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Nanoparticulas semiconductoras fotoluminiscentes en el desarrollo de metodologias
bioanaliticas y sensores

José M. Costa-Fernandez, Diego Bouzas-Ramos
Departamento de Quimica Fisica y Analitica, Facultad de Quimica, Universidad de Oviedo, Avda.
Julian Claveria 8, 33006 Oviedo, Espafia

En 1999, con motivo de una visita del Prof. Sanz-Medel a la
Universidad de Indiana (USA), en donde José M. Costa se
encontraba de estancia postdoctoral, tuvo la oportunidad
de conocer al Prof. Shuming Nie, quien por aquel entonces
se encontraba trabajando en el Departamento de Quimica
de dicha Universidad. El profesor Nie acababa de publicar
en la revista Science uno de los trabajos pioneros en el
campo de las bioaplicaciones de los Quantum Dots. Este
tipo de nanoparticulas presentaban un elevado potencial
para el desarrollo de sensores fotoluminiscentes (una de
las lineas de investigacion del Grupo del Prof. Sanz Medel).
Asi, se inicié6 en Oviedo una linea de trabajo orientada
hacia la sintesis, caracterizacién y empleo de los Quantum
Dots en el desarrollo de nuevas metodologias
fotoluminiscentes de andlisis y sensores. Hoy, 15 afios mas
tarde, sigue siendo una de las lineas de trabajo del Grupo
de Espectrometria Analitica de la Universidad de Oviedo.

1. Quantum Dots: nuevas marcas fotoluminiscentes

El desarrollo de metodologias bioanaliticas luminiscentes
requiere frecuentemente del marcaje de los analitos
previamente a la posterior deteccion de los mismos [1].
Una marca fotoluminiscente “ideal” seria aquella con
elevada estabilidad, capacidad de absorber radiacién en un
amplio intervalo de longitudes de onda y poseer elevados
rendimientos cuanticos de emision. Desafortunadamente,
las moléculas orgéanicas tipicamente empleadas como
marcas fluorescentes sufren a menudo de problemas
como fotodescomposicidn o bajas intensidades de emision
luminiscente. Una de las lineas de investigacion mas
relevantes actualmente en la busqueda de nuevos
marcadores fotoluminiscentes con prestaciones superiores
a los lumindéforos convencionales es la sintesis y el empleo
de nanoparticulas (NPs) luminiscentes. Particularmente,
los “Quantum Dots” (QDs), poseen unas propiedades
optoelectrdnicas especialmente atractivas [2], por lo que
han sido ampliamente estudiados y aplicados en las
ultimas décadas en bioandlisis y para la construccién de
una nueva generacion de sondas dpticas.

Los Quantum Dots son nanocristales semiconductores
fotoluminiscentes,  generalmente  constituidos  por
elementos pertenecientes a los grupos 12-16, 13-15 ¢ 14-
16 de la Tabla Periddica, aproximadamente esféricos y con
diametros de particula comprendidos en el intervalo entre
1-12 nm [2,3]. Debido a su pequefio tamafio (igual o
inferior a las dimensiones del radio de Bohr del excitdn del
material), las propiedades de los QDs estdn gobernadas
por efectos de confinamiento cuantico, presentando por
ello un comportamiento optoelectrénico muy diferente al
de los materiales macroscépicos correspondientes [3]. De

hecho, estos compuestos presentan una intensa emisidn
luminiscente con espectros de emisidn estrechos y
simétricos (anchuras de pico a la mitad del maximo de
entre 15-40 nm). En comparacién con los fluoréforos
convencionales, los QDs tienen tipicamente altos
rendimientos cuanticos de fluorescencia y una mayor
estabilidad frente a la pérdida de luminiscencia con el
tiempo de exposicién (photobleaching). Ademas, la
longitud de onda de mdxima emision luminiscente que
presentan los QDs puede ser sintonizada simplemente
controlando adecuadamente el tamario (diametro de NP) y
la naturaleza del nanocristal. La frecuencia de la luz
emitida por un QD especifico estd relacionada
directamente con su tamafo (Figura 1); las NPs mas
pequefias tienden a emitir radiacion mds energética
(menores longitudes de onda). Asi, es posible sintetizar
QDs que poseen una emision luminiscente en un amplio
intervalo espectral, desde el ultravioleta hasta el infrarrojo.
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Figura 1. Espectros de fluorescencia de QDs de CdSe con distinto tamafio
de particula. El diametro de las nanoparticulas esta sobre cada espectro
de fluorescencia. Reproducida de la Ref. [12], con el permiso de Elsevier.

