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Motivación 
 

 

Desde la introducción del termino fluorescencia en el año 1852 por el físico irlandés Sir 

George Gabriel Stokes, en un trabajo donde demostraba que el fenómeno consistía en la 

absorción de luz seguida de emisión de luz de mayor longitud de onda, infinidad de trabajos se 

han volcado, a lo largo de los años a comprender la naturaleza de la fluorescencia1–6 y sus 

aplicaciones tecnológicas7–10.  

El éxito de la fluorescencia como herramienta para estudiar estructuras y dinámicas de la 

materia o de sistemas vivos, proviene principalmente de tres factores: i) provee una enorme 

sensibilidad; es posible detectar la luz emitida por una sola molécula, ii) brinda señales 

específicas a través del marcado dirigido con especies fluorescentes y de la dependencia de la 

fluorescencia con las propiedades locales del microentorno, y iii) de su capacidad de proveer 

información espacial y temporal con alta resolución11,12.   

A pesar de que la fluorescencia es una técnica muy poderosa, tiene sus restricciones 

impuestas por propiedades de los fluoróforos o del medio en el cual se intenta medir. En 

ciertos casos los fluoróforos presentan una limitada eficiencia cuántica de fluorescencia o una 

foto-degradación (photobleaching) rápida. La fotodegradación es particularmente perjudicial 

para todas las mediciones basadas en fluorescencia ya que limita el número total de fotones 

que puede emitir un fluoróforo, y en consecuencia la cantidad de información que puede 

proveer. En la obtención de imágenes limita la relación señal-fondo y en técnicas de súper-

resolución limita la resolución espacial alcanzable.  

 

En otros casos sucede que el mismo medio u otros componentes de la muestra son auto-

fluorescentes e impiden la detección clara de las señales de los marcadores. Es común que en 

estudios donde se desea obtener información de procesos a nivel de unas pocas moléculas, 

estas contribuciones de fondo entorpezcan la medición. Por ejemplo, en la microscopía de 

fluorescencia de células biológicas aún se encuentran casos donde, para lograr diferenciar una 

señal del fondo, es necesario aumentar la intensidad de excitación, a costa de aumentar la 

presencia de otras marcas endógenas13 e incrementar la fotodegradación. 

 

En esta tesis se investigaron estrategias para manipular el proceso de fluorescencia 

mediante nanopartículas metálicas ubicadas en la vecindad nanométrica de las moléculas 

fluorescentes. La motivación en todas las investigaciones fue doble: avanzar el conocimiento 

sobre esta posibilidad de modificar la fluorescencia y por otro lado obtener mejoras o 

modificaciones que permitan nuevas aplicaciones. 

  

Un  lector nuevo en este campo podría preguntarse cómo es posible que una nanopartícula 

metálica tenga influencia sobre procesos moleculares de absorción y emisión de luz.  Pues 
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bien, las nanopartículas metálicas interactúan fuertemente con la luz a través de oscilaciones 

colectivas de sus electrones de conducción, denominadas resonancias plasmónicas. Cuando 

estas resonancias son excitadas, se generan campos eléctricos evanescentes en la superficie de 

las nanopartículas que pueden tener intensidades varias veces mayores o menores que la de la 

luz incidente. Esto modifica entonces la probabilidad de que la molécula cercana absorba un 

fotón, es decir la probabilidad de excitar fluorescencia. La distribución particular de campo 

eléctrico cerca de las nanopartículas depende de las características del modo resonante. A su 

vez, la excitación de cada modo requiere una cierta polarización del campo incidente con 

respecto a la geometría de la nanopartícula. 

 

La emisión de fluorescencia involucra la emisión de un fotón al campo lejano. Este fotón 

puede también interactuar con la nanopartícula. De modo recíproco a lo que sucede con la 

excitación, la emisión de fluorescencia de una molécula en la vecindad de una nanopartícula 

metálica puede verse aumentada o suprimida. La interacción en emisión dependerá de la 

orientación molecular y de los modos resonantes disponibles a la energía del fotón de 

fluorescencia. Esto puede además redireccionar la emisión molecular cuando el acople es 

eficiente. 

 

Interesados por explorar la influencia en la emisión, en los años 70 se realizaron los 

primeros estudios sobre interacción entre superficies metálicas y fluoróforos14,15. En estos 

trabajos pioneros se intentó explicar sin éxito a partir de los campos reflejados, los efectos 

observados sobre el tiempo de vida de fluorescencia y la intensidad detectada. Estos reportes 

abrieron las puertas a numerosos estudios tanto experimentales como teóricos sobre dipolos 

oscilantes y superficies metálicas16–18. Actualmente esta interacción está completamente 

comprendida. 

  

En los últimos años se han producido, además, grandes avances en el campo de la 

nanotecnología, incluyendo la exploración de nuevas nanoestructuras metálicas de 

propiedades ópticas fácilmente adaptables. Esto hizo que la manipulación de procesos en la 

escala nanométrica se volviera más accesible. 

  

Una de las aplicaciones que más ha impulsado el avance de este campo ha sido la dispersión 

Raman amplificada en superficie (SERS) 19,20, que utiliza el campo evanescente en la superficie 

de la nanoestructura, para amplificar la débil, pero específica señal Raman de moléculas. Sin 

embargo esta no ha sido la única aplicación. La utilización de interacciones entre metales y 

fluoróforos posee, entre otros, el gran potencial de aumentar la capacidad de detección de 

moléculas únicas fluorescentes.  

 

Dada la versatilidad tanto de las partículas metálicas como de las sondas fluorescentes, las 

posibles combinaciones de propiedades han abierto un campo de exploración que incluye 

desde investigaciones básicas21–23 hasta aplicaciones en sensado24–27, adquisición de 

imágenes28,29, medicina30–32, entre otros.  

 

Siendo este un campo de gran actualidad, el presente trabajo se ha centrado en estudiar 

posibilidades de manipular la fluorescencia de moléculas por medio de nanopartículas 
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metálicas, y posibles aplicaciones. Se investigó por un lado la posibilidad de reducir la 

fotodegradación mediante un aumento controlado de la probabilidad de emisión de fotones 

de fluorescencia. La motivación en este caso fue obtener un mayor número de fotones de cada 

molécula. Por otro lado se investigaron aspectos de una influencia más indirecta, a través de 

calentamiento local producido a través de absorción de luz en las nanopartículas metálicas. 

Este último aspecto se investigó con el objetivo de obtener sondas modulables, que puedan 

proveer un mayor contraste en imágenes, y un nuevo método de sensado molecular.  
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Introducción 
 

 

E  esta i t odu ió  ge e al se ha e u  o pe dio de o eptos físi os y fisi o uí i os 
e esa ios pa a la le tu a y o p e sió  del esto de la tesis. Asi is o se defi e g a  

pa te de la o e latu a usada. Los o eptos se p ese ta  e  fo a ási a y se p o ee  
efe e ias pa a el le to  ue desee p ofu diza los.  Luego ada apítulo tie e su 

i t odu ió  do de se p ofu diza  estos o eptos y se p ese ta  ot os, pa a u i a  ada 
pa te del t a ajo e  su o te to pa ti ula . 

 

 

1.1 Fluo es e ia ole ula  

La fluo es e ia es u  p o eso e  el ue u a susta ia a so e luz, pa a luego e iti  luz 
de igual o e o  e e gía . A i el ole ula , la e e gía p o e ie te del fotó  a so ido 
e ita u  ele t ó  a u  o ital de ayo  e e gía. E  el p o eso de de ai ie to ele t ó i o 
al o ital fu da e tal, la e e gía se li e a e  la fo a de u  fotó . E  ge e al, las 

olé ulas posee  odos i a io ales de e e gías e o es, pe o o desp e ia les, e  
o pa a ió  a las i olu adas e  las t a si io es ele t ó i as. E t e los e e tos de 

a so ió  y e isió , la olé ula puede pe de  e e gía a t a és de i a io es. Este 
p o eso se de o i a elaja ió  i a io al i t a ole ula  y es espo sa le de ue el 
fotó  e itido pueda se  de e o  e e gía al a so ido. 

E  la figu a .  se es ue atiza el fe ó e o de fluo es e ia y se p ese ta  las es alas 
te po ales de los p o esos ole ula es i olu ados e  fluo es e ia. La e e gía de los 
estados fu da e tal “  y e itado “  se g afi a  e  fu ió  de u a oo de ada ole ula  
si óli a, ue ep ese ta o fo a io es ole ula es la ep ese ta ió  de supe fi ies 
de pote ial s. oo de adas ató i as o es t i ial pa a olé ulas de ás de  áto os .  
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Figura .  Des ip ió  de dos iveles de la fluo es e ia mole ula . S  y S  ep ese ta  los 
estados si gletes fu dame tal y e itado, espe tivame te. Los iveles está  lo alizados 
ve ti alme te e  u  eje es uemáti o de e e gías E . El eje ho izo tal ep ese ta u a 
oo de ada de o fo ma io es mole ula es. . 

La e e gía de estos o itales posee u a es ale a i a io al  de e e gías, ep ese tada 
po  las lí eas ho izo tales; es de i , la e e gía de u  ele t ó  e  ada o ital a ía 
depe die do del odo i a io al e  ue se e ue t e la olé ula.  

 

1.1.1 A so ió  

La po la ió  de estados i a io ales e itados a te pe atu a a ie te es, de a ue do 
a la dist i u ió  de Boltz a , desp e ia le. “e puede o side a  e to es ue a tes de la 
a so ió  del fotó , la olé ula se e ue t a e  el i el asal i a io al de “ . 

El o i ie to ele t ó i o es típi a e te u ho ás ápido ue el o i ie to de los 
ú leos. La e ita ió  de u  ele t ó  o u e e  fe tosegu dos fs , p á ti a e te de 
odo i sta tá eo o  espe to a las i a io es ole ula es ue posee  pe íodos de 

e te as de fs a pi osegu dos ps . E  o se ue ia, pa a ue u  fotó  pueda se  
a so ido, el estado i a io al asal de “  de e o pa ti  la is a geo et ía ole ula  

ue algú  i el i a io al de “ , a la e e gía del fotó ; esto es lo ue se de o i a u a 
t a si ió  e ti al. La e ita ió  o u e desde el estado i a io al asal de “  ha ia u o o 
a ios estados i a io ales de “ . La p o a ilidad elati a de ada t a si ió  ha ia los 

disti tos estados i a io ales de “  defi e el espe t o de a so ió  de la olé ula. 

“e defi e la tasa de e ita ió  ele t ó i a   a pa ti  de la a so ió  de u  fotó . “i se 
o side a u  o ju to de olé ulas e  solu ió , es posi le dete i a  la se ió  efi az de 

~ fs

~ ns ~ ps - ms

IVR   ~ ps

x

E
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a so ió  � a pa ti  de edi io es de a so a ia . E  estas o di io es se puede 
al ula  u a tasa de e ita ió  p o edio o o  = �     .  

do de  es la i adia ia pote ia po  u idad de á ea, W/ . Ta to  o o � de e  
o side a se e  el is o a go de lo gitudes de o da.  

“i se o side a el p o eso e  u a olé ula, las t a si io es ele t ó i as tie e  
aso iadas u  dipolo de t a si ió , uya o ie ta ió  es fija o  espe to a la est u tu a 

ole ula . La a so ió  puede o side a se o o la i te a ió  e t e di ho dipolo y el 
a po elé t i o e  la posi ió  de la olé ula. La tasa de e ita ió  se á p opo io al a la 

i te sidad de a po elé t i o pa alela al dipolo de t a si ió : ∝ | ⋅ |     .  

 

1.1.2 Relaja ió  vi a io al 

E  ge e al, estados de ayo  e e gía se o espo de  a dista ias i te ató i as 
ayo es. E  la figu a . , esto se ep ese ta o  el estado “  desplazado ha ia alo es 
ayo es de , o  espe to a “ . Po  este oti o, u a t a si ió  e ti al desde el estado 

i a io al asal de “ , deja á típi a e te a la olé ula e  algú  estado i a io al 
e itado de “ . “eguida e te la olé ula te aliza al estado i a io al asal de “ , e  el 
p o eso de o i ado elaja ió  i a io al i t a ole ula  IV‘, i t a ole ula  i atio al 
ela atio  ue o u e e  u  tie po del o de  de los ps.  

 

1.1.3 Relaja ió  ele t ó i a 

Pa a de ae  al estado ele t ó i o fu da e tal, la olé ula de e pe de  u a a tidad 
ayo  de e e gía. E iste  dos a i os pa a ue la olé ula li e e la e e gía e t a y 

eg ese a su estado ele t ó i o fu da e tal: de fo a adiati a, es de i  o  la e isió  de 
u  fotó , o de fo a o- adiati a.  

El de ai ie to adiati o o u e desde el estado i a io al asal de “ , ha ia u o o 
a ios estados i a io ales de “ . La p o a ilidad elati a de estas t a si io es defi e el 

espe t o de e isió  de fluo es e ia. La tasa de de ai ie to adiati o se de o i a  y la 
egla de o o de Fe i e p esa los fa to es ue la o t ola : 

= [ �| |� ]    .  

El p i e  fa to  se o po e de la i te a ió  e t e el estado i i ial ⟨�| o espo die te 
a la olé ula e itada e  ause ia de foto es y el estado fi al ⟨ | o espo die te a la 
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olé ula elajada ás u  fotó , a t a és del Ha ilto ia o . Este fa to  des i e el 
solapa ie to de fu io es de o da e t e los estados i i ial y fi al, e.d. u a ualidad 
i t í se a de la olé ula pa a su i te a ió  o  la adia ió . El segu do fa to , la 
de sidad de estados fotó i os ρ , es e t í se o a la olé ula y da ue ta de los estados 
dispo i les pa a la e iste ia de u  fotó  e  el edio. 

El de ai ie to o- adiati o o u e edia te i a io es ole ula es y olisio es o  
olé ulas del e to o. La tasa de de ai ie to o- adiati o se de o i a . 

 

1.1.4 Tie po de vida edia de fluo es e ia 

Los a i os de de ai ie to adiati o y o- adiati o so  i depe die tes. E  
o se ue ia, la tasa de de ai ie to total está dada po  la su a de + . “e defi e 
o o tie po de ida edia de fluo es e ia � al tie po de eside ia p o edio e  el 

estado e itado: � = � +�       .  

El tie po de ida edia de fluo es e ia i po e el de lí ite /� a la tasa á i a de 
e ita ió , de o i ada de satu a ió . 

Pa a las olé ulas o gá i as el tie po de ida puede o da  e t e las dé i as de 
pi osegu dos a los ie tos de a osegu dos , y es u a a a te ísti a de ada fluo ófo o, 
po  lo ue puede se  utilizado o o edida pa a dife e ia  espe ies.  

 

1.1.5 Re di ie to de fluo es e ia 

La o pete ia e t e de ai ie to adiati o y o- adiati o dete i a la p o a ilidad de 
u a olé ula de de ae  e itie do u  fotó , ue se de o i a e di ie to de 
fluo es e ia: = �� +� = �      .  

Alte ati a e te si se o side a u  e sa le de olé ulas,  defi e ué f a ió  de 
olé ulas eto a e  ada i lo de e ita ió  al estado fu da e tal “  e itie do foto es.  

“e de o i a fluo ófo os a las susta ias ue posee  e di ie tos de fluo es e ia 
ap e ia les, típi a e te ayo es al %. 
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1.1.6 I te sidad de fluo es e ia 

A tasas de e ita ió  po  de ajo del lí ite de satu a ió , la i te sidad de fluo es e ia �  e itida po  u a olé ula está dada po : 

� =       .  

 

1.1.7 C u e e t e siste as 

Hasta a uí se o side a o  i los de e ita ió  y de ai ie to ele t ó i os si  a ios 
de espí , es de i  de t o del siste a de si gletes “ -“ . “i  e a go es posi le ue el 
ele t ó  e itado a ie su espí  deja do a la olé ula e  u  estado e itado t iplete T . 
Este p o eso de de o i a u e e t e siste as I“C, i te -syste  ossi g  y su tasa de 
o u e ia se de o i a �  figu a . .  

Pa a ue el u e e t e siste as pueda o u i , es e esa io ue i  e ista algú  
e a is o ue pe ita desa opla  los espi es ele t ó i os, o o po  eje plo 

a opla ie to spi -ó ita, y ii  ue “  y T  posea  estados i a io ales ue o pa ta  la 
is a e e gía y geo et ía ole ula . 

 

 

Figura .  Des ip ió  de dos iveles de la fluo es e ia mole ula . S  y S  ep ese ta  los 
estados si gletes fu dame tal y e itado, espe tivame te, mie t as ue T  es el estado 
t iplete. E  g is se ep ese ta u a e e gía pa a la ual pod ía e isti  e t e uzamie to.  
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Dado ue el p o eso de a io de espí  es e  ge e al po o p o a le, todas las 
t a si io es si glete-t iplete so  u ho ás le tas ue las t a si io es “ -“ , . Esto 
sig ifi a ue u a olé ula típi a e te i  eali e u hos i los de e ita ió -de ai ie to 
e t e si gletes a tes de pasa  a T , y ii  ue los tie pos de ida edia de los t ipletes sea  

u ho ás la gos ue los de si gletes, típi a e te e  el a go de los i osegu dos a 
f a io es de segu dos. 

E  igo ,  de e i lui se e  los ál ulos de � y , pe o pa a el aso de fluo ófo os, es 
o e to desp e ia   f e te a la su a de + .  

 

1.1.8 Fosfo es e ia 

A áloga e te al de ai ie to desde “ , el de ai ie to desde T  puede o u i  de odo 
o- adiati o o o- adiati o. La e isió  de foto es desde T  se lla a fosfo es e ia. “e 

defi e el e di ie to de fosfo es e ia : = ��� +� +�� � ,� , +� ,     .  

 Las susta ias fosfo es e tes so  a uellas ue posee  e di ie tos ap e ia les de 
fosfo es e ia.  

 

1.1.9 E isió  i te ite te li ki g  – satu a ió  po  t ipletes 

Cua do se o se a la e isió  de fluo es e ia de u a ú i a olé ula, las e u sio es a 
T  puede  e ide ia se di e ta e te o o i te up io es e  la e isió . Este efe to es 
o o ido o o li ki g o pa padeo . A aliza do la estadísti a de los pe íodos de e isió  

y o e isió  e  disti tas o di io es es posi le o te e  todas las tasas de t a si ió  
i olu adas , . 

Ot a o se ue ia de los pe íodos de o-e isió  es ue la á i a i te sidad de 
fluo es e ia al a za le se li ita a alo es e o es ue los p edi hos po  el tie po de 
ida edia de fluo es e ia . 

�, = � + ( ��� , +� , )     .  

Este fenómeno se conoce como saturación por tripletes. 
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1.1.10 Mediciones de tiempo de vida media de fluorescencia por conteo de fotones 

individuales correlacionados en el tiempo 

Si se considera un ensamble de fluoróforos excitado con un pulso de luz, una cantidad 

de moléculas [A*] pasarán al estado S1 por absorción de fotones. La velocidad de 

despoblación del estado excitado, puede ser descripta por la ecuación: − [ ∗] = + [� ∗]     

I teg a do esta e ua ió  y se o tie e: [� ∗] = [� ∗] exp − �      .  

Do de [� ∗]  es la o e t a ió  de olé ulas e itadas a tie po e o y � el tie po de 
ida del estado e itado, ue está dado po  . . 

El conteo de fotones individuales correlacionados en el tiempo (TCSPC- Time Correlated 

Single Photon Counting)
37 es una técnica para medir curvas de decaimiento de 

fluorescencia desarrollada por Bollinger y Thomas38 en los años 60 y ampliamente aplicada 

desde entonces. TCSPC se basa en excitar fluoróforos con pulsos, detectar fotones 

individuales de fluorescencia y computar su tiempo de arribo con respecto al pulso 

anterior de excitación.  

 

 

Figura .  P i ipio de o teo de foto es i dividuales o ela io ados e  el tiempo. a  Las 
u vas ep ese ta  los pulsos de e ita ió  y las fle has el tiempo de a i o de u  fotó  luego 

de se  e itado � . Dadas las o di io es de e ita ió  tam ié  e iste  pe íodos do de o se 
egist a  eve tos.  La u va de de aimie to de fluo es e ia es dete mi ada a pa ti  del 

histog ama o fo mado po  los tiempos de a i o dete tados .  
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Para una correcta medición deben cumplirse las siguientes condiciones: i) el tiempo 

entre pulsos (�) debe ser varias veces más largo que el tiempo de vida media de 

fluorescencia (figura 1.3 a), de modo de asegurar que la molécula decaiga a su estado 

fundamental entre pulsos, ii) la duración de los pulsos debe ser corta con respecto al 

tiempo de vida media de fluorescencia para poder observar correctamente el decaimiento, 

y iii) la intensidad de fluorescencia debe ser suficientemente baja, de manera que la 

probabilidad de detectar dos fotones entre pulsos sea despreciable34.  

Bajo estas condiciones es posible computar, cada vez que se detecta un fotón, el tiempo 

transcurrido desde el último pulso de excitación. La curva de decaimiento puede ser 

obtenida realizando un histograma de los tiempos de arribo detectados,  (figura 1.3, b)). 

 

1.1.11 Foto la ueo 

Ot a posi ilidad pa a u a olé ula foto-e itada es utiliza  la e e gía e t a pa a uza  
a e as de pote ial pa a algu a t a sfo a ió  uí i a. “e de o i a foto la ueo al 

p o eso e  el ue u  fluo ófo o suf e u a alte a ió  foto uí i a ue lo deja i a ti o e  
té i os de fluo es e ia. U a olé ula foto la ueada ya o a so e y/o o e ite luz 
e  el a go de t a ajo .  

“i se o se a la e isió  de fluo es e ia de olé ulas i di iduales, el foto la ueo se 
e ide ia o o u a i te up ió  a upta de la e isió , ue se dife e ia del li ki g po  
se  pe a e te. La o u e ia de u a ea ió  foto uí i a de foto la ueo es u  
fe ó e o esto ásti o. E  o se ue ia, la i te sidad de fluo es e ia de u  e sa le de 

olé ulas de ae e po e ial e te e  el tie po a edida ue ás y ás fluo ófo os se 
foto la uea  figu a . . 

El foto la ueo li ita el ú e o de i los de e ita ió - elaja ió  ue u a olé ula 
puede ealiza , y e  o se ue ia el ú e o de foto es de fluo es e ia ue puede 
e t ega . Este fe ó e o suele se  po o deseado ya ue li ita la i fo a ió  o te i le a 
pa ti  de edi io es de fluo es e ia, o o i os opía, espe t os opía, se so es, 
e sayos, e pe i e tos de segui ie to t a ki g  de olé ulas ú i as o pa a algu as 
té i as de supe esolu ió , o o “TED , e t e ot os.  

“i ie  e  ge e al es u  efe to egati o, se ha sa ido ap o e ha  pa a diseña  algu as 
té i as e itosas, o o la e upe a ió  de fluo es e ia luego del foto la ueo F‘AP –

, o i ofotólisis de fluo es e ia .  
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Figura .  Foto la ueo ajo e ita ió  o sta te, la i te sidad de fluo es e ia de u  
e sam le de molé ulas de ae o ti uame te e  el tiempo. E  el aso de u a ú i a molé ula, el 
foto la ueo se evide ia po  u a i te up ió  a upta de la emisió .  

 

1.1.12 Que hi g 

“e de o i a ue hi g a la dis i u ió  de  de ido a la i te a ió  o  u  age te 
e te o, asi sie p e de ido a u  au e to e lusi o de . El ue hi g puede o u i  
po  dife e tes e a is os, edia te olisio es, o po  t a sfe e ia de e e gía desde el 
estado e itado a ot a olé ula o ate ial.  

U a olé ula e  su estado fu da e tal ta ié  puede fo a  o plejos o 
fluo es e tes o  olé ulas p ese tes e  la solu ió , p odu ie do u a dis i u ió  e  la 
señal, au ue o suele lla a se ue hi g a este tipo de i te a io es.  

 

1.1.13 Efe to de la te pe atu a 

Las t a si io es ele t ó i as i olu adas e  el p o eso de fluo es e ia depe de  de la 
te pe atu a, de ido a p o esos i t a ole ula es, a i te a io es o  las olé ulas del 
e to o o a a ios e  las p opiedades del sol e te. El efe to glo al de la te pe atu a 
so e la fluo es e ia puede se  a iado. 
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U  o po ta ie to ge e al o siste e  el au e to de  a edida ue au e ta la 
te pe atu a. Todos los p o esos de de ai ie to o- adiati os ela io ados o  la 
agita ió  té i a olisio es o  las olé ulas del sol e te, i a io es i t a ole ula es, 
ota io es, et .  so  ás efi ie tes a altas te pe atu as . Al igual ue u  ue heo  se 

p odu e u a dis i u ió  si ultá ea de  y �. 

Po  ot o lado, el p o eso de fluo es e ia puede se  i flue iado i di e ta e te po  
a ias p opiedades del sol e te, las uales a su ez depe de  de la te pe atu a , , o o 

po  eje plo la pola idad , pH  y la is osidad . Po  eje plo al au e ta  la te pe atu a, 
la is osidad dis i uye, edu ie do la igidez de la est u tu a uí i a del fluo ófo o. 
Típi a e te ua do u  fluo ófo o es e os ígido su efi ie ia uá ti a dis i uye  y su 
espe t o de e isió  suf e u  o i ie to al ojo . U  sol e te pola  es apaz de 
esta iliza  el estado e itado, y o e  el espe t o de e isió  ha ia al ojo. Asi is o, u  
au e to de te pe atu a dilata al sol e te y edu e di ha esta iliza ió , da do luga  a u  
o i ie to del espe t o de e isió  al azul o i ie to te o ó i o  , .  

“i ie  se e tie de  los o po ta ie tos y se o se a  te de ias la as pa a fa ilias 
de fluo ófo os, esulta asi i posi le p ede i  el o po ta ie to de u a olé ula 
pa ti ula  f e te a a ios de te pe atu a. Esto se de e a la g a  a tidad de a ia les 

ue puede  afe ta  la espuesta de u  fluo ófo o a te la te pe atu a, algu as 
p odu ie do efe tos o t a ios. E  ge e al esta depe de ia se ide e pe i e tal e te 
pa a ada olé ula y e  ada edio. 

 

Figura .  Efe to de la tempe atu a e  la i te sidad de fluo es e ia de fluo ófo os. Los 
fluo ófo os TET, HEX, ROX y Te as ed o p ese ta  u  am io sig ifi ativo, mie t as ue FAM y 
FMR p ese ta  u a dismi u ió  mode ada pe o o sta te o  la tempe atu a. Cy3 y Cy5 
ma ifiesta  u  det ime to ma ado de su fluo es e ia al aume ta  la tempe atu a. Figu a 
e t aída del a tí ulo de Ma as .  
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E  la figu a .  se p ese ta a odo de eje plo la espuesta a te a ios de 
te pe atu a de la i te sidad de fluo es e ia de o ho fluo ófo os o ú e te 
utilizados .  “e o se a o o algu os p á ti a e te a tie e  su i te sidad o sta te 
Te as ‘ed  ie t as ot os de ae  hasta u  % a ºC espe to a su señal a te pe atu a 

a ie te. 

 

1.2 Nanopartículas Metálicas:  

 

Las nanopartículas metálicas (NPs), en particular de plata (Ag) y oro (Au), han atraído 

especial atención debido a sus propiedades ópticas dependientes del tamaño y forma.  

Desde el pionero trabajo de Faraday en 185756, donde realizó un estudio sistemático de la 

síntesis y colores del oro coloidal, se han publicado cientos de trabajos científicos sobre la 

síntesis, modificación, propiedades y ensamblado de NPs de casi cualquier forma y 

tamaño31,57–61 . En la figura 1.6 se presentan algunos ejemplos de NPs de distintas 

geometrías y sus respectivos espectros de extinción.  

Estas propiedades ópticas están determinadas por la interacción colectiva de los 

electrones de conducción con la radiación en el rango visible e infrarrojo62 cercano (vis-

NIR), y dependen fuertemente de la composición, la forma y el tamaño de las 

nanopartículas, como así también de las propiedades ópticas del entorno.  

 

 

1.2.1 Plasmones superficiales 

 

En presencia de un campo eléctrico los electrones de conducción de un metal se 

desplazan de su posición de equilibrio. Los núcleos positivos, al ser mucho más masivos se 

desplazan mucho más lentamente y pueden considerarse estáticos. Este fenómeno es el 

responsable de que a nivel macroscópico sea usual considerar que el campo eléctrico no 

penetra en los metales; los electrones desplazados hacia o desde la superficie generan una 

polarización superficial que apantalla al campo en el seno del metal. A nivel microscópico 

existe una región donde sí penetra el campo, denominada longitud de penetración. 
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Figura 1.6 Panel Superior: Imágenes de microscopía electrónica que ilustran la gran 

diversidad de morfologías posibles de nanopartículas de oro. a-f) nanopartículas coloidales 

sintetizadas utilizando métodos químicos de nucleación y crecimiento
63

. Panel Inferior: 

Espectros de extinción para geometrías particulares, a) Cáscaras de oro
64

 b) Nanocilindros de 

oro
65

, d) nano-cajas
66

, f) Nano estrellas de oro
67

. 

 

 

Conjuntamente con el desplazamiento electrónico se establece una fuerza  que impulsa 

a los electrones hacia sus posiciones de equilibrio alrededor de los núcleos68. Si el campo 

eléctrico es estático, se llega a una separación de equilibrio. En cambio si el campo 

eléctrico es variable en el tiempo, se produce un movimiento oscilatorio colectivo de 

electrones que para el caso de metales posee típicamente frecuencias de resonancia en el 

rango óptico. Esta oscilación colectiva y resonante de electrones superficiales se denomina 

plasmón superficial. El término plasmón surgió para denominar al cuanto fundamental de 

energía de esas oscilaciones69, pero hoy en día se lo usa más que nada para referirse a las 

eso a ias e  sí is as. La ayo ía de los efe tos plas ó i os , y e  pa ti ula  los 
involucrados en este trabajo pueden ser tratados clásicamente. 

