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Resumen de la tesis que presenta Carlos Belman Rodriguez como requisito parcial para la obtencién del
grado de Doctor en Ciencias en Fisica de Materiales.

Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas de Au y materiales luminiscentes para aplicaciones
biomédicas

Resumen aprobado por:

Dr. Sergio Andrés Aguila Puentes
Director de tesis

Con el incremento en el numero de casos de enfermedades degenerativas como el cancer, se ha
vuelto indispensable el desarrollo de nuevos farmacos y materiales que aumenten la eficiencia
de los tratamientos se ha vuelto indispensable, principalmente, para contrarrestar los efectos
secundarios de los tratamientos convencionales como la quimioterapia. Los materiales
terandsticos son una posible alternativa para el tratamiento del cancer, ya que agrupan
propiedades de diagndstico y terapia localizada en un mismo material y proyectan una posible
reduccion en los efectos secundarios. En este trabajo se presenta la sintesis y caracterizacién de
materiales hibridos luminiscentes con fines terandsticos que son activados con energia de
radiacion en longitudes de onda del infrarrojo cercano (IFRC), donde los tejidos presentan un
menor coeficiente de absorcién de luz. La primera parte de este trabajo se baso en la obtencién
de cada uno de los materiales que componen los sistemas hibridos. Se sintetizaron vy
caracterizaron materiales luminiscentes con bandas de emision en el IFRC: el LiGasOs:Cr3* y el
BisGes012:Eu*, para proveer al material con la funcién de diagndstico. Para cumplir con la funcién
de terapia, se sintetizaron y caracterizaron varillas de Au (AuR), las cuales presentan resonancia
del plasmdn de superficie localizado, el cual, al ser excitado, desencadena procesos fisicos que se
traducen en un aumento de temperatura localizada capaz de incidir un dano irreversible en
células. La excitacion del plasmdn de superficie localizado de los AuR se puede sintonizar en el
IFRC. Una vez obtenidos cada uno de los componentes, se procedié al ensamblaje y
caracterizacion de los materiales hibridos por medio del anclaje de los AuR sobre la superficie de
los materiales luminiscentes, agrupando asi, las propiedades de emisidn en el IFRC y de plasmédn
de superficie localizado en un mismo sistema. Por ultimo, los materiales hibridos sintetizados
fueron evaluados en diferentes lineas celulares por medio de ensayos de viabilidad celular y de
esta manera determinar si era posible considerar su uso en sistemas bioldgicos.

Palabras clave: Materiales teranésticos, materiales hibridos, infrarrojo cercano



Abstract of the thesis presented by Carlos Belman Rodriguez as a partial requirement to obtain the Doctor
of Science degree in Fisica de Materiales.

Synthesis and characterization of Au nanoparticles and luminescent materials for biomedical
applications

Abstract approved by:

Dr. Sergio Andrés Aguila Puentes
Thesis Director

With the increase of degenerative diseases cases as cancer, the development of new drugs and
materials with higher efficiency than the already existing is indispensable. To counteract the
secondary effects of the conventional treatments, it is necessary the development of localized
treatments that can reduce the secondary effects. The theranostics materials are a possible
alternative for the treatment of diseases as cancer, due to their diagnosis and localized therapy
properties in the same material, allowing a decrement of the secondary effects compared with
the traditional drugs. In this work, we present the synthesis and characterization of hybrid
materials as a possible theranostics agents, which work in the near infrared (NIR) region, where
the issues have a low coefficient absorption of light. The first part of this work was based on the
synthesis of the materials that compose the hybrid materials, for the diagnosis part we
synthetized and characterized luminescent materials with band emission in the NIR: LiGasOs:Cr3*
y BisGes012:Eu?*. For the therapy part we synthetized gold nanorods (AuR) because of their
localized surface plasmon resonance (LSPR), when the plasmon is excited physical processes are
triggered and produce a localized increase of temperature capable of affecting irreversible
damage in cells. The excitation of localized surface plasmon of AuR, can be tunable in the NIR
also. Once obtained each of the components, we proceeded to the assembly and characterization
of the hybrid materials by anchoring of the AuR on the surface of the luminescent materials,
getting the properties of the NIR emission and plasmon resonance in the same system. In the last
part, the hybrid materials were evaluated in different cell lines by viability cell assays to determine
the possibility to be used in biological systems.

Keywords: Theranostics materials, hybrid materials, near infrared
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Capitulo 1. Introduccidn

La ciencia e ingenieria de materiales se involucra en el estudio de la estructura, organizacién atémica, las

propiedades y la obtencién de materiales, para convertirlos en productos que la sociedad necesita.

En los uUltimos afios hemos presenciado un rdpido avance en el desarrollo, disefio y manipulacién de
materiales a nivel de la nanoescala, el cual ha sido facilitado por la presencia de herramientas de

caracterizaciéon de dichos materiales.

La nanotecnologia se enfoca en la investigacion y el desarrollo tecnolégico de productos basados en
materiales fabricados a partir del control de la escala atdomica y molecular, es decir, se realiza la
manipulacion y el estudio controlado de estructuras con tamafio en el rango de 1 a 100 nm. La riqueza
cientifica de este campo reside, en que, cuando la materia es manipulada a esta escala tan pequefia, ésta
presenta propiedades y fendmenos novedosos y diferentes en los materiales en comparacion con la

materia que no presenta este tamano y ordenamiento (Ravalli y Marrazza, 2015).

La combinacidn de esas propiedades Unicas de los materiales que presentan con un tamafio nanométrico,
ha motivado el uso de estas nanoestructuras a muchas areas, tales como, la electrdnica, la construccion,

la biologia y la biomedicina, entre otras.

Las aplicaciones de la nanotecnologia en el drea de la salud se perfilan con una gran proyeccién en un
futuro préximo, en especial, las que estan dirigidas a desarrollar materiales hibridos multifuncionales que
integren el diagndstico y la terapia para enfermedades degenerativas que presenten mayor eficacia que

las existentes, lo que debe impactar en una mayor calidad de vida para el hombre (P. K. Jain et al., 2007).

El cancer es una de las enfermedades degenerativas que ha tomado mas notoriedad en la comunidad
cientifica internacional, debido a que es una de las principales causas de muerte en el mundo. En la
actualidad, los tratamientos de cancer mas eficientes siguen siendo las cirugias, la radiacion y la
guimioterapia y aunque dichas técnicas han mejorado con el paso del tiempo, aln existe la necesidad de

desarrollar nuevos tratamientos capaces de destruir células de cancer sin dafiar el tejido sano (Nni, 2014).

El rdpido avance de las investigaciones en el area de la nanomedicina ha permitido desarrollar
nanomateriales con gran potencial, destinados al tratamiento de enfermedades como el cancer(A. Jain

et al., 2018). La particularidad de estos nuevos desarrollos radica en las modificaciones fisicoquimicas que
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se puede realizar para cambiar la morfologia de los materiales y sus propiedades de superficie, lo que
provoca un cambio en la farmacocinética y biodistribucidon. Dichos cambios permiten optimizar los

nanomateriales para aplicaciones biomédicas especificas (lancu, 2013).

Se han desarrollado biomarcadores sintéticos a partir de nanoparticulas luminiscentes. Para este tipo de
aplicaciones, las nanoparticulas luminiscente se unen, especificamente, a una célula o tejido, con el fin de
monitorear su ubicacidn, comprender su dindmica o para revelar su funcidn, ademas de utilizarse en
ensayos clinicos, para identificar la presencia o ausencia de organismos patdgenos en sistemas biolégicos

(Sreenivasan et al., 2013).

En las aplicaciones de los biomarcadores para el monitoreo y ubicacién de organismos patdégenos en
sistemas bioldgicos, es necesario conjugar con ligandos bioldgicos la superficie de las nanoparticulas
luminiscentes (Sengar et al., 2018). Usualmente, esto se realiza con anticuerpos, DNA, aptameros y otras
biomoléculas que presentan afinidad hacia especies moleculares y tejidos especificos, que permiten llevar

a las nanoparticulas a sitios muy localizados dentro de los sistemas bioldgicos (Sreenivasan et al., 2013).

Los primeros trabajos sobre nanomateriales luminiscentes como bioetiquetadores, reportaban el uso de
NPs excitadas, en su mayoria, con longitud de onda ultravioleta y con emision en la regién del visible, pero
ambas regiones del espectro electromagnético presentaban baja profundidad de penetracion, debido a la

absorcién y a la dispersion de la luz por parte de los tejidos bioldgicos (Weissleder y Pittet, 2008).

En la mayoria de los tejidos, la absorcién de luz estd dada por la presencia de agua y hemoglobina
presentes en la sangre. La region del espectro electromagnético en los que estos componentes presentan
una menor absorcion, abarca desde los 650 nm hasta los 1400 nm, a dicha regién se le denomina ventana
bioldgica, misma que esta dividida en tres regiones. En la Figura 1 se observan los rangos espectrales de
las ventanas bioldgicas, la primera regién va de los 650-950 nm (VB-1), la segunda regién se presenta de

los 1000-1350 nm (VB-2) y la tercera se encuentra entre los 1500-1800nm (VB-3) (Hemmer et al., 2013).

Para incrementar la profundidad de penetracion de la luz sobre los tejidos, es necesario trabajar con
materiales luminiscentes cuyas bandas de excitacidon y emisiéon se encuentren en el infrarrojo cercano
(IFRC) y mas especificamente dentro de las ventanas bioldgicas. En las ventanas bioldgicas, la absorcidn y
la dispersidn de luz es menor, por lo que es posible alcanzar penetraciones superiores, en comparaciéon

con la regidn del visible (Hemmer et al., 2013).
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Figura 1. Coeficiente de absorcidn de un tejido bioldgico representativo donde se indican los rangos espectrales de
las ventanas bioldgicas (Del-Rosal, 2016).

Como nuevos agentes terapéuticos para enfermedades degenerativas como el cdncer, se han estudiado
nanoparticulas metdlicas y al igual que las nanoparticulas luminiscentes, pueden ser modificadas mediante
la adicién de grupos funcionales sobre la superficie, con el objetivo de ser utilizados como puntos de
anclaje para otras moléculas o para transportarlas hacia sitios especificos dentro de los sistemas
bioldgicos. Una de las principales caracteristicas de las nanoparticulas metalicas, es su resonancia de
plasmon de superficie localizado (RPSL), el cual, bajo ciertas condiciones, puede generar un aumento de
temperatura en un area puntual y localizada que permite minimizar el dafio fuera de la regién que se

pretende tratar, este proceso causa dafios irreversibles en sistemas biolégicos (hipertermia) (X. Liu et al.,

2013).

Dentro de las nanoparticulas metalicas, las nanoparticulas de oro (AuNPs) han generado un gran interés
en la comunidad cientifica debido su sintesis sencilla, compatibilidad con sistemas bioldgicos, una fécil bio-

conjugacion y su RPSL (X. Liu et al., 2013).

Con las AuNPs es posible sintonizar la resonancia del plasmén de superficie cambiando su morfologia.
Dentro de las diferentes morfologias de AUNPs que se han reportado en la literatura, la morfologia “rod”
o varilla (AuR) es la que mas interés ha despertado como potencial agente terapéutico en enfermedades

como el cancer, esto se debe a la posibilidad de variar por medio de la sintesis, la relacidn de longitud-
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anchura, también llamada “relacién de aspecto”, es decir, se puede sintonizar asi la longitud de onda de

excitacion del plasmén de superficie localizado en el rango del IFRC al variar estos parametros (Shih y

Tanaka, 1978).

El desarrollo de nanomateriales hibridos basados en materiales orgdnicos-inorganicos, ha tenido un gran
auge en la comunidad cientifica en los ultimos afios y viene dado por la combinacién adecuada entre
diferentes componentes nanoestructurados, al conjugar las propiedades que cada uno de ellos presenta

de manera individual e incluso mejorandolas (Venkatesh y Saha, 2017).

Las aplicaciones de los nanomateriales hibridos abarcan muchas areas, en particular la de la salud, ya que
se han propuesto como agentes auxiliares en el diagndstico y como estrategias novedosas para el
tratamiento del cdncer. Una de las potenciales aplicaciones es su uso como agentes terandsticos, los cuales
permiten identificar y a su vez otorgar una estrategia terapéutica en el sitio tumoral de manera conjunta.
La ventaja de este tipo de sistemas recae en su capacidad de inducir muerte celular de manera selectiva,
sin embargo, es necesario determinar el grado de toxicidad de los compuestos para poder proponer su
uso en medicina, lo que usualmente se hace mediante la determinacién de su efecto en la proliferacién

celular y la posible bioacumulacion.

En este trabajo se realizard un estudio sobre materiales luminiscentes con lineas de emisién en la primera
ventana de agua, especificamente se estudiardn el LiGasOg:Cr®* (LGO:Cr) y el BisGe301,:Eu®* (BGO:Eu). Se
realizard la sintesis de AuNR de diferentes relaciones de aspecto. Los materiales luminiscentes seran
acoplados por métodos quimicos con los AuNR para obtener un nanomaterial hibrido, con el propdsito de
aprovechar las propiedades de emision en el IFRC que presentan los materiales luminiscentes, la cual
permitira utilizarlos para el posible diagndstico de enfermedades, por otro lado, se tomara ventaja de la
propiedad de RPSL de los AuNR, la cual estd asociada a un aumento de temperatura tal, que puede causar
un dafio irreversible de manera muy localizada en las células cancerigenas. De esta manera, se desarrollara
un material hibrido como potencial agente de diagndstico-terapia (terandstico) para el cancer (Figura 3).

Por ultimo, el efecto citotdxico de los materiales hibridos sera evaluado en ensayos de cultivos celulares.
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Figura 2. Diagrama esquematico de la propuesta de trabajo para la sintesis de materiales hibridos como posibles
agentes terandsticos.

En los apartados siguientes se profundizard en las caracteristicas especificas y la importancia de los
materiales que se utilizaron para la elaboracién de este trabajo, informacién clave para el planteamiento

de la hipdtesis y objetivos plasmados en esta investigacion.

1.1. Materiales luminiscentes

Los materiales luminiscentes convierten ciertos tipos de energia en radiacion electromagnética (EM). Esta
radiacion se encuentra usualmente, en el rango del visible, pero también esta en el rango del ultra-violeta

(UV) y el infrarrojo (IR).

El fendmeno de luminiscencia se puede clasificar de acuerdo a las diferentes fuentes de energia que

excitan un material en:

¢ Fotoluminiscencia: el material es excitado por radiacién EM (comUnmente radiacion UV).

e Catodoluminiscencia: el material es excitado por medio de un haz de electrones

e Electroluminiscencia: el material es excitado mediante un voltaje eléctrico.

e Radioluminiscencia: el material es excitado utilizando una rayos-X.



e Quimioluminiscencia: el material es excitado por la energia de una reaccién quimica.

e Triboluminiscencia: el material es excitado mediante energia mecanica.

