. Qué es nanotecnologia?

Coronaviruses are roughly spherical and moderately
pleiomorphic (Fig. 1 ). Virions have typically been reported

SIZE COMPARISON to have average diameters of 80—120 nm, but extreme sizes
e as small as 50 nm and as large as 200 nm are occasionally
ca ¢ _c% . . b H
' given in the older literature. (Adv Virus Res. 2006; 66: 193—
e 292.)
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* Es latecnologia que trabaja en la manipulacion de los atomos y moléculas
para la fabricacion de productos a micro/nano-escala



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7112330/figure/fig0001/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7112330/

. Que son las nanoparticulas de oro?

O Estan compuestas por atomos de oro aglomerados que forman distintas morfologias y en su superficie
tiene un ligando estabilizante.

O El ligando estabilizante de nuestras nanoparticulas es el citrato y su funcion es mantener el tamafio de la
nanoparticula. Este ligando puede cambiarse para lograr alguna funcionalidad.

Nefinsphete u & & L Manostr

Nanoshell Nanocage

Nanorod Nanocluster

Figure 1. Representative scheme of the most common
gold nanoparticle assemblies and morphologies.

Freitas, L.F. et al., (2018). An Overview of the Synthesis of Gold Nanoparticles
Using Radiation Technologies. Nanomaterials, 8.




. Para qué se utilizan las nanoparticulas?

. Como se controla funcionalidad de NP?
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Nanomateriales como sensores en la medicina

Physiological bio-signals and sensors User-interactive system

————— ——Physical-signals————
Pressure  Motion  Tactile Vibration
28 &2, ? w

Remote medical service

. (( ) Self-diaanosis

r—=-Thermal-signals-——
> Hypothermy =, |

o

----- Electrophysiological
' signals

Wireless
communication

| Brainwave Cardiac Muscle
activity movement

ol

Fig. 1 Physiological bio-signals inthe human body and comresponding healthcare sensors with wser -interactive systerms. (left) Representative physiological
bio-signals and types of wearable healthcare sensors for detection of physical (smart band, smart textile, smart walch), thermal (themmometer. and
electrophysiological ([EEG, EMG, ECG) vital signs. (right) User-interactive healthcare systerms through wireless communication (Bluetooth, NFC, RFID) ard
feedback systems for ubiquitous healthcare.

J. Mater. Chem. B, 2018, 6, 4043-4064.



Nanomateriales: Formacion de Corona en nanoparticulas de oro (AuNP)
Objetivo:

Calcular la constante de equilibrio (K) de AuNP con sensor de fluorescencia (Atto655), el nUmero de sitios
enlaces (n) y estudiar cualitativamente la formacién de corona por desplazamiento.

A Alta Intensidad de

Baja Intensidad de
fluorescencia

fluorescencia

A
A AA , A A N
i @19
ST » @
Adicion de cAuNP A Adicién de cAuNP A A Adicion de cAuNP
H3C_/(Ni%:>7N\

A
| \N CH
O>_/_/ CHs

OH

(o]

(7]
|
o

|

(]

SLIDE 5



T The Perrin-Jablonski Diagram

The life history of an excited state electron in a luminescent probe

l N Internal
SZ ( . _12
v conversion 10+*<s

Inter-syste
Crossing 101%

Absorption

10%3s

Radigtionless

Decay 910°s

Phosphorescence
103s

<M

I

Key points:

v Excitation spectra are mirror images of the emission spectra

v Emission has lower energy compared to absorption

v'Triplet emission is lower in energy compared to singlet emission

v'"Most emission/quenching/FRET/chemical reactions occur from the lowest vibrational level of [S],



Nanomateriales: Formacion de Corona en nanoparticulas de oro (AuNP)
Objetivo:

Calcular la constante de equilibrio (K) de AuNP con sensor de fluorescencia (Atto655), el nUmero de sitios
enlaces (n) y estudiar cualitativamente la formacién de corona por desplazamiento.

Af+Sf:Ab

A 0
K =% Constante de equilibrio e /) N\ I
A
ArS5, 0 !
A=A, + A Balance de Masa para Atto655 \
T f b

CHs
o 3
Sy = Sf +3, y lugares de AuNP >_/_/ -

A; = Molaridad Atto655 libre en solucion
A, = Molaridad Atto655 enlazado con AuNP
S; = sitio de AuNP libre para enlazar Atto655
S, = sitio de AuNP ocupado con Atto655

S; = numero de sitios totals disponibles de AuNP para enlazar Atto655

SLIDE 7



Parte 1: Equilibrio Atto655 con cAuUNP

A Alta Intensidad de Baja Intensidad de
fluorescencia fluorescencia
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Figure X: Fluorescence titration of Atto655 (25 nM) in the presence
of cAuNP (0 to 6.5 nM) in PBS 7.4. The lower-intensity blue line
spectrum corresponds to the blank. Inset: Intensity at 680 nm at
different cAuNP (triangles) or PEGTcAuNP (circle) concentrations
in PBS 7.4.



Relacion entre K, y n, con fluorescencia

Af +Sf KiAb El cambio en fluorescencia es proporcional a la formacién de A, :
K- Fy~F =kA,; 4, ="
o Fy—F
A=l K, = F,-F : Fy,-F
S, =4, (AT_ T )(nCNP_ T )
r =nCyp F, = fluorescencia inicial
K, = A, _ A4, F = fluorescencia en pr.esen.cia de NP | 3
(AT _Ab)(ST _Sb) (Ar _Ab)(nCNP _Ab) k = constante proporcionalidad fluorescencia y concentracion.