 

Si se excita un plasmón superficial con radiación de la frecuencia de resonancia, se 

produce un acoplamiento entre las ondas electromagnéticas de la luz, y las ondas 

mecánicas de movimiento electrónico. La luz mueve a los electrones, y los electrones 

irradian luz. Este acoplamiento mecánico-electromagnético se denomina en general 

polaritón. En el caso en que la onda mecánica es un plasmón, se llama plasmón-polaritón. 

Si se tratara de oscilaciones de los núcleos, como puede suceder en un cristal iónico por 

ejemplo, se lo llama fonón-polaritón. Muchas veces por simplicidad se usa simplemente el 
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término plasmón, y se obvia polaritón. En este trabajo trataremos exclusivamente con 

plasmones-polaritones ya que siempre serán excitados con luz.  

Los plasmones  superficiales son ondas propagantes. Su distancia de propagación es 

limitada por pérdidas (absorción) en el metal. Típicamente los plasmones superficiales en 

Au o Ag se propagan algunas longitudes de onda de los plasmones correspondientes, lo 

que equivale a longitudes de algunos pocos micrómetros hasta algunas decenas de 

micrómetros, dependiendo del metal y la longitud de onda de la luz usada. 

 

1.2.2 Plasmones superficiales localizados 

  En el caso de que el metal se encuentre estructurado geométricamente en 

dimensiones comparables a la distancia de propagación de los plasmones superficiales, 

surgen nuevas condiciones de resonancia.  En el caso de nanopartículas, la frecuencia de 

resonancia de los plasmones superficiales dependerá fuertemente de la forma. De modo 

análogo a una cavidad, a ciertas frecuencias los plasmones no podrán sostenerse debido a 

interferencias destructivas, mientras que para otras frecuencias se generaran fuertes 

resonancias por interferencia constructiva de plasmones superficiales.  

Otro efecto de tamaño cuando en algún sitio las dimensiones de la nanopartícula son 

menores que la longitud de penetración. En ese caso las resonancias plasmónicas pueden 

verse modificadas por efectos de volumen.   

En general, a los plasmones en nanopartículas se los denomina plasmones superficiales 

localizados (LSPR, localized surface plasmon resonance)70. 

En la figura 1.7 a) se muestra esquemáticamente la resonancia plasmónica de una 

nanopartícula esférica, y en la figura 1.7 b) el campo eléctrico asociado, en este caso 

dipolar. 

 

1.2.3 Absorción y dispersión de luz 

 

Los plasmones dan origen a una gran absorción y dispersión de luz a la frecuencia de 

resonancia. En resonancia, la amplitud de movimiento electrónico es máxima, lo cual da 

origen simultáneamente a una máxima absorción por pérdidas óhmicas en el metal, y a 

una máxima dispersión de luz. Esto se evidencia claramente por ejemplo en el espectro de 

extinción. Para el caso de AuNP esféricas en agua, la resonancia ocurre entre 520 y 580 

nm, dependiendo del tamaño (figura 1.7 c y d).  
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Figura 1.7 a) Representación esquemática del movimiento electrónico en un plasmón 

superficial en una nanopartícula esférica. b) Líneas de campo asociadas, que en el caso de la 

esfera pequeña poseerá el patrón de un dipolo. c) Comparación de espectros de resonancia 

calculadas por la aproximación de Mie (círculos rojos) y Gans-Mie (círculos verdes) con respecto 

a  espectros de absorbancia medido (línea negra) en agua para una AuNP de radio promedio 7 

nm
71

. d) Espectros de extinción calculados para distintos tamaños de nanopartículas esféricas 

de oro. 

 

 

1.2.4 Modelado y cálculo teórico de resonancias plasmónicas 

Es importante notar que toda la descripción microscópica de plasmones no es necesaria 

para calcular las propiedades ópticas de nanopartículas o sistemas de nanopartículas. 

Todas las propiedades, campo cercano y campo lejano, pueden modelarse resolviendo las 

ecuaciones de Maxwell. Los efectos de resonancias plasmónicas quedan incluidos en la 

función dieléctrica del metal. Si bien en general es necesaria una solución numérica, para 

ciertas geometrías simples o bajo ciertas aproximaciones, es posible encontrar una 

solución analítica. 

 Para el caso de NPs más pequeñas que la longitud de onda de la luz, la aproximación de 

Rayleigh, donde se desprecian contribuciones mayores que la dipolar (también conocida 

como aproximación dipolar o cuasi-estática), permite estimar LSPRs mediante una fórmula 
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sencilla y parámetros conocidos. Bajo esta aproximación, la polarizabilidad de pequeñas 

NPs está dada por � = � | � −�� + � |    (1.11) 

Donde �  es la permitividad del vacío, R es el radio de la partícula, �  y � = �′ + ��′′ son 

la permitividades relativas del medio circundante (considerada real, es decir un medio sin 

absorción) y de la partícula, respectivamente70. Ambas permitividades dependen de la 

frecuencia. 

Las secciones eficaces de dispersión y absorción quedan definidas como: � = ��0 �    � = ��0 |�|      (1.12) 

 

En este modelo surge la condición de resonancia, dado por el denominador de la 

ecuación (1.12), que se minimiza cuando �′ =- � . Esto permite explicar el origen de los 

distintos colores de soluciones de nanopartículas pequeñas de distintos metales. 

Sin embargo, obviamente, este modelo falla en que no da cuenta de la dependencia 

espectral con el tamaño de las partículas, que se observa experimentalmente.  

Para partículas de forma esférica, la teoría de Mie72,73 ofrece un modelo analítico 

completo como solución a este problema. Mie resuelve las ecuaciones de Maxwell en 

coordenadas esféricas y provee expresiones exactas para las secciones eficaces de 

absorción y dispersión, para cualquier partícula esférica (figura 1.7, c y d). 

Para calcular el espectro de partículas esferoides alargadas, es necesario tener en 

cuenta la orientación con respecto al campo oscilante. Gans derivó una expresión para el 

coeficiente de extinción � , que se conoce comúnmente como extensión de la solución 

de Mie, o teoría de Gans-Mie74.  

Basado en estas ecuaciones, se han realizado varios estudios sobre la dependencia de la 

posición del plasmón con respecto a la relación de aspecto73,75,76. En la figura 1.8 se 

presentan algunos resultados medidos concordantes con la teoría.  

Sin embargo, para modelar NPs de geometrías más complicadas es necesario recurrir a 

métodos numéricos para resolver las ecuaciones de Maxwell. Con el desarrollo de las 

computadoras, este tipo de métodos han tomado especial importancia y hoy en día es 

posible modelar prácticamente cualquier situación experimental. Entre los métodos más 

populares y exitosos se destacan la aproximación por dipolos discretos (DDA), el método 

de diferencias finitas en el tiempo (FDTD)70 y el método de elementos de contorno 

(BEM)77.  
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Figura 1.8 Espectros de extinción normalizados de 7 muestras distintas de nanoclindros de 

oro en agua, cuya relación de aspecto se detalla en los máximos de cada curva. Los espectros 

se normalizaron por el valor tomado en el máximo de cada curva.
78 

La posibilidad de poder predecir las propiedades ópticas de distintas NPs y sistemas de 

NPs, facilita el diseño de estructuras que posean características ópticas acordes a las 

necesidades de cada experimento. Esta versatilidad ha hecho aún más creciente el interés 

en la fabricación de nuevas nanoestructuras58,79. 

 

1.2.5 Campo cercano 

Los plasmones producen también un fuerte impacto tanto en la respuesta del campo 

cercano de las AuNPs80,81. Se entiende como campo cercano a las componentes 

evanescentes del campo eléctrico sobre la superficie de las NPs. Estos campos no se 

propagan y son indetectables en el campo lejano, sin embargo dominan las interacciones 

ópticas entre nanopartículas y con moléculas colocadas a distancia más pequeñas que la 

longitud de onda de la luz77.  

La posibilidad de adaptar el campo cercano en resonancias plasmónicas, mediante la 

composición, el tamaño y la forma de a opa tí ulas etáli as, pe ite a ipula  la luz 
en la nanoescala. Colocando por ejemplo, sondas fluorescentes en las inmediaciones de 

las nanopartículas es posible excitar selectivamente fluoróforos en regiones mucho más 

pequeñas que la longitud de onda de luz82,83 , o redireccionar la emisión de fluoróforos84,85. 

En este contexto, la interacción entre nanopartículas y fluoróforos se ha utilizado e 

investigado intensivamente en los últimos años86–88. 
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1.2.6 Acoplamiento plasmónico 

Si dos NPs se encuentran suficientemente cerca, es posible que los plasmones de cada 

una de ellas interactúen, creando modos LSPR acoplados; la carga superficial de una NP 

polariza a la vecina y vice-versa. Las frecuencias de resonancia de las NPs acopladas 

dependen fuertemente de la configuración y la distancia entre ellas, presentando 

corrimientos espectrales, generalmente al rojo, con respecto a las NPs individuales89.  

Por otro lado, el campo eléctrico asociado se ve intensificado y localizado en la región 

inter-partícula con respecto al campo de partículas aisladas (figura 1.9 a, b)70.  

 

 

Figura 1.9 a,b) Mapas de intensidad de campo eléctrico normalizado por la intensidad de 

campo incidente, alrededor de  una NP esférica de plata con D=25nm (a) de un par de 

partículas del mismo diámetro separadas 5nm (b). El campo incidente se encuentra polarizado 

a lo largo del eje mayor de dímero (verticalmente). c) Espectro de extinción de una NP esférica 

y del par de NPs mostradas en a) y b). Los cálculos se realizaron utilizando la Teoría 

Generalizada de Multipartículas de Mie.  

 

1.2.7 Generación de calor por medio de nanopartículas metálicas 

Las NPs metálicas son fluoróforos muy ineficientes, con valores de  del orden de 10-6. 

En consecuencia, prácticamente toda la energía absorbida es transformada en calor. La 

conversión de la energía de un fotón en energía térmica dentro de un NP metálica puede 

ser resumida en tres procesos subsecuentes. En primer lugar, luego de la absorción de un 

fotón, los electrones se ponen en movimiento dando lugar a una resonancia plasmónica 

que termaliza rápidamente (~ 100 fs) a una distribución de Fermi- Dirac90. Inmediatamente 

después, tiene lugar la termalización electrón- fonón, que ocurre en una escala temporal 

de algunos picosegundos91,92. En este punto, la NP se encuentra internamente en 

equilibrio térmico a una temperatura uniforme, pero no en equilibrio con el medio que la 

rodea, que aún permanece a temperatura ambiente. Finalmente la difusión térmica desde 

la NP caliente al medio, sucede en escalas temporales considerablemente más largas en 
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comparación con los procesos anteriores. De esta forma la NP se enfría a costa de calentar 

al medio. El tiempo de este proceso de la capacidad calorífica y de la conductividad 

térmica del medio, y se encuentra aproximadamente entre una a varias centenas de 100 

ps93. 

En esta descripción simplificada no se han considerado el solapamiento y competencia 

de los mecanismos de enfriamiento, como sí sucede en la realidad. Sin embargo, la gran 

diferencia de escalas temporales entre ellos, permite identificar a grandes rasgos, dos 

regímenes posibles de calentamiento de una NP90,93, según se use para calentar una 

iluminación continua o de pulsos cortos en relación al tiempo de transferencia de calor al 

medio94,95.  

Bajo iluminación continua el calor generado por la absorción de un fotón, es transferido 

al medio, y luego de un periodo transitorio, se genera un campo de temperaturas 

estacionario. Si bien la transferencia de calor al medio circundante tiene lugar en unos 

cientos de ps, la formación de un perfil estacionario de temperaturas requiere tiempos 

considerablemente mayores, por ejemplo para una NP en agua del orden de algunos 100 

ns.  

Si en cambio la iluminación es pulsada, con pulsos del orden de los tiempos 

característicos de la transferencia de calor, la NP se calienta y se enfría, antes que el medio 

pueda calentarse. En este caso la energía es disipada en forma de ondas acústicas locales, 

que se propagan de la NP al medio, y finalmente se disipan en forma de calor. Incluso, 

para pulsos de mayor energía, podrían suceder fenómenos  como la cavitación y la 

formación de burbujas. La descripción de la termodinámica en las vecindades de NPs 

metálicas excitadas con iluminación pulsada, es un problema que se investiga activamente 

en la actualidad96,97. 

 

1.2.8 Campo de temperatura alrededor de una nanopartícula calentada 

plasmónicamente 

1.2.8.1 Potencia de calentamiento de NPs 

La potencia absorbida (y por lo tanto liberada) por una NP puede ser expresada a partir 

de la sección eficaz de absorción � ,  = �       (1.15) 

Donde  es la irradiancia de la luz incidente (potencia por unidad de área), que 

dependerá de la configuración particular del experimento (tamaño del haz de excitación, 

potencia de la luz de excitación). 

A nivel microscópico la generación de calor también puede ser derivada de la densidad 

de potencia ( � ) dentro de la NP, e integrándola en el volumen de la NP = � � . 
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Considerando un calentamiento originado por efecto Joule, la densidad de potencia queda 

expresada como98: � = [� � ∙ � � ]    (1.16)  

Donde � �  es la amplitud compleja de la densidad de corriente dentro de la NP, que a 

su vez puede ser expresada como � � = ���, con � = � � � �. Entonces, se puede 

reescribir (1.16) como: � = � � � |� � |    (1.17) 

Por lo tanto la generación de calor es directamente proporcional al cuadrado del campo 

eléctrico dentro del metal.  

En la práctica existen dos maneras de calcular la potencia Q emitida por la NP. En 

aquellos casos donde es posible conocer la sección eficaz de absorción (como en el caso de 

NPs esféricas, por ejemplo, utilizando las ecuaciones 1.11 y 1.12), Q puede ser estimado 

utilizando la ecuación 1.15. Sin embargo, para situaciones donde sea imposible determinar 

experimentalmente �  será necesario recurrir a cálculos computacionales, bien para 

determinar �  o para obtener � � . 

 

1.2.8.2 Perfil de temperaturas 

A diferencia de la potencia de calentamiento de las NPs, que es un problema definido 

por la interacción entre la NP y la radiación. , la determinación de la distribución de 

temperaturas en el espacio se basa únicamente en la resolución de la ecuación de calor: � � �, = ∇ � ∇ �, + �,    (1.18) 

Donde, r y t son las coordenadas espaciales y el tiempo, respectivamente. �,  es la 

temperatura local, y � , �  y �  son la densidad, el calor específico y la 

conductividad térmica del medio en que se encuentra la NP, respectivamente. 

Considerando el estado estacionario la ecuación se ve simplificada a: ∇ � ∇ � = − �   dentro de la NP ∇ � ∇ � =    fuera de la NP   (1.19) 

Nuevamente, la limitación para resolver este sistema analíticamente dependerá de la 

geometría de la partícula. Para el caso más sencillo de una partícula esférica de radio  

inmersa en agua, y con = � , es posible resolver la ecuación diferencial, obteniendo: 
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= �ℎ = � �ℎ               <      

∆ = � �ℎ                             >    (1.20) 

Si bien la densidad de potencia de calentamiento �  de una partícula podría no ser 

uniforme, en especial para NPs de geometrías más complejas, la temperatura en el 

equilibrio es en general uniforme dentro de la NP debido a la rápida termalización interna 

en comparación con la transferencia de calor al medio. 

 

1.2.8.3 Cálculos de temperatura para partículas de estructuras arbitrarias. 

Para obtener la solución del campo de temperaturas producido por una partícula de 

geometría arbitraria, es necesario recurrir a soluciones numéricas para resolver la 

ecuación de calor. Sin embargo, si se conoce el coeficiente de absorción de la partícula, es 

posible aproximar a �  por una fuente puntual y retomar entonces las soluciones 1.2099. 

Definiendo un radio equivalente , como el radio de una esfera de igual volumen de la 

partícula a estudiar, de manera de conservar la simetría esférica del problema, el campo 

de temperaturas para una estructura arbitraria se define como: ∆ = � �ℎ            >   (1.21) 

Y se considera la temperatura dentro de la esfera constante.  

 

1.2.8.4 Transitorio de calentamiento 

Un parámetro que resulta de relevancia para los estudios de termoplasmónica, es el 

tiempo necesario para alcanzar la distribución de temperaturas del estado estacionario 

cuando una NP es sometida a una excitación continua.  

Durante el periodo transitorio la distribución de temperaturas está gobernada por la 

ecuación de calor dependiente del tiempo 1.18. Dado que la difusividad térmica de los 

metales es muy alta, la escala del tiempo transitorio queda a menudo definida únicamente 

por la difusividad térmica del medio, que es generalmente acuoso o aire. Bajo estas 

condiciones, el tiempo característico � º, definido como el tiempo necesario para alcanzar 

la mitad de la temperatura máxima en la superficie de la NP98 se puede expresar como: 

� º ≈  ∙� = �      (1.22) 

Donde � es la difusividad térmica (m2 s-1) del medio alrededor de la NP.  
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Figura 1.10 Calentamiento del agua debido a NP de oro de 80nm de diámetro, iluminada a 

la longitud de onda del LSPR (532nm) con tres irradiancias distintas. a) Perfiles de 

temperaturas. b) temperatura de la superficie de la NP en función del tiempos, desde que se 

comienza a iluminar la NP. 

La figura 1.10 a), muestra los perfiles de temperatura estacionarios cuando se ilumina 

una NP de oro de 80 nm con distintos niveles de irradiancia a 532 nm, y la figura 1.10 b) la 

temperatura en la superficie de la NP en función del tiempo. Puede observarse incluso 

para la irradiancia más elevada que el campo de temperaturas es despreciable más a allá 

de los 400 nm y con un � º  menor que . . 

 

1.2.8.5 Efectos Colectivos 

Los modelos descriptos anteriormente, se ajustan a NPs individuales. Si varias NPs se 

encuentran a distancias de menores que la necesaria para disipar el calor generado por 

cada una, se produce una acumulación de calor en las regiones entre NPs y el aumento de 

temperatura es considerablemente mayor al que se obtiene con NPs aisladas. 

Este efecto acumulativo en el calentamiento que es el resultado de la suma de los flujos 

de calor de cada NP, y puede ser descripto por la ecuación de calor (1.8). La fuente de 

calor en este caso, debe escribirse como la suma de las fuentes individuales100 � =∑ � �� , donde � es la potencia absorbida por la partícula i.  

Por otro lado, de haber acoplamiento plasmónico entre las partículas, el sistema 

poseerá frecuencias de resonancias y modos distintos a las NPs individuales. Como se 

describió en la sección 1.2.6, esto depende fuertemente de la disposición y la distancia 

inter-partículas. Por esta razón la disipación total de calor puede aumentar o disminuir 
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dependiendo no solo de la longitud de onda sino también de la polarización de la luz 

incidente con respecto al arreglo de NPs. Las distancias de separación entre NPs necesarias 

para acoplamiento electromagnético son mucho menores que las necesarias para 

acumular calor. 

   

1.3 Interacción de nanopartículas metálicas con fluoróforos 

En líneas generales, las tasas de todas las transiciones involucradas en el proceso de 

fluorescencia pueden ser alteradas por la presencia de una nanoestructura metálica. Esto 

se representa en la figura 1.11 donde se esquematizó un diagrama de Jablonski modificado 

en presencia de una NP. 

La tasa de excitación  es modificada por cambios (aumento o reducción) en la 

intensidad del campo eléctrico local. Por ejemplo, bajo condiciones de resonancia 

plasmónica101, la intensidad del campo eléctrico en la interfaz metal/ dieléctrico (medio) 

puede ser aumentada varios órdenes de magnitud en algunas regiones. Este incremento 

depende de la geometría, la constante dieléctrica del material y de la frecuencia de 

radiación.102 Es importante notar que distintos modos resonantes (p.e. dipolar, 

cuadrupolar, etc.) producen intensificación y reducción del campo local en distintas 

regiones. 

Por otro lado la presencia de una NP puede modificar la relajación de una molécula 

afectando tanto su tasa radiativa  como su tasa no radiativa  de decaimiento.  

El aumento o disminución de  va de la mano de las variaciones en la densidad de 

estados fotónicos producidos por la presencia de la NP, que dependen de la distancia de 

separación y de la orientación relativa entre el fluoróforo y la NP103,104.  

A su vez,  se ve modificado debido a que el metal introduce canales de decaimiento 

electromagnético no radiativos adicionales, que comprenden tanto la excitación de modos 

evanescentes en el metal, como transferencia directa de energía desde el estado excitado 

de la molécula al metal105–107. Estos canales de de-excitación sumados a los intrínsecos de 

la molécula, pueden reducir la eficiencia cuántica de fluorescencia, e incluso a distancias 

pequeñas (< /30), pueden quenchear la emisión por completo103. 

Numerosos trabajos se han enfocado en demostrar experimentalmente como el 

quenching y el tiempo de vida de un fluoróforo ubicado en la cercanía de una NP varía con 

la distancia a ella108–110. En particular, en un trabajo realizado en colaboración con el grupo 

de Tinnefeld111 se observa como para una NP esférica de 10 nm, el efecto se torna 

despreciable más allá de los 30 nm (figura 1.12 a y b). 
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Figura 1.11 Representación del diagrama de Jablonski modificada en presencia de 

nanopartículas. Las flechas más gruesas indican la posibilidad de un incremento o decremento 

en las tasas de emisión y excitación debido a la interacción entre los fluoróforos y el campo 

plasmónico.  

Otro trabajo del grupo de Novotny22, por ejemplo, se enfoca en evidenciar los dos efectos 

competitivos generados por la cercanía de las NPs estudiando la transición continua entre 

el quenching y el aumento de la fluorescencia en presencia de partículas de plata y oro. En 

la figura 1.12 c) se grafica el aumento de fluorescencia medido de un fluoróforo con 

orientación radial frente a una NP de plata, en función de la distancia. Se observa un 

cambio de comportamiento para distancias menores de 5nm.  

 

 

Figura 1.12 a) Cambio relativo en la intensidad de fluorescencia y b) en el tiempo de vida 

como función de la distancia entre un fluoróforo (ATTO 647N) y una AuNP esférica de 10 nm. 

Los cuadrados negros representan los valores experimentales. Las curvas sólidas son cálculos 

para un dipolo tangencial (azul), radial (rojo) y el promedio para un dipolo rotante
111

. c) 

Modificación en la fluorescencia como función de la distancia partícula-fluoróforo. La señal se 

normalizó por la fluorescencia detectada cuando la partícula se encuentra suficientemente 

lejos (ca. 500nm).
22

.     
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En resumen, y para dar cuenta de la complejidad de esta interacción se puede decir que 

las nano-estructuras pueden generar los siguientes efectos sobre las moléculas 

fluorescentes dependiendo de su ubicación y orientación: 

- Modificar el campo eléctrico local a través de las resonancias plasmónicas, 

que resulta en una modificación en la tasa de excitación  112 

- El proceso de emisión es alterado ya que la nanoestructura puede mediar la 

emisión afectando la constante de decaimiento radiativa 28 

- Los canales de decaimiento no radiativo también pueden ser amplificados 

por transferencia de energía a los modos oscuros de la nanoestructura metálica21.  

Dada las diversas posibilidades que se abren al poder combinar estos efectos variando 

distancias, tamaños, formas de NPs con distintos fluoróforos, se han publicado numerosos 

trabajos tanto modelando el efecto5,35,108 como aplicándolo a distintos campos de la 

ciencia, desde medicina31,113,114, biosensado 24,46,86,115,116, nanoantenas23,110,117, 

microscopías de superresolución29,118,119, entre otros.  
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Reducción de fotoblanqueo controlada 

por efecto Purcell 

 

 

 

En este capítulo se presenta un estudio cuantitativo del fotoblanqueo de moléculas 

individuales ubicadas en la vecindad nanométrica de nanopartículas de oro (AuNP), que 

permite demostrar cómo la presencia de NP en la cercanía del fluoróforo logra aumentar 

sustancialmente el número total de fotones emitidos, dependiendo del tamaño de la NP.   

 

 

2.1.  Fotoestabilidad y efecto Purcell  

Es habitual describir la calidad de un fluoróforo por su sección eficaz de absorción y por 

su rendimiento cuántico . Sin embargo, el número total de fotones que un fluoróforo 

puede emitir es un parámetro más importante, ya que determina cuanta información será 

posible obtener de una medición de fluorescencia. La cantidad de fotones totales que un 

fluoróforo pueda emitir está limitado por el fotoblanqueo. 

El fotoblanqueo, más conocido por su nombre en inglés Photobleaching, es la alteración 

fotoquímica de un fluoróforo que lo deja incapaz de fluorescer de manera permanente 

(ver introducción 1.1.11). El modelo más simple para describir el fotoblanqueo involucra 

un sistema de 3 estados según se presenta en la figura 2.1: un estado fundamental singlete 

S0, un estado excitado S1 y un estado apagado B. 

 

 

http://es.wikipedia.org/wiki/Idioma_ingl%C3%A9s
http://es.wikipedia.org/wiki/Reacci%C3%B3n_fotoqu%C3%ADmica
http://es.wikipedia.org/wiki/Reacci%C3%B3n_fotoqu%C3%ADmica
http://es.wikipedia.org/wiki/Fluor%C3%B3foro
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Figura 2.1 Esquema de 3 niveles electrónicos involucrados en el proceso de fluorescencia 

molecular: S0, estado fundamental, S1, estado excitado, y B estado oscuro al que decae la 

molécula al fotodegradarse.  

Un fluoróforo que ha sido excitado a S1 tiene únicamente tres posibilidades de, i) emitir 

un fotón con una determinada tasa de decaimiento radiativa, , ii) relajarse al estado 

fundamental, pero esta vez por procesos que no involucran la emisión de un fotón, con 

una tasa de decaimiento no radiativo , o iii) fotoblanquearse con una constante de 

bleaching  y caer en un estado oscuro irreversible. 

Bajo estas condiciones entonces, la eficiencia de emisión : = �� +� +�     (2.1)  

Por definición los fluoróforos son moléculas para las que el proceso de emisión de 

fluorescencia es relativamente eficiente, y suelen emitir una gran cantidad de fotones 

antes de fotoblanquearse. Es decir, la molécula realizará numerosos ciclos de excitación-

relajación antes de sufrir una reacción de fotoblanqueo. En este caso,  es mucho menor 

que ( + , por lo que es habitual ignorar a  en cálculos de  (como en la ecuación 

1.5). 

Análogamente la eficiencia de fotoblanqueo  está dada por: 

 = �� +� +�      (2.2)     

Y el número total de fotones emitidos N por una molécula antes de fotoblanquearse 

está dado por la relación entre las eficiencias de blanqueo y de emisión: = = ��     (2.3) 

Es importante notar que  no depende de la tasa de excitación  ni del , como ya 

había sido observado por Hirschfeld120 en su trabajo del 76, sino únicamente de las tasas 

radiativas y de blanqueo. Por ejemplo, aumentar la tasa de excitación  solo hará que 

B 



Reducción de fotoblanqueo controlada por efecto Purcell 31 

 

 
 

los  fotones sean emitidos rápidamente. Si en cambio el fluoróforo es quencheado por 

algún agente externo, como por ejemplo temperatura, aumentando el  , se emitirán N 

fotones de todas formas, solo que en un período de tiempo más largo.  

La importancia de la ecuación 2.3 radica en que a partir de ella, es posible analizar las 

dos vías posibles para obtener más fotones de una molécula: o bien reduciendo , o bien 

aumentando . La primera alternativa consiste entonces en controlar la tasa de la/s 

reacción/es fotoquímica/s, y ha sido el enfoque más explorado. Por medio de 

modificaciones químicas, es posible modificar las características del estado fundamental 

y/o excitado de los fluoróforos, de manera de disminuir la constante de fotoblanqueo  . 

Por medio de estas estrategias se ha logrado sintetizar numerosas familias de fluoróforos 

más resitentes al fotoblanqueo121–123. Otra alternativa para reducir   consiste en 

modificar el medio, de manera de proteger el fluoróforo. Por ejemplo, es usual que las 

reacciones involucradas en el proceso de fotoblanqueo involucren la reacción con oxígeno. 

Utilizando soluciones supresoras de oxígeno se pueden reducir considerablemente la tasa 

de fotoblanqueo124–128.  

La segunda alternativa para obtener más fotones de una molécula consiste en aumentar 

la constante de decaimiento radiativo  . Este es en un enfoque más físico, y no había 

sido explorado en detalle hasta el momento de este trabajo. Este método físico está 

basado  en la regla de oro de Fermi que brinda una expresión general para el decaimiento 

radiativo:  

= [ �| |� ]    (2.4)   

La regla de oro de Fermi tiene dos factores, el primero se compone de la interacción 

entre el estado inicial ⟨�| correspondiente a la molécula excitada en ausencia de fotones y 

el estado final ⟨ | correspondiente a la molécula relajada más un fotón, a través del 

Hamiltoniano . Modificar este factor requiere de modificaciones químicas a los estados 

S0 y S1 de las moléculas; es de hecho posible obtener moléculas con mayor o menor  

mediante modificaciones químicas. El segundo factor en la regla de oro de Fermi, y el de 

relevancia para el presente trabajo es la densidad de estados fotónicos , a la 

frecuencia de emisión . La presencia de  en la ecuación (2.4) da cuenta que el estado 

final involucra la generación de un fotón, y para que este pueda existir se necesitan 

estados disponibles. Como ejemplo extremo para visualizar este efecto puede 

considerarse una molécula excitada dentro de una cavidad ideal, que solo permite la 

existencia de fotones con energías n*h . La molécula solo podrá emitir en una de las 

frecuencias permitidas, y si sus estados moleculares no coinciden con las frecuencias 

permitidas por la cavidad, nunca decaerá.  