La emision de un material luminiscente es clasificada en fluorescencia o fosforescencia dependiendo del
tiempo de relajacidon de los electrones de un dtomo que previamente ha sido excitado. La emisidn
fluorescente ocurre cuando el tiempo de relajacién es menor o igual a 108 s, es decir que el proceso
luminiscente persiste solo si continua la excitacidn y es fosforescente si el tiempo de relajacidon es mayor
a 10®s, en este caso la emision de luz puede ser observada aun después de remover la fuente de excitacidn

(Reuven Chen, 1997).

Para que el fendmeno de luminiscencia pueda ocurrir, generalmente, el material luminiscente debe estar
formado por una red anfitriona, que, por lo general estd compuesta por nitratos, sulfatos u éxidos y por
lo menos un ion activador. Cuando este activador absorbe la radiacién, da lugar a un estado excitado del
electrén, mismo que es impulsado de su estado basal, a un nivel de energia superior. Al regresar el electrén
a su estado basal la luz es emitida. De igual manera hay una liberacién de energia que se presenta en
vibraciones de la red cristalina, también llamados, procesos no radiativos (Figura 3). Los sitios de la red
cristalina donde se llevan a cabo estos procesos fisicos, se denominan centros dpticamente activos (G.
Blasse, 1984).

Energia incidente Fotones

Activador

Red anfitriona

Fonones

Figura 3. Proceso de luminiscencia dentro de una red cristalina, el activador absorbe energia, es excitado y emite
fotones (G. Blasse, 1984).



1.1.1 Centros opticamente activos

Los materiales inorganicos presentan propiedades épticas que dependen de la presencia de los llamados
“centros dpticamente activos”, los cuales consisten en iones dopantes que se introducen de manera
intencional a un cristal durante su proceso de sintesis. Los centros dpticamente activos, también estdn
relacionados a los defectos cristalinos de la red, los cuales pueden ser creados por diferentes métodos de
sintesis. En ambos casos, dichos centros, proporcionan niveles de energia virtuales (que no estan
presentes en la red cristalina sin dopar), que se generan en la brecha energética de la red huésped, dando

lugar a la aparicion de transiciones dpticas de baja energia (Garcia et al., 2005).

Las caracteristicas dpticas de los centros épticamente activos, depende tanto de los iones dopantes como
de la red huésped a la que se introducen. Los elementos que pueden ser incorporados en su forma idnica
a una red cristalina y que dan lugar a niveles de energia virtuales, son los iones de los metales de transicién

y de tierras raras (Garcia et al., 2005).

La principal diferencia entre los iones de los metales de transicidon y los iones de tierras raras, es su
configuracidon electrénica. Los iones de metales de transicidn, poseen capas externas 3d parcialmente
llenas que son dpticamente activas, mientras los iones de tierras raras son épticamente activas debido a
sus capas 4f parcialmente llenas, estos dos tipos de iones son llamados “iones paramagnéticos”(Garcia

et al., 2005).

1.1.2 lones de tierras raras (TR) y iones de metales de transicion (MT)

Los iones de tierras raras también conocidos como iones de lantanidos, son los que se utilizan
comunmente para ser incorporados en cristales como cationes divalentes (TR*) o trivalentes (TR%). Los
iones trivalentes poseen una configuracidn electrénica en su capa de valencia 5s25p%4f", donde la capa 4f"
corresponde a los electrones de valencia y son los responsables de las transiciones épticas. Los electrones
de valencia estan protegidos por los electrones de las capas 5s25p°, que hacen que los TR3* sean
débilmente perturbados al ser incorporados a un cristal y que sus propiedades dpticas sean similares a las

gue presentan como iones libres (G. Blasse, 1984).
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Los iones divalentes (TR%), por su parte, también poseen una capa 4f" pero con un electrén mas en la capa
f. A diferencia de los TR*, los TR* presentan transiciones electrdnicas de las capas f=>d, lo que genera

bandas de absorcion y emision mas amplias (Garcia et al., 2005).

Por otra parte, los iones de metales de transicidon que son utilizados como dopantes, poseen una capa de
valencia 3d, lo electrones presentes en esta capa son los responsables de las transiciones dpticas en los

iones de MT (G. Blasse, 1984).

Los orbitales 3d" en los iones de MT poseen un radio relativamente mds grande que los 4f" de las TR, lo
gue hace que las bandas dpticas cambien dependiendo del cristal donde los iones de MT se introducen
como dopantes. Los iones MT presentan dependencia del nimero de coordinacidn del cristal al que se
incorporan, lo que permite seleccionar una red huésped adecuada para generar emisiones en un rango de

longitudes de onda particulares (G. Blasse, 1984).

En el presente trabajo se utilizaron dos iones como dopantes, uno es el Eu®* perteneciente a los TR, el
cual se introdujo en el BisGesO1, y el otro es el Cr®*, perteneciente a los iones de MT, que se utilizé como
dopante en el LiGasOs, lo que dio lugar a la sintesis de los materiales BisGesO1,:Eu3*y al LiGasOs:Cr?3,

respectivamente.

1.1.3 Germanato de Bismuto dopado con europio BisGe3012:Eu?* (BGO:Eu)

El germanato de bismuto Bi,Ges01; (BGO) es un material centellador, es decir, que emite luz cuando es
excitado por radiacion ionizante, ha sido utilizado como detector en la fisica de alta energia. Actualmente
el BGO se ha estudiado como bioetiquetador para sistemas bioldgicos, lo que ha presentado una buena

respuesta en sistemas bioldgicos y una alta biocompatibilidad (Oviedo Bandera, 2012).

Cuando un cristal de BGO es irradiado, los electrones ionizados producen una banda ancha de emisién a
480 nm producto de las transiciones electrdnicas del Bi**. Por otro lado, para un cristal de BGO dopado
con Eu®* se presentan lineas de emisién agudas en los ~600 nm al ser excitado con una radiacién de

longitud de onda de 394 nm debido a las transiciones internas del ion europio (J. Kim, 1998).
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La finalidad de dopar BGO con Eu®* para dar lugar a la formacién de BisGes01,:Eu®* (BGO:Eu), es brindar
versatilidad a la morfologia y la estructura del material, al generar particulas con morfologia uniforme.
Una de las principales propiedades de este material, es que con una excitacién a una longitud de onda de
394 nm se presentan dos bandas de emisién, una en los 654 nm y otra en los 713 nm. Ambas bandas se
sitian en la primera ventana bioldgica y estan asociadas a las transiciones *Do=>7Fs y *Do=>’F; del Eu¥,
respectivamente. Se ha reportado en la literatura que la cantidad éptima de Eu3* para dopar una red de
BGO, es de 9 % molar, ya que con dicha concentracidn se obtiene la mayor eficiencia de luminiscencia (Chu

et al., 2017).

En la Figura 4 se muestra el modelo propuesto por Kim y colaboradores que explica el rol del Eu®* en el
cristal de BGO. En el esquema se observa un proceso de excitacion A, procesos electrénicos denominados
By C, que estan relacionados con trampas de electrones libres, mientras el proceso D esta relacionado con
la transferencia de energia de los excitones hacia un estado de transferencia de carga. El proceso E es un
estado de transferencia de carga que alimenta al estado °D;, mientras el proceso F describe la emisién en

rojo por la transicion del estado °D;=>’F; del Eu®* (J. Kim, 1998)

| Banda deyconduccion |

—
ED]_ (E].lBﬁ

A |A F
FES) §

Banda de valencia 1

Figura 4. Representacién esquemética propuesto para describir el rol del Eu3* en el BGO (J. Kim, 1998).
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Para este trabajo se tomard ventaja de la emisidn del BGO:Eu, la cual estd centrada en el IFRC y se
encuentra en el rango de la VB-I. Se propone que este material cumpla la funcién de diagndstico y forme
parte de un sistema hibrido/terandstico. Es importante mencionar que en este trabajo de investigacion se

propone por primera vez el uso del BGO:Eu como posible agente de diagndstico en sistemas bioldgicos.

1.1.4. Galato de Litio dopado con cromo LiGas0s:Cr3* (LGO:Cr)

El galato de litio dopado con cromo LiGasOs:Cr3* (LGO:Cr) es un material que ya ha sido utilizado como
bioetiquetador, debido a que presenta caracteristicas como un tamafio de particula promedio de 100nm,
luminiscencia persistente, biocompatibilidad, baja bioacumulacién; al igual que el BGO:Eu presenta
propiedades radioluminiscentes y una banda de emisidon dentro del intervalo de la VB-I centrada en los
~720nm, que como ya se ha mencionado anteriormente, permite aprovechar las propiedades

luminiscentes con una penetracidn en tejidos de hasta 10 cm de grosor (Chen et al., 2017).

Las principales transiciones electrdnicas que presenta el LGO:Cr con una excitacion de 400 nm, son una
banda de emisidn estrecha a una longitud de onda 716 nm que pertenece al infrarrojo cercano (IRC) y que
es caracteristica de los iones Cr® y es atribuida a una transicion prohiba del spin en los niveles 2E=>“A,. El
ancho de la banda de emisidon que va de los ~650 nm a ~850 nm, es atribuido a bandas de transicion de
fonones laterales (sidebands, son comunes en espectros electrénicos de cristales moleculares a baja
temperatura, los picos de banda estan usualmente separados por transiciones electrénicas vibracionales)

2E>*A, (Hochstrasser y Prasad, 1972).

El espectro de excitacién monitoreado con una emision de 716 nm, abarca una regién espectral ancha de
~250 nm a ~660 nm y consiste en tres principales bandas que se originan de las transiciones internas de
los iones de Cr*, lo que incluye una banda en los 300 nm correspondiente a las transiciones “A,=>*T1(*P),
una banda en 415 nm correspondiente a las transiciones *A;2>*T1(*F) y otra banda en los 605 nm

correspondiente a las transiciones *A;>*T1(*T,) (F. Liu et al., 2013).

En la Figura 6 se muestra el mecanismo propuesto por Liu y colaboradores para describir el fenémeno de
luminiscencia persistente del LGO:Cr, en este caso asignaron las trampas de electrones libres profundas
(TRAP-1) y no profundas (TRAP-2) para el proceso de fotoestimulacion. La muestra al ser irradiada con luz

UV entre los 250-360 nm, los electrones del estado base de los iones Cr3* son excitados y pasan a la banda
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de conduccidn (proceso 1), después los electrones en la banda de conduccién son capturados por las TRAP-
1 (proceso 2) y las TRAP-2 (proceso 3). En la etapa inicial de la luminiscencia persistente, los electrones
capturados en TRAP-1 escapan térmicamente hacia la banda de conduccién (proceso 4) y se recombinan
con los electrones excitados del Cr*, los cuales dominan la emisién inicial en el IFRC. Algunas horas
después, la liberacion de electrones puede ser disminuida a través de la banda de conduccidn debido al
agotamiento en TRAP-1. La luminiscencia persistente en el IFRC se origina principalmente por TRAP-2, por
la liberacion de electrones via tunelamiento cuantico (Proceso 5). Bajo una estimulacién corta de un haz
de luz visible o de IFRC a temperatura ambiente, algunos de los electrones de TRAP-2 pueden ser enviados
a la banda de conduccion (proceso 6) y algunos otros vuelven a poblar TRAP-1 (proceso 7) dando como

resultado una mayor luminiscencia persistente (F. Liu et al., 2013)

3+ 2

Cr

Figura 5. Representacion esquematica del mecanismo propuesto para describir la luminiscencia persistente en el
IFRC del LGO:Cr3* (F. Liu et al., 2013).

En el presente trabajo, el LGO:Cr se propuso como un componente en un sistema hibrido y terandstico,
donde, por las sefales de emisidon que presenta en el IFRCy en el rango de la VB-I, cumpla con la funcién

de diagndstico.
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1.2 Nanoparticulas metalicas (NPM)

Las nanoparticulas metdlicas (NPM) poseen caracteristicas, tales como, tamafos de particula que van de
los 10 a los 100 nm, densidad de carga superficial, ademas de presentar diferentes morfologias. Los
metales comunmente utilizados para la sintesis de NPM son: Aluminio (Al), cadmio (Cd), cobalto (Co),

cobre (Cu), hierro (Fe), plomo (Pb), zinc (Zn), plata (Ag) y oro (Au) (Ealias y Saravanakumar, 2017).

Debido a su naturaleza, las NPM, poseen electrones libres en la superficie que al interactuar con un haz
de luz generan una excitacién colectiva de dichos electrones libres (Daniel y Astruc, 2004). Para
determinadas frecuencias de la energia incidente, se produce un acoplamiento entre las frecuencias de la
onda incidente y los electrones libres de la superficie, a este fendmeno se le denomina resonancia del
plasmén de superficie localizado (RPSL) (Murphy et al., 2010). La RPSL se origina cuando el tamafio de las
NPM es mucho menor que la longitud de onda de la radiacidn incidente (Klar et al., 1998). El campo
eléctrico de la radiacién incidente induce a la formacién de un dipolo en la nanoparticula, una fuerza
restauradora en la NPM intenta compensar esta interaccion, lo que resulta en una longitud de resonancia

Unica (Figura 7) (Liz-Marzan, 2004).

La energia de RPSL depende de factores como: la densidad de electrones libre en las NPM, las propiedades
dieléctricas del metal, las propiedades dieléctricas del medio que rodea la superficie de las NPM, el tamaiio
y la morfologia. Cabe destaca que la mayoria de las NPM presentan la frecuencia de RPSL en las regiones

del visible y del ultravioleta. (Klar et al., 1998).

La absorcion del plasmdn de superficie localizado (PSFL) proporciona informacion sobre la estructura de
bandas de los metales, lo que ha llevado a estudiar las propiedades dpticas dependientes del tamaio de
las NPM, donde las nanoparticulas mas estudiadas son las de Au (AuNPs) y las de Ag (AgNPs) (Mulvaney,
1996).
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Figura 6. Diagrama de resonancia del plasmon de superficie en una nanoparticula metalica

Las AuNPs y AgNPs han sido propuestas como agentes de terapia en biomedicina, debido a su
biocompatibilidad, estabilidad quimica y a la afinidad que la superficie de las nanoparticulas (NPs)
presentan hacia una gran variedad de biomoléculas, lo que permite una buena conjugacién con ligandos
especificos. Las biomoléculas con las que se conjugan las AuNPs y AgNPs, se convierten en sistemas de
direccionamiento, para reconocer sitios especificos al ser introducidos en un sistema bioldgico (Jing-Liang

Li, 2010).

