Resumen

La presente tesis doctoral titulada “Design of new nanostructured systems with applications in
the field of recognition and diagnosis” esta enfocada en el disefio y sintesis de nuevos materiales
hibridos con funcién de puerta molecular empleando diferentes soportes inorganicos, basados
en silice y alimina y que pueden ser aplicados al campo del reconocimiento y diagndstico.

Asi en esta tesis se presenta el disefio de un nuevo nanodispositivo para la deteccidn del Bisfenol
A que es una toxina letal. En este sistema se han utilizado nanoparticulas de silice mesoporosas
cargadas con rodamina B y funcionalizadas con grupos isocioanato. El disefio se basa en el
empleo de un dptamero, que es una secuencia corta de ADN que reconoce especificamente al
Bisfenol A, como puerta molecular. Este aptdmero se une a la superficie de las nanoparticulas
bloqueando los poros. Unicamente en presencia de Bisfenol A, se activa la liberacién del
colorante, que puede medirse mediante espectroscopia de fluorescencia, debido a la elevada
especificidad y selectividad del aptdmero por esta toxina. Hasta el momento, no se habia
descrito ningun material que utilizara el concepto de puerta molecular para la deteccién
fluorogénica del Bisfenol A.

En siguiente capitulo se han disefado dos nuevos nanodispositivos para la deteccion de
Ocratoxina A, que es una molécula carcindgena. El sistema se compone de nanoparticulas de
silicie mesoporosa cuyos poros se bloquean con un aptamero especifico para dicho analito. Estas
nanoparticulas se cargan con rodamina B y su superficie se funcionaliza con grupos isocianato o
amina, que permiten unir el aptamero por via covalente o electrostatica respectivamente. En
presencia de la molécula de Ocratoxina A, el aptdmero reconoce al analito separdndose de la
superficie y permitiendo la liberacion del colorante que puede medirse mediante espectroscopia
de fluorescencia. El sistema presenta elevada eficacia en medios reales, ademas de aportar un
método sencillo y de bajo coste para poder realizar los andlisis.

En otro capitulo de la tesis, se ha desarrollado un nanodispositivo para la deteccién de cocaina
basado en soportes de alimina anddica nanoporosa, cargados con el colorante rodamina B y
cuyos poros se bloquean utilizando un aptamero especifico para cocaina. En presencia del
estupefaciente, el aptamero se desplaza de la superificie nanoporosa, permitiendo que la
rodamina B salga del interior de los poros a la disolucién. El sistema responde con alta eficiencia
en medios reales como la saliva, donde es habitual realizar los test de drogas. Ademas, también
se estudid la posible reutilizacién del soporte de alumina, siendo esto una ventaja, que reduce
costes y mano de obra.

En el siguiente capitulo se ha desarrollado un nuevo nanodispositivo capaz de detectar ADN de
Candida albicans y que podria ser empleado para el diagndstico de la infeccién producida por
este hongo. En particular, se ha empleado alimina anddica nanoporosa como soporte, que se
ha cargado con rodamina B y funcionalizado con grupos isocianato. Para el bloqueo de los poros

se ha utilizado una secuencia oligonucleotidica especifica para Candida albicans. De esta



manera, en presencia de ADN de Candida albicans el oligonucleétido que bloquea la entrada de
los poros presenta mas afinidad por el ADN que por la unién a la superficie de alumina
funcionalizada y consecuentemente se separa de la superficie induciendo la liberacién del
colorante al medio exterior. El sistema presenta muy buenos resultados de sensibilidad en
comparacion con otros metodos convencionales. Adema3s, se ha realizado un amplio estudio de
este sistema en presencia de ADN de otras cepas de la especie Candida spp. y de otros
patdgenos, demostrandose la gran selectividad del sistema desarrollado. Como prueba de
concepto, el sistema se ha validado en muestras reales de pacientes infectados por Candida
albicans, obteniéndose resultados que mejoran en tiempo a los que de manera rutinaria se
utilizan para su deteccion. Teniendo en cuenta estos resultados prometedores, el sistema
desarrollado ha sido protegido mendiante una patente.

En el séptimo capitulo de la tesis se describe la sintesis, caracterizacion y capacidades sensoras
de nanoparticulas de silice para la deteccidn de miRNA-145. El disefo del sistema consiste en
nanoparticulas de silice mesoporosas cargadas con rodamina B, funcionalizadas con grupos
isocianato o amino y que emplean varias secuencias especificas y selectivas a este miRNA para
bloquear los poros de las nanoparticulas. En presencia de miRNA-145, la formacién de
estructuras duplex o triplex entre las secuencias que tapan los poros y el miRNA-145 activa la
liberacion del colorante que puede seguirse por espectroscopia de fluorescencia. Ademas, se
muestra el funcionamiento del sistema en suero humano. Se trata de un método simple,
transportable que puede ser facilmente modificado para diferentes tipos de miRNA, ofreciendo

asi un gran potencial para aplicaciones clinicas.

Los nuevos sistemas que se presentan en esta tesis suponen un avance en los campos del
reconocimiento y diagndstico, ya que se trata de sistemas que son rapidos, que presentan una
sensibilidad y selectividad elevadas y que son versatiles, por lo que pueden servir de modelo
para la preparacién de nuevos sistemas para el reconocimiento rapido, sensible y selectivo de

un amplio abanico de especies.