Una mayor densidad de modos fotónicos a la frecuencia y polarización  correcta 

facilitará al fluoróforo excitado un decaimiento radiativo más rápido. Este hecho fue 

demostrado por primera vez por Purcell, quien observó que pequeñas partículas metálicas 

podían aumentar el  a radiofrecuencias 129.  Por su parte, en 1974, Drexhage130 fue el 
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primero en demostrar que el decaimiento espontáneo de complejos metálicos 

luminiscentes se modifica al estar en cercanía de un espejo metálico. Los metales son 

particularmente interesantes en este aspecto. Sus electrones de conducción pueden seguir 

las variaciones del campo eléctrico en el rango óptico y generar modificaciones de la 

densidad de estados fotónicos. Se ha avanzado enormemente en el entendimiento de este 

fenómeno, discerniendo entre contribuciones radiativas y no-radiativas en los cambios 

producidos en el tiempo de decaimiento. En particular se ha enfocado el estudio de 

metales nano-estructurados, ya que presentan resonancias electrónicas (plasmónicas) en 

el rango óptico, lo cual deriva en influencias más marcadas en las transiciones involucradas 

en la fluorescencia. En este contexto se han investigado films delgados, NP coloidales y 

est u tu as fa i adas de odo top-down
34,103,110,131–135.  

La mayor cantidad de estos estudios se han abocado a investigar cambios en el tiempo 

de decaimiento, como así también las posibilidades de incrementar la intensidad de 

fluorescencia88 y la direccionalidad de la emisión85. Llamativamente, a pesar de la 

relevancia fundamental y tecnológica, muy pocos trabajos se han dedicado a estudiar el 

efecto de la densidad de estados fotónicos sobre el número total de fotones emitidos.  

 Enderlein17 postuló la posibilidad de obtener un mayor número de fotones 

incrementando  en un trabajo teórico considerando una molécula cercana a una 

superficie metálica. Desde dicha propuesta teórica hasta la fecha, sólo un puñado  de 

experimentos  han sido reportados en esta dirección y ninguno ha sido cuantitativo, 

posiblemente por el hecho de que una investigación experimental cuantitativa de este 

fenómeno no es trivial. Por un lado requiere gran control sobre la geometría y el entorno 

del fluoróforo a nivel nanométrico (posición molécula-nanoestructura, y composición del 

entorno molecular). Por otro lado, para obtener valores confiables del número total de 

fotones emitidos es necesario medir trabajosamente distribuciones, ya que los procesos 

de decaimiento son estocásticos. 

 Se ha reportado una disminución del fotoblanqueo de sondas fluorescentes en la 

vecindad de islas de films de plata136, como así también se encontraron evidencias que 

apoyan la teoría de Enderlein en estudios sistemáticos con monocapas de fluoróforos a 

distancias controladas de films delgados de oro137. Recientemente se demostró que 

fluoróforos incorporados a una nanocáscara de oro se vuelven considerablemente más 

resistentes al fotoblanqueo138, y que fluoróforos adsorbidos a dímeros de NPs de plata 

pueden emitir una cantidad sustancialmente mayor de fotones antes fotoblanquearse139.  

En el trabajo presentado en este capítulo, con el fin de estudiar el efecto de las AuNP 

sobre las constantes de decaimiento de un fluoróforo, se utilizaron estructuras de ADN 

autoensambladas (origamis de ADN) para lograr colocar fluoróforos individuales a una 

separación de 8 nm de la superficie de AuNPs de 20, 40 y 80 nm de diámetro. Gracias a la 

precisión nanométrica en la geometría de los origamis de ADN, es posible contrastar 

fielmente los resultados experimentales con cálculos electromagnéticos y así corroborar el 

aumento Purcell de la fotoestabilidad. 
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2.2  Nanoestructuras Híbridas: Origamis de ADN, fluoróforos y AuNP 

2.2.1 Origamis de ADN 

 Una cadena polimérica simple de ADN está compuesta por una serie de unidades 

moleculares llamadas nucleótidos. Estas unidades están formadas por un azúcar, un grupo 

fosfato y una base nitrogenada, que puede variar dependiendo de la especie aromática 

que la componga. Las bases se conocen como (A) adenina, (G) guanina, (C) citosina y (T) 

timina140.  

Típicamente el ADN se presenta en la naturaleza en forma de doble hélice compuesta 

por dos cadenas complementarias apareadas entre sí. Las cadenas se unen por enlaces de 

tipo puente hidrógeno y debido a la polaridad de las bases, son complementarias 

únicamente A-T y C-G. De esta forma se definen dos cadenas complementarias que se 

alinearán de forma antiparalela, es decir una cadena orientada de 3´ a 5´, mientras que la 

otra está orientada de 5´a 3´a lo largo de la primera (Figura 2.2). 3´ y 5´representan los 

grupos 3´hidroxilos y 5´fosfato del fin de cadena, respectivamente.   

Estas dobles cadenas pueden ser desensamblarse (desnaturalizarse) en sus cadenas 

simples a una cierta temperatura por encima de la ambiente. Se define la temperatura de 

fusión del ADN doble cadena, como la temperatura a la que la mitad de las bases se 

encuentran apareadas, mientras que la otra mitad se ha desapareado. Esta temperatura 

de desnaturalización puede medirse experimentalmente como así también puede ser 

predicha teóricamente141.  Debido a las características especiales que presenta esta 

macromolécula, múltiples investigaciones se han volcado a comprender sus funciones 

relacionadas a sus posibles estructuras142,143. En torno a esto se ha desarrollado la 

nanotecnología de estructuras de ADN, donde cada cadena de ADN es considerada un 

bloque estructural, conectándose entre sí por apareamiento de bases, conformando un 

objeto nanométrico enteramente de ADN.  
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Figura 2.2 Representación esquemática de ADN. a) Esquematización de oligonucleótidos 

formados por un azúcar (pentágono violeta), un fosfato (círculos amarillos) y una base (A, T, G, 

C) conformando una cadena orientada y apareada con su complementaria por puentes 

hidrógeno. b) Ilustración de una doble hélice de ADN.  

 

La técnica que se propuso inicialmente para acoplar estos bloques consistía en 

continuar una doble hélice con algunas bases desapareadas. Si dos bloques poseen bases 

desapareadas complementarias, estos se unirán. Si bien por medio de este método es 

posible conformar incluso estructuras de ADN tridimensionales, interconectando múltiples 

cadenas de ADN en las posiciones apropiadas144, las estructuras posibles resultan limitadas 

y sumamente dificultosas de diseñar145. 

Recién 15 años después que Nadrian Seeman144 desarrollara el primer objeto de ADN en 

tres dimensiones, Paul Rothemund146 sugirió la técnica de origamis de ADN (Figura 2.3 

esquematiza ambas técnicas), que permite crear una variedad mayor de nanoestrucuras. 

En esta técnica, no se combinan hélices de ADN, sino que las estructuras se logran a partir 

del plegado de un ADN viral de cadena simple. El plegamiento del ADN viral se consigue 

mediante la utilización de pequeñas cadenas de  ADN complementario, denominadas 

g a pas .  G a ias a ue es posi le p ede i  la te pe atu a de des atu aliza ió  del 
ADN, combinando estos oligonucleótidos cortos con una cadena de ADN circular, basta 

someterlos a un ciclado de temperatura indicado para que el sistema evolucione a su 

equilibrio, dando lugar a la nanosestructura prediseñada.  
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Figura 2.3 Esquematización de técnicas para fabricación de nanoestructuras de ADN. a) 

Técnica de bloques, se representan dos cadenas de ADN en 2D con finales extendidos 

complementarios entre sí. Se esquematiza cómo se armaría un cuadrado por este método
147

. b) 

Técnica de Origami propuesta por Rothemund para el armado de un emoticón. Se utiliza un 

genoma viral y un exceso de grampas que reaccionarán en los sitios complementarios del ADN 

viral, plegándolo en el diseño final (adaptado de 
145 ). 

De esta forma es posible obtener estructuras de centenas de nm con una resolución 

espacial de 3 nm, que es la distancia cubierta por una vuelta de hélice de doble cadena.  En 

su primer paper, Rothemund demostró la posibilidad de fabricar múltiples formas 

bidimensionales, como emoticones, triángulos, rectángulos, etc., con un 90% de eficiencia 

por reacción de autoensamblado.  

En el 2009, la técnica se expandió también a objetos tridimensionales, desde cajas 

(figura 2.4 c)148, hasta objetos altamente complejos (figura 2.4 d) 149.   
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Figura 2.4 Ejemplos de patrones diseñados por la técnica de origamis de ADN. a) Estructura 

2D curva, b) estructura 3D curva, c y d) construcciones 3D a partir de multicapas de ADN. e y f) 

Origamis decorados con partículas de oro marcadas con secuencias complementarias, ubicadas 

específicamente en estructuras bi- (e) y tri-(f) dimensionales. Adaptación de [45]
150

. 

 

A edida ue au e ta el ta año y la o plejidad del o iga i, e o t a  las g a pas  
necesarias para el ensamblado se torna no trivial. Para diseñar la estructura se cuenta con 

programas de libre acceso como el caDNAno (www.cadnano.org). Este programa permite 

diseñar la estructura acomodando las hélices de ADN por medio de una interface gráfica.  

Considerando el diámetro de cada hélice aproximadamente 3 nm, es posible predecir el 

diámetro total de la estructura. Una vez que se ha definido la posición de las hélices, se 

asigna un número de bases por cada una de ellas de manera de obtener el largo final de la 

estructura. El largo de cada hélice está definido como =  x ,  nm, donde   es 

el número total de pares de base por hélice (es decir 0.34 nm corresponde a la distancia 

entre dos pares de base adyacentes). El tamaño estará limitado por el total de bases 

disponible en el ADN viral que se utilice para el plegado. Una vez definidos estos 

parámetros, automáticamente se define la cantidad y qué grampas serán necesarios para 

armar el origami.  
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2.2.2 Ubicación de NPs y fluoróforos con precisión nanométrica mediante origamis de 

ADN 

Los origamis de ADN abren nuevas posibilidades para la fabricación bottom-up de nano 

estructuras funcionales 111,151–154. Pa a esto se i luye  ade as de aptu a . Estas o tas 
ade as si ples de ADN o a túa  o o g a pas , si o ue se u e  a sitios espe ífi os 

del origami mediante una parte de su secuencia, dejando la parte restante disponible para 

la unión de otra cadena única de ADN. Esto permite ubicar en sitios específicos del origami 

otros componentes previamente funcionalizados con la secuencia correcta de ADN. En la 

figura 2.4 e) y f) se presentan algunos ejemplos de nanoestructuras reportadas.  

En el presente trabajo se usaron origamis de ADN para ubicar nanopartículas de oro de 

distintos tamaños, y fluoróforos orgánicos, con posición relativa controlada a nivel 

nanométrico. Esta es una tecnología que brinda gran versatilidad para la fabricación de 

nano-estructuras con propiedades optoelectrónicas adaptables.  

En este trabajo se utilizaron dos  origamis de ADN  diseñados por el grupo del Prof. Dr. 

Tinnefeld y sintetizados según el procedimiento propuesto por Rothemund. En ambos 

casos se usó como base un ADN viral de 7 kilobases. La primera estructura consistió de un 

rectángulo (figura 2.5 a), similar al que fue usado en la primera colaboración entre 

nuestros grupos146. Se agregaron algunas cadenas modificadas con biotina en el extremo 

5´, con el fin de facilitar la inmovilización de los origamis sobre substratos con 

neutravidina. Además, en el centro del rectángulo se colocó una cadena marcada con el 

fluoróforo ATTO647N. Este rectángulo fue utilizado únicamente para ensayos de tipo 

control ya que es una estructura conocida bidimensional y ampliamente utilizada por el 

grupo111,155–158.  

 

 

Figura 2.5 Diseño del Origami para estudio de fotoblanqueo por efecto Purcell. a) 

Esquema de la ubicación relativa entre la AuNP y la molécula de Cy5 en el origami 

rectángulo, y b) en el origami torre. c) Espectro de absorción y fluorescencia del Dye 

seleccionado Cy5. 
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La segu da est u tu a fue u a to e  ue se o st uyó o  el fi  de fa ilita  la 
ubicación de un fluoróforo a una distancia fija de la superficie de NPs de distintos tamaños 

(figura 2.5 b). La estructura está compuesta por 66 hélices de ADN colocadas de forma 

vertical (una vista superior se puede ver en la figura 2.6 a)). El eje principal está compuesto 

por 12 hélices de ADN (hélices de 0 a 11 de la figura), de las cuales las 6 centrales 

sobresalen 18 nm sobre el resto (hélices de 0 a 5). Finalmente el resto de las hélices (12-

65) conforman tres estructuras lineales en la base que le otorgan estabilidad a la 

estructura. El fluoróforo, en este caso Cy5 (espectro de absorción/emisión en figura 2.5 c), 

se incorporó aproximadamente en el centro de las seis hélices a una altura de 122 nm. Dos 

grampas de la hélice 4 y 5 a una altura de ca. 122nm, fueron extendidas con una cadena de 

captura de secuencia 3´-15A-5´, complementaria a la cadena Thiol-5´-15T-3´ con la que 

fueron  funcionalizadas las NPs de oro.  

 

Figura 2.6 a) Vista superior del origami torre donde se muestran las 66 hélices que conforman 

el tronco principal (naranja) y la base (amarillo). Los círculos esquematizan el tamaño de las 

AuNPs en escala. b) Se esquematizan los tamaños de las piezas (óligos y hélices) a partir de los 

cuales se determinó la distancia fluoróforo-AuNP. c) Esquema del pilar de origami de ADN (gris) 

marcado con Cy5 (rojo) inmovilizado sobre una superficie de vidrio.  
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Fi al e te se ag ega  al e t e o  de  g a pas u i adas e  la ase del o iga i, u a 
biotina en cada una, que facilitará la fijación de la muestra (figura 2.6 c recuadro). Basado 

en la geometría  del origami, y el diámetro de cada hélice se ha estimado la distancia entre 

el fluoróforo y la superficie de la AuNP aproximadamente 8 nm para todos los tamaños de 

partículas (distancias, figura 2.6 b). La lista de grampas y secuencias modificadas para este 

origami se presentan en el apéndice al final del trabajo. 

 

2.2.3 Preparación de muestras  

Las estructuras de ADN se inmovilizan sobre una superficie de vidrio previamente 

funcionalizada con biotina-estreptavidina. La solución se deja reaccionar logrando un 

recubrimiento de la superficie de aproximadamente un origami por m2, de manera que 

sea posible realizar estudios de microscopia de molécula única. Una vez que el origami se 

encuentra inmovilizado, se agrega a la solución NPs de 20, 40 u 80nm funcionalizadas con 

Thiol-5´-15T-3´ según protocolo. Las NPs se unen a la cadena complementaria presente en 

el origami. Este pegado secuencial evita el agregado de múltiples origamis a una misma 

NP88.  

Otra ventaja de este método es la posibilidad de controlar la eficiencia del pegado de 

AuNPs, controlando la concentración y el tiempo de incubación de las AuNPs, de manera 

de preservar un número de pilares sin NPs como referencia, lo cual permite evaluar el 

comportamiento del fluoróforo en presencia y ausencia de NPs en una misma muestra. 

 

2.3 Demostración experimental del efecto Purcell sobre el número total de fotones 

emitidos  

2.3.1 Detección de fluorescencia de moléculas individuales 

La adquisición de imágenes de intensidad de fluorescencia y tiempo de vida, fueron 

realizadas con un microscopio confocal con escaneo de muestra. Para la excitación se 

utilizó un láser a 640 nm pulsado con polarización circular.  La fluorescencia fue separada 

espectralmente de la excitación por medio de filtros de interferencia apropiados y fue 

detectada por un fotodiodo de avalancha y un módulo de conteo de fotones únicos 

correlacionados en el tiempo (TCSPC).  

En las mediciones, se obtuvo en primer lugar una imagen de una región de la muestra 

donde se localizan las estructuras de ADN marcadas con Cy5 (figura 2.7 a). Debido a su 

tamaño menor al poder de resolución del microscopio, las estructuras de ADN y NPs 

aparecen como señales limitadas por difracción. Luego la muestra es movida  

secuencialmente de manera de colocar el foco sobre cada uno de los puntos donde se 

detectó un fluoróforo, y de una por vez se mide la emisión de fluorescencia en el tiempo 
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hasta el fotoblanqueo. Sólo se tomaron en cuenta aquellas mediciones donde el apagado 

ocurrió en un único salto, de manera de asegurarse que se trató de la medición de una 

única estructura. Una vez apagada la fluorescencia se esperó aproximadamente el doble 

de tiempo que estuvo encendida, para asegurarse que no se trata de un evento de 

pa padeo  li ki g . El fluo ófo o Cy  fue espe ial e te sele io ada po  dos oti os: 
tener blinking despreciable 6,136 y ser razonablemente lábil al fotoblanqueo (figura 2.7, b)). 

Esta última característica es necesaria para poder medir en un tiempo razonable, el gran 

número de moléculas que se necesita para obtener información estadísticamente 

confiable. Se obtuvieron 250 mediciones de emisión de moléculas únicas, por cada una de 

las muestras.  

Cada traza de fluorescencia medida es analizada de manera de obtener su intensidad 

promedio, el número total de fotones emitidos y el tiempo de vida media de fluorescencia 

(figura 2.7 c). El número total de fotones detectados es en todos los casos sólo una 

fracción constante del número total de fotones emitidos, debido a la eficiencia de 

colección y detección del microscopio. De aquí en adelante se utilizará  para referirse al 

número total de fotones detectados. Para más detalles sobre las muestras y la adquisición 

ver ate iales y étodos .  

 

2.3.2 Clasificación de poblaciones y tiempo de vida  

Gracias a que el pegado de NPs se controló de manera que no fuese total, cada muestra 

contiene una fracción considerable de estructuras sin NPs pegadas, lo que posibilita la 

toma de datos de referencia en cada experimento. El primer desafío entonces radica en 

lograr distinguir ambas poblaciones de datos y determinar si cada molécula de Cy5 medida 

se encontraba o no en presencia de una AuNP.  

 
Figura 2.7 a) Imagen confocal de 10x10 µm obtenida de una muestra con pilares de ADN 

marcados con Cy5. b) ejemplo de traza temporal de emisión de Cy5. c) Dos tiempos de vida 

típicos medidos sobre una muestra con AuNP de 40 nm. 
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La presencia de una AuNP a 8 nm de distancia, hace que  un fluoróforo experimente un 

campo eléctrico de excitación diferente, como así también que el tiempo de vida media de 

fluorescencia se vea modificado70. 

Lo más sencillo sería poder diferenciar las poblaciones a partir de la intensidad de 

fluorescencia, que es el dato que se adquiere inmediatamente en la medición sin 

necesidad de un mayor análisis. Sin embargo, si se grafica la distribución de intensidades 

medidas en cada muestra (figura 2.8), se observa que no es posible distinguir dos 

poblaciones. Si bien hay un comportamiento diferenciado entre ensayos con partículas de 

cada tamaño, no es posible distinguir dos poblaciones bien separadas. Esto se debe a que 

las variaciones de intensidad de fluorescencia producidas por la NP  dependen de tanto de 

modificaciones en la excitación como en las tasas de decaimiento (ecuación 1.6). La tasa 

excitación depende del campo eléctrico en la posición del fluoróforo. Y este a su vez 

presentará fuertes variaciones frente a pequeñas inclinaciones de la estructura de ADN 

con respecto a la superficie. Estas inclinaciones del origami han sido observadas y 

estudiadas previamente157. 

El otro parámetro que podría ser utilizado para diferenciar las poblaciones, es el tiempo 

de vida de fluorescencia. En la figura 2.9 se muestran las distribuciones de tiempo de vida 

obtenidas en cada muestra. En todos los casos se distinguen claramente observaron dos 

poblaciones con tiempos de vida media bien diferentes: una población con el tiempo de 

vida típico de Cy5 (aproximadamente 1 ns), y otra población con un tiempo de vida de 

fluorescencia más corto. En principio el único factor presente en cada muestra que podría 

generar un cambio en el comportamiento del fluoróforo dentro de la misma muestra, son 

las AuNP. 

 

Figura 2.8 Histogramas de intensidad de fluorescencia medidos para las muestras de 

origamis de ADN con Cy5 y AuNPs de cada tamaño.  
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Figura 2.9 Histogramas de tiempo de vida medidos para las muestras de origamis de 

ADN con Cy5 y AuNPs de cada tamaño.   

 

Para corroborar que efectivamente las dos poblaciones de tiempo de vida de 

fluorescencia  cambios se deben a la presencia de la NP, se contrastaron los datos con 

cálculos. Para el caso de un fluoróforo en la cercanía de una AuNP, es posible resolver 

numéricamente el problema, ya que se conocen los parámetros principales del sistema 

(tamaño y material de la NP, distancia al fluoróforo, longitud de onda de excitación). Para 

el modelo, la AuNP es considerada una esfera de oro del tamaño nominal de la NP. El 

fluoróforo por su parte es modelado como un dipolo de 1,5 nm (prácticamente puntual) 

oscilando a la frecuencia de 448THz, correspondiente con el pico de emisión del fluoróforo 

Cy5 (669nm).  Ambos, la NP y el dipolo puntual se consideran inmersos en agua. La 

respuesta del sistema es obtenida resolviendo numéricamente las ecuaciones de Maxwell 

en 3D con un algoritmo de diferencias finitas en dominio temporal (finite difference time 

domain, FDTD, Microwave Studio, Computer Simulation Technology, Darmstadt, Alemania, 

cálculos realizados en conjunto con el Dr. Guillermo Acuña). 

Como se describe en Taminiau et al.159 estos cálculos permiten obtener los cambios de 

 y  con presencia de la AuNP con respecto a la situación sin AuNP : 

��0 = �,�  � �0 �,�  � �   (2.5) 

��0 = 0 �,�  � �   (2.6) 

Donde �, �  y �, �  son la potencia angular emitida por el sistema AuNP-dipolo y 

por el sistema de referencia del mismo dipolo en agua, respectivamente. Los ángulos ϕ y θ 
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son los ángulos azimutal y polar usualmente usados en coordenadas esféricas, y la integral 

es realizada sobre todo el espacio. Los valores de Ω y Ω no son relevantes en sí 

mismos, ya que dependen de la fuerza del emisor (en la simulación correspondería al 

tamaño y corriente del dipolo), de la misma manera que el valor de  depende de la 

especie de fluoróforo utilizada. El dipolo considerado en las simulaciones no tiene pérdidas 

internas, por lo que corresponde a una moléculas con =0. Computando la potencia 

absorbida en el metal, , se obtiene .  

Estos coeficientes fueron calculados para diámetros de esferas de oro entre 20 y 80nm y 

para dipolos orientados en la dirección tangencial y radial con respecto a la superficie de la 

esfera (ver figura 2.10). Es importante considerar estas dos orientaciones ya que poseen 

comportamientos muy distintos y son la base para calcular cualquier orientación 

intermedia. En los experimentos, los fluoróforos pueden rotar libremente. Esta situación 

corresponde a un promedio dado por 2/3 de un dipolo orientado tangencialmente + 1/3 

de un dipolo orientado radialmente103. 

A partir de los parámetros obtenidos de las ecuaciones 2.5 y 2.6 puede obtenerse el 

cambio en el tiempo de vida media de fluorescencia para un fluoróforo ideal con eficiencia 

de fluorescencia intrínseca = . Para obtener el cambio relativo en el tiempo de vida 

media 
� ��0  de un fluoróforo real con < , se utiliza el formalismo propuesto por 

Bharadawaj y Novotny21: 

� ��0 = /(� �0⁄ ) + �0⁄ + − ⁄  ,  (2.7) 

Para estos cálculos se consideró =0,28, como ha sido reportado par Cy5160.  

En primer lugar se realizaron cálculos para la geometría nominal, es decir considerando 

NPs perfectamente esféricas del tamaño nominal y una estructura de ADN perfectamente 

rígida con la geometría predicha por el plegado teórico del ADN (figura 2.6), lo cual implica 

una separación entre la NP y el fluoróforo de aproximadamente 8 nm. Como se puede ver 

en la figura 2.10, los cálculos para una separación de 8 nm reproducen la tendencia pero 

no la magnitud del cambio de tiempo de vida observado experimentalmente. 

Existen varios factores que pueden dar origen a esta divergencia entre los cálculos y los 

experimentos, los cuales se evaluaron de a uno a la vez. Primeramente, se consideró la 

posibilidad de que el dato de = ,  obtenido de la literatura no sea exacto (a pesar de 

estar reportado de mediciones conjuntas de tiempo de vida con valores de 1 ns, igual que 

en nuestro caso).  Esto se descartó debido a que para reproducir los valores de tiempo de 

vida experimentales se requiere que  tome valores de 0,7 o mayores, demasiado 

alejados de cualquier valor reportado para Cy5136,161. El siguiente factor es  el tamaño y 

forma de las AuNPs. Se sabe que las AuNPs no son perfectamente esféricas y que poseen 

una distribución de tamaños. Pero como se puede ver de las relativamente pequeñas 

diferencias entre los efectos producidos por AuNPs de 20, 40 y 80, esto puede descartarse 
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también; un cambio de 4 veces en el radio de la NP produce diferencias en la tasa de 

decaimiento de poco más de un 10%.  

La última posibilidad es que la distancia de separación entre la NP y el fluoróforo no sea 

exactamente la predicha por el plegado teórico del ADN. Para evaluar esta posibilidad se 

realizaron cálculos considerando distancias de separación de 8, 7, 6, y 5 nm. Este rango fue 

definido considerando pequeñas variaciones a la geometría del origami  debido a una 

posible deformación al unirse la NP (figura 2.6). Como puede verse en la figura 2.10 el 

tiempo de vida medido se corresponde con las simulaciones para una molécula ubicada 

entre 5 y 6nm de distancia con respecto a la AuNP. Es notable la sensibilidad de las 

mediciones de tiempo de vida a la separación con el metal; un cambio de tan solo 3nm se 

refleja en una modificación de hasta un 65% en el tiempo de vida del fluoróforo.   

De estos datos se concluye entonces que estas dos poblaciones, cuyos tiempos de vida 

difieren entre sí en más de un 70% se corresponden con las muestras con AuNP y sin AuNP 

(referencia), y son fácilmente clasificables a partir del tiempo de decaimiento que 

presenten. Asimismo se puede concluir que la distancia de separación fluoróforo-AuNP se 

encuentra unos 2 o 3 nm por debajo de lo predicho por la estructura del origami de ADN. 

  

 

Figura 2.10 Modificación del tiempo de vida media de fluorescencia  (
� ��0 ) producido por una 

AuNP para un fluoróforo que puede rotar libremente. Los datos experimentales son para AuNPs 

de 20, 40 y 80 nm. Las barras de error representan la propagación del ± � estimado del ajuste 

de las distribuciones de tiempo de vida medido. Los cálculos se realizaron para 20, 40, 60 y 80 

nm, y para distancias de separación entre la AuNP y el fluoróforo de 5, 6, 7 y 8 nm. La situación 

de libre rotación se computo sumando 1/3 de la respuesta de un dipolo radial + 2/3 de la de 

uno tangencial)  
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2.3.3 Cambios en la Intensidad de fluorescencia en presencia de AuNP 

Una vez clasificadas las poblaciones, se puede analizar las distribuciones de intensidad 

de los fluoróforos en presencia y ausencia de NPs. En la figura 2.11 se presenta la 

intensidad de cada molécula en función de su tiempo de vida media, para las moléculas 

medidas en cada ensayo. Las intensidades fueron normalizadas por el promedio de la 

población de referencia de cada muestra. La referencia de cada una presenta una 

distribución de intensidades de fluorescencia  similar. Las intensidades en presencia de NP 

son diferentes dependiendo del tamaño de la NP. Cuando se encuentran cerca de AuNPs 

de 20 nm, el fluoróforo emite en promedio con una intensidad un 30% menor a la 

referencia. Sin embargo las NPs de 40 nm generan un pequeño aumento en la intensidad, 

mientras que las de 80nm producen un fuerte aumento de 3 a 20 veces en la intensidad de 

la referencia. Estos resultados se encuentran en concordancia con trabajos anteriores88.  

 

Figura 2.11 Paneles superiores: Histogramas de tiempo de vida de fluorescencia 

normalizados para las muestras con AuNPs de 20 a), 40 b) y 80 c) nm de diámetro. Se 

distingue una población con un tiempo de vida promedio de 1ns correspondiente al ADN-

Cy5 sin AuNP  y otra con tiempos de vida más cortos correspondiente a ADN-Cy5 con una 

AuNP adherida. Paneles inferiores: gráficos de dispersión de intensidad de fluorescencia 

vs. tiempo de vida. Los valores de intensidad de fluorescencia fueron normalizados al valor 

medio obtenido en la referencia.     
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El ancho de la distribución de intensidad está dado por dos efectos que hacen variar la 

intensidad de excitación. En primer lugar hay una distribución relacionada con las posibles 

orientaciones con respecto a la normal del substrato con las que podría quedar el pilar al 

adherirse a la superficie de vidrio, y en consecuencia a la polarización del campo 

incidente157. El otro efecto está asociado  a la distribución normal de tamaños y formas 

que posee cada lote de partículas 88,162. Por otro lado, los cambios en intensidad no 

pueden ser únicamente asignados a cambios en la excitación, ya que la eficiencia de 

emisión  también se ve modificada, debido a que las AuNPs producen modificaciones 

tanto en kr como en knr. A partir de los cálculos se observa que la eficiencia cuántica 

relativa 0 , varía entre 0.3 y 0.8 dependiendo el tamaño de la partícula.   