Una de las principales diferencias entre las AuNPs y las AgNPs es la resonancia de sus PSF, en las AgNPs el
PSF se presenta en el rango de longitud de onda visible ~400 nm, mientras que la resonancia del PSF para
las AuNPs se puede sintonizar al variar el tamafio, pero, sobre todo, la morfologia de las AuNPs, al permitir
que la resonancia del PSF se presente en la regién del visible y del IFRC. Esta diferencia ha sido
determinante en investigaciones que proponen el uso de AuNPs como agentes de terapia en sistemas
bioldgicos. A continuacion, se presentan dos apartados donde se plasman las principales caracteristicas de

las AuNPs.



14

1.2.1 Nanoparticulas de oro (AuNPs)

Las AuNPs pueden ser sintetizadas en una variedad de morfologias, incluidas esferas, varillas, cubos,
estrellas, etc. De acuerdo al tamafio y la morfologia de las AuNPs pueden absorber o dispersar luz en la

region del visible o del IFRC (Figura 8) (Jing-Liang Li, 2010).

El uso de las AuNPs dirigidas hacia terapias fototérmicas para combatir enfermedades como el cancer ha
tomado relevancia en los ultimos afios, dentro de las razones podemos mencionar los avances en los
métodos de sintesis, que permitirian sintetizar las AUNPs a gran escala y con diferentes morfologias, las
AuNPs comparados con otros metales, son quimicamente inertes en sistemas bioldgicos. Basados en esta
ultima propiedad, se han hecho estudios donde las AuNPs han sido expuestas a diferentes tipos de células,

los resultados que se han obtenido han permitido determinar que las AuNPs son biocompatibles (Abadeer

y Murphy, 2016).

Nanorods
Nanoesferas  Nanoestrellas

Absorbancia

400 600 800
Longitud de onda (nm)

Figura 7. Grafica que muestra la absorbancia del plasmdn de superficie de las AuUNP de acuerdo a la morfologia que
presentan. Figura tomada y modificada de (P. K. Jain et al., 2007).
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La absorcion dptica de las AuNPs y la subsecuente dispersion de energia no radiativa, permite la aplicacion
de estos materiales en terapia fototérmica (seccidn 1.2) (Abadeer y Murphy, 2016). Las propiedades y

aplicaciones de las AUNPs dependerdn de su morfologia y tamafio.

Entre las diferentes morfologias de AuNPs, los nanorods de oro (AuR) son de especial interés, pues se han
utilizado en aplicaciones biomédicas debido a la baja toxicidad que presentan en los sistemas bioldgico en
presencia de altas concentraciones de este material, ademas de que se ha reportado que puede ser

excretado por el sistema hepatobiliar (Locatelli et al., 2015).

Los AuR presentan dos bandas de absorcidn caracteristicas, las cuales corresponden a la resonancia
transversal y longitudinal del PSFL. Un factor que determina la longitud de onda de absorcién de un AuR
es su “relacion de aspecto”, que se define como la razén entre la longitud y el ancho del AuR, (Jing-Liang

Li, 2010).

Los AuR poseen una seccidn transversal grande para la absorcién de luz y la posibilidad de sintonizar la
absorbancia de su plasmon de superficie en el IFRC, la cual es la regidon donde se encuentran las ventanas
bioldgicas. Lo anterior permite la activacidén del PSFL de los AuR con materiales presentes en tejidos de

hasta 10 cm de profundidad (Ochoo et al., 2018) (Mody et al., 2010).

En este trabajo se propone el uso de AuR como componente de un sistema hibrido y terandstico, donde

por las propiedades de PSFL antes mencionadas, los AuR cumplen con la funcién de terapia.

1.3 Terapia fototérmica (TF)

La aplicacién de calor para tratar enfermedades como el cdncer, se ha utilizado desde inicios del siglo XX,
donde la region tumoral podria calentarse en un rango de 40-45 °C. El calor se generaba de manera externa
usando instrumentos que producian campos electromagnéticos (microondas u ondas de radio). La
hipertermia tradicional, actualmente se utiliza en combinacidn con la quimioterapia y radioterapia parala

erradicacion de una variedad de tipos de cancer (Cheung y Neyzari, 1984).

Como ya se ha mencionado en este trabajo, el calor generado por la oscilacion del PSFL de las AUNPs puede

ser utilizado para destruir células de cancer o tejidos (Dreaden et al.,, 2012). La diferencia entre la
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hipertermia tradicional y la terapia fototérmica plasmdnica (TFP), radica en que la TPF genera un
calentamiento solo en los alrededores de las AuNPs, lo que se traduce en la destruccidn de células/tejidos
dafiados, lo que evita la exposicién del tejido sano y por lo tanto reduce los efectos secundarios del

tratamiento (Abadeer y Murphy, 2016).

La terapia fototérmica consiste en el tratamiento de tumores malignos a través de un incremento de
temperatura localizado, con el objetivo de producir un dafo irreversible en las células cancerosas y la
minimizacién de los efectos sobre los tejidos sanos que estan alrededor del tumor. El incremento de la
temperatura se origina debido a la excitacion de los electrones de conduccién de las AuUNPs que induce a
la oscilacidn del PSFL, después de la formacién del plasmdn ocurre una relajacidn no radiativa del sistema
a través de los acoplamientos electrén-fonén y fondn-fondn, lo cual genera un calentamiento localizado
gue puede transferirse al medio que contiene las AuNPs. El efecto de la temperatura sobre los tejidos
tratados, depende de la magnitud en el incremento de temperatura y el tiempo de exposiciéon que tienen

los tejidos a esas temperaturas. Lo anterior se resume en la Tabla | (Habash et al., 2006).

Tabla 1. Efectos de la temperatura sobre tejidos bioldgicos

Rango de Tiempo de . C .
& o p .. Efectos fisicos Efectos bioldgicos
temperatura (°C) exposicion
<-50 > 10 min Congelamiento Destruccidn celular total

Disminucién de la Disminucion del
0-25 metabolismo celular,

"
permeabilidad muerte por hipotermia

30-39 Tiempo ilimitado No hay cambios Crecimiento

Desdoblamiento y
agregacion de

Cambios en las . o
proteinas, dafio

40-46 30-60 min propiedades épticas . .
. irreversible en
del tejido .
exposiciones largas (<60
min)
>50 2 Necrosis, coagulacion Muerte celular

Desnaturalizacion de
>140 Segundos Coagulacion, ablacién  proteinas, ruptura de
membranas
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El desarrollo de nuevos y mejores agentes fototérmicos para el tratamiento de cancer u otras
enfermedades, por medio de terapia fototérmica plasmdnica (TFP), es una parte crucial en el desarrollo

de aplicaciones por medio de nanotecnologia enfocada en biomedicina (MacKey et al., 2014a).

Comparado con las técnicas terapéuticas convencionales, la ventaja de la TFP asistida por AuNPs para el
tratamiento de cadncer como la quimioterapia radica en, que produce un dafio celular altamente localizado,
lo que minimiza los efectos secundarios en células no cancerigenas y genera un tratamiento para cancer

no invasivo (Hogan et al., 2014).

Las nanoparticulas esféricas de oro (AuUNEF) se han utilizado para TFP, la cual puede ser activada al ser
irradiadas con ldseres de longitud de onda en la regién del visible, lo que limita el uso de estos materiales

para cancer desarrollado en el tejido superficial del cuerpo (Connor et al., 2005).

Los materiales mas utilizados parala TFP son los AuR, en estos materiales se puede sintonizar la resonancia
de su plasmdn de superficie en la regidon del IFRC o en alguna de las tres ventanas bildgicas. Bajo estos
pardmetros los AuR pueden ser irradiados con un laser con una longitud de onda de emisién en el IFRC, lo
gue activa el plasmén de los materiales y produce un dafio selectivo por necrosis de las células malignas

(MacKey et al., 2014b).

En afios recientes, se han desarrollados materiales a nivel nanométrico que puedan cumplir con funciones
de diagndstico y terapia de cancer. Para lograr este objetivo, ha sido necesario sintetizar materiales
hibridos, los cuales estan conformados por materiales de diferente naturaleza. En el siguiente apartado se
describen algunas caracteristicas de los materiales hibridos y su importancia para el desarrollo de este

trabajo.

1.4 Materiales hibridos

Los materiales hibridos se definen de manera general, como aquellos que incluyen en su composicién al
menos dos tipos de fracciones o unidades de distinta naturaleza, las cuales se combinan a escala
nanométrica. Con el aumento de la demanda de materiales con propiedades fisico-quimicas especificas,

la investigacién ha dirigido esfuerzos hacia el disefio y desarrollo de materiales hibridos
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nanoestructurados, que se han preparado a partir de multicomponentes formados por dxidos inorgdnicos,

moléculas organicas, complejos metalicos y polimeros (Garcia Fernandez, 2012).

En funcidn de la naturaleza quimica de las interacciones que se establecen entre los fragmentos orgdnicos
e inorganicos que conforman las estructuras de los materiales hibridos, a estos materiales los podemos
clasificar en: Materiales hibridos Clase I, que son aquellos componentes organicos e inorganicos que tienen
una conexion a través de uniones débiles, como enlaces de hidrégeno o Van der Waals, y los materiales
hibridos Clase Il, donde sus componentes estan unidos por medio de enlaces quimicos fuertes (Sanchez

et al., 2005).

Actualmente se han hecho importantes avances en el desarrollo de nuevos materiales hibridos basados
en interacciones quimicas fuertes entre fragmentos de diferente naturaleza e integrando una red
estructural a escala nanométrica a través de enlaces covalentes o de coordinacion. En estos materiales,
las unidades orgdnicas e inorganicas se alternan entre si, lo que genera la estructura final de los materiales
hibridos de clase Il y da lugar a la obtencidon de materiales con diferentes funciones, separados entre si,

estabilizados e integrados en un mismo entramado estructural (Garcia Fernandez, 2012).

La eleccién adecuada de los diversos componentes de un material hibrido, da como resultado la obtencion
de sistemas con propiedades Unicas, no solo por las funciones propias de sus componentes individuales,

sino por el efecto conjunto y las nuevas propiedades generadas.

Este trabajo se centrara en la obtencién de materiales hibridos de clase Il con base inorganica-organica. El
objetivo es lograr la unidn de dos fases inorgdanicas, en este caso, materiales luminiscentes (LGO:Cr y
BGO:Eu) y AuR, utilizando sulfonatos ((3-mercaptopropil) trimetoxisisilano y (3-aminopropil)

trimetoxisilano) como espaciadores organicos.

1.5 Ensayos de citotoxicidad

El proceso de proliferacién celular juega un papel importante desde la embriogénesis hasta el desarrollo
de un organismo completo y continlda su papel critico en el mantenimiento de tejidos mediante el
reciclado de nutrientes que son aprovechados para la formacién de células nuevas. Una proliferacion

anormal de las células estd asociada con enfermedades como cancer (Mosmann, 1983).
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Agentes fisicos y quimicos pueden afectar el metabolismo celular causando toxicidad en células y
provocando dafios como la destruccién de membranas, inhibicién de reacciones enzimaticas, dafio al DNA,
entre otros efectos que finalmente culminan en la muerte de la célula. Los ensayos de proliferacién celular
in vitro (también llamadas ensayos de viabilidad celular) son muy utilizados para pruebas de citotoxicidad
de productos quimicos. Este tipo de ensayos estan basado en funciones celulares como la permeabilidad
de la membrana celular, la actividad enzimatica, la adherencia celular, la sintesis de DNA e incluso el
numero de células que permiten obtener una medida de la toxicidad inducida por el agente en estudio

(Mosmann, 1983).

Los ensayos mas comunes abarcan aquellos basados en la deteccidn de un producto metabdlico mediante
colorimetria, lo que incluye ensayos MTS, MTT, XTT, WST-1, WST-8, LDH, SRB, NRU y ensayos de cristal

violeta.

Por las caracteristicas antes descritas, para cada uno de los materiales a utilizar en este trabajo se plantea
como propuesta de trabajo: desarrollar un sistema de diagndstico y tratamiento localizado para eliminar
células de cancer por medio del uso de AuNPs y nanoparticulas luminiscentes. Los materiales obtenidos
fueron probados en ensayos de citotoxicidad por colorimetria para determinar su biocompatibilidad en

sistemas bioldgicos.

1.6 Hipotesis

Los materiales hibridos sintetizado a partir de AuR y materiales luminiscentes, mantienen la emisién en

el infrarrojo cercano, generan un aumento de temperatura localizado y son biocompatibles.

1.7 Objetivo general

Ensamblar materiales hibridos a partir de AuNR y materiales luminiscentes, que presente una emisién en

el infrarrojo cercano, generen un aumento de temperatura localizado y presenten biocompatibilidad.



20

1.7.1 Objetivos especificos

e Sintetizar nanoparticulas de oro con morfologia rod (AuR)

e Sintetizar LiGasOg:Cr3* (LGO:Cr).

e Sintetizar BisGe301,:Eu®* (BGO:Eu).

e Recubrir LGO:Cr y BGO:Eu con SiO; para obtener LGO:Cr@SiO; y BGO:Eu@SiO..

e Funcionalizar la superficie del LGO:Cr@SiO; y del BGO:Eu@SiO; con una mezcla de (3-

mercaptopropil) trimetoxisilano y (3-aminopropil) trietoxisilano.

e Acoplar los AuNR a la superficie de LGO:Cr@SiO; y del BGO:Eu@SiO, para obtener los materiales
hibridos.

e Encontrar las condiciones de potencia adecuadas para llevar a cabo la terapia fototérmica.

e Realizar ensayos de citotoxicidad celular en presencia de los materiales hibridos obtenidos.
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Capitulo 2. Antecedentes

En este capitulo se abordaran algunos de los trabajos mas relevantes encontrados en la literatura y que

fueron base fundamental en la propuesta y desarrollo de la presente tesis.

2.1 Antecedentes para LiGasOs:Cr3*

En el afno 2013 Liu y colaboradores reportaron la luminiscencia persistente en la region del IFRC del
LGO:Cr3*. En este ensayo se pudo observar que la muestra al ser irradiada durante 5 minutos con una
radiaciéon de longitud de onda de 254 nm y 4 W de potencia, presentaba una banda de emisién centrada

en los ~716 nm con una persistencia de hasta 1000 h (F. Liu et al., 2013).

Liu y colaboradores también realizaron las primeras pruebas del LGO:Cr3* en sistemas in vivo, la muestra
la prepararon por el método de sol-gel. Obtuvieron NPs con didmetros de 50-150 nm, las cuales fueron
recubiertas con polietilenimina (PEI) con la finalidad de etiquetar células 4T1 de cancer de mama (Figura
8). Las NPs fueron irradiadas por 15 min con una ldmpara UV de 254 nm vy, posteriormente, inyectadas de
manera subcutanea en la espalda de un ratén desnudo, al monitorear el ensayo, se pudo detectar la

emision de las NPs hasta 4 h después de ser irradiadas e introducidas al ratén (F. Liu et al., 2013).