En 1998 los grupos de investigacion de Alivisatos [4] y Nie
[5] demostraron simultdneamente que es posible sintetizar
QDs solubles en agua y biocompatibles a través de una
apropiada modificacién superficial de los nanocristales.
También demostraron el gran potencial que tienen estas
nanoparticulas semiconductoras para ser usadas como
biomarcadores fluorescentes. Desde entonces, se han
desarrollado estrategias de sintesis capaces de generar
QDs fluorescentes de alta calidad [6], siendo posible
modificar su superficie mediante la bioconjugacion de los
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QDs con moléculas funcionalizadas apropiadas [7],
asegurando su estabilidad en medios acuosos y
posibilitando su uso en una amplia variedad de
aplicaciones.

En esta linea, durante los Uultimos anos, numerosos
trabajos se han dirigido hacia la sintesis, funcionalizacion y
uso de QDs fotoluminiscentes para aplicaciones
bioanaliticas (p.ej. como marcas en bioanalisis vy
diagndstico médico, como etiquetas fluorescentes en
inmunoensayos, o como marcadores biocompatibles para
estudios de imagen, in-vitro e in-vivo) [8]. Ademas, las
extraordinarias propiedades luminiscentes que poseen los
QDs hacen que estos hayan sido también empleados como
“fluoréforos de nueva generacion” en el desarrollo de
sensores Opticos [9]. En este breve articulo se resumen
algunos de los desarrollos y tendencias publicados hasta la
fecha en el campo de las aplicaciones analiticas de los QDs.

2. Inmunoensayos basados en el empleo de QDs

Los QDs han sido extensivamente investigados como
marcas en el desarrollo de inmunoensayos fluorescentes.
En general, un inmunoensayo luminiscente se basa en la
interaccién especifica de una molécula diana (i.e. un
analito) con un anticuerpo de reconocimiento durante un
tiempo de incubacidn apropiado. Dependiendo del
formato de inmunoensayo, el anticuerpo de
reconocimiento (anticuerpo primario) o un anticuerpo
secundario (que se une al anticuerpo primario o de
reconocimiento) debe marcarse con un marcador
fluorescente (p.ej. un QD). La medida de la intensidad de
luminiscencia del marcador fluorescente permite una
cuantificacién indirecta de la concentracién del analito
[10].

Empleando QDs como marcas se han desarrollado
inmunoensayos fluorescentes de elevada sensibilidad para
la cuantificacion de diversas especies quimicas como
patogenos, proteinas y toxinas. Por ejemplo, en uno de los
estudios iniciales, se ha desarrollado un inmunoensayo en
un chip de vidrio para la deteccion de IgG humana [11]. El
empleo de QDs como marcas fluorescentes permite
conseguir una elevada sensibilidad y bajos limites de
deteccién. En efecto, para la deteccion de la seiial
fluorescente de los QDs se empled un microscopio
confocal laser de barrido, logrando un limite de deteccidon
de 10° M. En esta linea particular, en el grupo de
investigacidon de Espectrometria Analitica se ha llevado a
cabo el disefio y completo desarrollo de una plataforma
general de andlisis consistente en un inmunoensayo
competitivo fluorescente basado en el empleo de QDs
como marcas luminiscentes. El caracter general de esta
metodologia ha sido demostrado mediante la aplicacion de
dicho inmunoensayo a la determinacién cuantitativa de
dos compuestos de interés como son la progesterona en
leche de ganado bovino (importante para el sector
ganadero) y la melamina en leche férmula para bebés
(importante para el sector de la alimentacidn y la salud)
[12,13]. Ademas, dado el caracter metalico de los QDs se

investigd la posibilidad de emplearlos como marcas
elementales en inmunoandlisis. De este modo, se adaptd
con éxito el formato de inmunoensayo previamente
desarrollado, demostrandose su aplicabilidad en Ia
determinacion de progesterona mediante medidas por
ICP-MS del contenido metdlico de los QDs empleados
como marcas en el inmunoensayo. Este hecho nos
permitié evaluar las posibles ventajas que ofrece el ICP-MS
como detector de inmunoensayos como son la mejora de
los limites de deteccién o la independencia de la sefial
respecto de la matriz de la muestra [14]. Esto abre un
nuevo campo de aplicacién para el ICP-MS en el que cada
vez se requieren bioensayos mas sensibles dado que se
intentan determinar biomoléculas a muy bajos niveles de
concentracion [15].