Utilizando la misma estrategia utilizado para calcular las variaciones de tiempo de vida, 

es posible modelar también la variación de intensidad de fluorescencia esperada en 

presencia de una AuNP: 

0 = � �� �0 ∙ 0   (2.9) 

donde se utilizaron los superíndices cero, para referir a la situación del fluoróforo libre. En 

la figura 2.12 se presenta los valores calculados de /   para distancias de separación de 

5, 6, 7 y 8 nm, junto a los datos medidos. 

 

 

Figura 2.12 Variación de intensidad de fluorescencia producida por una AuNP, experimental y 

calculada, para varios diámetros de AuNPs y distancias de separación entre el fluoróforo y la 

AuNP. Las barras de error representan la propagación del ± � estimado del ajuste de las 

distribuciones de fluorescencia medidas. 
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Los datos medidos se ajustan a las simulaciones con diferencias menores del 10% con 

respecto al promedio calculado. Las barras de error (de hasta un 60%), están relacionadas 

con el ancho de las distribuciones (± σ , que son consecuencia de los factores 

previamente descriptos. Si bien para las NP de 20 y 40 la intensidad de fluorescencia 

presenta cambios menores del 10% al modificar la separación AuNP-Cy5, para las NP de 

80nm la distancia de separación produce efectos apreciables. Al igual que para las 

mediciones de tiempo de vida media de fluorescencia, la concordancia mejor entre 

cálculos y experimentos se da para distancias de separación de  entre 5 y 6 nm.  

 

2.3.4 Total de fotones emitidos antes del fotoblanqueo 

El fotoblanqueo es un proceso estocástico debido a una o múltiples reacciones 

fotoquímicas que dan por resultado una tasa promedio kb. El número total de fotones 

emitidos por cada fluoróforo individual es una variable que sigue una distribución 

exponencial. La probabilidad de que la molécula x emita  fotones estará dada por: = = − ⁄    (2.8) 

Donde  es el promedio poblacional un gran número de moléculas del número total de 

fotones emitidos hasta el fotoblanqueo.  

En este sentido, observar comportamientos individuales, como por ejemplo, el número 

máximo de fotones emitidos por una molécula particular, no brinda información alguna. 

Por ejemplo, incluso en la población de referencia es posible encontrar una molécula que 

emita una gran cantidad arbitraria de fotones, muy por encima del promedio, 

simplemente por pertenecer a la cola asintótica de la distribución exponencial.   

Para investigar cambios en la fotoestabilidad se requiere una medición correcta de , y 

para ello es necesario medir el número total de fotones emitidos por un gran número de 

moléculas y ajustar su distribución por (2.8).  

En la figura 2.13 se presentan las distribuciones del número total de fotones n 

colectados de cada población de fluoróforos, normalizadas y en escala logarítmica. Como 

primera observación, se puede notar que todas las distribuciones son mono-exponenciales 

confirmando que cada población diferenciada por su tiempo de vida de fluorescencia 

corresponde a una única población en términos de fotoblanqueo. Esto es fundamental 

para poder aplicar la ecuación (2.8) y obtener de manera confiable un número promedio 

de fotones emitidos N.   
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Figura 2.13  Histogramas normalizados de número total de fotones emitidos  por Cy5 en la 

muestra con AuNPs de 20 (a), 40 (b) y 80 (c) nm de diámetro. Cada histograma graficado en 

escala logarítmica se ajustó por una exponencial simple (rectas). En la leyendo se muestra el 

promedio de número de fotones obtenido de los ajustes ±  �. 

 

Se observa que en todas las muestras, la población de referencia posee un valor medio  

de aproximadamente 9000 fotones totales detectados.  En el caso de los fluoróforos de los 

origami con AuNPs de 20 nm, la distribución es estadísticamente indistinguible de la 

referencia. A medida que el diámetro de las AuNPs aumenta a 40 y 80 nm, el promedio de 

número de total de fotones emitidos aumenta a aproximadamente 17.500 y 40.000 

fotones totales, es decir ca. 1,9 y 4,3 veces más con respecto a los fluoróforos libres.  

El diseño particular del origami de ADN en forma de torre, mantiene a los fluoróforos en 

un ambiente molecular idéntico, independientemente de la presencia o no de una NP, o 

del tamaño de la misma. En consecuencia, es razonable asumir que  es constante en 

todas las mediciones y que los cambios en el número promedio de fotones emitidos solo 

puede deberse a una influencia electromagnética de las AuNPs. 

Por último se realizó nuevamente una comparación entre los resultados experimentales 

y calculados 111, con el fin de testear el mecanismo de Purcell para aumento de 

fotoestabilidad.  
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Figura 2.14 Comparación entre el cambio promedio de la tasa de decaimiento radiativo ⁄  y el cambio en el número total de fotones emitidos ⁄ , que se produce en presencia 

de una AuNP. Los cálculos son para distancias de separación de 5, 6, 7 y 8 nm. Para el caso de 5 

nm se muestra también la modificación calculada para un dipolo radial y uno tangencial. Las 

barras de error de ⁄  representan la propagación del ± � estimado del ajuste de las 

distribuciones de . 

 

Si  el mecanismo detrás de las variaciones en el número de fotones emitidos es el efecto 

Purcell, las variaciones en   deben ir de la mano de variaciones en . Bajo la 

consideración que la tasa de fotoblanqueo no se vea modificada por la presencia de las 

NPs, se puede plantear:  

= ∙ , = → =  

En la figura 2.14 se grafican los valores experimentales de /   junto con los valores 

de /  calculados. La concordancia entre los cálculos y los resultados experimentales 

confirma que la mejora en la fotoestabilidad obtenida es consecuencia del aumento en .  

 

2.4 Conclusiones y Perspectivas 

En este trabajo se ha logrado demostrar que el número total de fotones emitidos por un 

fluoróforo antes de fotoblanquearse puede ser controlado al modificar la densidad de 

estados fotónicos localmente. Esto se realizó ubicando nanopartículas de oro de 3 

tamaños distintos, en la vecindad nanométrica de un fluoróforo. Se observó que la  foto-

estabilidad depende fuertemente del  tamaño. AuNPs de 20 nm producen un efecto 

despreciable, mientras que las de 80 nm logran que el fluoróforo emita hasta 4 veces más 

fotones antes de fotoblanquearse. 
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Los auto-ensamblados de ADN resultaron ser una estrategia excelente para sintetizar 

una gran cantidad de nano-objetos híbridos conteniendo fluoróforos y partículas metálicas 

en una geometría bien definida. Esta gran precisión en la geometría, posibilita la 

comparación cuantitativa de resultados experimentales con cálculos. Es necesario 

considerar las posibles desviaciones geométricas de las nanoestructuras al momento de 

contrastar los cálculos con los experimentos. Si bien estas simulaciones son precisas 

soluciones de las ecuaciones de Maxwell, los valores que arrojen pueden 

dependersignificativamente de la geometría del sistema.  Se analizaron las variaciones que 

produce la cercana AuNP en el tiempo de vida media de fluorescencia, la intensidad de 

emisión y el número total de fotones emitidos. Las variaciones en tiempo de vida media 

resultaron ser extremadamente sensibles a la separación fluoróforo-AuNP, y permitieron 

determinar que dicha distancia fue de 5 nm, con un error menor a 1 nm.  

El modelado teórico, confirma que la variación en el número de fotones emitidos 

producida por la presencia de las AuNPs es igual a la variación producida en la tasa de 

decaimiento radiativo. Esto confirma que el mecanismo por efecto Purcell para el control 

de la fotoestabilidad y abre las puertas a la exploración de nuevos esquemas con 

nanoestructuras híbridas capaces de manipular las fotoestabiliad de fluoróforos y otras 

reacciones fotoquímicas.  

Asimismo, este método provee una forma de determinar cambios en la tasa de 

decaimiento radiativo, que combinada con los tiempos de vida medidos, posibilita calcular 

el resto de las tasas fotofísicas involucradas en el proceso de fluorescencia.  

La tasa de decaimiento radiativo de un fluoróforo ubicado en la vecindad de un NP 

metálica, puede ser aumentada aún más que en este trabajo, optimizando distancias, 

controlando orientaciones relativas y condiciones de resonancia. Por ejemplo, en un 

sistema análogo al usado en este trabajo, pero que permitiera fijar la orientación 

molecular en la dirección radial con respecto a la AuNP, se obtendría un aumento de 15 

veces en el número total de fotones, en lugar de 4, para la AuNP de 80 nm (figura 2.14). 

Cabe destacar, que dado que la tasa no radiativa no afecta el número de fotones emitidos, 

aún en situaciones en que el fluoróforo se encuentra suprimido (quenching) se deberían 

detectar más fotones antes del fotoblanqueo de la sonda. 
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2.5 Materiales y Métodos 

2.5.1 Síntesis de Origamis 

Las he as de ADN pa a las g a pas  odifi adas y si  odifi a  segú  la ta la 2.1) 

fueron adquiridas en MWG (Munich, Alemania) y en IBA (Göttingen, Alemania) a una 

concentración de 100µM, se utilizaron sin necesidad de previas purificaciones. Los 

origamis de ADN se forman a una relación molar de 1:30 de ADN viral a grampas sin 

modificar, y con 1:100 entre ADN viral y grampas modificadas. El ADN viral utilizado para el 

plegado fue amplificado y purificado de cepas de Escherichia Coli K91 infectadas con  el 

virus M13mp18 (Biolabs, England).   

El origami de ADN fue diseñado con el software de libre acceso caDNAno 

(www.cadnano.org)148. Para el plegado del ADN se utilizó un buffer con 12mM MgCl2  + 

5mM Tris + 1mM EDTA (pH 7.9 a 20ºC). El tiempo de plegado para el pilar fue de 3 días, 

mientras que para el rectángulo fue tan sólo de 15 horas. El autoensamblado por 

hibridización térmica se realizó en un termociclo (MasterCycler Personal, Eppendorf, 

Alemania). A modo de ejemplo se presenta en la figura 2.15 142 un esquema del plegado y 

termociclado para formar un origami rectangular de ADN. 

  

 

Figura 2.15 Representación del plegado de ADN para la formación de un origami 

rectangular. La mezcla de ADN viral con exceso de grampas se hace reaccionar a bajo un 

termociclado controlando tiempos y temperaturas de manera que las grampas se unen 

paulatinamente hasta lograr el plegado más estable correspondiente al origami diseñado.  
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Una vez sintetizado el origami, se filtró la solución para la extracción del exceso de 

hebras de ADN según el siguiente protocolo. 

Protocolo 2.1 

 Colocar 100µl de muestra de origami plegado en un filtro Amicon Ultra 

100K (Amicon Ultra-0.5 ml Centrifugal Filters, 100.000 MWCO) y completar con 

TAE 1X + MgCl2 12.5 mM  

 Centrifugar a 14 krcf por 5 minutos a 4ºC 

 Descartar el buffer y rellenar con la solución de TAE 

 Repetir dos veces 

 Colocar el filtro dado vuelta en un eppendorf limpio y recuperar la solución 

concentrada centrifugando 3 minutos a 800 rcf a 4ºC.  

 Conservar en heladera hasta su uso 

En la figura 2.16 se presentan imágenes de AFM tomadas del origami rectangular y del 

pilar. Al tratarse de una estructura tridimensional, la imagen del pilar dependerá de la 

orientación adoptada al depositarse sobre la mica. La imagen se tomó en modo tapping en 

aire.   

 

 

Figura 2.16 Imágenes de AFM tomadas en modo tapping y en aire de los origamis de ADN 

utilizados a) rectángulos, b) pilares. Imágenes tomadas por Enrico Pibiri (Tinnefeld Group,TU 

Braunschweig, Alemania) sobre los origamis sintetizados. 
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2.5.2 Marcación de Nanopartículas 

Las partículas esféricas de oro (BBI, Escocia) en solución acuosa, fueron funcionalizadas 

con un oligonucleótido T15 de ADN, VBC Biotech (www.vbc-biotech.com) con el extremo 

5´modificado con un thiol, siguiendo el protocolo descripto a continuación y puesto a 

punto por el grupo del Dr. Tinnefeld. 

Todos los elementos utilizados para la funcionalización de las AuNPs deben ser 

cuidadosamente lavados de manera de evitar que impurezas en la solución provoquen el 

agregado del coloide.  

Colocar 1 ml de solución de AuNP de densidad óptica 1, del tamaño requerido en un vial 

de vidrio. Colocar un buzo magnético y dejar en agitación durante todo el proceso. 

Protocolo 2.2 

 Agregar oligonucleótidos desprotegidos  (considerar el agregado previo de 

TCEP en caso de no traer los oligonucleótidos adquiridos). Las cantidades 

corresponden a oligonucleótidos en concentración 100µM 

Partículas Au20 Au40 Au60 Au80 Au100 

Volumen [µl] 48 24 15,5 11,5 11,5 

  

 Incubar en agitación durante toda la noche 

 Agregar Tween20 10% (Sigma) y dejar actuar como mínimo 15 minutos. 

 Agregar 10 µl de soluciones P8709 y P8584 (Sigma-Aldrich) y dejar 

nuevamente 15 minutos 

Agregado paulatino de sal. Es necesaria una cantidad mínima de sal para que los 

oligonucleótidos se encuentren en condiciones biológicas y por lo tanto puedan adherirse 

a la superficie de la NP. Sin embargo los coloides tienden a agregarse a concentraciones 

elevadas de sal. Por esta razón, es necesario realizar el agregado de sal de forma paulatina, 

para que las NPs logren estabilizarse luego de cada paso. Se llevará la solución a una 

concentración final de 700mM de NaCl, agregando de 25mM hasta los 100mM finales, y 

luego en pasos de 50mM hasta llegar a la concentración final. 

A modo de ejemplo, para  2 ml de AuNP, se deben realizar 27 pasos en intervalos de 

tiempo no menores a 10 minutos. En los primeros 4 pasos se agregarán 19µl de  2M NaCl y 

0.1% Tween20, mientras que en los siguientes 23 se debe agregan de a 38 µl.  

 Incubar toda la noche 
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Filtrado y redispersión 

 Centrifugar las partículas 10 min a 20ºC a 4krf. Reducir este tiempo y la 

velocidad para las partículas más grandes 

 Descartar el sobrenadante y transferir la solución de AuNPs a un filtro 

Amicon Ultra 100K (Amicon Ultra-0.5 ml Centrifugal Filters, 100.000 MWCO) y 

completar si es necesario con PBS 1X + NaCl 100mM 

 Centrifugar 10 minutos a 5krcf a 20ºC, descartar el buffer y rellenar con PBS 

1X + NaCl 100mM 

 Repetir el filtrado 2 veces más  

 Vaciar el contenido del filtro dándolo vuelta sobre un eppendorf limpio y 

centrifugar 2 minutos a 4krcf 

 Conservar en heladera hasta su utilización 

 

2.5.3 Preparación de Superficies 

Las muestras de origami para las mediciones de fluorescencia fueron inmovilizadas en 

á a as La tek Nu ™ La -Tek™ II Cha e  “lide™ “yste , segú  el siguie te 
protocolo. 

Protocolo 2.3 

 Cargar la superficie de cada cámara a utilizar colocando HF 0.1%v/v durante 

1 minuto 

 Lavar con PBS 1X cuatro veces.  

 Mezclar 1ml de BSA 1mg/ml con 500µl de BSA-biotina 1mg/ml (estas 

cantidades se pueden modificar según la población de origami que se requiera) 

 Agregar 300 µl de la solución anterior en cada cámara e incubar toda la 

noche 

 Lavar 3 veces con PBS 1X 

 Agregar a 350 µl de PBS 1X, 50 µl de neutravidina 1mg/ml 

 Colocar 100 µl en cada cámara 

 Dejar incubar 30 minutos 

 Lavar 3 veces con PBS 1X  
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2.5.4 Preparación de muestras 

Se realiza una dilución 1:100 de origamis filtrados en PBS 1x + MgCl2 12.5 mM. Se coloca 

100 µl de solución por cámara Labtek funcionalizada y se deja reaccionar hasta tener la 

densidad de estructuras deseada (ca. 1 origami/ µm2). Los origamis se pegarán a la 

estreptavidina de la superficie desde las hebras extendidas con biotina, es decir, desde su 

base. La densidad de estructuras se puede ir monitoreando observando la fluorescencia 

del dye incorporado al origami. Una densidad óptima es obtenida en ca. 10 minutos para 

los cuadrados y ca. 20 y 30 minutos para los pilares.  

La superficie se limpia del exceso de ADN con PBS 1X. Para marcar los origamis con 

AuNP, se prepara un dilución en PBS 1x+NaCl 700mM, a partir del concentrado obtenido 

luego de filtrarlas. Esta dilución debe quedar entre 1 y 2 O.D. Las AuNP se agregan a cada 

Labtek con origami fijado y se dejan reaccionar hasta obtener la eficiencia de marcado 

buscada. Para el caso de las partículas de 20 nm el tiempo normal de pegado es de 

aproximadamente 6 horas, mientras que para las más grandes se requiere de una noche. 

La eficiencia de marcado se verifica realizando mediciones de puntos brillantes al azar y 

estudiando su tiempo de vida.  

Dado que tanto la funcionalización como el plegado del pilar de ADN puede fallar, se 

utiliza el rectángulo como método de control para verificar las condiciones de las 

partículas o del origami. Dado que el rectángulo es un origami sencillo de obtener y 

largamente estudiado, difícilmente falle al sintetizarlo. Por ello si a una muestra de pilares 

no se pegan las partículas, por ejemplo, se recurre al rectángulo. Si el mismo grupo de 

partículas se pegan a éste, será necesario chequear el estado del origami. Si en cambio las 

partículas no se pegan al rectángulo, entonces es probable que la funcionalización de su 

superficie no sea óptima o se encuentren agregadas. En este sentido siempre se trabaja 

con una muestra de origamis rectangulares como control así no sean necesarios para el 

ensayo en sí. 

     

2.5.5 Sistema de adquisición 

La fluorescencia de moléculas únicas fue medida en un microscopio confocal construido 

a partir de un microscopio invertido (IX71, Olympus) adaptado (esquematización en figura 

2.17). Se utilizó con un objetivo de inmersión en aceite de 1.4 de apertura numérica 

(100x/NA1.4, UPLSAPO100XO). El fluoróforo Cy5 fue excitado a 640nm con un diodo láser 

pulsado a 80Mhz (LDH-D-C-640, Picoquant), con una potencia de 1W en la pupila del 

objetivo. La polarización circular del láser se logró combinando un polarizador lineal y una 

lámina de cuarto de onda. El haz es dirigido a la muestra por medio de un filtro dicroico 

(Dualband z532/633, AHF).  
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Figura 2.17: Esquema del dispositivo experimental. BS: espejo dicroico, L: Lentes, APD: 

fotodiodo de avalancha. 

La superficie con los origamis de ADN inmovilizados es escaneada con un 

nanoposicionador piezoelécrico (P-517.3CL, Physik Instrumente). Con este mismo 

posicionador, las moléculas seleccionadas a partir de la imagen, son colocadas en el foco 

para el análisis resuelto en el tiempo. La fluorescencia resultante es colectada por el 

mismo objetivo, enfocada en un pinhole de 50m  y separada de la excitación con dos 

filtros  (bandpass ET 700/75m, AHF; RazorEdge LP647, Semrock). La señal es detectada por 

un módulo de conteo de fotones individuales (t-SPAD 100, Picoquant) y una tarjeta de PC 

para conteo de fotones individuales correlacionados en el tiempo (SPC-830, Becker&Hickl). 

Los datos crudos son procesados por un software desarrollado particularmente por el 

grupo del Dr. Tinnefeld en la plataforma (figura 2.18) Labview (LabView2009, National 

Instruments).  

 

2.5.6 Análisis de tiempo de vida de fluorescencia 

Los decaimientos de tiempo de vida fueron ajustados por función monoexponencial 

convolucionada con la respuesta experimental del instrumental (IRF) utilizando una rutina 

armada en IgorPro (Wavemetrics). La respuesta del instrumental fue medida sobre una 

muestra de nanopartículas de 80 nm dispersas sobre un cubreobjetos. El ancho de la IRF 

(FWHM=650 ps) será entonces quien limite la resolución temporal del instrumento para 

medir decaimientos.   
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Figura 2.18: Impresión de pantalla de programa para análisis de traza desarrollado en 

LabView. En el panel superior se presenta una traza típica de Cy5, y en el panel inferior el 

decaimiento de tiempo de vida para la sonda estudiada.  

 

 

2.5.7 Distribuciones de Tamaños de Nanopartículas Esféricas 

La distribución de tamaños de partículas de 20, 40 y 80 nm de diámetro, ha sido previamente 

estudiada y determinada por el grupo del Dr. Tinnefeld163. En la figura 2.19163 se presentan 

imágenes obtenidas por microscopía de barrido electrónico. Las distribuciones medidas 

fueron:  

20nm: (19.4 ± 1.7) nm, (figura 19 a) 

40nm: (43.5 ± 4.6) nm, (figura 19 b) 

80nm: (80.1 ± 7.4) nm, (figura 19c) 

En las imágenes se puede observar que para algunos casos hay una desviación de la geometría 

esférica.  
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Figura 2.19 Imágenes de TEM de las AuNP, a) 20nm, b) 40nM, c) 80nm. 

2.5.8 Simulaciones Numéricas 

Las simulaciones numéricas se realizaron con un programa comercial de FDTD ((finite 

difference time domain, FDTD, Microwave Studio, Computer Simulation Technology, 

Darmstadt, Alemania). Los cambios relativos de los decaimientos radiativos y no 

radiativos, como así también los cambios de intensidad fueron obtenidos siguiendo la ref. 

(22), modelando el fluoróforo por un dipolo con una orientación definida (tangencial o 

radial a la superficie de la AuNP). Se computa la potencia total irradiada en el campo 

lejano y disipada por el objeto metálico y es normalizada por la potencia total irradiada en 

el campo lejano, en ausencia de la AuNP. Para estos cálculos se consideró como eficiencia 

cuántica intrínseca de Cy5 0,28. Todas las simulaciones se realizaron con agua como 

medio, simulando las condiciones del buffer. Sin embargo los efectos que pudieran surgir 

como resultado de la interfaz del vidrio, desviaciones de las geométricas de las partículas 

(que no sean perfectamente esféricas), la distribución de orientaciones posibles del 

origami de ADN, o la posibilidad que la AuNP no esté unida de todos los sitios de anclaje, 

no han sido contempladas. 
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Modulación fototérmica de fluorescencia 

por calentamiento plasmónico  

 

 

En este capítulo se presenta la investigación de un método novedoso que combina 

propiedades de fluoróforos y nanopartículas metálicas para crear una sonda de 

fluorescencia modulable. Se realizaron experimentos que aumentan gradualmente el nivel 

de control. Primero en muestras de aglomerados AuNRs, luego variando la potencia del 

haz de calentamiento y finalmente en grupos pequeños de AuNRs. Se definieron los 

parámetros relevantes tanto de fluoróforos como de las NPs, y su posible campo de 

aplicación.  

 

 

3.1 Sondas fluorescentes modulables  

Debido a su carácter no invasivo, la microscopía óptica es el método de elección para la 

investigación de procesos celulares. En particular las modalidades basadas en 

fluorescencia han tenido grandes avances en los últimos años, incluyendo la detección de 

moléculas individuales y los métodos de super-resolución164–166. Estas técnicas permiten 

examinar con gran detalle aspectos de la estructura así como de trayectorias e 

interacciones en sistemas celulares y subcelulares.  

Sin embargo, el desafío de poder observar y manipular las funciones celulares 

específicas en células vivas, tejidos y organismos continúa vigente. Una de las grandes 

limitaciones de esta técnica es el lograr discriminar la señal de interés de la 

autofluorescencia o de la marcación exógena o inespecífica13. Con este fin continuamente 

se están desarrollando sondas o proteínas fluorescentes en el rojo lejano, de manera de 

evitar la autofluorescencia celular que suele estar en el rango del verde. Estas sondas, sin 

embargo, suelen tener limitaciones de brillo y estabilidad. Otro enfoque más reciente 
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busca utilizar sondas modulables, de manera de realizar una detección tipo lock-in para 

amplificar la señal de la frecuencia modulada13,167. Este enfoque, apunta a lograr 

especificidad de la modulación, de manera de poder filtrar y amplificar selectivamente la 

señal de fluorescencia deseada, aumentando la relación señal/fondo.  

Los compuestos fotocrómicos han tomado gran relevancia en este sentido, ya que 

resultan de gran interés para aplicaciones en microscopias de alta resolución. Estas 

sondas, tienen la capacidad de cambiar de un estado oscuro (no emisor) a un estado 

brillante (fluorescente), luego de ser irradiado a la longitud de onda de activación168,169. 

Alternativamente, existen moléculas que mediante un cambio de conformación activado 

ópticamente, modifican radicalmente la longitud de onda de emisión, lo cual en la práctica 

cumple la misma función. El retorno al estado inicial puede darse térmicamente o 

mediante irradiación con otra longitud de onda. El tiempo característico del 

encendido/apagado en conjunto con la reversibilidad, e.d. número posible de ciclos de 

prendido apagado, determinará las posibles aplicaciones de estos fluoróforos. Por 

ejemplo, moléculas que puedan ser apagadas mediante luz y retornen al menos una vez 

(térmicamente o inducidas por luz) pueden ser útiles en microscopías de fluorescencia de 

super-resolución. Por otro lado, si a lo que se apunta es a aplicar detección lock-in, varios 

ciclos de prendido-apagado son necesarios. Si bien los compuestos fotocrómicos 

presentan propiedades sumamente ricas y versátiles para mediciones de fluorescencia, no 

suelen ser de fácil preparación. Sus síntesis complejas hacen que sean comercialmente de 

difícil acceso.  

Por otro lado, el uso de NPs metálicas, magnéticas y semiconductoras funcionalizadas 

con biomoléculas está siendo investigado extensivamente con el fin de visualizar y 

cuantificar interacciones biomoleculares. Incluso combinándolas con compuestos 

fotocrómicos 169. 

En este capítulo se desarrolla la investigación de un método novedoso que combina 

propiedades de fluoróforos y nanopartículas metálicas para crear una sonda de 

fluorescencia modulable.  

 

3.1.1  Sondas híbridas modulables por calentamiento plasmónico 

La hipótesis de trabajo de este capítulo consiste en que la fluorescencia de moléculas 

cercanas a NPs metálicas puede modularse térmicamente, mediante el calentamiento 

plasmónico de las NPs (figura 3.1) y que dicha modulación puede ser útil en esquemas de 

detección de fluorescencia de mayor sensibilidad y/o especificidad.  
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Figura 3.1 Utilización del calentamiento fototérmico para generar sondas modulables 

específicas. a) En ausencia de radiación fototérmica, estén los fluoróforos adheridos o no a la 

superficie de la NP, la señal de fluorescencia detectada será continua. b) Al irradiar la muestra 

con la luz de calentamiento (NIR on) se genera un campo de alta temperatura en el entorno 

nanométrico de las NPs , y una consecuente reducción de fluorescencia de las moléculas unidas 

a las NPs. 

La mayor sensibilidad se obtiene del hecho que la señal de fluorescencia se modula a 

una frecuencia conocida, lo cual permite diferenciarla de otras contribuciones. La mayor 

especificidad se debe a que el calentamiento plasmónico de NPs genera un campo de 

temperaturas elevadas solo en el entorno nanométrico de las NPs. 

El primer objetivo es entonces construir una sonda fluorescente híbrida que combine 

una NP metálica y fluoróforos sensibles a la temperatura. Existe una gran variedad tanto 

de NPs metálicas como de fluoróforos, por lo que es necesario identificar criterios que 

permitan una selección adecuada: 

1- tiene que ser posible excitar la fluorescencia y calentar las NPs de manera 

independiente. 

2- los fluoróforos deben ser sensibles a la temperatura. 

3- se precisa una química de unión de fluoróforos a la superficie de las NPs 

El primer criterio es el más limitante y fue el usado para seleccionar las NPs metálicas. 

Luego, se seleccionó un fluoróforo adecuado. Para unir los fluoróforos a las NPs se usó la 

interacción específica biotina-estreptavidina. 
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3.2 Caracterización de fluoróforos y Nanopartículas para la construcción de una sonda 

modulable 

3.2.1 Nanopartículas de oro  

Las nanopartículas metálicas más comunes y mejor caracterizadas son las nano-esferas 

de oro, las cuales poseen una única resonancia plasmónica ubicada en el centro del 

espectro visible, entre 520 y 550 nm dependiendo del diámetro. Además, el oro posee una 

absorción no despreciable a energías mayores que el LSPR debido a transiciones 

interbanda (ver figura 3.2 a). Dado que los fluoróforos más comunes absorben y emiten en 

el visible, las nano-esferas de oro no son adecuadas para modular fluorescencia mediante 

calentamiento plasmónico. Si se usa un fluoróforo cuya excitación  se ubica hacia el azul de 

la LSPR, la excitación de fluorescencia estará acompañada de absorción y calentamiento 

indeseados en las NPs debido a las transiciones interbanda del oro. Además, la emisión del 

fluoróforo se solapará con la absorción de la NP, lo cual es una configuración eficiente para 

la transferencia de energía a la NP, quencheando la emisión de fluorescencia. Si en cambio 

se usa un fluoróforo cuya excitación se ubique hacia el rojo de la LSPR, el mismo haz de 

calentamiento estaría excitando al fluoróforo dado que los espectros de excitación poseen 

usualmente una cola no despreciable hacia el azul.  

Esto indica que lo ideal para una excitación independiente de fluorescencia y de 

plasmones es usar NPs con resonancias ubicadas hacia el rojo de la emisión del fluoróforo. 

Dado que existe una enorme variedad de fluoróforos en el rango visible, aparecen como 

ideales para el calentamiento independiente NPs con LSPRs en el NIR (figura 3.2 b).  