C

am

Figura 8. Imagenes de la emision de las LGO:Cr recubiertas con PEl para etiquetar células 4T1 y después de ser
inyectadas en un raton desnudo (F. Liu et al., 2013).
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En el afio 2017 Chen y colaboradores presentaron un trabajo donde probaron las propiedades
radioluminiscentes del LGO:Cr*. La muestra fue irradiada con rayos X con dosis de 0.02Gy y 50 kV, el
material presentd una emisidon centrada en ~720 nm y mantenia sus propiedades de luminiscencia
persistente. Gracias a este ensayo, las propiedades de radioluminiscencia junto a las propiedades de
luminiscencia persistente, abrieron la posibilidad de utilizar el LGO:CrEu** como potencial bioetiquetador
para ser usados en tejidos con una distancia mayor de 10 cm con respecto a la superficie, ya que la

activacion de la luminiscencia por rayos X, permite una mayor penetracion en tejidos (Chen et al., 2017).

2.2 Antecedentes para BisGe3012:Eu?*

En el afio 2014 Carrillo y colaboradores probaron el BisGes01, (BGO) en un ensayo con peces zebra (Carrillo
et al., 2015). Los peces fueron expuestos durante 48 h a dos concentraciones del material: 0.5 ppmy 1.0
ppm. Los tejidos de diferentes érganos (higado, ovarios, testiculos, branquias y cerebro) de los peces zebra
fueron analizados después de ser expuestos al material, para este caso, lo que se evalué fue la formacién
de grupos carbonilo. La presencia de este grupo funcional esta relacionada con una alta concentracién de
especies reactivas de oxigeno (ROS), mismas que pueden ocasionar estrés oxidativo que puede dafiar las
células por diversos mecanismos como peroxidacion de lipidos y rompimiento de cadenas de DNA e
interferir con la sefializacion de las funciones celulares. La formacién de grupos carbonilos también esta
asociada a una etapa temprana de la oxidacidn de proteinas que también puede causar dafios irreversibles

en las células.

Los resultados fueron comparados con un control positivo, donde los peces estaban expuestos a perdxido
de hidrégeno (H,0,), una sustancia que causa estrés oxidativo en las células. Para los ensayos con una
concentracién de 0.5ppm no se encontraron indicios de la produccién de grupos carbonilo por exposicion
al BGO durante 48 h. Alincrementar la concentracion de BGO a 1ppm, los resultados mostraron una mayor
concentracién de grupos carbonilo comparados con el control; por los resultados obtenidos, Carrillo y
colaboradores concluyeron que era posible utilizar el BGO a una concentracion de 0.5ppm para

aplicaciones biomédicas (Carrillo et al., 2015).

En 2016 Oviedo y colaboradores presentaron uno de los primeros trabajos, donde se propuso el BisGes012
como posible bioetiquetador. En este trabajo se realizé6 un ensayo donde el BGO fue funcionalizado de

manera exitosa con anticuerpos para el reconocimiento de células derivadas de cancer (Oviedo et al.,
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2016). Cabe recordar que el BGO también presenta propiedades radioluminiscentes, lo que permitiria

activar la luminiscencia del material en tejidos de zonas profundas del cuerpo humano.

Es importante sefialar que una de las principales limitantes del BGO, es su emision en la regidon del visible
y como ya hemos abordado en este trabajo, es justo en esta regién donde sustancias como la hemoglobina

absorben radiacion, lo que reduce la posibilidad de detectar la luminiscencia desde tejidos profundos.

En la literatura se encuentran trabajos donde el BGO ha sido utilizado como red huésped para el dopado
con tierras raras, en dichos trabajos se presentan resultados relacionados a los cambios en las propiedades
fisicoquimicas del BGO provocados por el dopante, para el momento en que se llevé a cabo este trabajo,
Unicamente, el BGO sin dopar, ha sido evaluado en sistemas bioldgicos y propuesto como posible material

bioetiquetador.

En 1998 Kim y colaboradores reportaron la sintesis del BisGesO1,:Eu®*, el trabajo se centrd en el estudio de
nuevas propiedades fisicoquimicas. Los resultados mostraron que el Eu3* proporciona una mayor eficiencia
en la luminiscencia del material manteniendo sus propiedades radioluminiscentes, ademds presenta una
nueva linea de emisién centrada en ~ 720 nm, longitud de onda que corresponde al IFRC y que se

encuentra en el rango de la VB-1 (J. Kim, 1998).

En 2017 Chu y colaboradores reportaron un trabajo sobre la sintesis de BisGesO1,:Eu®, el trabajo se
centraba en variar la cantidad del Eu®* como agente dopante y el estudio del cambo en las propiedades

luminiscentes derivadas de dicha variacion.

En el trabajo reportado por Chu y colaboradores, utilizaron dopajes de 3 %,5 %, 7 %, 9 %y 11 % de Eu®*
(Figura 9). Concluyeron que el dopaje del 9% de Eu®* presenta las mejores propiedades luminiscentes

utilizando una radiacién de excitacion con longitud de onda de 394 nm (Chu et al., 2017).
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Figura 9. Espectros de emisidn por fotoluminiscencia a diferentes concentraciones de Eu®* (Chu et al., 2017)

2.3 Antecedentes para AuNPs

En 2005 Connor y colaboradores presentaron uno de los primeros ensayos de citotoxicidad de
nanoparticulas de oro (AuNPs), los resultaron indicaron que aunque algunos precursores utilizados en la
sintesis de AuNPs presentaban citotoxicidad, las AuNPs en si no provocaban dafos en las funciones

celulares (Connor et al., 2005).

El ensayo consistid en probar nanoesferas de oro (AuNEF) de diferentes didmetros ~4, 12 y 18 nm. Las
superficies de las AuNEF fueron modificadas con diferentes moléculas de la siguiente manera: para las
AuNEF de 4 nm se tenia en la superficie cisteina y citrato, para las de 12 nm glucosa reducida, mientras
que las AuNEF de 18 nm presentaban citrato, biotina y bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB). Las
diferentes AUNEF fueron probadas por tres dias en lineas celulares derivadas de leucemia K562. Después
de tres dias de una continua exposicién de las células a las diferentes AuNEF, la viabilidad celular fue

determinada por un ensayo MTT.
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Los resultados en este ensayo, mostraron que las AUNEF estabilizadas con CTAB presentaban citotoxicidad,
sin embargo, al ser lavadas por centrifugacion para disminuir la concentracién de CTAB alrededor de las
AuNEF, los resultados eran totalmente diferentes y ya no presentaban citotoxicidad, con lo que pudieron
inferir que el CTAB unido a la superficie de las AuNPs presentaba biocompatibilidad. Otro de los resultados
relevantes en este trabajo, fue que no se presenté ningln cambio en la morfologia de las AuNEF, aun
después de estar expuestas durante 5 dias a las células. Este ensayo abrid una puerta importante para el

uso de AuNPs en aplicaciones de biomedicina (Connor et al., 2005).

2.4 Antecedentes para TFP a partir de AuNPs

En 2003 Lin y colaboradores usaron AuNEF, las conjugaron con anticuerpos para marcar linfocitos, en los
ensayos, las AUNEF conjugadas fueron irradiadas con un laser de 532 nm de longitud de onda, la cual
coincidia con la absorcion del PSFL medida por Uv-Vis en las AUNEF. A pesar de que en los ensayos donde
las AUNEF acopladas a linfocitos fueron irradiadiadas con luz visible, presentaron resultados satisfactorios,
la necesidad de tener una mayor penetracion en los tejidos, evitando la atenuacién de la luz provocada
por la presencia de agua y hemoglobina, derivé en pruebas basadas en esta técnica, pero con AuNPs de
diferente morfologia, los estudios se enfocaron en morfologias de Au, donde su plasmén presentara
absorcién en el IFRC. Con el paso del tiempo las investigaciones pusieron a los AuR como los mejores
candidatos para ser evaluados como posibles agentes terapéuticos, debido a que su plasmdn de superficie

presenta una absorcién en el IFRC.

Al tener como precedente la biocompatibilidad de las AUNP, en 2006 Huang y colaboradores, presentaron
el primer trabajo del uso de AuR como agente de terapia en biomedicina. Para este trabajo se sintetizaron
AuR que presentaban absorbancia de su plasmén de superficie en ~800 nm. Los AuR fueron conjugados
con anticuerpos (AnC) capaces de reconocer lineas celulares especificas con la formacién de un complejo
AuNR-ANC. Las lineas celulares que se utilizaron en este ensayo fueron HOC 313 y HSC3, ambas derivadas
de carcinoma oral, como control utilizaron células HaCat, las cuales son derivadas de queratinocitos.
Ninguno de los anticuerpos utilizados en el ensayo presentaba afinidad a las células HaCat. Cuando los
complejos AuUNR-ANnC fueron expuestos a las diferentes lineas celulares, para el ensayo con HOC 313 y HSC
3, observaron un aumento en el coeficiente de absorcion en comparacion con el que presentaban las
células HaCat debido a la conjugacién exitosa del complejo AuUNR-ANC con las células derivadas de cancer

Figura 10a. El siguiente paso que realizaron fue irradiar con un laser de 800 nm de longitud de onda a
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diferentes potencias, Figura 10b. Como resultado observaron que los AuNR al ser unidos de manera

especificas a las células, son capaces de inducir muerte celular de manera selectiva (Huang et al., 2006).

HaCaT nonmalignant cells HSC malignant cells HOC malignant cells

HaCat nonmalignant cells HSC malignant cells HOC malignant cells

A e TR
Pehil | SR N

\:_J . \\"/ i '\'_i‘-'\/.l‘.”lum
Figura 10. Figura que muestra: A. La selectividad en la interaccidn de los AuR al ser funcionalizados con anticuerpos

afines a células derivadas de céncer, B. La terapia fototérmica selectiva producto de la funcionalizacién de los AuR
con sus respectivos anticuerpos (P. K. Jain et al., 2007).

40 mW

Para 2014 Mackey y colaboradores presentaron un trabajo donde precisaban las caracteristicas dptimas
gue los AuNR deberian tener para ser utilizados como agente de TFP. Los puntos de mayor relevancia para
este trabajo, fueron la seccidn transversal de absorcidn, la eficiencia de absorcién de los materiales y el
campo electromagnético que los AuNR presentaban en su superficie. En este ensayo probaron con AuNR
de diferentes dimensiones, donde determinaron la importancia de la agregacion de las AuNR en la
solucion, debido a que observaron que las AuNR con menores dimensiones presentaban una alta

absorbancia y un campo electromagnético extremadamente intenso en la superficie, pero este campo no
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se extiende lo suficiente para permitir el acoplamiento entre los campos de las particulas adyacentes en

la solucidn y con ello se produzca una conversion de calor mas efectiva (MacKey et al., 2014b).

Gracias a las investigaciones realizadas en el campo de la nanobiotecnologia, los tratamientos contra
enfermedades como el cdncer han ido mejorando y evolucionando. En la actualidad las investigaciones se
centran en el desarrollo de materiales que actian a nivel celular y que ayudan a disminuir los efectos
secundarios producidos por los tratamientos que actualmente se utilizan en el tratamiento de esta
enfermedad. La sintesis de materiales hibridos y multifuncionales, dirigidos hacia el tratamiento de cancer,
es una linea de investigacién que ha tomado auge en afios recientes. El propdsito de este trabajo es acoplar
los materiales luminiscentes con AuNR para la formacién de un material hibrido, tomando asi ventaja de
las propiedades de luminiscencia en el IFRC y de la TFP que puede ser inducida por la presencia de AuNR

en el sistema.
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Capitulo 3. Metodologia

Desde un enfoque general podemos dividir un método tipico de sintesis de nanoparticulas en tres etapas:
1) nucleacidn, 2) la formacién de semillas a partir de los ntcleos y 3) crecimiento de las semillas para

formar cristales (Xia et al., 2009).

En el mecanismo de nucleacién para un metal nanocristalino, un precursor es descompuesto o reducido
para generar atomos con estado de oxidacién cero. De acuerdo a la naturaleza de los atomos a sintetizar
y los precursores a utilizar, el proceso de nucleacién puede tomar diferentes rutas. En la ruta donde se
descomponen los precursores, la nucleacién se espera que se desarrolle mediante el mecanismo
propuesto por LaMery colaboradores (Figura 11) (Lamer y Dinegar, 1950). En este mecanismo se propone,
gue a medida que el precursor se descompone, la concentracién de los atomos metdlicos aumenta con el
tiempo. Esta descomposicion, tipicamente ocurre por sonicado o por la introduccidn de calor al sistema.
Acto seguido, la concentracién de dtomos metalicos en el sistema alcanza un punto de supersaturacién,
los dtomos comienzan a agregarse para formar cimulos lo que da paso a la fase de nucleacién. Una vez
formados los cimulos, éstos comienzan a crecer de manera acelerada y la concentracidon de dtomos
metadlicos en el sistema comienza a disminuir. Si dicha concentracidn disminuye por debajo del nivel

minimo de supersaturacién, el proceso de nucleacidon se detiene (Lamer y Dinegar, 1950).

Si el suministro de atomos a través de la descomposicién de un precursor es continuo, los nicleos creceran
hasta formar cristales (Carbd-Argibay et al., 2010). El crecimiento de los cristales se detendr3, hasta que
se alcance un estado de equilibrio entre los dtomos en la superficie del nanocristal y los dtomos del
sistema. Ademas del crecimiento mediante adicién atémica, los nucleos y los nanocristales pueden unirse

directamente en objetos mas grandes por un proceso de aglomeracidn (Xia et al., 2009).
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Figura 11. Gréfica de concentracidén atdmica con respecto al tiempo, donde se ilustra la generacién de atomos, la
nucleacién y subsecuente crecimiento de NPs (Xia et al., 2009).

En el mecanismo de formacién de nanocristales a partir de la reduccidn de precursores, estos se
encuentran en un estado de oxidacién mas alto que las especies atémicas. Los precursores son convertidos
de manera directa en nucleos y se pueden agregar entre si para formar nanocristales sin pasar por el

estado de oxidacidn de cero (Xia et al., 2009).

La mayoria de los métodos de sintesis utilizados para la obtencién de metales nanocristalinos, involucran
el uso de una sal precursora disuelta en un solvente. En general se asume que los iones metalicos existen
como unidades monoméricas y se encuentran acomplejadas con aniones, ligandos o moléculas solventes

(Xia et al., 2009).

Existen una gran variedad de métodos de sintesis reportados en la literatura, en este trabajo de tesis se
emplearon dos metodologias: la sintesis por sol-gel y la sintesis de nanoparticulas mediada por semillas.