Pero, probablemente, la aplicacion mas prometedora que
pueden aportar los QDs al campo de la inmunologia es en
el desarrollo de inmunoensayos multiplexados o
multianalito (multiplexing). En este sentido, Mattoussi y
col. [16] desarrollaron el primer ensayo multianalito
empleando QDs de CdSe/ZnS para la deteccidn simultanea
de cuatro toxinas, marcando cada anticuerpo con un QD
de distinto tamafio (i.e. distinta longitud de onda de
emisién) y llevando a cabo su deteccion mediante la
excitacion simultanea de todos los QDs (Figura 2). Para
dicho propdsito, se desarrolld un esquema sencillo de
deconvolucién de espectros para poder llevar a cabo la
cuantificacidn simultanea de las 4 toxinas determinadas en
el ensayo.

Quizds, los QDs nunca reemplazardn totalmente a los
fluoréforos organicos convencionales en general, pero si
qgue podrian convertirse en los marcadores fluorescentes
dominantes para ciertos tipos de inmunoensayos.

3. Sensores opticos basados en el empleo de QDs

3.1. Sensores opticos basados en la interaccion con la
superficie de los QDs

Estudios bdsicos sobre la caracterizacion de las
propiedades optoelectrénicas de los QDs han revelado que
la luminiscencia de los mismos es muy sensible a sus
estados superficiales. Por ello, es razonable esperar que
eventuales interacciones quimicas y fisicas entre una
especie quimica dada con la superficie de las NPs resultaria
en cambios de las cargas superficiales de los QDs,
pudiendo afectar significativamente a la emisidn
fotoluminiscente de los mismos [17,18]. Asi, la medida de
los cambios de la fluorescencia que ocurren tras la
interaccidn del analito con la superficie del QD ha sido la
base de muchos de los sensores dpticos basados en QDs.
Siguiendo esta estrategia, el aumento de la luminiscencia
de QDs de CdS modificados con L-cisteina fue propuesto
para la determinacién éptica de plata idnica [18]. En dicho
trabajo, los autores proponen la formacién de un complejo
entre los iones plata y los grupos RS- adsorbidos en la
superficie de los QDs dando lugar a nuevos centros
radiativos, resultando en el observado aumento de la
fluorescencia.
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Figura 2. A. Esquema ilustrativo del ensayo multianalito realizado para la
determinacion de 4 toxinas empleando QDs. B. Datos obtenidos en un
experimento en el que se incubaron las cuatro toxinas a una
concentracion de 1000 ng/mL. En la figura se observa tanto la sefial
fluorescente de la mezcla de QDs como la deconvolucién de cada
contribucién individual. Imagen reproducida de la Ref. [16], con permiso
de ACS.

Ademas del efecto de activacion, otra estrategia estudiada
consiste en el uso del efecto de apagado o quenching de la
fluorescencia de una nanoparticula tras su interaccién con
el analito. Este mecanismo ha sido empleado en el Grupo
de Espectrometria Analitica para llevar a cabo el desarrollo
de metodologias analiticas basadas en QDs de CdSe para la
monitorizacién sensible de algunos cationes, como el Cu(ll)
[17], y de algunos aniones toxicos, como por ejemplo el
cianuro [19]. Distintos mecanismos (incluyendo efectos de
filtro interno o mecanismos de recombinacién no-
radiativos, entre otros) han sido propuestos para explicar
el efecto del quenching.

El desarrollo de fases sensoras basadas en QDs ha sido
también explorado en el Grupo de Investigacién. Asi, se ha
llevado a cabo la inmovilizaciéon de QDs de CdSe/ZnS en
una matriz inorganica sol-gel para desarrollar una nueva
fase sensora luminiscente muy util para la identificacién y
deteccidn de vapores de compuestos organicos [20]. En el
trabajo desarrollado se proponen dos fases sensoras
distintas con una selectividad parcial hacia los diversos
compuestos volatiles. Sin embargo, recurriendo a la
Quimiometria (para el procesado y andlisis de las sefales
de emisidn fluorescente de las dos fases sensoras distintas
tras su exposicion a mezclas gaseosas contaminadas con
vapores organicos) ha sido posible conseguir una
metodologia sencilla para la identificacidon individual y la
discriminacion de distintas especies organicas volatiles en
muestras complejas.

Los métodos publicados basados en la detecciéon de los
cambios en la luminiscencia que ocurren tras la interaccion
de un analito con la superficie del QD son muy simples y
faciles de desarrollar. Ademas, algunos de estos métodos
tienen una elevada sensibilidad. Sin embargo, estos
métodos parecen estar restringidos a la deteccion
exclusiva de moléculas reactivas pequefias o de iones
(aquellos capaces de interactuar con la superficie de los
QDs).