 

Figura 3.2 Comparación de espectros de absorción de NPs con espectros de fluoróforos 

comerciales.  a) Espectro simulado de nanopartículas esféricas superpuesto con espectro de 

fluoróforos. Difícilmente se logra excitar un dye sin excitar el plasmón de la NP, y viceversa. b) 

Espectros simulados de AuNR respecto a fluoróforos comerciales.   
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Existen varias NPs con resonancias en el NIR, como por ejemplo nano-esferas huecas, 

nano-bipiramides, nano-estrellas, y nano-varillas64,66,79,170–172. De todas ellas, las mejor 

caracterizadas y las que pueden obtenerse con mejor nivel de control dimensional son las 

nano-varillas de oro (gold nano-rods, AuNRs)65,76,152,173,174. 

Los AuNRs poseen dos LSPRs, una transversal que se ubica espectralmente alrededor de 

530-550 nm y una longitudinal cuya posición espectral se ubica a mayores longitudes de 

onda y varía marcadamente dependiendo de la relación de aspecto174,175. Variando las 

dimensiones de los AuNRs es posible ajustar la LSPRs longitudinal desde los 530 nm de la 

LSPR transversal hasta el NIR (figura 3.2 b). Esta flexibilidad permite diseñar 

combinaciones de fluoróforos y AuNRs donde la excitación de fluorescencia y el 

calentamiento plasmónico pueden efectuarse independientemente con dos longitudes de 

onda distintas. 

Teniendo esto en cuenta se decidió usar AuNRs con relación de aspecto cercana a 4, y 

un fluoróforo que emita entre las dos resonancias del AuNRs, en el rango de 550 a 700. De 

esta manera usando la luz de 800 nm será posible generar el calentamiento de los AuNRs 

sin excitar fluorescencia. Y si bien la luz de excitación de fluorescencia, por ejemplo de 532 

nm, puede ser absorbida por los AuNRs, la sección eficaz de absorción en el rango de la 

LSPR transversal es al menos 6 veces menor que en el rango de la LSPR longitudinal.  

Se decidió trabajar con AuNR biotinilados comerciales (Nanopartz, USA) de 42x10nm 

(� = , ∙ − , sección eficaz de absorción reportada por el fabricante  y de 

100x25nm (� = , ∙ − ). En la figura 3.3 se presentan espectros de absorción e 

imágenes de microscopía electrónica de las AuNRs utilizados.  

 

 

Figura 3.3 a) Espectro de absorción normalizado de AuNR de 100x25 (rojo) y de 42x10nm 

(negro). b). Imágenes de SEM (CMA, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, UBA) de NP de 

100x25nm. c) Imagen de TEM provista por el fabricante (Nanopartz) de partículas de 42x10nm.  
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3.2.2 Dependencia con la temperatura de la fluorescencia de AlexaFluor532 y 

AlexaFluor546 

Se decidió trabajar con los fluoróforos AlexaFluor532 y AlexaFluor546 (Invitrogen), que 

poseen buenos rendimientos de fluorescencia, son solubles en agua y comercialmente 

disponibles modificados con biotina o unidos a estreptavidina, condición necesaria para la 

unión a los AuNRs y correctos controles. Ambos fluoróforos poseen emisión en el rango de 

550 a 650 nm, y pueden excitarse a 532 nm.  

En primer lugar se estudió la respuesta en solución de los fluoróforos seleccionados con 

la temperatura, ya que no se conocen reportes. Si bien la mayoría de las sondas 

fluorescentes poseen un rendimiento cuántico dependiente de la temperatura176,177, 

ciertas moléculas presentan menor respuesta, o casi nula como es el caso de algunos 

perilenos. Si bien esto depende de múltiples factores, generalmente se encuentra 

relacionado con su rigidez estructural, de manera que las moléculas más rígidas suelen 

poseer una menor taza de decaimiento no-radiativo12, por lo que su rendimiento cuántico 

se ve menos alterado. 

Se midió el espectro de emisión de AlexaFluor546 y AlexaFluor532 y su respuesta se 

comparó con la de Rodamina B, una sonda de referencia bien estudiada y reportada en la 

literatura178,179.  

Los espectros de emisión de fluorescencia fueron adquiridos con un espectrofotómetro 

(Cary 100 Varian, USA), y la temperatura se varió entre 20ºC y 80ºC utilizando un 

dispositivo termoeléctrico (Peltier). En la figura 3.2.3 se presentan los espectros medidos 

para AlexaFluor 532 y 546, para dos casos con ∆ º =  y ∆ º =  (donde ∆ º  se definió 

como la diferencia de temperatura entre el estado final y el inicial, 20ºC en este caso).  

 

 

Figura 3.4 Espectros de fluorescencia normalizados por el máximo medido a ∆ º = , a 

temperatura ambiente (∆ º =  y calentados a ∆ º = , para a) AlexaFluor532 y b) 

AlexaFluor 546. 
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En los espectros de emisión se observa únicamente una disminución en la intensidad, sin 

corrimientos espectrales apreciables. De estos resultados, sin embargo no puede 

concluirse si esta caída se debe a una menor eficiencia de excitación, como consecuencia 

de un corrimiento en los espectros de absorción. De todas formas, si la intención es utilizar 

esta sonda para estudios de microscopía, la excitación en ese caso, se mantendrá fija, por 

lo que a los efectos de la adquisición, la caída de intensidad debería corresponderse con 

las de la figura 3.4, independientemente del efecto al que se debiera (para más detalles 

ver materiales y métodos).  

En la figura 3.5 se muestra la intensidad de fluorescencia normalizada en función de la 

temperatura. Estos fluoróforos presentan un decaimiento prácticamente lineal de la 

intensidad de fluorescencia con la temperatura, pero con distintas pendientes: la 

intensidad de fluorescencia de la AlexaFluor546 cae a razón de 0.35%/K, mientras que la 

Rodamina lo hace a 0.9%/K y la AlexaFluor532 1.2%/K.  

Un aumento de la temperatura también puede acelerar las reacciones fotoquímicas 

involucradas en el fotoblanqueo. Es importante caracterizar este aspecto de los 

fluoróforos ya que un fluoróforo muy lábil al fotoblanqueo no es adecuado para estudios 

de modulación donde se necesita adquirir varios ciclos. Para realizar estos estudios de 

fotoblanqueo, es necesario inmovilizar la muestra para evitar que la misma se renueve en 

el tiempo, antes de observar su blanqueo. Por esta razón, se monitoreó en un microscopio 

de epi-fluorescencia  la intensidad de emisión en el tiempo de fluoróforos inmovilizadas 

sobre un cubreobjetos. 

 

 

Figura 3.5 Intensidad de fluorescencia en función de la  temperatura de AlexaFluor 546  y 

AlexaFluor 532 en agua, y de RodaminaB en etanol.   
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Figura 3.6 Intensidad de fluorescencia en función del tiempo de AlexaFluor 532 y 

AlexaFluor 546  bajo excitación constante. Las curvas no representan ajustas sino solo 

guías visuales. 

La excitación se realizó con una lámpara de mercurio, cuya intensidad se mantuvo 

constante a lo largo de los ensayos. Los resultados se muestran en la figura 3.6 Se observa 

que en el lapso de un minuto la intensidad de fluorescencia de AlexaFluor532 cae 

aproximadamente un 25%, mientras que la de AlexaFluor 546 se mantiene prácticamente 

inalterada, bajo las mismas condiciones de excitación.  

Los resultados de esta sección ilustran un comportamiento típico de fluoróforos 

orgánicos. Las moléculas que muestran una sensibilidad mayor a los cambios de 

temperatura son también las más lábiles a la fotodegradación. En este proyecto se deberá 

encontrar un balance aceptable entre estos dos fenómenos, dado que el primero es para 

los experimentos planteados, favorable mientras que el segundo no. 

 

3.3 Campo de temperatura alrededor de nanopartículas 

3.3.1 Cálculos  del campo de temperaturas 

Las tecnologías que existen actualmente para medir campos de temperatura en la 

nanoescala, o bien no poseen la resolución necesaria, o son técnicas complejas180,181 Por 

este motivo es esencial estimar mediante cálculos  el campo de temperaturas generado 

alrededor de las AuNR. Cabe destacar que todos los parámetros involucrados en los 

cálculos son bien conocidos o pueden determinarse experimentalmente sin dificultad. Es 

por esto que se espera que los cálculos sean representativos de la situación experimental. 

Para abordar el problema estacionario, como se describió en la sección 1.2.8 de la 

introducción,  basta resolver la ecuación de difusión de calor (eq. 1.19), utilizando la 
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expresión 1.15 para la potencia absorbida por la partícula. La solución para una fuente con 

simetría esférica queda entonces como en la eq. 1.20: ∆ = � �ℎ   r>   

Donde se supuso la fuente inmersa en agua por lo que se reemplazó el coeficiente de 

conductividad térmica directamente por el coeficiente del agua ℎ =( .  �/ ∙ .  

En este caso se conoce la sección eficaz de absorción (dato facilitado por el fabricante y 

verificado mediante cálculos de FDTD) y la irradiancia  puede calcularse distribuyendo la 

potencia del láser en el área transversal de la función de dispersión de punto (PSF) del 

microscopio (ver 3.7.5). Sin embargo, al tratarse de nanocilindros que no poseen simetría 

esférica, existen dos posibilidades para abordar la solución: 

a. Resolviendo numéricamente la ecuación de calor para un contorno cilíndrico. Esta 

solución si bien es más precisa, requiere de un cálculo más complejo y de la 

aplicación de un método numérico adecuado. 

b. Calculando un radio equivalente para el AuNR (el radio de la esfera cuyo volumen es 

igual al del nanocilindro) y utilizando 1.20. Esta solución es relativamente sencilla 

pero aproximada 

A continuación se comparan ambos métodos. 

a. Método numérico 

Para realizar los cálculos presentados en esta sección, se trabajó en colaboración con el 

Dr. Ignacio Ojea (departamento de Matemática, FCEyN, UBA), quien resolvió 

numéricamente la ecuación de calor dependiente del tiempo en tres dimensiones. Se 

calculó el campo de temperaturas en torno a una nanopartícula de 90x22nm (dimensiones 

determinadas a partir de las imágenes de SEM y TEM, se aproximaron las NP por cilindros 

de puntas chatas, sin embargo por simplicidad se las llama de 100x25nm en coherencia 

con los datos del fabricante) inmersa en agua e irradiada a 785 nm a distintos valores de 

irradiancia.  

En la figura 3.7 a,b) se muestran los mapas de temperatura calculados numéricamente 

alrededor del AuNR cuando se lo irradia con 600 kW/cm2. La temperatura del agua 

aumenta únicamente en el entorno nanométrico de la AuNR, y se equilibra a la 

temperatura del medio en unas pocas decenas de nanómetros en todas las direcciones. 

Este mismo comportamiento se observa para valores de irradiancias entre 300 y 900 

kW/cm2, como se ve en los cortes transversales y longitudinales del campo de 

temperaturas presentados en las figuras 3.7 d) y e). A su vez se observa también que en el 

rango de potencias calculadas la temperatura en un punto dado alrededor de la AuNR 

aumenta linealmente con la irradiancia (figura 3.7 c). 
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Figura 3.7: Cálculos numéricos resolviendo la ecuación de calor en 3D, del calentamiento 

plasmónico de una AuNR de 90x22nm irradiada a 785nm. a,b) Campo de temperaturas 

alrededor de una AuNR irradiada a 600kW/cm
2
. c ,d) Perfiles de temperatura a lo largo del eje 

x o y a), y z para irradiancias de 300, 450, 600 y 900 kW/cm
2
. e) Temperatura en función de la 

densidad de potencia en distintas posiciones cercanas a la AuNR. f) evolución temporal de la 

temperatura en dos posiciones cercanas a la AuNR.  

 

De estos cálculos se obtiene también la evolución temporal del calentamiento, como se 

muestra en la figura 3.7 f) para el caso de 450kW/cm2. Se ve que el sistema requiere poco 

más de 100 ns para alcanzar el estado estacionario. 

 

b. Solución del estado estacionario 

En este caso se estudió la solución analítica estacionaria para partículas esféricas (eq. 

1.20), usando un radio equivalente de los AuNR. 

El radio equivalente de cada AuNR se determinó, considerándolos de puntas chatas (ver 

fig. 3.3 c) e igualando el volumen de un cilindro con una esfera: = √ ℎ
, donde R es 
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el radio del cilindro y h su altura. Para las AUNR de 90x22nm se obtiene un radio 

equivalente ≈  nm.  

90x22 

Figura 3.8 Calentamiento plasmónico resuelto por aproximación estacionaria para una 

fuente con simetría esférica. a) perfiles obtenidos para distintos valores de irradiancia sobre 

una AuNR de 90x22nm. b) Dependencia de la temperatura en la superficie de la partícula con la 

irradiancia.  

En la figura 3.8 a) se presenta el perfil del campo de temperaturas para densidades de 

potencia entre 300 kW/cm2 y 900kW/cm2. Aquí no tiene  sentido hablar corte de 

transversal o longitudinal, ya que se ha obtenido una solución radial, por lo que en el 

gráfico se presentan la temperatura con respecto a la distancia a la superficie de la 

partícula. En la figura 3.8 b) se grafica el máximo de temperatura obtenido para cada 

potencia. Tanto la forma del perfil como la tendencia con la potencia son similares entre 

ambos métodos. Para un análisis más concluyente, se comparan ambos resultados en la 

figura 3.9. 

Por último se compararon los perfiles x/y y z del campo obtenido numéricamente, con 

el perfil aproximado, para dos valores de irradiancias. En la figura 3.9  se puede observar 

que la respuesta es similar para ambas potencias. La aproximación esférica queda 

prácticamente contenida entre ambas curvas. La mayor discrepancia se observa en el 

máximo medido, es decir, en el valor del campo inmediatamente sobre la superficie. Sin 

embargo si lo que se desea estudiar es el campo que percibirá una molécula adherida a la 

superficie de una NP, tampoco sería correcto decir que la temperatura a la que ésta se ve 

sometida, es la inmediatamente contigua a la superficie. En estos ensayos la longitud de 

separación estará definida por el complejo estreptavidina-biotina que actuará como 

ligando; la estreptavidina tiene dimensiones de aproximadamente 4 nm. Sumada esta 

incerteza a la sencillez que presenta la resolución del problema del perfil por el método b. 

respecto al a., se decidió realizar el resto de los cálculos por medio de la aproximación por 

fuente puntual y se tomó la temperatura percibida por el fluoróforo como la obtenida a 4 

nm de  la superficie. 
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Figura 3.9 Comparación de los perfiles a lo largo del eje x o y obtenidos por resolución 

numérica de la ecuación de temperatura (línea punteada) y la resolución aproximando por 

fuente puntual (sólida) para dos densidades de potencia 300 y 450kW/cm2. 

3.3.2 Efecto sobre la intensidad de fluorescencia 

Se calcularon los perfiles de temperaturas para AuNRs de los tamaños nominales usados 

en los experimentos por medio de la aproximación por fuente puntual. En la figura 3.10 a) 

se compara la respuesta de un AuNR de 100x25nm  (medidas 90x22nm) con respecto a 

uno de 42x10 nm, ambos irradiados con 400 kW/cm2. Para la AuNR más grande ya a 80nm 

de distancia desde la superficie la diferencia de temperaturas con el seno del medio no 

supera los 10 grados.  

 

Figura 3.10 a) Simulación de respuesta térmica de una partícula al ser excitada con una 

densidad de potencia de 400kW/cm2. Perfil de  aproximación por fuente puntual, en azul NPs 

de 42X10, tomando como  = nm y rojo NPs de 100x25, con = nm. b) Respuesta 

térmica en la superficie de una partícula al ser excitada con distintitas irradiancias, calculado 

por aproximación por fuente puntual. 
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En el caso de la AuNRs pequeñas, la misma condición se alcanza a los 20nm. Esto se debe a 

que a mayor tamaño de NP, mayor sección eficaz de absorción, lo que se traduce en un 

campo de temperaturas más intenso. Asimismo en la figura 3.10 b) se presenta la 

temperatura alcanzada en la superficie de cada tamaño de AuNR al aumentar la 

irradiancia, y se oberva un aumento lineal, en coherencia con las simulaciones previas. 

Estos datos se cruzaron con la respuesta de la fluorescencia ante cambios de 

temperatura del medio de las sondas estudiadas. De esta forma se obtuvo la curva de la 

figura 3.11, donde se puede relacionar la caída de fluorescencia esperada para un 

fluoróforo en la superficie de la NP en función de la densidad de potencia del haz de 

calentamiento. Como es de esperar, las caídas de intensidad son mayores para la NP de 

mayor tamaño.  

Con estos resultados se decidió realizar los primeros ensayos con AlexaFluor546, ya que 

se espera observar una caída como mínimo de un 20% con las NPs grandes, lo que 

posibilitará no sólo detectar cambios, sino también acomodar las condiciones del ensayo 

evitando el posible fotoblanqueo que podría presentar AlexaFluor532.  

 

 

 

Figura 3.11 Caída de intensidad de un fluoróforo colocado en la superficie de un AuNR 

irradiado a distintas potencias, cálculos realizados para dos tamaños de partículas., 

100x25nm y 40x22nm. 
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3.4 Modulación fototérmica de fluorescencia por calentamiento plasmónico  

Con el objetivo de investigar la hipótesis de modulación fototérmica de fluorescencia 

por calentamiento plasmónico de AuNRs, se procedió a tomar imágenes de fluorescencia 

de distintas muestras conteniendo fluoróforos y AuNRs, en función de la irradiancia de un 

haz de calentamiento. Para esto se modificó un microscopio invertido de fluorescencia 

como se muestra en la figura 3.12).  

 

 

 

Figura 3.12 Esquema del dispositivo experimental utilizado para realizar las mediciones de 

Epifluorescencia. Recuadro a) Espectros de transmitancia de los filtros correspondientes al cubo 

TRiTC, b) detalle del portamuestra utilizado para evitar la caída de líquidos sobre el objetivo. 
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3.4.1 Detalles del arreglo experimental.  

Las mediciones se realizaron en un microscopio invertido Olympus IX71 (Olympus, 

Japan) configurado como se esquematiza en la Figura 3.12. La muestra es excitada con una 

lámpara de Mercurio de potencia regulable a 3 valores discretos. Los rangos espectrales 

de excitación y detección están determinados por los filtros utilizados. En este caso, 

acorde a las características de la muestra, se eligió trabajar con el conjunto de filtros TRiTC 

(cubo Olympus con filtros Chroma), cuyos espectros pueden verse en la figura 3.12 

(recuadro).  

La fluorescencia fue excitada y colectada en configuración epi, con un objetivo Plan Apo 

(Olympus, Japan) de magnificación 60x y apertura numérica 1.42. La señal de fluorescencia 

es enfocada sobre una cámara iXon-885 EM-CCD (Andor, Belfast, Reino Unido) con 1004 × 

 pi eles a ti os de  ×   de ta año, ope ada a  s po  uad o. E  las 
condiciones experimentales descriptas el tamaño de pixel corresponde a 130 nm sobre la 

muestra.  

Para incorporar la luz necesaria para el calentamiento plasmónico de las AuNRs, se 

acopló al microscopio un diodo láser multimodo NIR acoplado a fibra desde la parte 

supe io  = , Pote ia á i a W ulti odo, TolKet, A ge ti a . Co  este fi  se 
reemplazó el condensador superior del microscopio por una estructura que sostiene un 

extremo de la fibra óptica multimodo por donde llega la luz NIR, un objetivo PlanN 10x 

(Olympus) para colimar el haz y un último objetivo LUMPLFLN 60x de agua (Olympus) para 

enfocar nuevamente el haz sobre la muestra. De esta forma se pudo hacer uso del soporte 

del microscopio que posee tornillos calibrados a fin de ajustar la posición x, y, z del 

condensador, y controlar la región iluminada con 808 nm sobre la muestra. Una vez fijada, 

la posición del haz de calentamiento se proyecta siempre sobre la misma región del 

sistema óptico y del sensor de la cámara CCD. Para iluminar con el láser NIR distintas 

regiones de la muestra, ésta se mueve con una platina motorizada (Prior ProScan II). 

La intensidad del diodo láser NIR puede modularse mediante una señal externa que se 

suministró con un generador de funciones (RIGOL, DG1022). Para el montado de la 

muestra se utilizaron porta muestras con traba a rosca y con un anillo de goma (o-ring) 

para sellarlo hidráulicamente.  

La potencia del haz de calentamiento sobre la muestra se determinó midiendo la potencia 

a la salida de la fibra y las pérdidas de cada elemento óptico. Para evitar que la luz NIR 

llegue a la cámara CCD se ubicó un filtro de corte (808 nm StopLinesingle-notch filter, 

Semrock) en una rueda de filtros anterior a la cámara. A fin de obtener la densidad de 

potencia sobre la muestra se dejó pasar el láser NIR con la potencia mínima para evitar 

dañar la cámara, pero logrando obtener una imagen del perfil del haz. Un ajuste gaussiano 

arroja un ancho a mitad de altura de 13µm (ver materiales y métodos 3.6.3). 
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3.4.2 Mediciones sobre aglomerados de AuNRs 

Como primera prueba para corroborar si es posible modular la emisión de una sonda 

fluorescente  por calentamiento plasmónico, se utilizó como sistema modelo los AuNRs 

derivatizados con biotina, y marcados con AlexaFluor-estreptavidina. Los fluoróforos 

quedan adheridos a la superficie de la NP por medio de la unión  biotina-estreptavidina, y 

por lo tanto a una distancia aproximada de 5-10nm.                                                                                                             

Se colocó una gota de la solución pre-incubada de AuNR-biotina + AlexaFluor-

estreptavidina sobre un cubre previamente lavado (ver materiales y métodos, preparación 

de muestras control). Esto genera sobre la superficie la formación de diversos 

aglomerados de AuNRs marcados fluorescentemente (Figura 3.13).  

Sobre el borde de una gota de solución de AuNR de 42x10nm (figura 3.14) se estudió el 

perfil de intensidades con el NIR apagado y encendido a una potencia aproximada de 

400kW/cm2. Se observa que en el área donde se encuentra incidiendo el láser de 

calentamiento, la intensidad de fluorescencia decae.  

 

 

 

 

Figura 3.13 Representación esquemática del experimento realizado en gota. Una gota de NP 

marcadas con AlexaFluor se coloca sobre un cubreobjetos y se deja secar, formándose 

aglomerados de nanopartículas y fluoróforos. A la izquierda se muestra una imagen tomada 

con el microscopio de epifluorescencia. 
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Figura 3.14: Análisis del efecto del NIR sobre una gota de AuNR de 42x10nm a) y b) 

imágenes de epifluorescencia. En rojo se marca aproximadamente el área iluminada por el haz 

de calentamiento y en amarillo la zona cuyo perfil de intensidad se grafica en d) y e). Se 

compara la intensidad de fluorescencia adquirida con el NIR encendido  y apagado. La señal de 

intensidad se ve afectada únicamente en la zona del haz.  

 

Un estudio similar se llevó a cabo para controlar qué efecto produce el haz de 

calentamiento sobre los fluoróforos, en ausencia de AuNRs. Se preparó una muestra con 

AuNR 100x25nm marcados y además fluoróforos libres. Se investigó la influencia del haz 

de calentamiento en un sector donde hay AuNRs marcados y sobre otro donde solo hay 

fluoróforo (figura 3.15). Únicamente  sobre la zona con AuNRs el haz de calentamiento 

reduce la fluorescencia y se detecta una señal modulada. Esto demuestra que el fluoróforo 

solo no se ve influenciado por el láser de calentamiento. Se realizaron varios ciclos de 

encendido apagado a una potencia aproximada de 400W/cm2 sin observarse degradación 

de la muestra, ya que al apagarse la iluminación NIR la señal de fluorescencia recupera su 

intensidad original. 
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Figura 3.15: Análisis del efecto del NIR sobre una gota de AuNR de 100x25nm. a) imágenes 

de epi fluorescencia con el encendido y apagado del haz de calentamiento. En rojo se marca la 

zona donde hay presencia de AuNRs mientras que en azul la zona donde únicamente hay 

fluoróforos. a) Se presentan las 5 primeras imágenes del ciclado a modo de ejemplo b) 

intensidad normalizada en función del tiempo para las zonas marcadas en a).  

 

Luego, se estudió el efecto de la intensidad del haz de calentamiento. La figura 3.16 

muestra la intensidad de fluorescencia de un punto de una muestra con AuNR 100x25nm 

con AlexaFluor546, al incidir con el haz de calentamiento modulado a distintas potencias. 

La señal de calentamiento se muestra junto con las señales de fluorescencia. La 

modulación de ambas se encuentra desfasada en medio ciclo; cuando el láser NIR tiene un 

máximo, la fluorescencia es mínima. Es importante notar que si el haz de calentamiento no 

estuviese perfectamente bloqueado ante la cámara, cualquier filtración contribuirá con 

una señal en fase con el láser, es decir inversa a lo observado.  

De estos resultados se puede concluir que el efecto es reversible, local y específico. 

Reversible dado que es posible realizar repetidos ciclos de calentamiento de forma 

reproducible. Local, puesto que el efecto se observa únicamente en el área alcanzada por 

el haz (figura 3.14 a) y no más allá de él. Y específico, ya que sólo se observa una 

modulación de la fluorescencia en presencia de AuNR mientras que la sonda libre se ve 

inalterada al incidirle con la luz de calentamiento (figura 3.15).   
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Figura 3.16  Modulación de fluorescencia a distintas potencias de calentamiento sobre una 

gota de AuNR de 100x25nm marcados con AlexaFluor546.  

 

En estas mediciones la caída de fluorescencia experimental es mayor que las esperadas 

a partir de los cálculos de la sección 3.3 con los mismos valores de irradiancia. Sin 

embargo, hay que tener en cuenta que los cálculos fueron realizados para fuentes 

puntuales de calor, mientras que en estos experimentos se investigaron aglomerados de 

AuNRs. Evidentemente, la acumulación de calor entre NPs vecinas es significativa y 

produce un incremente mayor de temperatura, con una consecuente  reducción mayor de 

fluorescencia (ver efectos colectivos, introducción). Por otro lado, se observa que de una 

muestra a otra la caída de señal, aún para potencias de excitación similares, no es 

reproducible. Esto da cuenta de la falta de control sobre el preparado de muestras, ya que 

al dejar secar una gota, habrá zonas de menor densidad en el centro y zonas de grandes 

aglomerados en los bordes, aumentando los efectos colectivos de calentamiento.  

 

3.4.3 Mediciones en AuNRs Individuales 

La comparación más fiel a los cálculos puede obtenerse con mediciones sobre AuNRs 

individuales. Para estas mediciones es necesario preparar muestras diluidas, con una 

distribución homogénea de AuNRs bien separados. Se prepararon vidrios (cubreobjetos) 

modificados superficialmente con una multicapa generada mediante autoensamblado 

molecular (detalles del protocolo en sección 3.6.1.2). En primer lugar se funcionalizaron 

los substratos con una mezcla de BSA+BSA-biotina. Luego se acopló una capa de 

estreptavidina que proveyó los sitios de anclaje para AuNRs funcionalizados con biotina.  



Modulación fototérmica de fluorescencia por calentamiento plasmónico 79 

 

 
 

 

 

 

 

Figura 3.17 Representación esquemática del experimento realizado en AuNRs aislados. Una 

gota de NP marcadas con AlexaFluor se coloca sobre un cubreobjetos y se deja secar, 

formándose aglomerados de nanopartículas y fluoróforos. A la izquierda se muestra una 

imagen tomada con el microscopio de epifluorescencia. 

 

Finalmente se hizo reaccionar a los AuNRs inmovilizados con el fluoróforo-

estreptavidina y se enjuaga el exceso. Ajustando la relación BSA:BSA-biotina y la 

concentración de AuNRs se obtiene una muestra con AuNRs individuales suficientemente 

separados unos de otros para permitir su estudio de a uno a la vez en el microscopio 

óptico. Un ejemplo se muestra en la figura 3.17, junto con una imagen adquirida con el 

microscopio de Epifluorescencia. 

En primer lugar se estudió la respuesta de AuNRs de 100x25 nm marcadas con 

AlexaFluor532, ante el efecto de iluminación de calentamiento modulada a 1 Hz y a una 

irradiancia de 400 kW/cm2, mientras su fluorescencia era constantemente interrogada a 

532 nm. Bajo estas condiciones se observó una modulación de fluorescencia junto a una 

rápida fotodegradación. En la figura 3.18 a) se muestra a modo de ejemplo una muestra a 

tiempo cero y tras 5 ciclos de encendido apagado del haz de calentamiento. En la figura 

3.18 b)  se presentan cuatro ejemplos de trazas temporales de fluorescencia de AuNRs 

marcados. Se analizaron trazas de 20 AuNRs individuales. Más del 62% de los AuNRs 

irradiados pierden su fluorescencia luego de tan sólo 3 ciclos de iluminación con la luz NIR 

(figura 3.18 c). Bajo estas condiciones la señal normalizada (normalizada por la intensidad 

medida con el NIR apagado) cae en promedio a 0.45 al encender el NIR.  
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Figura 3.18 AuNRs con AlexaFluor532 bajo iluminación de calentamiento modulada con 

una señal cuadrada de frecuencia 1Hza). Se muestra la imagen de epi fluorescencia inicial y 

luego de 5 ciclos de calentamiento. En la figura final se representa con un círculo gris la 

zona iluminada con luz de calentamiento. b) Trazas representativas de la respuesta de 

AlexaFluor 532 adherida a AuNR al ser irradiada con NIR. c) Representación de porcentajes 

de sondas que se fotodegradan tras cada ciclo de modulación.  

Esta baja reproducibilidad a lo largo de los ciclos,  hace de ésta una sonda modulable 

pobre, ya que podría dificultar su utilización para ser aplicado luego un filtro de 

frecuencias para limpiar la imagen, como se propuso inicialmente. En este sentido sería de 

interés explorar si a densidades de potencias menores el fotoblanqueo resulta más 

gradual.  