A continuacion, se indagara un poco mas sobre las técnicas empleadas.
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3.1 Sintesis por sol-gel

El proceso de sol-gel es utilizado para la obtencidon de materiales ceramicos, es un método quimico con el
que se pueden obtener materiales altamente puros y homogéneos. De manera general, el proceso de sol-

gel consiste en cinco diferentes etapas (Figura 12):

Etapa 1. Se produce la dispersion estable de los precursores, dando lugar a la formacion de particulas

coloidales (obtencion de un “sol”).

Etapa 2. Ocurre la gelificacién, la cual resulta por reacciones de condensacién que dan paso a la formacion

de una red, aumentando asi la viscosidad de la solucion.

Etapa 3. Se produce el envejecimiento del gel, donde las reacciones de condensacién contintan hasta

transformar el gel en una masa soélida.

Etapa 4. Para esta etapa el gel es secado dando lugar a un monolito denominado xerogel.

Etapa 5. Se lleva a cabo la densificacidon y descomposicion de los geles a altas temperaturas (T>800 °C),
donde los poros de la red del gel se colapsan y las especies orgdnicas restantes se volatizan

(Cushing et al., 2004).

Las principales ventajas que presenta el método de sintesis por sol-gel son: la obtencién de materiales
cristalinos puros, control de las estructuras y bajas temperaturas de sintesis comparadas con otros
métodos de sintesis. Dentro de las desventajas que presenta el proceso por sol-gel, se encuentra el alto

costo de los precursores (Kakihana y Yoshimura, 1999).

En el presente trabajo, los materiales luminiscentes BGO:Eu y LGO:Cr fueron sintetizados por sol-gel
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Figura 12. Diagrama esquematico del proceso de sintesis por de sol-gel (Figura realizada por Belman-Rodriguez)

3.2 Sintesis de BisGes012: Eu** (BGO:Eu)

La sintesis del germanato de bismuto (BisGes012) 0 BGO se llevd a cabo por el método de sol-gel y basados
en las condiciones reportadas por De Jesus y colaboradores (De Jesus et al., 2010). Se utilizaron Bi,03, GeO>
y Eu(NOs)scomo agentes precursores, HNOs al 70 % como solvente y acido tartarico como agente quelante,

las cantidades de reactivos utilizadas en la sintesis eran acordes a la estequiometria de la reaccién.

Primeramente, los precursores se anadieron de forma simultanea a una solucion de HNOs, la cual se
mantuvo en agitacién durante 10 minutos, posteriormente se agregd a la solucién el acido tartarico y se
mantuvo en agitacién continua durante 24 h; pasado este tiempo, la solucion se calenté a 80 °C por dos
horas, después se aumentd la temperatura a 100°C hasta evaporar toda la solucion y obtener el agente
precursor, por ultimo, se realizéd una calcinacidn del precursor a 850 °C por 4 h, con un incremento

controlado de temperatura de 2°C/min (Figura 13).
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Figura 13. Diagrama esquematico para la sintesis de germanato de bismuto dopado con europio BGO:Eu por la
técnica de sol-gel (Figura realizada por Belman-Rodriguez).

3.3 Sintesis de LiGasOs:Cr3* (LGO:Cr)

La sintesis del LGO:Cr fue realizada por el método de sol-gel, bajo condiciones muy similares a las de Ia
sintesis de BGO:Eu. En este caso se utilizaron como precursores LiNOs3, Ga(NOs); y Eu(NOs)s, HNOs al 70 %

como solvente y acido tartdrico como agente quelante.

En esta sintesis, los precursores se afadieron de forma simultdanea al HNOs, la mezcla se mantuvo en
agitacién constante durante 10 minutos. Posteriormente, se agregd el 4cido tartarico a la mezcla, y se
mantuvo en agitaciéon durante 24 h, después de lo cual, se calenté a 80°C por 2 h. Enseguida se aumenté
la temperatura a 100 °C hasta evaporar todo el solvente y obtener un agente precursor o xerogel. Por
ultimo, a la muestra obtenida se le aplicé un tratamiento térmico a 1100°C por 3 h, con una tasa de

incremento de temperatura controlada a 5°C/min.



33

3.4 Recubrimiento de LGO:Cr y BGO:Eu con SiO;

Los materiales luminiscentes fueron recubiertos con SiO, por medio de una modificaciéon al método de

Stéber, a continuacidn se describe el procedimiento (Stéber y Fink, 1968):

Los materiales luminiscentes fueron suspendidos en etanol y dispersados con punta sénica durante 2 h,
posteriormente la muestra fue secada a 60 °C por 12 h. Pasado este tiempo, se tomaron 0.2 g del material
luminiscente previamente dispersado y se agregd a una mezcla que contenia 40 mL de etanol y 10 mL de
agua desionizada, la mezcla fue dispersada durante 40 min en bafio sénico (solucién 1). Por otro lado, se
prepard una solucion con 30 mL de etanol y 0.6 mL de hidroxido de amonio (NH40OH), la cual se mantuvo
en agitacion durante 10 min (solucién 2). Terminados estos procesos, se agregd la solucién 2 a la solucion
1, la mezcla se puso en agitacion a 800 rpm durante 30 min para después ser dispersada por sonicado por
30 min m3ds. A la mezcla se le afiadieron 110 ulL de tetraetil ortosilicato (TEOS) y se mantuvo en agitacién
a 800 rpm durante 4 h. Para detener la reaccidn, la muestra fue lavada 3 veces por centrifugacién a 5500
rom durante 15 min. Enseguida, la muestra fue secada a 60°C por 12 h y, por ultimo se le realizé un
tratamiento térmico a 550°C durante 6 h. Es importante sefialar que se siguié el mismo procedimiento

para los dos materiales luminiscentes (LGO:Cr y BG:Eu).

3.5 Sintesis de Nanorods de oro (AuR)

Los surfactantes son agentes que se adsorben a las superficies o interfaces y poseen una estructura
guimica caracteristica, como lo son, componentes moleculares que tienen poca atraccion con el solvente

(grupo liofdbico) y unidades quimicas que tienen una fuerte atraccion con el solvente (grupo liofilico).

El método de sintesis mediado por semillas (Nikoobakht y El-Sayed, 2003), fue el que se utilizdé para
preparar AuR con tres diferentes relaciones de aspecto. En esta metodologia se preparan dos soluciones,

la solucidn de semillas y la solucidn de crecimiento.

Para preparar la solucién de semillas, una solucién de CTAB (5mL, 0.1M) se mezclé con 12.5 uL de HAuCls
0.25mM, la mezcla fue puesta en agitacion a 800 rpm; se adiciond a la mezcla 0.3 mL de NaBH4 0.02M a

una temperatura de 4°C. La agitacion se mantuvo durante 20 min.
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Tres soluciones de crecimiento fueron preparadas con el objetivo de obtener AuR con diferentes
relaciones de aspecto, cada una de las soluciones fue preparada como se describe a continuacién: una
solucién de CTAB (10 mL, 0.1M) fue puesta en agitacidn vigorosa y se adiciond lo siguiente en este orden:
0.5 mL de HAuCl4 10mM, 24 pL de AgNOs; 50mM, 80 uL de acido ascérbico 0.8 mM, 0.186 mL de HCI 0.5
mM. Después de lo anterior, se obtuvieron las tres diferentes soluciones de crecimiento, en el Ultimo paso
para la obtencion de AuR con diferentes relaciones de aspecto, fue necesario utilizar diferentes volimenes
de la solucion de semillas previamente preparada, en este caso, se adicionaron, a cada una de las
soluciones de crecimiento, los siguientes volimenes: 14 ul, 18 uL y 20 ul respectivamente. Las tres

muestras de AuR fueron identificadas como AuR14, AuR18 y AuR20.

3.6 Ensamblaje de materiales hibridos

El ensamblaje de los materiales hibridos se llevé a cabo de acuerdo a la metodologia reportada por Wescot
y colaboradores (Westcott et al., 2002), mediante la funcionalizacion de la superficie de los materiales por

medios de dos moléculas y el posterior anclado de las AuNPs con la ayuda de dichas moléculas.

A continuacidon se describe la metodologia desarrollada para conjugar los materiales luminiscentes

(LGO:Cr, BGO:Eu) con los AuR para obtener materiales hibridos.

3.6. 1 Funcionalizacion de la superficie de los materiales luminiscentes.

La sintesis se llevd a cabo para cada uno de los materiales luminiscentes (Figura 14), se tomaron 20 mg de
material luminiscente recubierto con SiO,, se suspendieron en 30 mL de etanol, posteriormente se
afiadieron 15 plL de (3-mercatopropil) trimetoxisilano y 5 pL de (3-aminopropil) trimetoxisilano, la mezcla
fue puesta en agitacién por 12 h a temperatura ambiente. Pasadas las 12 h, la mezcla se calenté a 70 °C
durante 1 h. En este tiempo se adicionaron alicuotas de etanol para mantener el volumen constante de la
muestra. La mezcla fue lavada tres veces por centrifugacion a 5500 rpm, el sobrenadante fue retirado y al
término de los tres lavados, la muestra fue resuspendida en 30 mL de etanol. Se obtuvieron dos mezclas,

una para cada material luminiscente, a las mezclas se les denomind: soluciones stock.
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Figura 14. Diagrama esquemadtico para la funcionalizacién de la superficie de los materiales luminiscentes con
moléculas afines a la superficie de los AuR (Figura realizada por Belman-Rodriguez).

En la Figura 15 se muestra un diagrama donde se propone la estructura de las NPs en las soluciones stock,
obtenidas después de funcionalizar la superficie de los materiales luminiscentes recubiertos con SiO,. Las
terminaciones NH, y SH se aprovecharon como puntos de anclaje por la alta afinidad que presentan hacia

la superficie del Au.

(.

CH3

Figura 15. Diagrama esquematico del proceso de funcionalizacion de la superficie de los materiales luminiscentes
recubiertos con SiO2 (Figura propuesta por Belman-Rodriguez).
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La forma en que los AuR fueron preparados para la sintesis de materiales hibridos, se llevé a cabo mediante
la disminucién de la concentracién de CTAB sobre la superficie de los AuR, la concentracién inicial de CTAB

para los AuNR era de 100 mM, para el anclaje se redujo a 1 mM.

Para terminar con la conjugacién de los materiales luminiscentes con los AuR, se tomaron alicuotas de 1
mL de la solucién stock y fueron puestas en 8 tubos de microcentrifuga (4 tubos por solucién stock),
después se agregaron las siguientes cantidades de AuR con una concentracién de CTAB 1 mM, para la
solucién stock de LGO:Cr: 150 pL de AuR20, 300 plL de AuR18, 450 pL de AuR14 y 600 uL de AuR20. Para
la solucién stock de BGO:Eu: 500 pL de AuR18, 500 uL de AuR20, 560 pL de AuR18 y 560 uL de AuR20.

Cada mezcla se puso en agitacion vigorosa durante 2h, pasado este tiempo, la muestra se lavd tres veces
por centrifugacion a 800 rpm para eliminar los remanentes de AuR. Al finalizar las reacciones, se

obtuvieron ocho muestras de materiales hibridos.

3.7 Ensayos de respuesta con calentador optico

Con el objetivo de probar la respuesta de los AuR presentes en los materiales hibridos y basados en los
experimentos de Mackey y colaboradores (MacKey et al., 2014b), las muestras fueron irradiadas con un
laser de 808 nm de longitud de onda. Para lo anterior se procedio al disefio de un calentador dptico. Los

aditamentos necesarios para armar el sistema se describen a continuacion:

Se utilizé un laser de 808 nm de longitud de onda (IFRC) con una potencia de salida que variaba en un
rango de 0.4-1.6 W. La potencia del laser fue regulada con ayuda de una fuente de poder Instek GPD-
4303S. Se empled un porta muestras de cuarzo con capacidad de 0.7 mL. Para medir la temperatura se
utilizé un termopar tipo T de 0.2 mm de didmetro con un error de respuesta de +0.2 °C. El arreglo de los
materiales se hizo como se muestra en la Figura 16. El laser y la muestra fueron cubiertos por una caja

para evitar posibles accidentes con la radiacion infrarroja.
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Figura 16. Diagrama esquematico del calentador éptico (Figura disefiada por Belman-Rodriguez).

3.8 Ensayos de viabilidad celular

El efecto citotdxico de los materiales fue evaluado en ensayos in vitro en las lineas celulares Hela (derivada
de cancer de cervix) y NCI-H1299 (derivada de cancer de pulmén epitelial), las cuales fueron adquiridas en
el American Culture Typing Collection (ATCC). Adicionalmente se emplearon células HaCaT (Queratinocitos
inmortalizados) las cuales fueron proporcionadas por el Laboratorio de Agentes bioldgicos y Cancer del
Instituto Nacional de Cancerologia. Las tres lineas celulares fueron mantenidas en medio de Dulbecco
modificado (Dulbecco’s Modified Media, DMEM) en una atmdsfera humeda al 5% de CO, y 37 °C. Una vez
que alcanzaban una confluencia de 80 % las células eran despegadas con el uso de tripsina y contadas para

ser utilizadas en los ensayos de viabilidad celular o para los ensayos de microscopia.

Los ensayos se realizaron por triplicado al utilizar unas placas de 96 pozos donde se sembraron 10,000
células por pozo. Cada linea celular fue expuesta a cinco concentraciones de los materiales hibridos
previamente sintetizados, para estos ensayos se eligieron 4 materiales: BGO:Eu3*500D20,
BGO:Eu**560D20, LGO:Cr3*150D20 y LGO:Cr**600D20. Las diferentes concentraciones utilizadas fueron:
0.0001 pg/mL, 0.001 pg/mL, 0.01 pg/mL, 0.1 ug/mL y 1.0 ug/mL. Las concentraciones fueron
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seleccionadas basados en los ensayos hechos por Chavez-Garcia y colaboradores (Chavez-Garcia et al.,

2018).

Las diluciones de los nanomateriales, se llevaron a cabo en medio DMEM. Las células fueron incubadas
con las diferentes concentraciones de los materiales durante 24 h a 37 °C y atmdsfera con 5 % de CO..
Como grupo control, se utilizaron las mismas condiciones de cultivo antes descritas y las mismas lineas

celulares incubadas con el agente diluyente (10 % etanol en medio DMEM).

La viabilidad celular se determind mediante dos ensayos colorimétricos, el primero basado en la
biorreduccién de un compuesto de tetrazolio (Cell titer 96, MTS) a formazan, la cual fue agregada
directamente al medio de cultivo e incubado durante 4 h, posteriormente se realizaron las mediciones de
absorbancia. La segunda técnica se basa en la tincion violeta, donde las células se tifieron con una solucién
de cristal violeta al 1% de PBS. Posterior al tiempo de incubacidn, las células fueron fijadas con
formaldehido al 10% en PBS, lavadas y tefiidos con la solucidn antes indicada. Después de tres lavados con
PBS, las placas fueron secadas a temperatura ambiente para remover restos de solucién de lavado.
Finalmente, el colorante fue eluido empleando acido acético al 10% en PBS y se procedié a medir la
absorbancia. Las mediciones de absorbancia se realizaron con un espectrofotdmetro ELISA a 490 nm para

MTS y a 540 nm para tincidn violeta.