3.2. QDs en el desarrollo de metodologias analiticas
basadas en procesos FRET

El campo de aplicaciones bioanaliticas de los QDs se
expandid gracias a su capacidad de funcionar como
donadores en los procesos FRET (transferencia de energia
de resonancia de Forster). La capacidad de los QDs de
adaptar de manera sencilla (a través de modificaciones en
el tamafio de la particula) sus propiedades de fotoemision
permitiria una transferencia eficiente de energia con un
gran numero de colorantes orgdnicos convencionales.
Ademas, los altos rendimientos cuanticos de los QDs hacen
que la transferencia de energia sea muy eficiente,
permitiendo también la donacion efectiva de energia a
otras biomoléculas fluorescentes (p.ej. proteinas), lo cual
simplifica enormemente el desarrollo de sistemas de
deteccidn basados en fenémenos de FRET. Por otro lado, el
espectro de emisién de los QDs, significativamente mas
estrecho y simétrico que el espectro de emisiéon de los
fluoréforos organicos convencionales, hace mucho mas
sencillo distinguir la emisién del donador de la emision del
aceptor.

Existen muchos estudios que han confirmado que los QDs
son unos excelentes donadores en ensayos basados en
FRET. La mayoria de las estrategias se basan en los
cambios de distancia mediados por el analito entre el
donador y el aceptor, donde el analito cambia la
conformacion de la unién entre el donador y el aceptor.
Como ejemplo, la unién especifica de diferentes proteinas
ha sido observada mediante FRET entre un QD de
CdSe/ZnS donador, unido a una de las proteinas, y un
colorante organico aceptor unido a la otra proteina bajo
estudio; resultando en un fuerte aumento de la
fluorescencia del colorante organico [21].

Las aplicaciones bioanaliticas de los QDs en fendmenos de
FRET pueden estar basadas en la hibridacion de &cidos
nucleicos [22], procesos enzimaticos e inmunoensayos
[23], o incluso en cambios debidos a moléculas pequefias y
metales pesados [24]. En este Ultimo caso, la co-
inmovilizacion en una matriz sol-gel de un colorante
(indicador sensible al pH) que actia como aceptor
conjuntamente con QDs de CdSe/ZnS “donadores” ha
demostrado la viabilidad de un proceso de transferencia
de energia (FRET) sencillo para el desarrollo de
(bio)sensores novedosos basados en QDs [25].
Considerando lo mencionado anteriormente, los QDs
pueden llegar a ser NPs clave para el desarrollo de nuevos
sistemas FRET capaces de monitorizar continuamente
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especies bio(quimicas) en una gran variedad de campos de
aplicacién (p.ej. salud, monitorizacion ambiental vy
biodefensa).

4. QDs como marcas fluorescentes para imaging in-vitro
e in-vivo

El imaging de muestras bioldgicas, tanto in-vitro como in-
vivo, surge como una herramienta de diagndstico médico
particularmente importante. En este sentido, el disefio y
uso de QDs multifuncionales ha permitido el desarrollo de
nuevas y mejoras metodologias de bioimagen. Una de las
ventajas de los QDs reside en la versatil funcionalizacién de
su superficie para dirigirse especificamente a células,
tumores u odrganos de interés. Tras la bioconjugacion
apropiada de los QDs al elemento de reconocimiento
seleccionado (p.ej. proteinas, aptdmeros y anticuerpos),
estos nanocristales bioconjugados son empleados como
marcas fluorescentes de imaging para el estudio de las
interacciones intracelulares proteina-proteina, la deteccion
de enfermedades en tejidos, la detecciéon de células
tumorales basada en la wunién selectiva de QDs
bioconjugados a biomarcadores de cancer conocidos,
entre otras aplicaciones descritas en la bibliografia [26].
Por lo tanto, la alta calidad y la facil funcionalizacién de los
QDs  ha permitido  que  estos  nanocristales
semiconductores se hayan convertido en sondas
fluorescentes de gran importancia en imaging (Figura 3)
tanto para aplicaciones in-vitro como in-vivo [26, 27].

5-color in vivo imaging

Figura 3. Linfografia de fluorescencia in-vivo empleando cinco QDs con
diferentes espectros de emision. Imagen reproducida de la Ref. [27] con
permiso de Wiley.

El avance de las tecnologias de bioimagen y las
propiedades fisicoquimicas y de biocompatibilidad, junto
con una comprension mas profunda de las interacciones
bioldgicas de los QDs, allanara el camino para un impacto
aun mayor de los QDs bioconjugados en las aplicaciones de
“bioimaging”.
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