o en regiones muy cercanas al metal [4]. Este efecto
superficial es muy importante para el estudio de las muestras de material de origen bioldgico,
pues de otro modo, la sefial Raman seria muy débil y, ademas, suele superponerse con otros
fendmenos de luminiscencia (como la fluorescencia), los cuales enmascaran las sefiales
de interés, impidiendo obtener informacién del espectro [5]. Mediante la metodologia SERS
se puede incrementar la sefial Raman en varios 6rdenes de magnitud, dependiendo de la
naturaleza de la muestra, el metal utilizado y la longitud de onda y potencia del laser, entre
otros [6].

Normalmente, los metales mas utilizados para la aplicacion de esta metodologia son el oro y la
plata, pues ambos aumentan considerablemente la intensidad de la sefial Raman de la muestra.
Sin embargo, frecuentemente se prefiere la preparacion de substratos o nanoparticulas de
plata por su bajo costo, aun su menor estabilidad en el tiempo. En este trabajo se presentan los
resultados de la utilizacion de suspensiones acuosas de nanoparticulas de oro y plata, para la
obtencion de los espectros Raman de las muestras de ADN.

Materiales y métodos

Los espectros fueron obtenidos utilizando un microscopio Raman confocal, modelo DXR de
la marca Thermo Scientific, con detector del tipo CCD, equipado con laseres de diodos con
longitud de onda de 532 nm (Potencia maxima de 10 mW) y 780 nm (P_, = 24 mW) y un laser
de gas de HeNe de 633 nm (P_, = 8 mW); con potencias que pueden variar en pasos de
0,1 mW hasta su valor maximo. Se utilizd el laser de 633 nm, con potencias de 0,2 mW y 0,3
mW, con 12 exposiciones y un tiempo de 5 s por cada una de ellas, pues fueron las condiciones

que presentaron los mejores resultados.
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Se prepararon suspensiones coloidales de nanoparticulas de oro y de plata, utilizando el método
de Lee y Meisel [7]. Los coloides de plata fueron sintetizados a partir de una disoluciéon de
nitrato de plata (AgNO,, Sigma-Aldrich) y citrato de sodio (Na,C,H,0O,, J.T. Baker) como agente
reductor. Se disolvieron 90 mg de AgNO, en 500 ml de agua, llevandose lentamente, bajo
agitacion constante, hasta el punto de ebullicion. Luego se afiadieron 10 ml de una disolucion
de Na,CH.O, al 1%. La disolucion se mantuvo en agitacion constante a la temperatura del
punto de ebullicion, por un periodo de 50 min, obteniéndose una soluciéon amarillo-verdosa. De
esta solucion se tomaron 50 ml (en tubos de laboratorio), se colocaron en centrifugacion por
un periodo de 30 min para eliminar el sobrenadante y finalmente se completd el volumen inicial
nuevamente con agua de alta pureza. Mediante vibracion ultrasonica se obtuvo una suspension
homogénea, para posteriormente ser almacenada a una temperatura de aproximadamente
4 °C.

Para la sintesis de nanoparticulas de oro se utilizd 0,0242 g de acido cloroaurico (HAuCl4) en
50 ml de agua Milli-Q vy citrato de sodio como agente reductor y estabilizante. Bajo constante
agitacion y manteniendo la temperatura de la solucion en ebullicion, la disolucion se torné
de color rojizo, retirandose de la plantilla caliente a los 40 min. Después, se centrifugaron las
muestras de las nanoparticulas, separando el sobrenadante, y se observo su distribucion de
tamafios mediante un microscopio electrénico de transmision (TEM).

La efectividad de las nanoparticulas de plata y oro se comprueba al obtener el espectro Raman
en una disolucién de 1,2-Di(4-Piridil) Etileno, en volumenes iguales de 1 ul, antes de realizar los
ensayos con las muestras de ADN [8].

Resultados y discusion

En la sintesis de las nanoparticulas de plata y oro, usadas en la técnica SERS, se utilizaron
dos metodologias reconocidas, lo cual permiti6 obtener las particulas requeridas para el
método SERS. En la figura 1 se muestra la distribucion de tamanos, la forma y la dispersion
de las nanoparticulas de plata y oro, sintetizadas con citrato de sodio como agente reductor.
Las nanoparticulas obtenidas son principalmente de geometria esférica, sin embargo, algunas
tienen forma de barra. En la preparacion de las nanoparticulas la concentracion de agente
reductor y el tiempo de tratamiento se relacionan con el tamafio y la forma de las nanoparticulas
obtenidas [9]. Las nanoparticulas sintetizadas con oro son mas pequefias que las de plata y no
se encuentran tan aglomeradas (figura 1 ¢). Ademas, la variacion de los diametros es pequefa
(figuras 1 c y d), con un promedio de 23,4 nm y desviacion estandar de 4,2 nm. En contraste,
las nanoparticulas de plata estan mas aglomeradas, son mas grandes, su diametro promedio
es 52,7 nm, y presentan una mayor variacion (x12,4 nm).