A los resultados obtenidos se les realizd con un andlisis de varianza (ANOVA) para determinar las
diferencias significativas entre las células tratadas con NPs y las células control, el valor de a para todos

los analisis fue de 0.05.
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Capitulo 4. Resultados y discusiones

4.1 Germanato de Bismuto dopado con Europio (BisGe3012:Eu’*)

Las muestras de BisGe301,:Eu*" (BGO:Eu) sintetizadas por sol-gel, fueron caracterizadas por las técnicas de
microscopia electrénica de barrido (MEB), microscopia electrénica de transmision, difraccién de rayos Xy

fotoluminiscencia.

El andlisis de la morfologia del material se llevd a cabo por microscopia electrénica de barrido (MEB). Las
Figuras 17a, 17b y 17c muestran las micrografias obtenidas por MEB del BGO:Eu a diferentes
amplificaciones, en las imagenes se observan particulas y la formacién de cimulos. El material muestra
morfologia irregular caracteristica del BGO:Eu®* sintetizado por sol-gel, que concuerda con lo reportado
en la literatura por Chu y colaboradores (Chu et al., 2017). A diferencia de lo reportado por autores como
Rodriguez et. al., (Rodriguez et al., 2018) y De Jesus et. al., (De Jesus et al., 2010) los cuales presentan
estudios por MEB del BGO (sin iones dopantes), donde se aprecia la formacion de cumulos, todos en el
orden de las decenas de micras, en el BGO:Eu obtenido en este trabajo y analizado también por MEB se
observan particulas, presumiblemente con un menor tamano de particula en relacién con el BGO y una
mayor dispersion, resultados que concuerdan con lo propuesto por Chu et al., que asocia la disminucién

del tamafio de particula a la incorporacién del ion Eu?* como dopante.

15kv. %3500 Sumi 4 11 40SEMLSEI ] - 15KV ¢ x5000 Sim

Figura 17. Micrografias de BGO:Eu3* obtenidas por MEB tomadas a diferentes amplificaciones: a) 1000x, b) 3500x y
c) 5000x.

Después de la sintesis por sol-gel y con la finalidad de conocer la estructura cristalina del BisGes012:Eu®*,

se realizé la caracterizacién por difraccion de rayos-X. Los patrones de difraccion (Figura 18) muestran la
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estructura cristalina cubica tipica del BisGe301;, todas las sefiales que se presentan fueron comparadas con
la carta cristalografica JCPDF N. 34-0416 y se observd que habia un empate total de las sefales, por lo que

podemos inferir que el material obtenido no posee ninguna fase secundaria que se pueda asociar con

alguna impureza (Rodriguez et al., 2018).
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Figura 18. Patron de difraccion de la muestra de BisGesO12:E3* sintetizada por sol-gel.

Es importante sefialar que en las bases de datos no existe una carta cristalografica especifica para el
BGO:Eu. Sin embargo, en la literatura se empatan los resultados con la carta cristalografica aqui
mencionada. Por lo anterior es importante caracterizar el material por medio de fotoluminiscencia, con la

finalidad de obtener una prueba irrefutable de la presencia de Eu* dentro de la red de BGO.

Los estudios de fotoluminiscencias (FL) se llevaron a cabo con una radiacién de excitacién de longitud de
onda de 394 nm. En la grafica obtenida se pudo observar cinco lineas de emisidn, las cuales corresponden

a las transiciones electrénicas *Do=>Fo, *Do=>F1, *Do>’F2, *Do=>’F3 y *Do>’F4, correspondientes a las
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transiciones del Eu*(Figura 19). En este caso la linea de emisiéon de mayor intensidad esta asociada a la
transicion °Do=>’F, del Eu®*, que corresponde a un resultado tipico, que se obtiene por el dipolo eléctrico

forzado del ion de Eu®*(Chu et al., 2017).

Por los fines de este trabajo, la linea de emision de interés es aquella que se observa en los ~707 nm,
asociada a la transicién *Do=>’F4, debido a que entra en el rango de la VB-I. Al correlacionar Unicamente
esta linea de emisidon obtenida en nuestro material con lo reportado en la literatura, podemos observar
un ligero corrimiento hacia la longitud de onda del rojo, dicho de otra manera, en la literatura se explica
gue la linea de emisidn en cuestién se presenta en los ~720 nm en comparacién a la nuestra que estd en
los ~707 nm. Este fendmeno se puede atribuir a la posible formacién de 6xidos de Ge y Bi, cuyas fases que
forman cominmente en la sintesis de este material, que actian como impurezas en la muestra y que no
son detectadas por técnicas como difraccion de rayos-X (Belman-Rodriguez et al., 2018)(Belman-
Rodriguez etal.,, 2018) (Belman-Rodriguez, Vidal-Limon, Contreras, Oviedo, & Aguila, 2018)(Belman-
Rodriguez et al., 2018).

El espectro de FL demuestra que el Eu3* estd ocupando un sitio en la red del BisGes015, por lo que el dopado

de la red se llevd acabo de manera exitosa.
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Figura 19. Espectro de emisién obtenido por fotoluminiscencia del BisGesO1, dopado con 9% en peso de Eu3*
(BGO:EU®).
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El analisis del BGO:Eu por microscopia electrénica de transmisiéon (MET) muestra que el material posee
una morfologia poco definida, con un tamafio de particula promedio de ~ 340 nm (Figura 20a y 20c). Otro
de los resultados obtenidos por MET, fue la distancia entre los planos cristalinos del BGO:Eu, el valor
obtenido fue de ~0.44 nm correspondiente a los planos (310) (Figura 20b). Al tomar en cuenta que esta
distancia es mayor a la distancia interplanar reportada para el BGO sin dopar (0.32 nm), podemos asumir

que el aumento en dicho valor se debe a la insercidn de los iones de Eu** en la red del BGO (Chu et al.,

2017).
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Figura 20. Micrografias del BGO:Eu obtenidas por MET, donde se puede observar la morfologia del material (a), la
distancia entre planos cristalinos (b). Ademas, se muestra el histograma de la distribucién de tamarios de particula

(c).

4.2 Galato de litio dopado con cromo (LiGasOs:Cr®*)

Las muestras de LiGas0g:Cr®* (LGO:Cr) sintetizadas por sol-gel, fueron caracterizadas por las técnicas de

microscopia electrénica de barrido (MEB), difraccidn de rayos X y fotoluminiscencia (PL).

El analisis de la morfologia del material, se llevd a cabo por MEB. Las Figuras 21a- 21b muestran las
micrografias obtenidas por MEB para las muestras de LGO:Cr. En ambas imagenes se observa la formacién
de cumulos por parte del material, cuya formacion es tipica después que se produce la calcinacién de los

xerogeles.
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Figura 21. Micrografias de LGO:Cr obtenidas por MEB tomadas a diferentes amplificaciones: a) 1000x, b)3500x y
¢)5,000x.

El estudio de la estructura cristalina del material se realizé por la técnica de difraccion de rayos-X. Los
resultados se pueden observar en la Figura 22. Al comparar las sefiales del patréon de difraccidon, podemos
observar que todas las sefiales empatan con los patrones de referencia de un cristal con grupo espacial
P4532, el cual se deriva del grupo espacial Fd3m del cristal tipo espinela del LiGasOs y que se encuentra

descrito en la carta cristalografica JSPDF N. 76-199 (De Clercq et al., 2017).

También, se puede apreciar en el difractograma que no muestra la presencia de ninguna fase secundaria

que pueda asociarse con la presencia de alguna impureza.

Aligual que con el BGO:Eu, para el LGO:Cr tampoco existe una carta cristalografica que permita determinar
la insercidn del Cr¥* dentro de la red cristalina del LiGasOs, sin embargo, la obtencién de una fase cristalina

sin impurezas es un buen indicio para determinar el éxito de la sintesis por sol-gel.

En las muestras que fueron analizadas por fotoluminiscencia, la emisidn del material fue evaluada con una
radiacion de excitacion de longitud de onda de 400 nm, el material presenta una banda de emision
estrecha centrada en ~720 nm (Figura 23). Esta emisién en el IFRC es caracteristica de los iones CR* y
puede ser atribuida a la transicién electrénica 2E=>*A; que estd relacionada a una transicién prohibida del
espin. En la grafica también se observan sefiales a longitudes de onda de 706, 729 y 737 nm, las cuales
estan relacionadas con las sefiales de los fonones Stokes y anti-Stokes de las bandas laterales de la red (De

Clercq y Poelman, 2018).

La caracterizacién por fotoluminiscencia y la banda de emisién que presenta la muestra en los ~720 nm,
demuestra la presencia del Cr®* en la red cristalina del LiGasOs, lo que da lugar a la formacién del

LiGasOs:Cr*.
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Figura 22. Patrdn de difraccion de la muestra LiGasOs:Cr3* sintetizada por sol-gel.
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Figura 23. Espectro de emisidn del LiGasOs:Cr3* obtenido por fotoluminiscencia.
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Para un andlisis mas detallado sobre la morfologia del material y para determinar el tamafio de particula,
el LGO:Cr fue analizado por microscopia electrénica de transmisiéon (MET). Los resultados se muestran en
las micrografias de la Figura 24, donde se puede observar que el LGO:Cr posee un morfologia semi-esférica.
Al realizar un analisis estadistico se logré determinar que el LGO:Cr posee un tamaio de particula de
aproximadamente 100 nm. Este resultado es determinante para aplicaciones biomédicas, debido a que un
tamanfio de particula de esta indole permite una buena biodistribuciéon del material, asi como también,

representa una baja probabilidad de provocar obstrucciones en el sistema circulatorio.
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Figura 24. Micrografias del LiGasOs:Cr3* obtenidas por MET donde se muestra la morfologia del material. Ademds, se
muestra el histograma de la distribucién de tamafio de particula.

4.3 Nano rods de oro (AuR)

La primera caracterizacién que se realizé para evaluar la sintesis de los AuR obtenidos por el método
mediado por semillas fue a través de Uv-Vis. En la Figura 25 se pueden observar las tres graficas
correspondientes a los AuR14, AuR18 y AuR20. En cada grafica se observan dos seiales, la primera sefial
esta centrada en ~540 nm y es atribuida a la resonancia transversal del PSFL de los AuR (Kim et al., 2018).
En la segunda sefial se observa un desplazamiento hacia la derecha y es atribuida a la resonancia
longitudinal del PSFL de los AuR (Dickerson et al., 2008). Este desplazamiento esta asociado a la variacion

en la cantidad de semillas que se utilizaron en la sintesis: 14, 18 y 20 ulL respectivamente.

La absorbancia del plasmdn de superficie para los tres diferentes AuR se encuentra centrada de la siguiente
manera: AuR14 en ~730 nm, AuR18 en ~783 nm y AuR20 en ~777 nm. La importancia de la posicién de los

picos de absorcion se debe a que con esa longitud de onda se puede activar el PSFL de los AuR y como se
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ha explicado previamente, también se activa el mecanismo de calentamiento del medio que rodea a los

AuR.
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Figura 25. Graficas de absorbancia obtenidas por UV-Vis, para los AuR obtenidos por el método de crecimiento
mediado por semillas. Las graficas se obtuvieron al afiadir en la sintesis 14 plL, 18 pL y 20 uL de semillas
respectivamente.

La morfologia de los AuR fue analizada por MET, los resultados arrojados por la mediciéon se muestran en
la Figura 26, donde se puede observar la morfologia caracteristica de los AuR. Al hacer un andlisis
estadistico de cada una de las muestras, se pudieron calcular la relaciéon de aspecto, donde los AuR14
presentaban una relacién de aspecto de 3.2, los AuR18 de 3.1y los AuR20 3.5. También se pudo determinar
los valores de la distribucién de tamafios promedio que presenta cada uno de los AuR, de tal manera que,
la longitud de los AuR14 se ubica, principalmente, entre los 66-75 nm, en los AuR18 entre los 66-80 y en

los AuR20, entre los 61-80 nm.

Los valores de las relaciones de aspecto y en general del tamafio de particula para los AuR, son importantes
porque van a determinar el factor fototérmico de conversidn de calor (FFCC). Lo anterior se debe, a que
cuando una NP es irradiada con luz, parte de la radiacion es dispersada, mientras que otra parte es
absorbida y posteriormente disipada al medio en forma de calor. Por lo tanto, los valores de la cantidad
de energia absorbida y dispersada por una nanoparticulaa van a depender del tamafio y la morfologia

(Baffou et al., 2009a).
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Figura 26. Micrografias y distribuciones de tamafio de particulas obtenidas por MET de los AuR sintetizados por el
método mediado por semillas.

4.4 Materiales hibridos

Una vez caracterizadas las propiedades fisicoquimicas de cada uno de los materiales luminiscentes y los

AUuR, se procedio a realizar los ensambles de los materiales para la obtencion de los materiales hibridos.

En esta seccidn se presentardn y discutirdn los resultados obtenidos a partir del ensamble de los dos
materiales luminiscentes previamente sintetizados y recubiertos con SiO; (BGO:Eu@ y LGO:Cr@) con los

diferentes AuR de diferentes tamafos (AuR14, AuR18y AuR20).
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4.4.1 Materiales hibridos a partir de BGO:Eu@SiO:

Los ensambles hechos con el BGO:Eu recubierto con SiO, (BGO@Si0,) para la obtencidn de los materiales
hibridos, se realizaron tomando 4 alicuotas de 1.5 ulL de la solucién stock (seccién 4.4) y mezclando con
500 pLy 560 pL de AuR18, 500 pL y 560 pL de AuR20. Las cuatro muestras de AuR fueron utilizadas a una
concentracién 1 mM de CTAB. El resumen de los ensambles hechos a partir del BGO:Eu@SiO; y el nombre

que se le asignd a cada uno de ellos se presentan en la Tabla 2.

Tabla 2. Ensambles entre el BGO:Eu@SiO2 y los AuR a una concentracion de 1mM de CTAB.