Note que se tiene cuadratica en (F,-F)/k:

k 2
F, —F:(EJ(AT +nCNP+%<A)—\/(AT +nCNP+%<Aj —4A4.nC,,

2
1/ ) 1 _
(F,— F) _(AT+nCNP+ ﬁ%) \/(AT+nCNP+ %{J 44,.nC,,

(Fo - F ) 2AT

max




Parte 2. Interaccidon entre Human Serum Albumin y nanoparticulas de oro. (Formacion
de corona)
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Figure X: Competitive binding analysis of Atto655 and HSA over the cAuNP surface.

Concentraciones: Relacion con Fluorescencia

=K, +Kys,, 1Al +[HSAl =[Sy 1y 2\/(a2-3b %)—
[SNP]:_(EJ+(2] ; —3b Jcos [Qj a o 1Al T[HSA] =[Sy, ] FeF(FoF) ( (a ) cos (%) a)
3 3 3 b:KS ([HSA]T_[SNP]T)"'KHSASNP ([A]T_[SNP]T)—'_KSKHSASNP 3KS+(2 (a2—3b)cos(%)—a)
. ) (2{@=30)eos(5)=a)  eomkKy S0,
" 3KS+(2 (a2—3b)cos(%)—a) a4+ 9ab—2Tc
0 = arccos = -

[HSA]T(z (a2—3b)cos(%)—a) 2@ ~3)

[HSAS,,]=

3K sus,, +(2 (a2 —3b) cos(%)—a)



Parte 1. Sintesis Nanoparticulas de oro

2.0 mL 21uL
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1 15se
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20 mL H,0O Microondas
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Cit 1%w/w I ﬁu% é
025M ) ”
@ I Q =,

20 mL H,0

Plancha Calentamiento
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Informe Nanoparticulas de oro

LN WNRE

Atto655/AuNP

R

Vol. Inicial Celda (uL)= 2000
[AuNP]stock [M) = 5.00E-08
Vol Ali AuNP (uL} vol. Total {uL) Fac. Dil.
1) 2000 1.000
5 2005 1.003
10 2010 1.005
15 2015 1.008
20 2020 1.010
25 2025 1.013
30 2030 1.015
40 2040 1.020
50 2050 1.025
60 2060 1.030
80 2080 1.040
100 2100 1.050
150 2150 1.075
Vol Total {uL) =04+8RS1
Fac. Dil. =R4/SRS1
[AuNP] =5RS2*04/R4
Int. Corr. =U4*s4
Int. Norm. =va/svsa
SSR = =SUMXMY2(W4:W16,X4:X16)

0.00E+00
1.25E-10
2.49E-10
3.72E-10
4.95E-10
6.17E-10
7.39E-10
9.80E-10
1.22e-09
1.46E-09
1.92E-09
2.38E-09
3.49E-09

[AuNP] (M) Intensidad

751
724
708
692
659
621
582
493
434
362
284
146

22

751
725
712
697
665
628
591
503
445
372
295
154

24

Use la hoja de célculo de calibracion para determinar el tamafo de la nanoparticula.

Para la titulacién de Atto655 con cAuNP, construya una grafica de los espectros de emisidn a distintas concentraciones de AuNP.
Use el factor de dilucion para corregir la intensidad a 680 nm por cada adicion de AuNP.
Construya la grafica de intensidad a 680 nm vs. Concentracion de AuNP en la celda.

Lleve a cabo la regresion no-lineal para determinar K, y n, para el equilibrio de Atto655 y AuNP.
Construya una grafica con los espectros de emision a distintas concentraciones de HSA.

Use el factor de dilucion para corregir la intensidad a 680 nm por adicion de cAuNP y de HSA.
Construya la grafica de intensidad a 680 nm vs. Concentracion de HSA en la celda

Expligue sus resultados con modelo pictérico.

Int. Corr. Int. Norm.

1.000
0.966
0.948
0.929
0.886
0.837
0.787
0.670
0.592
0.496
0.393
0.205
0.032

Atto655/AuNP/HSA

F-F= [kJ[A +nCN, +A \/[A +HCN, +AJ —44.nC,,

(F,-F) :{ArJf”CNer%K \/[A +nCNp + A{J ~44,nCp

(£ —F,)

max

U V'l W ¥ Z AA

Vol. inicial Celda (uL) = 2000 HSA stock (M) = 2 00DE-06
Vol Ali. HSA [ul) | Vol Celdaful) | Fac. Dil. | Intensidad Int Corr | [HSA] (M) | Int Norm
o 2000 1.000 808 308 o 1.0000
80 2080 1.040 294 306 o 0.3640
2 2082 1.041 294 308 1.92E-09 0.3636
4 2084 1.042 320 334 3.84E-09 0.3968
[ 2086 1.043 342 357 5.75E-09 04238
8 20838 1.044 358 373 7.66E-09 0.4428
10 2090 1.045 368 384 9.57E-09 0.4553
15 2085 1.048 384 402 1.43E-08 04751
20 2100 1.050 389 419 1.90E-08 0.4946
25 2105 1.053 389 420 2 38E-08 0.4544
30 2110 1.055 409 432 2 B4E-08 0.5066
35 2115 1.058 412 436 3.31E-08 0.5103
40 2120 1.060 425 450 3.77E-08 0.5262
50 2130 1.065 419 445 4 69E-08 0.5139
B0 2140 1.070 423 453 5.61E-08 0.5240
70 2150 1.075 427 460 65.51E-08 0.5294
100 2180 1.090 438 487 9.17E-08 0.5301
150 2230 1.115 413 450 1.35E-07 0.5112

Wal Celda V3 (ul) =5VS1+U3
Waol Celda W4 (ul) =V3+U4
Vol Celda V5 adelante {ul) =5v54+U5
Fac. Dil. =({V3/5V51)
Intensidad Datos experimentales
Int Corr =X3*W3
[HSA] Z5 adelante (M) =SZ51¥US/VS

AB
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