Siguiendo el mismo protocolo se prepararon muestras de AuNRs de 100x25nm y de 

42x10nm, pero esta vez recubiertas con AlexaFluor 546. La modulación de fluorescencia se 

estudió bajo las mismas condiciones: láser NIR modulado con una señal cuadrada de 1 Hz y 

a una irradaiancia de 400kw/cm2.  En este caso fue posible realizar más de 10 ciclos sin 

observar una fotodegradación mayor al 5%. En la figura 3.19 a) se presentan a modo de 

ejemplo un traza temporal de fluorescencia modulada de cada tipo de AuNR. En la figura 

3.19 b) se muestra el comportamiento promedio de 10 AuNRs de cada tipo. Las 

oscilaciones son reproducibles y similares entre distintos puntos de la misma muestra, 

como se evidencia en la varianza menor al 5%.  

La amplitud de modulación de fluorescencia alcanza un valor promedio de 15% para las 

AuNRs grandes y de 4% para las pequeñas. Esto se debe a sus distintos coeficientes de 

absorción y tamaños  (� = , ∙ − , � = , ∙ − ).  
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Figura 3.19 Variaciones de intensidad de fluorescencia al incidir con NIR modulado, medida 

sobre una muestra de NP dispersas marcadas con AlexaFluor 546. a) a modo de ejemplo se 

presentan en rojo una traza adquirida  sobre una muestra de AuNR de 100x25nm y en azul una 

traza típica de una muestra de AuNR de 42x10nm, ambas muestras irradiadas con NIR a 

potencias similares (ca. 400kW/cm
2
). En negro se presenta el fondo que no responde al efecto 

de NIR. b) Se compraran promedio de 10 AuNR tomados al azar y analizados de cada tamaño, 

en azul de NP de 42x10nm y en rojo de NP de 100x25nm.  

Aplicando la ecuación 1.20 con cada AuNR es posible establecer la relación entre caída de 

temperaturas  que debe ser proporcional a la caída en la intensidad medida: 

∆ �∆ = ��� ∙ � = 8 ∙ ≈ , ∝ %% = ,   

Donde se asignó el subíndice G para hacer referencia a los AuNR de 100x25 y C para los 

de 42x10nm. Si bien lo valores difieren en un 20% el orden de magnitud se ajusta a la 

teoría, evidenciando una modulación en la intensidad debida al calentamiento plasmónico. 

Finalmente, se comparó la amplitud de modulación observada en los distintos AuNRs 

con la esperada a partir de los cálculos de temperatura y la dependencia de cada 

fluoróforo con la temperatura medida en solución. En la figura 3.20 se comparan los 

valores predichos contra un promedio de mediciones de cada tipo de AuNR. El acuerdo 

entre los experimentos y los cálculos es muy aceptable. En el caso del valor obtenido para 

las AuNR con AlexaFluor 532 se tiene una menor estadística de puntos debido al fuerte 

fotoblanqueo.  

Se observa entonces que el efecto puede ser medido y predicho mediante cálculos 

sencillos. Las variaciones con las NPs de menor sección eficaz y con el fluoróforo menos 

sensible a la temperatura puede ser discriminada del fondo. Sin embargo trabajar con un 

fluoróforo de mayor respuesta a la temperatura pero de rápido fotoblanqueo da por 

resultado mayores errores y dificultades para la medición. Esto debe ser tenido en cuenta 

a la hora de seleccionar un fluoróforo.  
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Figura 3.20 Se compara la caída de intensidad medida (puntos) contra la caída de intensidad 

simulada a partir de cálculos (resolviendo ecuación de calor para una fuente puntual) y la 

respuesta medida en bulk del fluoróforo ante cambios de temperatura. 

 

3.5 Aumento de contraste  por modulación de fluorescencia  

A partir de los resultados obtenidos del análisis con partículas únicas, se estudió la 

viabilidad de utilizar este efecto para aumentar el contraste de señales en microscopía de 

fluorescencia. En muestras biológicas complejas donde la autofluorescencia dificulta la 

definición de regiones de interés, metodologías de este tipo pueden encontrar gran 

utilidad. 

Los estudios se realizaron, en primer lugar sobre imágenes simuladas, y luego  

aumentando artificialmente la señal de fondo en imágenes adquiridas con AuNRs 

fluorescentes modulados y sin modular. Lo que se busca entonces es filtrar las imágenes 

de manera de poder distinguir más eficientemente aquellos pixeles que estén modulados. 

Para esto se probaron 2 métodos de correlación. 

En un primer algoritmo se analizó la correlación de cada pixel en el tiempo, con una 

señal cuadrada de referencia de igual frecuencia que la usada para el calentamiento 

plasmónico, es decir se estudia la correlación cruzada del experimento con la función 

periódica de referencia (correlación cruzada). El segundo método consistió simplemente 

en analizar la autocorrelación temporal de cada pixel.  

El coeficiente de correlación para cada pixel (x,y) se define como: , = ∑ { , , − �}{ − }���   (3.1) 
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Donde  es la intensidad de fluorescencia de un pixel en la posición(x,y) a un tiempo t y  

representa la función de referencia para el caso de correlación cruzada, mientras que para 

autocorrelación corresponde a la misma señal de fluorescencia  pero un tiempo  

posterior;  es el promedio de la señal  y  respectivamente, mientras que � es el desvío 

estándar de cada señal.     

El coeficiente de correlación tiene un valor absoluto que varía entre cero y uno, de 

manera que aquellos pixeles que pertenezcan al fondo, presentarán un valor de 

correlación cruzada cercana a cero, mientras que los que correlacionan estarán cercanos al 

uno. Cuanta más diferencia exista entre ambos grupos de pixeles, mayor será el contraste 

en la imagen de correlación. 

 

3.5.1 Prueba de los algoritmos en imágenes simuladas  

En primer lugar, para estudiar la ganancia que se obtendría al modular una sonda con 

respecto a adquirir la señal durante el mismo tiempo sin ser modulada, se realizaron una 

serie de simulaciones donde se propone comparar una imagen de correlación con la 

imagen promedio de los datos adquiridos en el tiempo, modulados y sin modular, 

respectivamente. 

Para ello se simularon tres series de imágenes de 20x20 pixeles, cada una, con un objeto 

en el centro conformado por 5 pixeles de mayor intensidad. En un caso la señal 

correspondiente al objeto se moduló por un coseno. Se simularon 5 ciclos con un 

muestreo por ciclo similar a los datos adquiridos (ca.40 puntos/ciclo).  

 

Figura 3.21 Formas de señales utilizadas, una señal continua (azul), una señal modulada en 

el tiempo por un coseno (azul), una señal modulada por un coseno y decayendo en amplitud 

exponencialmente. A la derecha se presentan las mismas señales con el agregado de un 7% de 

ruido medido respecto al valor de fondo.  
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Este análisis se realizó para una señal de intensidad media constante, y para otra de 

intensidad decreciente, simulando una señal que sufre fotoblanqueo. La otra serie de 

imágenes se mantuvo constante toda la señal a lo largo de la misma cantidad de puntos. 

En todos los casos, a los datos se les asignó un ruido de un 7% con respecto a la señal, 

coherente con las imágenes anteriormente estudiadas en el microscopio de epi-

fluorescencia (figura 3.21).  

En el caso de las imágenes moduladas, estudiaron distintas casos de amplitud de 

modulación, definida como:  % �í � = ∙ ∙ ,  

Donde M es la amplitud de modulación sobre el objeto e  es la intensidad de 

fluorescencia del fondo. Luego para cada %Caída se estudió el coeficiente de correlación 

ganado del segundo máximo ∆  (de manera de evitar el valor correlación 1), definido 

como: ∆ = −  , 

Donde  y  corresponden al coeficiente de correlación del objeto y el fondo 

respectivamente. En la figura 3.22 se presenta a modo de ejemplo una curva de 

autocorrelación para un pixel correspondiente al fondo y otro al objeto. 

 

 

Figura 3.22 Curva de autocorrelación obtenida sobre una simulación de una imagen con una 

amplitud de modulación tal que el %Caída=27%. En negro se presenta la correlación obenida 

para un pixel correspondiente al objeto y en violeta un pixel del fondo. A la derecha se presenta 

la imagen de correlación obtenida. 
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En el caso donde la señal no se modula, el análisis consistió en calcular una imagen 

promedio en el tiempo (como resultado de promediar el valor de cada pixel a lo largo de 

las imágenes), para distintos casos de porcentaje de señal respecto al fondo, donde se 

definió  % ñ� = ∙ ,   

Donde  e  son la intensidad de fluorescencia del objeto y el fondo respectivamente. Los 

valores de intensidad corresponden al valor asignado sin considerar el ruido agregado. 

Para cada valor se analizó el coeficiente  como una medida del contraste, definido como 

la relación entre las señales promedio: 

= , −
 ,  

donde ,  es el promedio de la intensidad del objeto más el fondo. 

En la figura 3.23 se presentan los resultados obtenidos para cada uno de los casos 

estudiados. En la figura a) se presentan los resultados obtenidos tras aplicar correlación a 

las series de imágenes moduladas a distintas amplitudes, y en b) el resultado de promediar 

imágenes, para distintos % de señal.  

A modo de ejemplo se analiza una imagen cuya Intensidad del objeto es un 20% del 

fondo (figura 3.23 b) recuadro punteado). En ese caso, sería necesario modular con un 

%caída como mínimo del 20% para obtener un mayor contraste en la imagen de 

correlación que en la obtenida promediando en el tiempo.  Sin embargo, en este caso sería 

necesario aplicar una modulación del doble de amplitud, si se tuviera un fluoróforo 

fotoblanqueándose en el tiempo (figura 3.23, círculos rojos).  

La diferencia entre el caso con fotoblanqueo y el caso sin fotoblanqueo, esencialmente 

radica en la cantidad de ciclos a partir de los cuales es posible establecer la correlación de 

señales. Si fuera posible aumentar la cantidad de ciclos sería posible mejorar la 

correlación. Esta dependencia se presenta en la figura 3.24 donde se estudió la correlación 

obtenida al modular la señal con un coseno cuya amplitud decae en el tiempo como exp(-

0.1*t). 

En líneas generales, este método ofrece una mejora en la imagen radical, si se cuenta 

con un objeto cuya señal no supera en más de un 20% el fondo y es posible apagarla como 

mínimo un 40% en cada ciclo de modulación.  
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Figura 3.23 Coeficientes de Correlación y promedios obtenidos a partir de una imagen con 

ruido del 7% simulada. a) En negro se presentan los coeficientes de correlación obtenidos para 

distintas amplitudes de modulación de la intensidad del objeto. En rojo se presenta el mismo 

análisis pero para un coseno cuya amplitud decae en el tiempo como una exponencial. b) En 

azul se presenta el resultado de promediar cada pixel consigo mismo en el tiempo c). imágenes 

correspondientes a los puntos recuadrados i. original, como resultado de: ii. Correlación, iii. 

Promedio. Paneles inferiores. a) En negro, la señal modulada correspondiente a un pixel del 

objeto donde se marca el %caída. b) Señal sin modulación del objeto (con mayor intensidad-

azul) y fondo en violeta.  

 

Figura 3.24 Número de ciclos analizados con respecto al coeficiente de correlación obtenido 

al estudiar una señal modulada por un coseno y cuya amplitud decae en el tiempo como exp(-

0.1*t).   
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3.5.2 Prueba de algoritmos sobre imágenes adquiridas 

Las imágenes analizadas corresponden a muestras de AuNRs individuales de 100x25nm 

marcados con AlexaFluor546. El calentamiento plasmónico se realizó con una densidad de 

potencia de ca. 400kW/cm2 modulado a 1Hz con una señal cuadrada. Se tomaron 10 ciclos 

para el análisis.  

La imagen original utilizada poseía una relación %señal de 200% (1200u.a intensidad en 

el punto. vs 400u.a. aprox. de fondo). Para probar el algoritmo con una imagen cuya 

contribución de fondo fuera mayor, a estos datos se le sumó un fondo simulando una 

señal externa. De esta forma se obtuvo una imagen cuyo %Señal es 17%, donde 

difícilmente se distingue el borde de la NP en cada imagen. 

Se aplicaron los tres métodos de análisis: autocorrelación, correlación cruzada con la 

señal de modulación, y el promedio en el tiempo pixel a pixel. En las imágenes finales 

puede notarse, en todos los casos, una diferencia entre los pixeles centrales, donde se 

encuentra la partícula, y el resto, lo que prácticamente es imposible en cada imagen 

individual. Para una comparación más cuantitativa es necesario estudiar un perfil de 

señales. En la figura 3.25 se muestra un perfil de las señales obtenidas en un corte de la 

muestra donde se encuentra el punto marcado. En gris se presenta la traza de 

intensidades original, mientras que en rojo y verde se presentan los coeficientes de 

correlación obtenidos por cada método, según se definió anteriormente. En azul se grafica 

el coeficiente  obtenido de los promedios.  

No se observan diferencias apreciables entre realizar la autocorrelación y la correlación 

cruzada. Al no reflejar una diferencia apreciable un método de otro, podría elegirse la 

autocorrelación, ya que no requiere conocimiento previo de la función con la que se 

moduló la señal.   

En consistencia con las simulaciones previas, para este %Señal, la correlación devuelve 

un mayor contraste que los promedios (∆ = .  vs. = . ), sin embargo, el 

promedio suaviza el ruido, permitiendo distinguir el perfil del punto marcado, aunque no 

aumente el coeficiente  respecto a la imagen original. 

Como control se aplicó el mismo logaritmo sobre un conjunto de imágenes en presencia 

de NP pero sin modulación (figura 3.26 DyE). La intensidad de los píxeles de la imagen de 

correlación, en este caso poseen una intensidad media constante, sin diferenciar zonas 

más intensas (2.26, E).  

Este método permite también determinar un filtro de corte entre las partes de la 

imagen de interés y el fondo, ya que discriminando del total de los pixeles solo aquellos 

que presentan modulación en el tiempo, es posible separar dos poblaciones, aún cuando 

el histograma de intensidades no lo permite. 
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Figura 3.25: Perfiles correspondientes a una muestra de AuNR con AlexaFluor 546 a la 

que se le sumó ruido digitalmente y se le aplicó correlación. En verde se ve la salida de la 

autcorrelación, mientras que en rojo la de correlación cruzada con una función escalón de 

igual frecuencia que la modulación. En gris 

 

Para mejorar la correlación y por ende el contraste de la misma, es necesario que la 

modulación sea menos ruidosa, lo que implicaría mayor %Caída y repetitividad. Para esto, 

sería ideal utilizar una sonda con una rspuesta térmica tipo AlexaFluor532. Sin embargo 

dada su inestabilidad temporal, sería imposible utilizar para este tipo de análisis, ya que 

como se vio previamente en tan solo 3 ciclos más del 80% de la muestra pierde la señal 

por completo. Como se estudió en la sección anterior, sería posible aplicar el método aun 

cuando hay fotoblanqueo pero es necesario un mínimo de ciclos (por ejemplo, para el caso 

simulado de la sección anterior, se encontró un mínimo de 6 ciclos) para extraer una 

diferencia significativa (el doble por ejemplo) con respecto a realizar un simple promedio 

de los datos, sin necesidad de modular la sonda.   

Quedaría pendiente el estudio de otras sondas para esta aplicación, de manera que 

ajustando la potencia del láser de calentamiento se obtenga un %caída y una cantidad de 

ciclos útiles de la sonda que amplíen las diferencias obtenidas entre modular y promediar. 

Sería también interesante probar la viabilidad de estos marcadores en muestras de 

relevancia biológica. 

 Las pruebas realizadas en estos ensayos demuestran por primera vez el efecto de 

modulación de una sonda fluorescente por medio de calentamiento local plasmónico. 

Otras aplicaciones del método serán desarrolladas en el capítulo 4.  
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Figura 3.26 Se presentan las imágenes que fueron analizadas por correlación: A. 

corresponde a una muestra de AuNR 100x25nm con AlexaFluor 546 modulada con NIR. B. A 

estos datos se le suma fondo aleatorio a fin de desdibujar la presencia de la nanopartícula 

(perfil presentado en figura 2.25 azul). C. Imagen de correlación de B., curva verde de la figura 

2.25 D. Imagen de muestra con AuNR de 100x25nm con AlexaFluor 546 sin modulación de NIR. 

E. Imagen de correlación de D, al no haber modulación la figura de salida es un plano.  

 

3.6 Conclusiones y perspectivas 

En este capítulo se ha estudiado en detalle la posibilidad la fluorescencia de una sonda 

por medio del calentamiento de nanopartículas. En particular se ha estudiado la respuesta 

de dos fluoróforos distintos al ser calentados en solución, y al ser expuesto a un campo de 

temperaturas debido a una NP aislada o a un aglomerado de partículas. 

Resolviendo la ecuación de calor de forma analítica aproximada y numérica, se han 

podido contrastar la respuesta de los fluoróforos medida con la calculada, obteniendo una 

respuesta que se ajusta a las simulaciones, únicamente para el caso en que las NPs se 

encuentran dispersas. En muestras donde se presentan aglomerados de NPs se obtiene 

una respuesta que no coincide con los datos simulados, ya que en este caso las NPs 

pueden interactuar entre sí, modificando la resonancia plasmónica (de manera que el láser 

de calentamiento no estaría excitando en igual medida al plasmón) como así también se 

podrían estar generando efectos colectivos de calentamiento (ver 1. Introducción). En este 

último caso, sería interesante estudiar el efecto colectivo en una cantidad controlada de 

partículas. Se han propuesto algunas opciones para realizar este estudio en colocando NPs 

de forma controlada en el espacio por medio de impresión de nanopartículas por fuerzas 

ópticas. 

Las variaciones entre los datos simulados y los medidos en el caso de muestras AuNR 

aisladas, podrían provenir de diferencias en la distancia de los fluoróforos a las NPs. Dado 

que estas partículas no han sido sintetizadas en el laboratorio, no se cuenta con la 

información exacta acerca de cómo se ha logrado la funcionalización de la superficie con 

biotina, por lo que se desconoce con exactitud la distancia a la que quedarían situados los 
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fluoróforos. Se ha propuesto realizar un estudio detallado de la respuesta de los 

fluoróforos ante el campo de temperaturas generado por el AuNR, al variar la distancia a la 

NP. Para lograr controlar estas distancias con precisión, se propuso utilizar como 

plataforma un origami de ADN rectangular similar al utilizado en el trabajo de Acuña, 

2012111.  

Experimentalmente se ha podido demostrar que es viable modular la intensidad de 

fluorescencia de una molécula, en este caso AlexaFluor 546 y AlexaFluor 532, sin embargo 

se podría haber utilizado otra especie que presente respuesta con la temperatura. Se 

utilizaron dos tamaños de partículas cilíndricas distintas, observando que a mayor 

coeficiente de absorción, mayor efecto sobre los fluoróforos. Esto concuerda con la teoría, 

ya que en ese caso, el campo de temperaturas generado será más intenso, dado que: ∆ = � �ℎ . 

Por último se estudió la factibilidad de utilizar esta sonda modulada para la mejora de 

imágenes, en particular para mejorar imágenes con poco contraste y mucho ruido. Se 

observado que para lograr una mejoría apreciable en las imágenes, es necesario modular 

la sonda con amplitudes de un 40% con respecto al fondo, como mínimo. Quedaría 

pendiente estudiar otras sondas para esta aplicación, que presenten una respuesta más 

sensible a la temperatura, pero con un fotoblanqueo que permita realizar un mínimo de 

ciclos para obtener una imagen de correlación con un contraste apreciable con respecto al 

fondo. 

 

3.7 Materiales y métodos 

 

Preparación de Muestras 

3.7.1 Limpieza de Cubreobjetos 

Es necesario que el material utilizado sea cuidadosamente lavado de manera de reducir 

interferencia en las muestras debido a suciedades propias del material de vidrio o de las 

soluciones. Por esta razón, todas las soluciones utilizadas en estos trabajos fueron 

preparadas con agua mlliQ o filtradas previo a su utilización. 

Los cubre-objetos fueron lavados previos a su utilización según el siguiente protocolo: 

Protocolo 3.1: 

 Colocar los cubreobjetos en acetona y sonicar 15 minutos 

 Enjuagar 3 veces con abundante agua milliQ. 
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 Dejar los cubre-objetos 1 hora en solución de alcohol 70% y ácido 

clorhídrico 0.1% agitando en plataforma móvil. 

 Retirar el líquido y enjuagar 3 veces con abundante agua milliQ y con 15 

minutos de agitación en plataforma móvil. 

 Secar con nitrogéno y guardar en cajas de Petri selladas hasta su utilización.   

 

3.7.2 Funcionalización de Cubreobjetos  

Preparación de cubres para observación de nanopartículas aisladas. 

Utilizar cubre-objetos lavados según Protocolo 2.1 y PBS 1X  filtrado. 

La marcación se realizó dentro de placas múltiples (multi-well plates) a fin de evitar la 

adhesión de los vidrios entre sí, por lo que las cantidades corresponden a la solución 

agregada por cada placa. 

Protocolo 3.2 

 Colocar los cubres dentro de cada depósito de la placa. 

 Agregar 400 µl de HF 0.2%v/v por vidrio, dejar reaccionar 30seg. Remover. 

 Limpiar 3 veces con PBS 1X (10 min c/u en base móvil).  

 Agregar 400 µl de biotina-BSA 1mg/ml + BSA 0.1mg/ml (ambos preparados 

en PBS 1X). Dejar reaccionar durante la noche en heladera. 

 Lavar con PBS 1x tres veces. 

 Agregar 400 µl de estreptavidina 1mg/ml en PBS 1x dejar actuar 1 hora.  

 Lavar con PBS 1x tres veces. 

Agregado de Muestra:  

 Colocar una dilución de AuNR-biotina de manera que su concentración sea 

del orden de 500 pM. Dejar reaccionar de una a 2 horas.  

 Lavar con PBS 1x tres veces. 

 Marcación con fluoróforo. Se prepara una dilución de la sonda a utilizar del 

orden de 50 nM. Dejar reaccionar 15 minutos.   

 Lavar con PBS 1x tres veces. 
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Armado de muestras para el microscopio 

Se coloca sobre un papel óptico el cubreobjetos limpio y funcionalizado del lado que 

no se encuentra la muestra sembrada (de esta manera se seca la parte inferior del 

vidrio que estará en contacto con el aceite óptico). Luego se coloca el vidrio sobre el 

portamuestra (ver figura 3.12 recuadro b) y se cierra con un o-ring para evitar pérdidas 

de líquido sobre el objetivo. Llenar la placa con PBS 1x nuevamente.  

 

3.7.3 Marcación de NPs con fluoróforos para experimentos en gota 

Las muestras de AuNR depositadas en forma de gota, para los estudios en el 

microscopio de Epi-fluorescencia, fueron marcadas con fluoróforo y lavadas del exceso 

antes de ser colocadas sobre los vidrios cubreobjetos. 

Partiendo de un stock de AuNR 5nM se realizó una marcación 1:300 NP:AlexaFluor en 

PBS 1x. Se utilizaron AuNR-biotina y fluoróforos con estreptavidina.  

Transcurridos 90 minutos se limpia la muestra del exceso de fluoróforo centrifugando 1 

hora a 7000 r.p.m. Se descarta el sobrenadante y se resuspende el pellet en PBS 1x. Se 

repite a fin de limpiar el fluoróforo libre de la muestra.  

Una vez terminado este proceso se realiza un espectro UV-vis y se compara con el 

espectro de las NPs previo a la marcación a fin de corroborar que las AuNRs no se hayan 

agregado en el proceso. 

 

3.7.4 Detalles del arreglo experimental 

Las mediciones se realizaron en un microscopio Olympus IX71 (Olympus, Japan) de 

epifluorescencia en FCEN-UBA (Figura 3.12). La muestra es excitada con una lámpara de 

Mercurio de potencia regulable a 3 valores discretos (Max, Med, Low). La longitud de onda 

de excitación está determinada por los filtros del cubo utilizado. En este caso, acorde a las 

características de la muestra, se eligió trabajar con el cubo de TRiTC (cubo Olympus con 

filtros Chroma), cuyos espectros pueden verse en la figura 3.12.  

Para colectar la fluorescencia, se utilizó un objetivo Plan Apo (Olympus, Japan) con 

magnificación 60x y apertura numérica 1.42. La señal de fluorescencia es enfocada sobre 

una cámara iXon-885 EM-CCD (Andor, Belfast, Reino Unido) con 1004 × 1002 pixeles 

a ti os de  ×   de ta año, ope ada a  s po  uad o. E  las o di io es 

experimentales descriptas el tamaño de pixel corresponde a 130 nm sobre la muestra.  

Pa a e ita  la uest a o  NI‘ = , Pote ia á i a W ulti odo, TolKet , se 
acopló este láser al microscopio iluminando a la muestra desde arriba como se muestra en 
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la figura. Se  reemplazó el condensador del microscopio por una estructura que sostiene la 

fibra óptica multimodo por donde llega el haz, un objetivo PlanN 10x (Olympus) para 

colimar el haz y un último objetivo LUMPLFLN 60x de agua (Olympus) para enfocar 

nuevamente el haz sobre la muestra. De esta forma se pudo hacer uso del soporte del 

microscopio que posee tornillos calibrados a fin de ajustar la posición x, y, z del 

condensador, o en este caso del NIR.  

El láser se moduló con un generador de funciones (RIGOL, DG1022), este generador 

permite setear la frecuencia y la forma de la modulación con la que se alimenta el láser. 

Dado que en esta configuración el láser NIR puede llegar directo a la cámara, se agregó un 

filtro de corte (notch) en una rueda de filtros anterior a la cámara  

Por último, para la preparación de la muestra, se utilizaron porta muestras con traba a 

rosca y con un anillo de goma (o-ring) para evitar la pérdida de agua.  

 

3.7.5 Determinación del tamaño del haz de calentamiento 

Una vez montado el sistema se determina el tamaño final del haz de calentamiento a fin 

de estimar la irradiancia que incidirá sobre la muestra. Para esto se remueve el filtro notch 

de la rueda de filtros previa a la cámara y se ajusta la intensidad del láser suficientemente 

baja de manera de poder detectarla sin dañar el sistema de adquisición. Se tomó una 

imagen y la misma se midió con ayuda del ImageJ (http://imagej.nih.gov/ij/) y se ajustó 

por un perfil gaussiano como se presenta en la figura 3.27. La función de dispersión de 

punto (PSF) se toma como el ancho del ajuste, marcado sobre la curva, que para este caso 

se obtuvo 13µm. 

 

Figura 3.27: Perfil tomado sobre una imagen sacando el filtro notch con el haz al mínimo 

de potencia para evitar dañar la cámara, con ajuste Gaussiano al perfil. 
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3.7.6 Espectroscopías 

Los espectros de absorción de UV-Vis fueron adquiridos en un espectrómetro Cary 50 

UV-vis (Agilent Technologies, USA), perteneciente al departamento de química orgánica, 

FCEyN, UBA. Para las mediciones se utilizaron cubetas de cuarzo de 1 cm de paso óptico.  

Los espectros de fluorescencia se realizaron en un espectrofotómetro Cary Varian 

Eclypse termoestatizable por medio de un dispositivo termoeléctrico (peltier).  

Para medir los espectros de fluorescencia de los fluoróforos la excitación se definió de 

acuerdo a la longitud de onda media del filtro de excitación del cubo TRiTC, de manera que 

los resultados obtenidos fueran comparables con los adquiridos luego por imágenes de 

microscopía. 

 

3.7.7 Simulaciones del campo de temperaturas generado por AuNRs 

Las simulaciones de campos de temperatura fueron realizadas resolviendo 

numéricamente la ecuación de calor en tres dimensiones eq 1.18. La ecuación se resolvió 

dentro de una caja definida por -300<x<300, -300<y<300, -350<z<350 (nm). En los límites 

de la caja, se considera la temperatura constante e igual a la temperatura ambiente 

(298K). El nanocilindro se centró en el origen (centro de la caja). La fuente   se modeló 

como una función delta situada en el centro del AuNR, tomando un valor positivo 

determinado por la sección eficaz de absorción del AuNR y la potencia del haz de 

calentamiento y valiendo cero en el resto del espacio.  

La ecuación de calor fue resuelta utilizando el método de elementos finitos en el 

espacio, y de diferencias finitas para discretizar el tiempo, para un tiempo total de 150 ns, 

utilizando un paso de 1 ns. Se utilizó una malla tetraédrica producida por la función 

Distmesh del generador de mallas de Matlab. La malla es redefinida dentro del AuNR y si 

entorno, de manera de minimizar el error producido por el salto en el coeficiente de 

difusividad en la interface entre el oro y el agua. La distancia entre nodos de la malla 

cercana a la NP es de ca. 2 nm, y aumenta linealmente con la distancia al AuNR.  
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Biosensado por reducción fototérmica de 

fluorescencia  

 

 

 En este capítulo se describe un nuevo método de biosensado basado en la aplicación 

del efecto de fotoblanqueo selectivo por calentamiento plasmónico descripto en el 

capítulo 3. Se presentan los fundamentos, el principio de funcionamiento y una 

demostración experimental usando el sistema modelo de reconocimientio biotina-

streptavidina. 

 

 

4.1.  Inmunoensayos, descripción y relevancia 

Un biosensor es un dispositivo que permite detectar la presencia o cuantificar la 

concentración de una molécula biológicamente relevante, denominada analito o molécula 

blanco. Los biosensores en general constan de dos componentes: i) un sistema de 

reconocimiento molecular y ii) un sistema de sensado que traduce la presencia de analito 

en una señal medible. Mundialmente la comercialización de biosensores para medicina es 

un negocio muy importante y ha impulsado fuertemente la investigación y desarrollo de 

numerosos sistemas de reconocimiento y sensado182. 