Ensambles
BGO@SiO, AuR 18 AuR 20
15 mL 500uL 500uL
560uL 560uL

B@500D18 B@500D20
B@560D18 B@560D20

Muestras obtenidas

La primera caracterizacion que se realizé a los materiales hibridos obtenidos a partir de BGO@SiO; fue por
MEB. Las micrografias mostraron que los AuR se anclaron de manera exitosa sobre la superficie del
BGO@SiO,, también se pudo observar que los AuR no presentaban aglomeraciones al depositarse sobre
la superficie del material luminiscente. La importancia de que los AuR no presenten aglomeraciones, es
debido a que éstas provocan un corrimiento de la banda hacia longitudes de onda de mayor energia
(Dreaden et al., 2012). De darse el efecto antes mencionado, no seria posible la activacién del mecanismo

de disipacidn de energia y el subsecuente aumento de temperatura en la longitud de onda de la VB-I.


mailto:BGO@SiO2
mailto:B@500D18
mailto:B@500D20
mailto:B@560D18
mailto:B@560D20

49

1040 SEM_SEl 15KV x35,000  0.55m = 3 = T
15KV x30,000  0.5pm 1630 SEM_SEI 15KV x30,000 " 05um

e 4

1840 SEM_SEI | 15K} x‘l‘n 0.5um

B@5i0,-500D20 B@Si0,-560D20

Figura 27. Micrografias obtenidas por MEB con una amplificacién de 35,000X de los 4 diferentes ensambles hechos
a partir de BGO:Eu y AuR.

Para determinar la influencia de las moléculas utilizadas en la funcionalizacién de la superficie en el anclaje
de los AuR, se realizd un ensayo donde se seguia la misma metodologia utilizadas para los ensambles,
partiendo del BGO:Eu@SiO, pero omitiendo la funcionalizacidon de su superficie con mezcla del (3-

mercatopropil) trimetoxisilano y (3-aminopropil) trimetoxisilano.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 28, donde es posible observar la ausencia de AuR sobre
la superficie del BGO:Eu@SiO,, por lo que podemos determinar que la funcionalizacion de la superficie del

material luminiscente es determinante para el anclaje de los AuR.
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Figura 28. Micrografias de BGO:Eu@SiO: sin funcionalizar obtenidas por MEB a una amplificacién de 35,000x. Las
micrografias fueron tomadas después de intentar depositar AuR sobre su superficie y siguiendo el procedimiento
descrito en la seccidn 4.6.

Los materiales hibridos a partir del BGO:Eu@SiO, fueron analizados por MET (Figura 29), con la finalidad
de realizar un mejor andlisis de la estructura. Las micrografias se muestran en la Figura 29, donde se puede
observar el material luminiscente recubierto con una capa de SiO, con un espesor homogéneo de ~15 nm.
También se pudo observar el anclaje de los AuR sobre la superficie del BGO:Eu@SiO,. Es importante

mencionar que el tamafio final de los materiales hibridos fue de aproximadamente 400 nm.

B@Si0,-500D18 B@Si0,-560D18 B@Si0,-500D20 B@Si0,-560D20

Figura 29. Micrografias obtenidas por MET de los materiales hibridos sintetizados a partir del ensamble de AuR con
BGO:Eu@SiOa.
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Para que los materiales hibridos puedan ser contemplados como posibles agentes terandsticos, es
importante determinar que las propiedades luminiscentes del BGO:Eu y de PSFL de los AuR prevalezcan

cuando estén conjugados entre si.

Para determinar las propiedades de luminiscencia de los materiales hibridos, las muestras fueron
analizadas por catodoluminiscencia (CL). Los resultados del analisis se muestran en la Figura 30, donde se
puede observar la presencia de una linea de emisiéon centrada en los ~705 nm y que corresponde a la
misma linea que presentaba la muestra de BGO:Eu por FL y que esta asociada a la transicién D> F4 del
Eu3* (seccidn 4.1). También, en la misma Figura 30 se puede observar una fuerte sefial de la banda de
emisidn para la muestra de BGO:Eu. Ademas, se observa una marcada atenuacién para las muestras
correspondientes al BGO:Eu@SiO, y para las que estan asociadas a la conjugacién de los materiales

hibridos.

Para entender la disminucion en la intensidad de la seiial de luminiscencia de los materiales hibridos, se
debe tomar en cuenta que las muestras fueron montadas sobre obleas de silicio. Para esta medicion, la
muestra asociada al BGO:Eu se montd en forma de polvo sobre la oblea de silicio, para el caso de los
materiales hibirdos, estos fueron puestos sobre las obleas de silicio a partir de una solucién que
presentaba una concentracion de 0.66mg/mL. Las diferencias en las intensidades de la sefial, se deben, a
que, al utilizar polvo de BGO:Eu para el andlisis, tenemos la presencia de una mayor cantidad de sitios
luminiscentes, en comparacién con la cantidad de sitios luminiscentes que presentaban las muestras de

los materiales hibridos.

Al dejar de lado la sefial de emisién correspondiente al BGO:Eu y al hacer una comparacién entre los
materiales restantes, de igual manera podemos observar una atenuacién de la seial de emisién de los
materiales hibridos con respecto a la sefial del BGO:Eu@SiO,. Este fendmeno se puede atribuir al
incremento de centros no radiativos asociados a la presencia de los AuR sobre la superficie de los

materiales hibridos (Oviedo et al., 2012).

Es importante mencionar, que la atenuacion de la sefial de emisidn era un resultado esperado debido a la
presencia del recubrimiento con SiO, la funcionalizacién con compuestos SH-(CH:),-NH; y los AuR. En este
caso es importante resaltar que la banda de emisién en el IFRC prevalece aln con la presencia de los
elementos antes mencionados, lo que proporciona a nuestros materiales hibridos la posibilidad de emitir

en el rango de la VB-l y ser detectados a través de los tejidos.
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Figura 30. Espectro de emisidn obtenido por CL de los materiales hibridos obtenidos a partir de los ensambles del
BGO:Eu@SiO2 con los AuR.

Una vez que se determiné que la banda de emisiéon en el IFRC, correspondiente al rango de la VB-I, no
desaparecia ni presentaba corrimientos hacia otras longitudes de onda en los materiales hibridos, fue
determinante evaluar la prevalencia de la sefial del PSFL en ellos. Para llevar a cabo este paso, se realizaron

mediciones por UV-Vis.

En la Figura 31 se presentan los resultados de la caracterizacion por UV-Vis. Se muestran cuatro graficas
diferentes, en cada una de ellas se observan tres espectros de absorbancia. Los que se presentan en color
negro corresponden al material obtenido después de recubrir con SiO; y de funcionalizar la superficie con
las moléculas MPTES-AMPTMS o muestra stock (BGO:Eu@SiO,). El espectro presenta una banda centrada

en los 900 nm, la cual esta asociada a la presencia del recubrimiento con SiO; (Pivac et al., 2018).
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De igual manera, todas las gréficas presentan un espectro sefialado en color rojo, que corresponde a las
absorbancias obtenidas con los diferentes AuR, de tal forma, que para las graficas Figura 31A y Figura31B,
se muestran los espectros de absorbancia de los AuR18, mientras que, para las gréficas Figura 31Cy Figura
31D se muestran los espectros de absorbancia de los AuR20. Para todos los casos, como ya se expuso con
anterioridad, los espectros relacionados con los AuR presentan dos bandas de absorbancia, las cuales son

caracteristicas de la RPSL de los AuR (Hinman et al., 2017).

Los espectros marcados en color azul, en cada una de las graficas, corresponden a la absorbancia de los
diferentes materiales hibridos sintetizados. En todos estos espectros se observa que se mantienen las dos
bandas de absorbancia correspondientes al PSFL de los AuR. Es importante mencionar, que dichas bandas
presentan una disminucion de la intensidad comparado con las bandas de plasmén de los AuR (rojas), se
muestran también un corrimiento hacia longitudes de onda de menor energia (Tabla 3), cuyo resultado
estd asociado con un incremento en la relacidn de aspecto de los AuR al ser depositados sobre la superficie

del BGO:Eu@SiO; (Huang et al., 2006).

De acuerdo con Rezvani Nikabadi y colaboradores, el ensanchamiento de las bandas que también se
observan en los espectros obtenidos a partir de los materiales hibridos, podria estar relacionado con la
seccion transversal de extincion y el camino libre medio de los electrones de los AuR depositados sobre la

superficie del BGO:Eu@SiO; (Rezvani Nikabadi et al., 2013).

Las sefiales agudas observadas en los espectros de las muestras B@SiO,-500D18 (Figura 31A) y B@SiO»-
500D20 (Figura 31C), que se presentan en las posiciones de 580, 740 nm (31A) y 700 nm (31C) estan
asociadas con la incidencia de un fotén con la energia exacta y necesaria para excitar una transicion

electrénica (Kaufman, 2005).

En la Tabla 3 se hace una comparacién entre las posiciones de las bandas del PSFL correspondientes a los

AuR y las bandas obtenidas al analizar los materiales hibridos.

Tabla 3. Comparativo entre las bandas de absorbancia del PSFL de los AuR y las bandas de absorbancia de los
materiales hibridos.

Muestra Absorbancia (nm) Muestra Absorbancia (nm)
AuR18 787 AuR20 779
B@SiO,-500D18 800 B@SiO,-500D20 795

B@Si0,-560D18 805 B@Si0,-560D20 800
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Considerando los resultados anteriores, se puede resaltar que en los materiales hibridos prevalecen las
propiedades de PSFL de los AuR. Con la permanencia de las bandas de absorcién se permite la activacion

del plasmdn de superficie de los AuR, el cual puede inducir un aumento de temperatura localizado y por

lo tanto, ser utilizado como agente de terapia en tratamientos contra cancer.

A) _ B) _ B@Si10,-560D18
— BGOEU@SIO, B@Sio,-500D18 B @SI0. 580078
——B@5I0,-500D18 — ARiE
——AUR1E ——BGO Eu@sio,
=2 =2
= =
=3 =3
= =
% §
-« -«
Longitud de onda {nm) Longitud de onda {nm)
C) - = D) _ BSi10,-560D20
B@Si0,-500D20 ——B@SI0,560D20 2
——B@SIi0,-500020 ——BGOEU@SIO,
—BGOEu@sio, ——AuR20
——AUR20
= =
o o
3 3
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§ §
L L
Longitud de onda {nm) Longitud de onda {nm)

Figura 31. Espectros de absorbancia obtenidos por UV-Vis: A) B@SiO2-500D18, B) B@SiO2-560D20, C) B@SiO»-
500D20y D) B@Si02-560D20.

4.4.2 Materiales hibridos a partir de LGO:Cr@SiO>

Los ensambles hechos con LGO:Cr recubierto con SiO; (LGO@SiO;) para la obtencion de los materiales
hibridos, se realizaron al tomar cuatro alicuotas de 1 mL de la solucién stock (seccion 4.4) y cada uno se

mezclé con 450 ul de AuR14, 300 uL de AuR18, 150 uL de AuR20 y 600 pL de AuR20 respectivamente, lo
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que permitio al final del proceso obtener cuatro muestras. El resumen de los ensambles hechos a partir

del LGO:Cr@SiO; y el nombre que se le asignd a cada uno de los ensambles se presenta en la Tabla 4.

La diferencia en el volumen de las alicuotas tomadas de las soluciones stock de los materiales
luminiscentes, se debe a las diferencias en el tamafio de particula entre ambos materiales. E| BGO:Eu@SiO,
presenta un mayor tamafo de particula en comparacién con el LGO:Cr@SiO; y por lo tanto, una menor
area superficial disponible para depositar los AuR, por lo que al aumentar el volumen de la alicuota del

BGO:Eu@SiO; se logra obtener una mayor area de depdsito.

Tabla 4. Ensambles entre el LGO:Cr@SiO: y los AuR a una concentracion de 1mM de CTAB

Ensambles
LGO:Cr@SiO, AuR 14 AuR 18 AuR 20
1 mlL 450uL 300uL 150uL
600pL
L@450D14 L@300D18 L@150D20
Nombre Muestras
L@600D20

La primera caracterizacion que se realizd a los materiales hibridos, a partir de LGO:Cr@SiO,, fue por MEB.
Las micrografias mostraron que los AuR se depositaron de manera exitosa sobre la superficie del
LGO:Cr@SiO;. En la Figura 32 se observa que no se presentan una aparente aglomeracion de los AuR sobre

la superficie de los materiales luminiscentes.
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Figura 32. Imagenes tomadas por MEB con una amplificacién de 40,000X de los 4 diferentes ensambles hechos con
LGO:Cry AuR.

Para determinar la influencia que tienen los entrecruzadores utilizados para la funcionalizacién de la
superficie del nanomaterial en el anclaje de los AuR, se realizé un ensayo donde se seguia la metodologia
utilizada para los ensambles, partiendo del LGO:Cr@SiO; pero se omitio la funcionalizacién de la superficie

con la mezcla del (3-mercatopropil) trimetoxisilano y (3-aminopropil) trimetoxisilano.

Los resultados de este ensayo se muestran en la Figura 33, donde claramente se pudo observar la usencia
de AuR sobre la superficie del LGO:Cr@SiO,, por lo que podemos inferir, que para el anclaje de los AuR es

determinante la presencia de los entrecruzadores.
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Figura 33. Micrografias de LGO@SiO: sin funcionalizar obtenidas por MEB a una amplificacién de 50,000x. Las
micrografias fueron tomadas después de intentar depositar AuR sobre su superficie y siguiendo el procedimiento
descrito en la seccidn 4.6.

Los materiales hibridos fueron estudiados por MET, con la finalidad de realizar un mejor analisis sobre la
estructura obtenida. Las micrografias se muestran en la Figura 34, donde se puede observar con claridad
el material luminiscente recubierto por una capa de SiO; con un espesor homogéneo de ~10 nm. Ademds,
se observé que los AuR interaccionan con la capa de SiO,. Es importante mencionar que el recubrimiento,
en la mayoria de los casos, se llevd a cabo con mds de una nanoparticula luminiscente. Al realizar las
mediciones del tamafo, se determind que los materiales hibridos, obtenidos a partir de LGO:Cr@SiO,,

tenian un tamafio de particula de ~210 nm.
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Figura 34. Micrografias obtenidas por MET de los materiales hibridos sintetizados a partir del ensamble de AuR con
LGO:Cr@SiOa..

Por otro lado, la evaluacién de las propiedades luminiscentes de los materiales hibridos, obtenidos a partir
de LGO:Cr@Si0,, se realizé por fotoluminiscencia (FL). Los resultados se muestran en la Figura 35, donde
se observa que, para todas las muestras, hay presencia de una linea de emisién centrada en los ~ 720 nm,

que corresponde al LGO:Cr y que esta asociada a la transicion 2E=>*A; del ion Cr3* (R.-S. Liu, 2016).

El espectro que presenta una mayor intensidad en la emisién, es la que estd asociada con la muestra
LGO:Cr@SiO;, mientras que los espectros asociados con los materiales hibridos presentan una marcada
atenuacion, este fendmeno al igual que en los materiales hibridos obtenidos a partir de BGO:Eu, se puede
atribuir al incremento de centros no radiativos asociados con la presencia de AuR sobre la superficie del

LGO:Cr@SiO0s,.