Los espectros Raman del ADN muestran alta fluorescencia, sin embargo, con la técnica SERS
es posible obtener informacion suficiente para caracterizar el material. En la figura 2 y la figura
3 se muestran los espectros de ADN de bacteria utilizando nanoparticulas de plata. El espectro
mostrado en la figura 2 tiene una sefial Raman de alta intensidad cerca de 1000 cm™'; éste
modo de oscilacion es muy activo con las nanoparticulas de plata, mientras que las bandas
ubicadas entre 1200 cm™ y 1600 cm', presentan una baja intensidad relativa. Por otra parte, el
espectro Raman del ADN de bacteria, utilizando nanoparticulas de oro, se muestra en la figura
3. En éste se aprecia que la intensidad absoluta de la sefial Raman en 1000 cm-1 es menor,
lo que provoca que las bandas vibracionales entre 1200 cm™ y 1600 cm™ muestren una mayor
intensidad relativa.
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El espectro Raman del ADN humano se muestra en las figuras 4 y 5 con nanoparticulas de
plata y oro, respectivamente. Se observa que el espectro obtenido con nanoparticulas de
oro presenta mucho mas ruido y las frecuencias no estan tan bien definidos como en los
espectros obtenidos con nanoparticulas de plata. Este fendbmeno puede deberse a la relacion
entre el tamafio de las nanoparticulas y la longitud de onda del laser, pues el diametro de las
nanoparticulas de oro era aproximadamente la mitad del didmetro de las de plata. La sefial
Raman presenta una intensidad mayor cuando el didmetro de las nanoparticulas es cercano a
un décimo de la longitud de onda del laser utilizado [10].

Figura 1. Micrografias TEM de las nanoparticulas sintetizadas con citrato de sodio como agente reductor. En (a) y
(b) se muestran las nanoparticulas de plata 'y en (c) y (d) se muestran las nanoparticulas de oro. (b) y (d) muestran
algunas medidas de los diametros encontrados.
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Figura 2. Espectro del ADN de bacteria obtenido con las nanoparticulas de plata, sintetizadas con citrato de sodio
como agente reductor
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En las figuras 2, 3 y 4 se observa una banda Raman entre 520 cm™ y 530 cm™', que segun
Sundaram [11], estéa relacionada con los enlaces peptidicos y son atribuidas al estiramiento del
enlace S-S, presente en las proteinas. También, en los espectros del ADN de bacteria se destaca
una banda Raman en 1010 cm™, atribuida a la lisina y fenilalanina [12]. Ademéas, se observan
otras vibraciones, como la banda de 1280 cm, que corresponde a amida Il [11,12,13] pero
también a fosfolipidos, proteinas, lipidos y a la timina [12]. Las vibraciones de la amida |, Il se
presentan en el rango de 1220 cm™ - 1640 cm™ [11]. Para Li [12] la sefial Raman en 1369 cm™',
se debe al triptéfano, porfirinas y lipidos, aunque también se observa para timina y proteinas
[14]. Segun Virkler y Lednev [15], alrededor de 1342 cm™, la banda es debida al triptéfano y al
doblamiento del enlace C-H.
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Figura 3. Espectro del ADN de bacteria obtenido con las nanoparticulas de oro, sintetizadas con citrato de sodio
como agente reductor

Intensidad (u.a)

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Numero de onda (cm™)

Figura 4. Espectro del ADN de humano obtenido con las nanoparticulas de plata sintetizadas con citrato de sodio
como agente reductor.
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Una diferencia notoria entre los espectros Raman del ADN de bacterias y el humano esta en
la banda de 1010 cm™, la cual es de mayor intensidad en los espectros de ADN de bacterias.
Contrario a lo que ocurre con el ADN humano, pues a pesar de que la banda también esta
presente en algunos espectros, su intensidad es semejante a la intensidad de las bandas entre
1200 cm™ y 1600 cm™.
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Figura 5. Espectro del ADN de humano obtenido con las nanoparticulas de oro sintetizadas con citrato de sodio
como agente reductor.

Conclusiones

Se han obtenido los espectros Raman de muestras de ADN mediante la técnica SERS. Los
resultados permiten establecer el potencial del uso de esta técnica en el andlisis e identificacion
de materiales de origen biolégico. El andlisis de los espectros obtenidos indica que las
moléculas de ADN de bacterias y humanos presentan varias bandas definidas que podrian
permitir su caracterizacion. Sin embargo, es necesario un analisis pormenorizado de estas
sefales, para lo cual también es necesario estudiar el efecto de tamafo, forma y tipo de metal
de las nanoparticulas, su relacion con la estructura molecular y la intensidad de las senales
Raman, la fluorescencia y resonancia en algunas frecuencias. Los resultados muestran la
potencial aplicacion de esta metodologia en la caracterizacion de ADN, con la posibilidad de
identificar los cambios estructurales que sean resultado de patologias u otro tipo alteraciones.

La experiencia y las capacidades para la sintesis de nanoparticulas son fundamentales en
el desarrollo de esta aplicacion. Los resultados muestran que las metodologias estandares
de sintesis de nanoparticulas son adecuadas para las condiciones del Laboratorio de
Espectroscopia Optica de la Escuela de Fisica, sin embargo, existen métodos de sintesis que
pueden facilitar el control de algunos de los factores, como es el tamafio y la forma de las
nanoparticulas.
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