Dentro de las metodologías de sensado, se destacan las basadas en técnicas ópticas por 

su simpleza, rapidez y baja invasividad. Entre los biosensores ópticos, los basados en 

fluorescencia proveen las mayores sensibilidades27,183. En general un biosensor exitoso 

debe proveer una respuesta rápida, con una sensibilidad adecuada y gran 

reproducibilidad. Los biosensores son clasificados en homogéneos y heterogéneos. Los 

biosensores homogéneos funcionan en una única fase, generalmente líquida, no requieren 

tratamientos de separación, y son los más simples y rápidos. Una limitación común a la 

mayoría de los biosensores homogéneos está impuesta por las contribuciones de fondo a 

la señal de sensado. Para reducir la contribución de estas señales se realizan biosensores 



Biosensado por reducción fototérmica de fluorescencias 97 

 

 
 

heterogéneos que involucran pasos de separación y purificación como así también 

reacciones superficiales sobre substratos. Gracias a la separación física del analito previa a 

la medición, estos sensores brindan en general las sensibilidades más altas. Por estos 

motivos, muchas investigaciones se han focalizado en el desarrollo de sensores 

homogéneos por su sencillez, pero con sensibilidades comparables a los 

heterogéneos182,184–186. 

En las últimas décadas el desarrollo de nanomateriales ha tenido un gran impacto en el 

área del biosensado. En particular, las nanopartículas metálicas han permitido desarrollar 

mejoradas plataformas de biosensado gracias a sus distintivas propiedades ópticas, y la 

gran variedad de protocolos eficientes para controlar su forma, tamaño y funcionalización 

química superficial24,70. Sumado esto a la posibilidad de ser combinadas con otras técnicas 

como espectroscopía Raman y fluorescencia, su popularidad en el campo ha sido 

creciente185,187–189.  

Un tipo de sensores capaces de detectar analitos sin ningún paso previo de marcación 

son los sensores sándwich. Su nombre ilustra el hecho de que dos entidades diferentes se 

unen al analito, de manera independiente y en sitios diferentes. Por ejemplo para la 

detección de proteínas se emplean anticuerpos monoclonales que se unen a la proteína 

blanco en posiciones específicas (epitopes) diferentes. La señal de biosensado debe 

originarse a partir de alguna interacción entre las dos entidades unidas a la molécula 

blanco. Existen sensores sándwich tanto homogéneos como heterogéneos, siendo estos 

últimos los más populares. Se destacan los ensayos sándwich ELISA (Enzyme-Linked 

ImmunoSorbent Assay). 

Un problema común en los ensayos de reconocimiento molecular en muestras 

complejas, suele ser la interacción no-específica que puede dar como resultado falsos 

negativos o positivos, afectando la confiabilidad del resultado. Aquellas sustancias que 

podrían afectar la concentración medible del analito o alterar la afinidad del anticuerpo 

pueden resultar potenciales interferencias en los inmunoensayos. Ciertas sustancias 

endógenas como anticuerpos polirreactivos junto con otras proteínas de unión pueden 

interferir en la reacción entre el analito y los anticuerpos específicos. 

Los problemas de interferencia se presentan aún en ensayos de biosensores 

heterogéneos, ya que el pegado no específico muchas veces ocurre previo al paso de 

separación. Los sensores tipo sándwich, al reaccionar únicamente cuando el analito es 

reconocido por dos unidades de reconocimiento independientes, minimizan los problemas 

de interferencia, por lo que son preferidos en muestras complejas 
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Figura 4.1 Esquemas de funcionamiento de dos biosensores sandwich homogéneos basados 

en fluorescencia. a) Las dos entidades de reconocimiento de la molécula blanco se encuentran 

marcadas fluorescentemente, unas con un fluoróforo donor (D) y las otras con uno aceptor (A) 

capaces de interactuar mediante FRET (Förster resonance energy transfer). En presencia de la 

molécula blanco, la formación del sandwich molecular pone en cercanía suficiente a los 

donores y aceptores, permitiendo la ocurrencia de FRET. b) De manera similar, la formación del 

sandwich molecular pone a un fluoróforo en la cercanía de una nanopartícula metálica, capaz 

de absorber la energía de excitación y suprimir la emisión de fluorescencia. 

 

La figura 4.1 muestra esquemáticamente dos ejemplos de biosensores sandwich 

homogéneos, con lectura de fluorescencia pero basados en dos principios físicos 

diferentes: a) mediante transferencia de energía Förster entre un fluoróforo donor y uno 

aceptor, y b) mediante reducción de fluorescencia por transferencia de energía a una 

nanopartícula metálica. Un biosensor como el de la figura 4.1 b) fue desarrollado por el Dr. 

Stefani en colaboración con Roche Diagnostics GmbH (Penzberg, Alemania) para la 

detección de troponina cardíacasT24.  

En el método de la figura 4.1 a) la cantidad de molécula blanco se determina mediante 

la medición cuantitativa de la emisión de fluorescencia del aceptor. En el método de la 

figura 4.1 b) la cantidad de molécula blanco se determina cuantificando la reducción de 

fluorescencia que se produce al armarse el sándwich molecular. Un problema usual de los 

sensores basados en FRET, es que esta técnica depende fuertemente de la distancia de 

separación donor-aceptor. Radios típicos de acción rondan los 6-8 nm, por lo que el 

tamaño mismo de los anticuerpos y del analito restringen el uso de FRET. En ejemplo de la 

figura 4.1b), esta restricción se relaja ya que la transferencia directa de energía a las NPs 

metálica es eficiente hasta distancias de más de 15 nm. 

En este capítulo se describe un nuevo método de sensado molecular homogéneo, 

donde se determinará la concentración del analito, cuantificando la reducción de 

fluorescencia al irradiar AuNPs a la frecuencia de resonancia.  
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4.2. Principio de funcionamiento del sensado por reducción fototérmica de 

fluorescencia 

La figura 4.2 esquematiza los componentes necesarios. Un sistema general utilizará 

nanopartículas funcionalizadas superficialmente con una entidad de reconocimiento 

molecular específica para el analito (RM1). Estas NP pueden ser de cualquier forma, su 

estructura definirá su/s resonancia/s plasmónica/s, lo cual influirá en el diseño del 

biosensor. Otra o la misma entidad de reconocimiento molecular (RM2) se une a una o 

varias especies luminiscentes. La elección del fluoróforo estará sujeta a la posición del 

plasmón, ya que es importante que el calentamiento y la fluorescencia puedan excitarse 

de manera independiente (detalle en sección 3.2.1). 

En presencia del analito, se forman estructuras sandwich que dejan a las especies 

luminiscentes en la vecindad directa y nanométrica de las nanopartículas. Cuando se 

irradia el sistema con la radiación de calentamiento, esta es absorbida única o muy 

preferencialmente por las nanopartículas generando un campo local de alta temperatura 

alrededor de las NP. Las especies luminiscentes unidas a las nanopartículas mediante el 

analito se verán afectadas por la temperatura, mientras que las que sigan libres en 

solución no. De la medición del efecto de la temperatura sobre la luminiscencia es posible 

cuantificar la cantidad de analito presente. 

 

 

Figura 4.2 Principio de funcionamiento del sensor molecular basado en blanqueo de 

fluorescencia fototérmico. El analito construye un sándwich molecular en conjunto con las 

unidades de reconocimiento molecular MR1, en la superficie de la nanopartícula, y MR2 

marcada con una sonda fluorescente. Al exponer el sistema a la radiación de calentamiento 

(p.e. un láser NIR) las nanopartículas generan un campo de alta temperatura localmente a su 

alrededor. Los fluoróforos que conforman el sandwich se ven inmersos en el campo de 

temperaturas, reduciendo su emisión de fluorescencia, mientras que los fluoróforos libres en 

solución no se ven afectados. 
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4.3. Componentes del ensayo y dispositivo de medición 

Las partículas usadas fueron nano-varillas de oro (AuNRs) de 95x22nm, cuya resonancia 

longitudinal se encuentra en 800 nm, aproximadamente (� = , ∙ − , Nanopartz, 

USA) El fluoróforo utilizado fue AlexaFluor546. En la figura 4.1.3 a) se muestran los 

espectros de absorción y emisión de AlexaFluor546, junto al espectro de extinción de loa 

AuNRs. Se indican además las ventanas espectrales de excitación y detección de 

fluorescencia, y de calentamiento plasmónico. 

 

Figura 4.3. Configuración experimental: a) Espectro de extinción de las AuNRs, espectro 

de absorción y emisión de AlexaFluor546. Las bandas verticales representan la longitud de 

onda de excitación (532 nm), detección (570+20 nm), y el láser de calentamiento 

plasmónico (785nm). b) Esquema del dispositivo experimental. DM: espejo dicroico, M: 

espejo, Ch: chopper mecánico, L: lentes, MMF: fibra multimodo, PMT: tubo 

fotomultiplicador c) Representación de porta muestra utilizado para estudiar las muestras 

en solución. 
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Como sistema de bio-reconocimiento se utilizó biotina-estreptavidina, el cual es un 

sistema modelo arquetípico para el testeo de nuevos biosensores. Se utilizaron AuNRs 

funcionalizados superficialmente con biotina, y dependiendo del ensayo AlexaFluor546 

modificada con una entidad de biotina, o unida a estreptavidina. 

Los ensayos deben realizarse usando pequeños volúmenes de muestra, menores a 50 

l. Con este fin se trabajó en colaboración con el Laboratorio de Electrónica Cuántica (LEC, 

FCEyN, UBA), para adaptar un microscopio confocal no comercial construido por el Lic. 

Martín Caldarola bajo la dirección de la Dra. Andrea Bragas.  

El dispositivo experimental se muestra esquemáticamente en la figura 4.3 b) y c) 

consiste en un microscopio confocal adaptado para incluir una entrada de excitación 

adicional. Se utilizaron entonces dos láseres de onda continua, uno verde de 532 nm para 

excitar la fluorescencia  y otro para realizar el calentamiento plasmónico de las AuNR a 

785nm. Ambos láseres se combinaron utilizando espejos dicroicos adecuados. Un objetivo 

40x (Olympus ULPSAPO 40x, NA 0.9) se usó tanto para enfocar los láseres en la muestra 

como para recolectar la fluorescencia. La emisión fue filtrada espectralmente y enfocada 

en una fibra óptica multimodo, que sirve como pinhole confocal y conduce la luz hasta un 

tubo fotomultiplicador. Para mayor sensibilidad se moduló la excitación de florescencia 

mediante un chopper mecánico y la señal de fluorescencia ser filtró y amplificó con un 

amplificador Lock-in.   

 

4.4. Determinación de parámetros esenciales del sensor por simulaciones  

Los  inmunoensayos sándwich presentan cierta complejidad para definir las relaciones 

de concentraciones entre reactivos debido al efecto conocido como efecto Hook184 (figura 

4.4). 

A diferencia de otros sensores no-sandwich, que poseen una curva de respuesta 

estándar tipo sigmoidea que termina en un plateau a la concentración donde el marcador 

monomolecular se satura (curvas de saturación), los sensores sándwich presentan curvas 

de respuesta más complejas.  Estas curvas suelen presentar una forma tipo campana 

caracterizada por un primer rango de señal dependiente de la concentración, que llega a 

un máximo a partir del cual la señal comienza a decrecer hasta llegar a un plateau27,184.  

El rango de concentraciones de analito donde la señal comienza a caer es conocido 

como punto hook. Por debajo de este punto ambas unidades de reconocimiento pueden 

adherirse a la molécula blanco favoreciendo la detección.  En el punto hook una de ambas 

moléculas de reconocimiento es saturada por el analito dando un máximo de respuesta. Al 

continuar aumentando la concentración de analito, el analito compite consigo mismo y 

por lo tanto la formación del sándwich se reduce, haciendo decrecer la señal de respuesta.  
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Figura 4.4 Efecto Hook. Representación de la respuesta de un sensor sándwich con dos 

unidades de reconocimiento y de los distintos rangos de comportamiento del sensor según la 

concentración del analito.  

Es importante caracterizar estos rangos de respuesta de los sensores para optimizar el 

rango de concentraciones de trabajo, y evitar por ejemplo falsos negativos.  

Dado que el sistema que se utilizará como prueba usa dos tipos de marcadores pero con 

iguales unidades de reconocimiento (biotina-estreptavidina) se modeló este sistema 

mediante simulaciones a fin de analizar la respuesta esperada. Se plantean las ecuaciones 

de equilibrio correspondientes, donde �  son las nano-varillas  de oro con biotina,  el 

fluoróforo unido a biotina, � el analito estreptavidina y el punto implica la formación del 

complejo.  � + � ⇌ � . �  (A) � + ⇌ �.    (B) � . � + ⇌ � . �.  (C) � + �. ⇌ � . �.  (D) 

Y a su vez las ecuaciones diferenciales que se ajustan a este modelo son: 

(1) [AuNR]⁄ = [AuNR][SA] + [AuNR. SA] − [AuNR][SA. F] +   [AuNR. SA. F]  

(2) [SA]⁄ =  [SA][F] +  [SA. F] − [AuNR][SA] +   [AuNR. SA]  
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(3) [F]⁄ =  [AuNR. SA][F] + [AuNR. SA. F] − [SA][F] +  [SA. F] 
(4) [AuNR. SA]⁄ =[AuNR][SA] − [AuNR. SA] − [AuNR. SA][F]  +   [AuNR. SA. F] 

(5) [SA. F]⁄ = [SA] [F] − [SA. F] − [AuNR] [SA. F] +   [AuNR. SA. F] 

(6) [AuNR. SA. F]⁄ = [F][AuNR. SA] − [AuNR. SA. F] + [AuNR][SA. F] −  [AuNR. SA. F] 
donde   y   representan las constantes de asociación y disociación de biotina-

estreptavidina, respectivamente. Para resolver el sistema se consideraron diferentes 

condiciones iniciales de concentración de AuNR y AlexaFluor546 de manera de estudiar la 

respuesta del sensor en distintos rangos, pero igual proporciones. 

Se estudió el comportamiento para cantidades de analito variables en presencia de 

AuNR: AlexaFluor, en relaciones  1:2, 1:10 y 1:50 para concentraciones de AuNR de 

0.1nM., 0.2nM y 1nM (figura 4.5 a), b) y c) respectivamente), similares a las usadas 

experimentalmente. En las simulaciones se consideró un sitio de unión por AuNR. En la 

práctica un AuNR puede tener múltiples sitios de unión para el analito si se optimiza la 

funcionalización superficial. 

De las simulaciones se observó el comportamiento típico de un sensor sándwich. Para 

un funcionamiento óptimo, las concentraciones de ambos componentes del ensayo deben 

estar ajustadas a la concentración que quiere detectarse; ninguno de los componentes 

debe limitar la formación de estructuras sándwich. En nuestro caso tomamos a los AuNRs 

como reactivos limitantes, por lo que el rango dinámico del sensor queda determinado su 

concentración. La concentración de fluoróforos es irrelevante, siempre y cuando sea 

suficiente para revelar la saturación. Lo mismo podría decirse a la inversa, si el reactivo 

limitante fueran los fluoróforos.  

 

Figura 4.5 Simulaciones de respuesta de un sensor tipo sándwich al variar la concentración 

de analito (estreptavidina) ante relaciones crecientes de unidades de reconocimiento. Aquí [F] 

denota, concentración de fluoróforo y [AuNR.SA.F] concentración de producto a) con 0.1 nM 

AuNR b) 0.2 nM de AuNR, c) 1nM de AuNR.   



104 

 

Idealmente entonces uno quisiera tener ambos componentes del ensayo por exceso, de 

modo de garantizar un rango dinámico lo más extendido posible. Sin embargo, por razones 

prácticas de la medición aumentar la concentración de AuNRs o fluoróforo más de lo 

necesario va en detrimento de la sensibilidad del ensayo. Usar altas concentraciones de 

AuNRs tiene la desventaja que incrementa la densidad óptica de la solución y la misma 

muestra actúa como filtro para la fluorescencia y la excitación. Incrementar la 

concentración de fluoróforo demasiado hace que la fracción de fluoróforos en estructuras 

sándwich sea cada vez menor, y en consecuencia su detección se hace más dificultosa. 

Por otro lado, si se buscara llegar a sensibilidades muy altas bajando las concentraciones 

es importante tener en cuenta que se puede entrar en un régimen en el que solo se tienen 

unas pocas nanopartículas y/o fluoróforos en el volumen de observación, y las 

fluctuaciones de intensidad pueden entorpecer la medición. 

A fin de determinar la mínima concentración de AuNRs viable evitando fluctuaciones en 

la señal, se estimó la cantidad de partículas en el volumen de observación y el tiempo de 

permanencia en el mismo. De esto última también  dependerá el tiempo mínimo de 

integración para las mediciones. 

Se determinó el volumen de observación midiendo la dispersión de luz de una NP de oro 

de 80 nm fijada sobre un cubreobjetos, al escanear el haz de excitación de fluorescencia 

(=532 nm) en las tres dimensiones. En la figura 4.6 se muestran cortes del volumen de 

observación.  De esta misma manera se determinó la posición y tamaño del foco del haz 

de calentamiento (=785 nm). Antes de cada medición se corrigió la posición relativa de 

ambos focos para maximizar la superposición y así garantizar que la región calentada fuera 

la misma que la interrogada por fluorescencia. 

De estas mediciones se pudo estimar que el volumen confocal es del orden de 2fL. 

Considerando la concentración de AuNRs de 1nM, se obtiene que en promedio hay 1.6 

AuNRs en el volumen confocal. Para concentraciones de 0.5nM y 0.2nM, los cálculos 

reflejan que habría menos de una AuNR por volumen confocal, lo que no es recomendable 

para las mediciones, ya que la señal podría dar nula en ciertos intervalos 

independientemente del láser NIR.  

 

 

Figura 4.6  Perfiles del volumen confocal de observación.  
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Con el objetivo de obtener una estimación del tiempo de residencia de cada AuNRs en el 

volumen de observación, se analizó su difusión usando el coeficiente de difusión 

traslacional  de los AuNRs 190:  = �
 [ + ]    (4.1) 

Donde L y d son el largo y el diámetro del AuNR respectivamente,  es la constante de 

Bolztmann,  la temperatura del medio,   la viscosidad del solvente (agua en este caso) y 

 está definido30 como  

= .  +  . ⁄ +  . ⁄   (4.2)  

 Con estos datos entonces se puede obtener el tiempo medio de permanencia de una 

partícula en el volumen confocal, utilizando: 

� = 0        (4.3) 

Donde  es la cintura del haz medida. En la figura 4.7 se grafica el tiempo de difusión 

obtenido para los AuNR para distintas temperaturas del medio, considerando la 

contribución de agitación térmica y los cambios de viscosidad del agua. Se observa que en 

el rango de temperaturas de trabajo razonables los tiempos de residencia varían de 0,5 a 

unos 3,5 ms.  

 

Figura 4.7 Tiempo promedio de residencia de los AuNRs en el volumen de observación a 

distintas temperaturas. a) Tiempo de difusión en función de la temperatura del medio b) 

Representación del área de difusión 
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4.5. Reducción selectiva de fluorescencia 

El primer paso consistió en verificar que en efecto fuera posible reducir la emisión de 

fluorescencia de fluoróforos unidos a AuNRs en solución. Para esto se prepararon dos 

muestras: A) una incubando AuNRs de 85x22nm biotinilados con un exceso de fluoróforos 

(1:20) AlexaFluor546-estreptavidina, de modo de garantizar fluoróforos unidos a los 

AuNRs, y B) una muestra análoga pero en este caso los fluoróforos fueron AlexaFluor546-

biotina, de modo que no se espera ningún tipo de interacción específica con los AuNRs.   

En ambas muestras se interrogó la fluorescencia con excitación continua, a la vez que se 

encendía y apagaba el haz de calentamiento periódicamente, para ver si la fluorescencia 

en efecto se tornaba más débil debido al calentamiento local. En la figura 4.8 a) se muestra 

un resultado típico de las muestras de AuNRs marcados con fluoróforo. El decrecimiento 

de la emisión de fluorescencia con el haz de calentamiento es evidente. Como la 

temperatura en cualquier punto de la superficie de la NP aumenta proporcionalmente con 

la densidad de potencia del láser de calentamiento, se espera que al utilizar densidades de 

potencia mayores, el decrecimiento en la intensidad de fluorescencia emitida sea mayor. 

Esta dependencia se observa claramente en la figura 4.8 a) y 4.8 c) Se observa una 

saturación de aproximadamente un 60% de caída alcanzado a los 2000 kW/cm2.  

La reducción de intensidad de fluorescencia observada en este caso puede tener 

componentes reversibles como irreversibles (fotodegradación). A los términos prácticos 

del sensado, es irrelevante el mecanismo particular de reducción de fluorescencia, ya que 

al estar la muestra en solución y renovarse continuamente el volumen de observación, es 

posible modular la señal de forma reversible hasta la saturación (figura 4.8 b). En este caso 

la saturación estaría relacionada con el máximo de moléculas que pueden adherirse a la 

superficie de las NPs y cuya fluorescencia puede ser apagada. Por lo tanto una vez 

alcanzada la potencia que lleva al fotoblanqueo total de las NPs en el foco, las partículas 

libres no se apagarán aun cuando la potencia del NIR continúe aumentando, confirmando 

que estas no se ven afectadas por su radiación.  

La especificidad del efecto en solución se puede cuantificar comparando la respuesta de 

la muestra con AuNRs marcado (específico) contra la de la muestra con fluoróforos libres 

en solución (no específico), bajo las mismas condiciones de excitación y calentamiento. El 

resultado se muestra en la figura 4.8 c), para varias potencias de calentamiento. Se 

observa una pequeña respuesta de la muestra no específica ante el encendido del láser de 

calentamiento, pero nunca mayor al 10%. La caída satura para potencias mayores a 3500 

kW/cm2 aproximadamente. Esto demuestra que la respuesta detectada en el caso A ante 

el encendido de NIR es debido al fotoblanqueo térmico principalmente de los fluoróforos 

adheridos específicamente a la superficie de las NPS, lo que permite cuantificar reacciones 

de bio-reconocimiento que ocurran en la superficie de la NPs. Comparando la dependencia 

de la señal específica y no específica con la densidad de potencia, se decidió trabajar a 

600kW/cm2 dado que la máxima separación entre ambas señales se encuentra a partir de 

esta potencia. 
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Figura 4.8 Reducción fototérmica de fluorescencia de AlexaFluor546 unida a AuNRs de: a)  

trazas temporales de la emisión de fluorescencia mostrando un período de iluminación con 

distintas irradiancias del haz de calentamiento. b) traza temporal de fluorescencia mostrando 6 

ciclos de calentamiento modulado a 2500kW/cm2.  c) Intensidad de fluorescencia en función de 

la irradiancia del haz de calentamiento para una muestra con AlexaFluor546 unida 

específicamente a la superficie de los AuNRs (específica) y otra muestra de fluoróforos y AuNR 

ambos biotinilados (no específica). En esta última se espera que la AlexaFluor546 esté en 

solución  o adherida inespecíficamente a la superficie de las AuNR. Las líneas sólidas son guías 

visuales.  

 

4.6.  Ensayo de biosensado sandwich 

Una vez confirmado que es posible reducir específicamente la emisión de fluorescencia 

de moléculas unidas a los AuNRs, se estudió la aplicabilidad del fenómeno para la 

detección de biomoléculas en un ensayo tipo sándwich.  

Como sistema modelos se utilizó estreptavidina como analito, y AuNR biotinilados y 

AlexaFluor546-biotina como marcadores. En ausencia de estreptavidina los fluoróforos 

permanecen en solución sin ser afectados por el calentamiento plasmónico al irradiar con 

luz NIR. Sin embargo en presencia del analito, al formarse el sándwich molecular biotina-

estreptavidina-biotina, los fluoróforos quedarán en la vecindad de las NPs percibiendo el 
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campo de temperaturas y reflejándolo en una reducción de su intensidad de fluorescencia. 

Por lo tanto, al iluminar la muestra con luz NIR,  sólo una fracción de fluoróforos es 

apagada, la cual depende de la concentración de estreptavidina presente. Cuantificando la 

reducción de fluorescencia es posible determinar la concentración de estreptavidina, 

previa calibración. 

Es necesario definir las concentraciones de las entidades de reconocimiento (AuNR-

biotina y AlexaFluor546-biotina) que se utilizarán, ya que de esto dependerá la sensibilidad 

y el rango dinámico del sensor. El punto óptimo será aquel, cuya relación de 

concentraciones favorezca la formación estequiométrica del sándwich. Luego variando 

ambos componentes pero conservando su relación, es posible aumentar el rango dinámico 

del sistema. Sin embargo, esto suele aumentar las señales no específicas empeorando el 

límite de detección.  

En este tipo de sensores donde hay involucradas NPs debe tenerse en cuenta la 

cantidad de sitios activos (biotinas en este caso) disponibles por cada nanopartícula. 

Además, es posible que la afinidad de las moléculas de reconocimiento sobre la superficie 

de las NPs no sea la misma que en solución. Dado que la determinación de estas dos 

cantidades es dificultosa (materiales y métodos 4.8.3) o el error en la determinación suele 

ser muy grande, la concentración óptima de trabajo para el rango de analito a estudiar se 

determina prácticamente. A modo de ejemplo, y para estudiar 2 rangos de 

concentraciones y su sensibilidad en cada una de ellas, se analizó el desempeño dos 

ensayos con distintas concentraciones de AlexaFluor 546 (figura 4.9). En ambos ensayos se 

utilizó 1nM de AuNR, pero en el primero se agregaron 80nM de AlexaFluor 546, mientras 

que en el segundo solo 5nM. En el primer caso se observa que el rango de trabajo posible 

(antes de saturar) abarca concentraciones entre 2 y 6 nM. El segundo en cambio, al tener 

menos fluroróforo permite determinaciones de concentraciones de analito menores 

(mayor sensibilidad). Se consideró como límite de detección 0.4 nM de analito, sin 

embargo concentraciones menores aún pueden ser distinguidas del fondo. 

Esto estaría indicando que, rediseñando el ensayo con unidades de reconocimiento 

específicas y distintas y utilizando un fluoróforo más sensible a la temperatura, es posible 

mejorar aún más la sensibilidad del sistema para detección subnanomolar. En particular, a 

través de un ensayo para determinar los sitios activos (ver materiales y métodos 4.6.3) se 

midió una cantidad de 15+2 sitios para estreptavidina por AuNR, lo que indicaría una 

eficiencia de marcación baja. Incluso en estos ensayos los AuNRs parecerían saturarse con 

solo 10 sitios ocupados (4.9 a) se ve una saturación en 10nM para 1nM de AuNR), por lo 

que sintetizar AuNR con una mayor densidad de sitios activos podría mejorar esta 

respuesta, posibilitando un rango de medición más amplio.  
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Figura 4.9 Ensayo sandwich basado en la reducción fototérmica de fluorescencia. Emisión de 

fluorescencia reducida con 600 kW/cm
2
 de luz NIR en función de la concentración de 

estreptavidina para los ensayos compuestos por: a) 1nM de AuNR-biotina + 80nM 

AlexaFluor546-biotina y b) 1nM AuNR-biotina + 5 nM AlexaFluor546-biotina. Las líneas son 

ajustes exponenciales del tipo: = + � − /�. Los valores de (medida de la sensibilidad 

del ensayo) obtenidos en cada caso fueron a) 3.5 nM y  b) 0.7 nM.  

 

4.7. Conclusiones y Perspectivas 

En este capítulo se demostró en primer lugar que es posible mediante el calentamiento 

plasmónico de AuNR en solución, reducir selectivamente la emisión de fluorescencia de 

moléculas adheridas a su superficie. Y en segundo lugar se demostró que combinando la 

posibilidad de generar un campo local de altas temperaturas, con la respuesta térmica de 

ciertas sondas fluorescentes es posible cuantificar reacciones que ocurren en la superficie 

de las NPs en un ensayo sándwich homogéneo.  

Concentraciones subnanomolar pueden detectarse sin dificultad con este sistema 

puramente óptico. El grado de sensibilidad demostrado en estas pruebas es apto para la 

aplicación en ensayos para la detección de hormonas y proteínas de relevancia clínica.   

Estos experimentos específicamente, fueron llevados a cabo a fin de estudiar la 

reducción de fluorescencia debida únicamente al efecto fototérmico. Sin embargo, 

utilizando fluoróforos cuya banda de emisión se encuentre superpuesta con la resonancia 

del plasmón transversal de las AuNRs, es posible obtener una reducción adicional debido a 

transferencia directa de energía al metal al formarse el sándwich, como se demostró con 

NPs esféricas24. De esta forma al combinar ambas contribuciones (transferencia de energía 

al metal más efecto fototérmico) se podría obtener una  sensibilidad mayor aún.  
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Queda pendiente también el desarrollo de nuevas nanopartículas con mayor eficiencia 

de marcación de anticuerpos, de manera de contar cada una de ellas con más sitios activos 

y así ampliar el rango dinámico del sensor. 

Cabe destacar que la bibliografía disponible en cuanto a protocolos de marcación de 

proteínas y anticuerpos con fluróforos y AuNP es sumamente amplia de manera que el 

método de sensado es fácilmente adaptable a la detección de numerosos analitos. Por 

otro lado, escogiendo el fluoróforo adecuado es posible utilizar nanopartículas de otras 

composiciones y formas, volviendo este método aún más versátil y con un amplio campo 

de aplicaciones.  

 

4.8. Materiales y métodos 

4.8.1. Preparación y análisis de muestras 

Todas las soluciones utilizadas fueron preparadas en agua milliQ o filtradas previo a su 

uso. 

Preparación de muestras  para ensayos de prueba. Se preparó una solución de 20nM 

AlexaFluor 546-X (X: biotina o estreptavidina) y 1nM de AuNRs en buffer fosfato salino 

(PBS) 1X con 0.1% m/v de albúmina de suero bovino (BSA). Las soluciones se dejaron 

reaccionar por dos horas y luego se alicuotaron para llevar adelante las mediciones. La BSA 

se utiliza únicamente para evitar el pegado inespecífico de las proteínas en solución (el 

analito) al vidrio de la cubeta de medición.  

Preparación de muestras para los ensayos tipo sandwich con estreptavidina.  Se 

prepararon  soluciones de 1nM de AuNR con diversas concentraciones de estreptavidina 

con 0.1% m/v BSA y se dejaron incubar toda la noche. Finalmente se agregó AlexaFluor 

546-biotina concentración final 5nM y 80nM, dependiendo del experimento, y se dejó 

reaccionar dos horas más antes de tomar la alícuota correspondiente para ser medida. 

Para determinar las concentraciones de los fluoróforos y nanopartículas se midieron los 

espectros de absorbancia en un espectrómetro UV-vis Cary Varian 50 UV-Vis, Agilent, y se 

utilizaron los datos de los coeficientes de extinción () facilitados por el fabricante, 

medidos en el máximo de emisión: = .  − − = .  − − 
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4.8.2. Descripción del Dispositivo experimental 

Las mediciones fueron llevadas a cabo en un microscopio confocal de fluorescencia 

invertido, al que se le adicionó un láser para el calentamiento plasmónico (ver esquema en 

figura 4.3). Todas las mediciones se realizaron en solución, y se utilizó un portamuestra de 

múltiples cámaras (Hamamatsu) de 25ul cada una. Las cámaras fueron cubiertas con otro 

cubreobjetos de manera de evitar la evaporación durante la medición.  

Para la excitación de fluorescencia se utilizó un láser Nd-Yag 532 (Coherent Compass 

315M). Para el calentamiento plasmónico de las AuNRs se utilizó un láser CW Ti-Sa 

(KMLabs), fijado a 785nm de manera de concordar con la resonancia del plasmón 

longitudinal de las AuNRs. Ambos haces fueron combinados mediante espejos dicroicos 

apropiados y superpuestos en el plano focal del objetivo 40x del microscopio (Olympus 

ULPSAPO 40x, NA 0.9). La fluorescencia es colectada por el mismo objetivo y separada 

espectralmente de la excitación y del calentamiento por medio de espejos dicroicos y 

filtros pasabanda, y finalmente se enfoca en una fibra óptica multimodo que actúa como 

pinhole confocal. El volumen de detección está restringido a aproximadamente 2 

femtolitros. Luego de la fibra, la fluorescencia es colimada y detectada con un tubo 

fotomultiplicador (Hamamatsu R928). La señal generado es enviada a un amplificador Lock 

in (Stanford SR830) cuya referencia está dada por un Chopper (Stanford SR540) que 

modula la excitación del haz a 3KHz. La intensidad de fluorescencia es adquirida en 

paralelo con la señal de iluminación del NIR en la PC.  

 

4.8.3. Marcación y cuantificación de sitios activos por NP   

Los siguientes ensayos se realizaron a fin de determinar la cantidad aproximada de  

biotinas (sitios activos) disponibles para la marcación con fluoróforo-estreptavidina por 

AuNR. Este dato no es informado por el proveedor de las nanopartículas (Nanopartz), 

como tampoco el protocolo de recubrimiento de las mismas. 

Una forma de realizar esta determinación es preparando muestras con distintas 

relaciones de AuNR: AlexaFluor. Luego se separan por centrifugación las NP (ya marcadas) 

del exceso de fluoróforo y se mide su fluorescencia. De la diferencia entre la concentración 

inicial de fluoróforo y la final, es posible determinar la cantidad de sitios activos. 

Con este objetivo se prepararon la siguiente serie de soluciones con el volumen total de 

muestra y control equivalente. A todas las muestras se le agregó BSA 0.1% m/v para evitar 

el pegado de la solución a las cubetas. Se abrevió la sonda AlexaFluor546-estreptavidina 

por Al-F STV. 

Muestra i 100:3 . 40µl finales: 3nM AuNR + 100nM Al-F STV  

Control i 100:3.: 40µl finales: Al-F STV 100nM 
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Muestra ii 50:1 . 40µl finales: 3nM AuNR + 150nM Al-F STV  

Control ii 50:1.: 40µl finales: 150nM Al-F STV  

Muestra iii 40:1 . 40µl finales: 5nM AuNR + 200nM Al-F STV  

Control iii 40:1.: 40µl finales: 200nM Al-F STV  

Muestra iv 400:3 . 40µl finales: 3nM AuNR + 400nM Al-F STV  

Control iv 400:3.: 40µl finales: 400nM Al-F STV  

Se las dejó reaccionar 2 horas en agitación en un termoagitador (Eppendorf 

Themomixer®) y se las centrifugó a 10krcf 20 minutos. El mismo procedimiento se aplicó 

tanto para las muestras como para los controles.  

Para poder realizar una cuantificación sobre la medición de fluorescencia, se realizó una 

curva de calibración con soluciones de fluoróforo preparadas a concentraciones conocidas. 

Las mediciones se realizaron en un lector de placas Pherastar (BMG LabTech). Finalmente 

se mide la intensidad de fluorescencia del sobrenadante de cada muestra y sus controles. 

La diferencia de concentraciones entre el control y la muestra calculada, corresponderá a 

la concentración de fluoróforos que quedaron adheridos a los AuNR.  

Finalmente se promediaron los valores medidos para cada muestra y se obtuvo un total 

de 15 + 2 fluoróforos por AuNR. Los resultados se presentan en la tabla 4.1.  

 

Muestra Control [nM] SN [nM] Pellet[nM] sitios por NP 

i 105,7 65,4 40,4 13,5 

ii 127,2 73,7 53,5 17,8 

iii 197,8 102,5 95,3 15,9 

iv 368,6 320,3 48,3 16,1 

   
Promedio 15,8 

   
Desvío std 2 

 

Tabla 4.1  Resultados de estudio de determinación de sitios para estreptavidina por AuNR. 

Se presentan las concentraciones calculadas a partir de la señal de fluorescencia medida en 

cada muestra. Control refiere a la muestra control luego de procesarla, SN al sobrenadante de 

la muestra con AuNR y Pellet se calculó como la diferencia entre control y SN, correspondiendo 

a la concentración de fluoróforo perdida en el pellet.  
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Conclusiones y Perspectivas 
 

 

Esta tesis se ha enfocado a estudiar en detalle distintos efectos surgidos como 

consecuencia de la interacción entre nanopartículas de oro y moléculas fluorescentes, en 

experimentos que combinan mediciones de fluorescencia al nivel moléculas y 

nanopartículas individuales, con modelado teórico. 

En un primer estudio se logró demostrar que el número total de fotones emitidos por 

un fluoróforo antes de fotoblanquearse puede ser controlado al modificar localmente, 

con la presencia de una nanopartícula metálica, la densidad de estados fotónicos. Este 

estudio se realizó en colaboración con el grupo del Dr. Tinnefeld (Universidad Técnica de 

Braunschweig, Alemania) y permitió además establecer una nueva plataforma para 

estudios de interacciones a nivel nanométrico, como son los origamis de ADN. A partir de 

este trabajo se propusieron una serie de estudios a continuarse en Argentina en 

colaboración con el Dr. Tinnefeld y el Dr. Acuña con esta plataforma. Entre ellos, se diseñó 

un nuevo arreglo, similar al utilizado en esta tesis, pero que permita controlar también la 

orientación del fluoróforo. De esta manera, podría ser posible repetir los ensayos aquí 

presentados, pero con el control de un grado más de libertad, permitiendo analizar los 

efectos de las NPs y su orientación.  

Se ha propuesto también diseñar un sistema para estudiar el efecto del calentamiento 

plasmónico sobre sondas ubicadas a distancias conocidas y controladas de una 

nanopartícula metálica, gracias al origami de ADN. De esta manera sería posible reproducir 

un perfil de temperaturas medido en escalas nanométricas. Este último punto se relaciona 

con el segundo fenómeno estudiado en el marco de esta tesis. 

El otro mecanismo que se investigó para manipular la fluorescencia molecular consistió 

en modular la respuesta de un fluoróforo mediante campos locales de alta temperatura 

generados por una nanopartícula metálica. Se demostró que la intensidad de 

fluorescencia de moléculas en la vecindad nanométrica de una nanopartícula metálica 

puede modularse cuando esta se ilumina con radiación sintonizada con su resonancia 

plasmónica. Se estudió la aplicación de este efecto tanto para el desarrollo de sondas 

modulables de mayor contraste en microscopía de fluorescencia, y de biosensores 

homogéneos de gran sensibilidad. Para el caso de las sondas modulables se encontró que 

ninguno de los dos fluoróforos estudiados reúne las características necesarias para 

proveer una mejora de contraste destacable. En cambio en la aplicación en biosensores, sí 
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se logró demostrar sensibilidad sub-nanomolar, usando el bio-reconocimiento modelo de 

bitoina-estreptavidina, en un ensayo homogéneo puramente óptico. 

En todos los casos, los experimentos fueron apoyados por cálculos y simulaciones. Lo 

cual permitió profundizar el conocimiento sobre los fenómenos observados y diagramar 

estudios futuros con nuevos parámetros. Por ejemplo en el caso del incremento de 

fotones de fluorescencia, los cálculos motivaron el desarrollo de un nuevo diseño de 

origami de ADN con fluoróforos con orientaciones fijas. 

En el caso del método de biosensado, las estimaciones indican que es posible obtener 

un sensor por calentamiento plasmónico con sensibilidad picomolar, y esto ha dado lugar 

a una patente nacional y ha despertado el interés de varios laboratorios de ensayos 

clínicos, con los que actualmente se está dando marco a una colaboración. En este 

contexto se están planeando nuevos ensayos para la detección de ferritina y con una 

sonda más termolábil que AlexaFluor, buscando mejorar aún más la resolución obtenida.  

En líneas generales, este trabajo no solo ha permitido el estudio detallado de dos 

efectos producidos por la interacción de nanopartículas y fluoróforos, sino que además ha 

permitido generar el marco para el desarrollo de nuevos estudios y la continuidad de los 

experimentos en el grupo de investigación.   

  



 



 

Apéndice 
 

Lista de grampas modificadas y sin modificar del 5´al 3´el origami de ADN pilar. La estructura 

fuer armada a partir del ADN p8643. 

GATTTAATTCCTGTCCTGAATGTTTAT 27  

TAATGCCCATGAAAATCACCGTACTCAG 28  

CTAACGGAACAACAAGTGCCATGAAACATCTGACGTACATAC 42  

GAGTGGAAGATTGTTAAAAACATTAAACAAACCCTCAGGGTTCGTTA 47  

AAATAAAGTTAAGGAACAAGGCTCTGACAACTTAAAGGTTTT 42  

GGTTGAGGCAGGTATGATACTGTACCGCCACCCTCATTTTC 41  

TTAAATTAAGCCCCGAGGTCAGTACGGT 28  

AGGCACCGAGGAAGTATCACCTCGATAG 28  

AGGCACTTGAACGAACGTGGACTCCAACGCAGGCGCAGACAT 42  

ACCTGGGAAGTGTTCGCCTGGAAGCGATTGA 31  

GAGCAAGAAACATTGCTGAGTGTTTAGCTGGTTCCAGTCA 40  

CATGGTGTTGGCAAATCA 18  

AGAGCCAGCCGCCAGAATAGATTGTCGT 28  

TTAACGTGGTGGAATCGGTTTATTGCGCAACGAGGCGCAGAC 42  

AGGCAAGATTAGTCACAGCGGCAGAACCAGTAACGAAA 38  

GCGGATAAGTGCGGGGTTT 19  

AGAGGGTAGAGCCATAACACTGACGTTATTTCAGCAATT 39  

ATGGCAATATACATATTTAAGGGCTTA 27  

TACAGACCAGGCGCCGATTGTGCGCAACTGGGGTCACCGCCAGCCATTG 49  

AAAGGTGATAAAGCGGAGAAGCCTTTATAAAAGGGTGAT 39  

TTTAAACTATTATATTTCATCATTCGCA 28  

AGTGAATAAGGCTTATTGTTGAATGCATATAAACAATGAAAT 42  

GAGTTAACACGAAGTACCGTTGCGGCAGAACGTAA 35  

AATAAGTTTATTTTATTACGGTTATCTGGCCTGGGCGCTGAG 42  

AAATACCCCCACTACCTGAGAAGAGTCGGAGCGCTAATATCA 42  

AATTCTTCGTTAAAATGATGATCAATAT 28  

AATCTACGTTAATACATTCACAGGGAAAAAAGGAGTATGTTA 42  

TTATTTAAAGTACGCCTGTT 20  

AATATGCCGCAAATTTCTAGCTGAGAAAGGCCGGATTTTGCGTAAATCG 49  

TTTCCGCGTTTCCTGGATCCCTTGAAGC 28  

TCCTGATTTCAGGTAATTTAGTAAAGCC 28  

TTGCAGACGACACCACCAAATCACTCGGTCAAAGGCCGGGAA 42  

TATTAAAGCGGAACTGTAGAACGACGAC 28  

CAGCACCTAGCGTCGCCCACGAAATCTC 28  

TGATATTAAGCGTCGTCACCAGAACCGC 28  

GTCTGGAGTTTGACCGGAGAGGTAGGTA 28  

GCAAGCCAATAATAGGAATTAAATATAA 28  
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ATTATCGGGACAGATGAATTCATCTCATCATGAAGTATGCCG 42  

AACAGTGAGACTCCAGTATAGCCCGGAAACCCTCAGTAC 39  

ATCAGTAAAGTTGCTGAGTGTTGTTCCAAATCCCTGGCGTTA 42  

TAGTAAGGTAAAATCAGTTTGTAGGTCA 28  

AAACAGTCTTAGATCTACCTTTTTAACCACTTTTTAATA 39  

ATAAGCAACAGCCTCTTAGACGGATTAATCGGACAAAA 38  

CATTTTAATTACTGCAAATCCAATCGTAACTATATGT 37  

TCCTTATTACGCAGAGTGAGAACGATACCAGCTGCCCATTAA 42  

CTTCATCTCCATGAGCGCCGCCATCACCAAAAACGCTCATGG 42  

GTAATCGTCAACCGGGTCAATGAGCTGA 28  

CACCCTCTGATATATCAAGAGAAGGATTTCAGTGCGCTT 39  

TTACGCCAAAAACAAGATAAATGCACAATTCTGCTGAA 38  

AAATACCGAACGAAGAAACCTGGGAAGATTATTCGAAACGAA 42  

GGGAGGGGGTGAATTTTCCATAGGCTTG 28  

AACGATCCTACAACTTTACCGAAACAGT 28  

ATGCAGAAACATGTTTAACGTGAAACAA 28  

AAAAGAATCGATCAGAATTTGTTATTCCTGTAATGGGAAGGG 42  

AACCCTCGTTTTGCGTATCGGGGCGGAT 28  

TCCCTCACTCAGAGGGAATTGTTAGCGT 28  

AGAAACGCAAAGACGGGTTCATCGCACTAGCTAACACACCGC 42  

GCAGCCTCAAAATTCTTGTGACGCGACCCATAAGGGAACCGA 42  

CGAGAAACACCAGAACCAGGCTGACGCAATTATCTTACCGAA 42  

CGAGAAATCCGGCTAAACATAGCGATAGACATAAAAAC 38  

GAATCTTTACGGCGCATTACGCGTATTGCCCCCAGCGATTAT 42  

TACAAACAAGGAGCTCCCATCTCAGCTA 28  

TAAGAACTGGCTCAGAAAGATCAAACGCAAATGCTTACCCAA 42  

GTTAAACAGATAATGGATCATTTTTCCTTTGATCTAAACTGG 42  

TGACCGTAGCCAGCGTCAGAAAAAGCGA 28  

TACCGCAACGAGCAAAAGAAAATTATAC 28  

CAGAAGATAAAACACACTGCCGGCGCTAGACGGCCTTATTAC 42  

AATAGTATAAGCAACAAGGATAAAAATTGTAATGTGGTAGCTTGA 45  

CATCACGAGGAGCGCGCTTTCTATAGATATTTATCCCAATCC 42  

TTAATTCGGATGGCGTTGATAATGAACG 28  

AGCAATAGCTATCTTACTGTTTAGATATGAGTTGCAAAGGGA 42  

CAACTAATGCAGATGCAAGGCGAGTAAGCATCGCTGTCACAA 42  

CGAGAGGCACTCCAGGATTCT 21  

CTTTTCATAATCAAGAGCCGTCAACAGGTAAATG 34  

CACGACCAGTAATAAGCAAGCTATCAGGGCCACTCGCCCTGA 42  

AGTCAGGACGTTGGACCAACACGAGGATTGTAAAATTAAGAC 42  

GAATCAGAGCGGGGACGACACAGAGGGCAAATGC 34  

AAGAACGAATAATCAACATTAAGGGTTAGAACCT 34  

CGCGACCTTGAGCTAGCTTTAAAGCGAACAAATTAACCGTTG 42  

CGTTGGTATTCGCGATCAAAATCGCGTT 28  

GCAAAATGTAGCATAGATTTAAGTTTCAGCTCCTTCGGA 39  

TGACCCGTTAAACGAAGCACTAAAACACTCAAGCAACGCAAAAT 44  
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TGCGGGAAGTTGCGGGCATTTCGGAACC 28  

GCAAACGTAGAAAACTGGCATCAAAACACAGTCGGCCACCAG 42  

TAACTGAACACCCTGTTTATAATGACCGACACCATATAGGCTGGCTGAC 49  

GTGAATTACCTTATATTCAGCGGAAAGACTTCACAGGAAACG 42  

CATTGAAGGATTGCTCTGGCCAATCAGCT 29  

CAGGCTACAGCCTCAGCAGCGAAACTTAAACCTTATT 37  

AATAAACCATTTTCAAATTGCGATTGCT 28  

GTTGTACGGGGCGCAACCTGTCTCAACATTAA 32  

CCAAATCAGCAGGCTGAGTGTGGCGAAACTGAAATGGAT 39  

TTTAACTAAATTTTTGCGAGCTTCGCAAAGCTCCCCCTGGTA 42  

GCTTCTGAAGATCGCTTTTGCAAAACGAGAATGAC 35  

AAAGAGGACAGATGATGAACGATCAGAACACTAAAGGTAA 40  

AGGACCAGTAGCAGAGGAACATGTCTAATTTCTCATCGTAGA 42  

CATTCTGGCCAACAGCCTGGCCGTGAACCTGAACCACGAGTA 42  

AAAATCATAGGTCTTAATTTTGAAATAAACAGTACAA 37  

CATTTTTACCCCGTTAGAGCTGTTTTA 27  

AAGAACTGGCATGAGATAACGATTATCACAACGCGACTGATA 42  

AGTACCGCAAATAATCAGGT 20  

TAGCCGGTAACAGTCCTCATGTGGCGAGACTTCTTTGATTAG 42  

AAATAAGCTCTGTATCGCATCCTGCGTGTGCTCCATGTTACT 42  

ACCATATGCGTAATAAGGTCCAGAACCAATCGGTATTATAAG 42  

GTAAATTGGGCTTGTAAAAATATTGGTATACTCAAAAGTAAGCAGATAG 49  

CGATAGAGCGTGAATAGCTGA 21  

TAATTCTAGAATATGCACGTAACAAAATCGCGC 33  

ACATATCAAAATTGTTACACGTATGGTGCGGCTATCAT 38  

GGTCAATAGGAGAAGTTCAGGGACGGGGATCACTTGCCTGAG 42  

AATTTTCGAACCCAAGGAGT 20  

TGCCAGTACAATCCGGATGCACAGCGTGATTTGTATCATCGC 42  

ACCGTGAAGGGATGGGCGCGCATACGATTTTATGTACAATTTTATCCT 48  

CATAACCTAATTCTTGTGGCGATCAACGTGC 31  

TCTTTGACTAAACTAAGGGGGCGCTACATTTAGACAGGAACG 42  

TCAATCACCTCACACAATACTATGACGCCAGCGAGGCA 38  

ATATGTTAACCAAAAAATAGTAGAT 25  

GCCCTAAAACATCGATTAATGGCGAACGCGTATTAGAAGAAA 42  

CAATAATAACGGAAGAATTTCTGACTGATTGCGTACTATTAG 42  

AACGGAGGTTCGGGTACTGGTGACCATCCTGACTACGA 38  

TTGAATTACCTTTTATTA 18  

CTAAAGCATAGATACCGCGCCTTTTCAT 28  

CACCGAGGGCAAGTAATTGCGTTACATATACAAAATAAACAG 42  

GACAGCTAAATGACGAGTCCGCTCACTTCCGAGTTGCT 38  

CATTACCATTAGCTAGCCCCAGCTTGATCGGTTT 34  

GCCCTTTTTAAGAAACATCGGAATATTCCTTCACCGAGATAG 42  

CCTCAAAACTAATATCAGATAAGAACAA 28  

AGTCACAAACCCTCAGACCACCGGAGCGCGTGAAACCAGTCA 42  

CAAGAACGGGGATTTATATCTGCGATGGTACATTTTGACGCT 42  
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AGGTAGAAAGATTCCGACGTTCAACGAGGGTGAGTATATAAA 42  

CTGCAACAGTGCCAGTGCCTAACCACCATTGGGTACCACATT 42  

AAGATTCTTCAACGTAAAGCCTCAGAGCGCATCAATACA 39  

ACCGCCAGCATTCCCTCATAGCGAATAA 28  

CAGGGAGAACCATCAGACTGTAACCGCC 28  

GGGCGACACTTGAGAAAGACTCCGCTTT 28  

ACCAGACTTGATAAAAAAACACTGGAGC 28  

TCTTTAATGCGCGACGGGGAGAGAGCTTGATTAATTTATACC 42  

CAACAGGCAAATCAGATTGCCCATGAAGGAACAAAGTCAGAG 42  

CATTGCCATTTTTGAACGAGTTAACATCCAATAA 34  

GAGGCAAGAGGACTCCATTTGGAAACGT 28  

ATTTTGCAAGCAAAGATTAGATAGACTT 28  

CTGATAACAAAACTGTAAAACGGGCGCTTAAAAGAGTCTGTC 42  

CCGTGGGAATGTGAGTCTTTAAAACTCCAACAGG 34  

ATGTGAGTCCTTGATAGGTTGGGTTATACAAGACAAAAC 39  

ATAAAGGTGGCAACATCTGCACCCAATATTGCGCTGAGGTGA 42  

GGTAATTGCATACAGTTGAGTGACCTTTAAGAGTAATCTTGA 42  

ACTGACCAATACATGGCAGACGGAGCCCACTCAAACTATCGG 42  

TAGTATCGGAATCACAATTACCCTTGCTTCTGT 33  

GGCGGTCAGTATTATCACATTGTAGCGGCCAGTCAATCAGTT 42  

AACCCTTCTGACCTAACAGCTAGTTTTTACAGCAAAGATGGT 42  

CGAGGAAAGCGTAACTAATATGGTTTACCAGGAGC 35  

CCGATTCAACAGTTTCTGGAGAATGTGTGAACCCTCAA 38  

AGCCAGCAGCAAATGCATAAAAATGCGCATGTGCTACATAACGCCAAAA 49  

GAGATTTAGGAATAACGCCAGCGAAGGTGGTCAATACCACGG 42  

CCATATTGATTAAATATGATGGCAAAATATTGTGTCGAAATC 42  

TCTGCGAGAGATCAATGCAATGCCTGATTTAGAAAGAATTA 41  

AGTTTTAACGGGGAGGATTAGCCGTCG 27  

GTAATACGACAGTCATGATATTAAAA 26  

AGTTAAAGCCCGCCACCGAGCCGC 24  

TGAATGGTTGGGCGCCTAAAGATCATTGGCGATTT 35  

AAACTTCGCCTGTAGATTTGTTTGGCCACCAGAATTCGAACTA 43  

TTGAATAAAAGAAGTAAGAATAAGAACG 28  

ACGTTGACATAACCGTCGCTGTAAACGGG 29  

AACGGAGAGTATTAGGTTTTCTCACGCTATAATCAGTGAGGC 42  

TGTTTTTGCGCGTAATGAGTGCGCGGGGTCCAGAGCCTAATT 42  

ATTGTTGCTTCAGGAGGCCGATTACATCTGCGTTTAGAAAATATT 45  

CAAAAAAAACTAAACCACCACAAATAAA 28  

TTTTACACATTTAAATGGTTCATCTTC 27  

CAATCGTAACCGTCGGTCCACTGTAGATAACCCACAAGAATT 42  

AACGCTCCCGACCGAAACAAATTAATGG 28  

ATTGAGGTTTTAGTCATTCC 20  

TCAATAGAAAATTCTCGACATGGTTTTGGCCGGAAGAAAAAT 42  

TAACGGAATCAAGATGTGATACAAATAT 28  

TTGTCAAATAAGATTAATCGTCATCTGGATAGGAATTACTGG 42  



Apéndice 121 

 

 
 

CACCAATTTTCATCCCGACAACAAAAGG 28  

CTTAAATCTTATCCTAGGAGCCAACTCG 28  

GCGTCTTATTTATTGGTTGGAGTTATCTGCGAAACAAAGTAC 42  

AACCGCCTAGGTGTGTATTAAGAGGCTGCCCGTATTTCC 39  

ATTCATGCCCCAGTCAAAGGGCGATCCTCATTC 33  

ACCAAGCCGGATGGGATTAAGCACCCGCAGAATCCTGAGAAG 42  

TCACATAGCTCGGAAACCAACTGTAGACGACGATAAAA 38  

AGCCCCTGACAGTTCAGAAAAGAAGTTT 28  

TAGCAATAAAGGAAGTCGTGCTTGCCCTAAACGATTTTTTGT 42  

TTAATTTCAACTTTAATTACAGCTGGAATGTAGTGAAGTTACCAGAAGG 49  

ATCAGCTACAACTTCCGCCA 20  

TAATAACAAAGCCGAATCGGCCGAGTACCAAAAATGAAAATA 42  

GTACGCCCGCGCTTGTGTAAAAACTCGCACCAACGCTAACGA 42  

TTCTGAAAATAAAGGAGCCAGTTATACA 28  

CTTTCCAGAGTTTCATACATGCTTGAGT 28  

AATATTTTGTATAATTTAATTTTCCATATAACAG 34  

AAACAAGTTAATGCCATTAGATTCTACT 28  

AGCCTTTGGAGTGACCAGAACTTGGCCT 28  

TAGAAGACCGATTTAGGCGGTTACCGTGTTACAGAGAGAATA 42  

CGCCACGCGCCCAAGAAAGTTTTTACAATAGCACCCAGCGAGA 43  

ATTTTAGTGAGAGATAAGACGCTGAGAAGAGTCA 34  

GTATACCGATTCGTCACAGGCTTTAAGAATATCCGTGACGCT 42  

GAGAGATGAAGGTATCTTTACGACGACTCGGATATTCATTAC 42  

TCAATATATATCTTGGTATTCAACCAAG 28  

TCCTCATCTCTGAAGCCTGTACCCTCAG 28  

TCGGCAAGTTTGGATGTCGGACTTGTGCAACAGAGTCAATGAGTTAGA 48  

CCTTGCTTCGGAACCCAGGGTCAATGTGAACAGGGAAGCGCA 42  

CCGAACATCAGATGAGTCTAAGACGGGCGAAAGCG 35  

AAACCGAGCGATGCCATTCTGGGTTTTTACAGACAATATTTT 42  

TTAGACGAAATCCCCAGAGTCCTGCTGGAACGGTG 35  

ACATAAACGAGAAAGCGTCGTAACCAGCAACTTTG 35  

TAAGAATACGTGGCCTTTTCACGTAAAGATAGAAGAATCATT 42  

TATCCAGAACAATATTGAGGTGCCCAGTGATGAAGACGGAGAAT 44  

AAGTGAGTCAGGGTACAAGAG 21  

TTTATAATGTGCAGTCCGAAA 21  

AACGACACTCCATGAAAATCC 21  

TGGTCGTCGAAATTCAAGGAG 21  

TCCACTATGGTGGTATCCGGTGTCTTGTTACATTGAACTCTC 42  

TCAATGTATGAGTAAGGTTCG 21  

ATACGTAATGCCGGAAGACGGCTGCGCAGGCAACGGCACC 40  Bioti  

GAATCAAGTTTGCCTTGTAATCACATTAAAAAGGTAAACTGCACCGAGCT 50  Bioti  

ATCAAAAATCAGGCGAGTAAAACGTT 26  Bioti  

ACCTATTATTCTGAAACCCTGCCGCGC 27  Bioti  

CGCTATTAATTAATTTTCCCTTAGAATGAATAACTGAGCACCAA 44  Bioti  

AACCTCCCGACTTGCGGCGAGGCGAAGGTTCCCGAACGTTATT 43  Bioti  
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CAGGCAAGGCAACCCTCA 18  Bioti  

AAAAGTTTGAGTGGCTGTCGGTAAAG 26  Bioti  

TGTTTGATTAAAGAAGACGCC 21 dyemod 

 

 

 



 

Acrónimos 
 � permitividad  �  sección eficaz de absorción �  sección eficaz de extinsión �  sección eficaz de dispersión 

τ tiempo de decaimiento 

I irradiancia 

 tasa de excitación 

 tasa de decaimiento no radiativo 

 tasa de decaimiento radiativo 

Q potencia de calentamiento 

 eficiencia cuántica de fluorescencia 

 radio equivalente 

ADN  ácido desoxirribonucleico 

APD fotodiodo de avalancha 

AuNP nanopartícula de oro 

AuNR nanocilindro de oro 

BSA albúmina de suero bobino 

Cy5 cianina 5 

eq. ecuación 

FDTD método de diferencias finitas 

FWHM ancho a media altura 

IRF función respuesta del instrumental 

LSPR plasmón superficial localizado 

NA apertura numérica 

NIR Infrarrojo cercano 

NP nanopartícula   

NR nanocilindro  

O.D. densidad óptica 

PBS buffer fosfato salino 

PMT fotomultiplicador 

PSF función dispersión de punto 

TCSPC conteo de fotones correlacionados en el tiempo 
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