Es importante resaltar que las propiedades luminiscentes en los materiales hibridos se mantienen, puesto
gue no se presenta ningln corrimiento de la banda de emisién y que la sefial sigue centrada en la regién

del IFRC, lo que brinda a estos materiales la posibilidad de emitir en el rango de la VB-l, ademas de



59

mantener las propiedades luminiscentes adecuadas para futuras aplicaciones biomédicas para el

diagnéstico de cancer.

LGO:Cr
LGO:Cr@SiO2

L@sSi0,-450D14

L@Si0,-300D18 22 A
L@Si0,-150D20
L@Si0,-600D20

Intensidad (u.a)

T T T T T 1
650 700 750 800
Longitu de onda (nm)

Figura 35. Espectro de emisién obtenido por FL de los materiales hibridos obtenidos a partir de los ensambles del
BGO:Eu@SiO: con los AuR.

Después de determinar que la banda de emisidon en el IFRC prevalecia para los materiales hibridos
sintetizados a partir de LGO:Cr@SiO; y los AuR, era determinante evaluar la prevalencia de la sefal de

PSFL, la cual fue realizada a través de espectroscopia de UV-Vis.

En la Figura 36 se presentan los resultados de la caracterizacidon por UV-Vis. Se muestran cuatro graficas,
en cada una de ellas se observan tres espectros de absorbancia, los que se presentan en color negro
corresponden al material obtenido después de recubrir el LGO con SiO, y después de funcionalizar la
superficie con las moléculas MPTES-AMPTMS, a esta muestra en la seccidén 3.6 se le denomind solucidn

stock (LGO:Cr@Si0,). Este espectro presenta una banda centrada en los 900 nm, la cual esta asociada al

recubrimiento con SiO,.

Todas las graficas presentan un espectro sefialado en color rojo, que corresponde a las sefiales de

absorbancia obtenida de los diferentes AuR, de tal forma que para las gréaficas de la Figura 36A, se



60
muestran en rojo los espectros correspondientes a los AuR14, en la Figura 36B los AuR18, mientras que
para las Figuras 36C y 36D, se muestran en rojo los AuR20. En cada una de las gréficas, los espectros
asociados a los diferentes AuR, presentan dos bandas, que como ya se expuso con anterioridad, son

caracteristicas de la RPSL de los AuR (Johnson et al., 2002).

En todas las graficas de los materiales hibridos, se observan espectros marcados en color azul, que
corresponden a la absorbancia de los diferentes materiales hibridos. En todos los espectros se puede
observar que se mantienen las bandas de absorbancia asociadas a la RPSL de los AuR. Es importante
mencionar, que estas bandas presentan una atenuacion en la intensidad comparadas con las bandas de
plasmén de superficie de los AuR (color rojo). Otro detalle que se observa es que se presenta un
corrimiento hacia el rojo (Tabla 5), fendmeno que también se observé en los materiales hibridos obtenidos
a partir del BGO:Eu, y que de igual manera estd asociado con un incremento en la relacién de aspecto de

los AuR, el cual ocurre cuando los AuR se anclan sobre la superficie del LGO:Cr@SiO,.

También, en estos materiales se observa un ensanchamiento de las bandas asociadas a la RPSL, el cual
también podria estar relacionado con la seccidn transversal de extincion el camino libre medio de los AuR

(Hogan et al., 2014).
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Figura 36. Espectros de absorbancia obtenidos por Uv-Vis: A) L@Si02-450D14, B) L@Si02-300D14, C) L@SiO2-

150D20y D) L@Si02-600D20.

En la Tabla 5 se hace una comparacion entre las posiciones de las bandas del plasmdén de superficie

localizado obtenidas en los diferentes AuR y las bandas de plasmdn que presentan los materiales hibridos

obtenidos a partir del LGO:Cr.

Tabla 5. Comparacién entre las bandas asociadas a la oscilacion del plasmén de superficie asociadas a los AuR y las
bandas de oscilacion del plasmdn de superficie asociadas a los materiales hibridos obtenidos a partir de LGO:Cr.

Absorbancia

Absorbancia

Absorbancia

Muestra Muestra (nm) Muestra (nm)
AuR14 AuR18 787 AuR20 779
L@Si02-450D14 L@Si02-300D18 820 L@Si02-150D20 810

L@Si02-600D20 816
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4.5 Efecto térmico

Una vez que se caracterizaron las propiedades fisicoquimicas de los materiales individuales y los materiales
hibriddos, se comprobd que en todos los casos, las propiedades luminiscentes y de PSFL se conservaron,
por lo que, el siguiente paso consistié en evaluar el posible aumento de temperatura que pudiera
generarse al excitar el plasmén de superficie presente en los materiales hibridos. Para llevar a cabo este
experimento se utilizé un calentador dptico disefiado especificamente para este trabajo de tesis y cuyas

caracteristicas se abordaron con amplitud en la seccién 3.7.

En esta seccion se analizaran los resultados obtenidos al irradiar los AuR y los materiales hibridos con una
radiacion de longitud de onda de 810 nm, que coincide con la energia necesaria para excitar el PSFL de
dichos materiales y con ello desencadenar los procesos fisicos que generan un aumento de temperatura

en el medio.

La primera aproximacion se realizé al irradiar, Unicamente, los tres diferentes AuR, los cuales presentaban
una concentracion de 1 mM de CTAB. Esta concentracién coincide con la que se utilizé para realizar los

ensambles de los AuR con los materiales luminiscentes.

En la Figura 37 se presentan cuatro curvas, las temperaturas iniciales corresponden a la temperatura
ambiente. La radiacién de las muestras se realizd con una potencia de 800 mW durante 30 min. La curva
marcada en color azul esta asociada con agua, la cual se utilizé como muestra control, tomando en cuenta

la temperatura inicial, se aprecia un aumento de temperatura de 5.5°C (Tabla 6).

Para las curvas asociadas a los AuR, se observa un mayor incremento de temperatura en comparacion con
lo observado en el control. Para los AuR14 se midié un incremento de 11.9°C, para los AuR 18 un
incremento de 10°C, mientras que para los AuR20 se observd un incremento de 12.7°C. El cambio de
temperatura con respecto al control es inducido por el FFCC (factor fototérmico de conversion de calor),
el cual esta asociado a la excitacién del PSFL y la posterior relajacién no radiativa a través de los
acoplamientos electrén-fonén y fondn-fondn que generan un calentamiento localizado (Huang y El-Sayed,

2011).

Los resultados muestran un aumento mayor de temperatura para los experimentos hechos con AuR20. El

FFCC que muestran estos materiales se atribuye a que presentan una relacién de aspecto mas grande (3.5)
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con respecto a los otros 2 tipos de AuR. La relacidn de aspecto de los AuR20 se traduce en una proporcion

de longitud mayor y una anchura menor en comparacién con los otros AuR (Baffou et al., 2009b).

Los AuR20 en nuestro caso poseen una mayor elongaciéon en comparacién con los AuR14 y AuR18.
Tomando en cuenta que la generacion de calor por parte de los AuR es una contribucion directa de los
atomos de Au que se encuentran en la superficie de los AuR, ya que son éstos los que tienen una
interaccion directa con la luz incidente, por consecuencia, la mayor parte de los atomos de Au que
conforman los AuR y se encuentran alejados de la superficie, permanecen inactivos. Sin embargo, para
AuR con una mayor elongacidn, la parte interna se acerca a la parte externa, lo que ocasiona que todo el
volumen del AuR participe en el proceso de calentamiento (Baffou et al., 2009a). El proceso anterior
coincide con nuestras mediciones experimentales y algunas mediciones reportadas en la literatura

(MacKey et al., 2014b).

El analisis anterior describe los aumentos de temperatura obtenidos para los AuR14 y los AuR 18, donde
los AuR14 poseen una mayor elongacién en comparacién con los AuR18 y también registran un mayor

aumento de temperatura.

En la tabla 6 se muestra un resumen de las diferentes temperaturas medidas antes y después de ser

irradiadas con un laser IFR.

Tabla 6. Comparacidn entre las temperaturas iniciales (Ti) y las temperaturas finales (Tf) de los AuR. Las mediciones
fueron obtenidas antes y después de irradiar las muestras con un laser IFR de ~810 nm.

Muestra Ti (°C) Tf (°C) AT (°C)
Agua 23.2 28.7 5.50
AuR14 1Mm 24.3 36.2 11.9
AuR18 1mM 24.5 345 10.0

AuR20 1mM 24.1 36.8 12.7
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Figura 37. Graficos que muestran el cambio de temperatura inducido por el calentamiento fototérmico de los
diferentes AuR a 1mM de CTAB. Las lecturas de las temperaturas iniciales fueron tomadas a temperatura ambiente.

La segunda medicién que se realizé con el calentador dptico, fue para medir la respuesta de temperatura
de los materiales hibridos sintetizados a partir de BGO:Eu. Para esta medicidn se utilizaron dos muestras
control, la primera fue agua y la segunda fue el BGO:Eu@SiO; (también llamada solucién Stock, seccion

3.6).

Al igual que con los AuR, las muestras fueron irradiadas durante 30 min con un laser IFR de 810 nm de
longitud de onda y 800 mW de potencia. En la Tabla 7 se muestran los resultados de las mediciones de
cambio en la temperatura del sistema, donde se indican los valores iniciales y finales de cada experimento.
La muestra que presentd un mayor incremento de temperatura fue el sistema B@SiO,-500D20 con un AT
de 11.1°C, al comparar este valor con el valor obtenido en la muestra control (agua), la cual presenté un
AT de 6.6°C, se aprecia una diferencia entre ambas muestras de 4.5°C, dicha diferencia se atribuye al
conjunto de componentes del material hibrido. Por otro lado, al comparar el mismo material hibrido
(B@Si0»-500D20) con la segunda muestra control (BGO:Eu@SiO,), podemos observar una diferencia de
temperatura entre ambos AT de 3.6°C, este incremento de temperatura (Tabla 7) esta directamente

relacionado con la presencia de los AuR en el sistema, es decir que, se logra activar el PSFL de los AuR
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presentes en la superficie de la muestracon la energia del laser utilizado, lo que trae como consecuencia

un incremento de temperatura del medio donde se encuentran suspendidas (Kim et al., 2018).

Al analizar los AT de las dos muestras control, se puede observar que entre ambas, hay una diferencia de
1.4°C, donde la que presenta un mayor aumento de temperatura es la muestra control BGO:Eu@SiO,,
dicho incremento de temperatura, estd asociado a que, al existir un material en suspensién (stock) e
irradiarlo con un laser de 810 nm de longitud de onda, se activan las frecuencias vibracionales del material,

lo que conlleva a una mayor absorcién de energia y una subsecuente disipacién en forma de calor al medio.

Otra de las variaciones que se aprecian la Tabla 7, es un AT de 7.2°C para la muestra de B@SiO,-560D20,
este es un resultado no esperado, debido a que esta muestra contenia una mayor cantidad de AuR20 en
comparacion con la muestra del B@SiO,500D20. Esto se puede atribuir a un anclaje deficiente de los
AuR20 en esta muestra, lo que genera una menor cantidad de AuR y una disminucién del FFCC (Baffou

et al., 2009a).

Para las muestras que presentaban AuR18, se pudo observar un comportamiento similar entre ambas, los
AT medidos fueron de 8.4°C para el B@SiO,-500D18 y de 8.6°C para el B@SiO,-560D18. Es importante
sefialar que se observa un cambio en la pendiente de la curva asociada a B@SiO,-500D18 y con ello una
disminucién en la temperatura, este fendmeno pudiera ser atribuido a una disminucién en la estabilidad

de la potencia del laser.

Tabla 7. Comparacion entre las temperaturas iniciales (Ti) y las temperaturas finales (Tf) de los materiales hibridos
sintetizados a partir de BGO:Eu. Las mediciones fueron obtenidas antes y después de irradiar las muestras con un
Iaser IFR de ~810 nm de longitud de onda. La grafica que se obtuvo en las mediciones se muestra en el anexo 3 (Figura
46).

Muestra Ti (°C) Tf (°C) AT (°C)
Agua 21.3 27.9 6.6
BGO:Eu@SiO; 25.1 32.6 7.5
B@Si0,-500D20 24.6 35.7 11.1
B@Si0,-500D18 24.7 33.1 8.4
B@Si0,-560D20 24.6 31.8 7.2

B@SiO,-560D18 23.1 31.7 8.6
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Los mismos ensayos fueron realizados para los materiales hibridos sintetizados a partir de LGO:Cr, de los
cuales las muestras controles fueron agua y LGO:Cr@SiO,. Los resultados obtenidos, es decir, las
temperaturas inicial y final de cada experimento se muestra en la Tabla 8. En esta ocasion, la muestra que
mostré un mejor FFCC fue el L@Si0,-150D20, con un AT de 10.7°C. Como se analizé en la Figura 37, los
AuR20 son los que tienen un mejor FFCC, por lo tanto, el efecto sobre la temperatura concuerda con las
mediciones que se muestran para los AuR 1 mM de CTAB. Sin embargo, se esperaba que la muestra
L@Si0,-600D20 presentara una mayor elevacién de temperatura, debido a la presencia de una mayor

cantidad de AuR20.

Al analizar los desplazamientos de las seiales de plasmdn de superficie localizado longitudinal que se
presentaron en los espectros de UV-Vis de los materiales hibridos con respecto a las seiales homdlogas
de los AuR (Figura 36), podemos observar que la sefial para los AuR20 esta centrada en ~777 nm, mientras
gue la sefial del L@Si0,-150D20 estd centrada en ~810 nm y la del L@SiO,-600D20 en 819 nm, lo que
representa un desplazamiento con respecto a los 777 nm de los AuR20 de 33 nm y 42 nm respectivamente.
Los desplazamientos del plasmdn estdn asociados a posibles aglomeraciones de los AuR, las cuales estan
relacionadas con una disminucion en el FFCC, fendmeno que podria explicar la menor elevacién de
temperatura que presentaron los L@Si0,-600D20. Sin embargo no se descartan posibles deficiencias en

el anclaje de los AuR20 sobre la superficie del LGO:Cr@SiOs.

Para los materiales hibridos asociados a los AuR14 y los AuR18, se obtuvieron mediciones que presentaron
un incremento de la temperatura de 6.2°C para L@Si0,-450D14 y de 6.5°C para L@Si0,-300D18. Estos
resultados no se correlacionan con las mediciones reportadas en la Figura 37. El fendmeno puede ser
atribuido a posibles variaciones en la potencia del Idser, debido a que en este experimento se observa,
que las muestras con presencia de AuR14 y AuR18 no superaron el AT medido en la muestra control
correspondiente al LGO:Cr@SiO,, resultado que contrasta con la mayoria de las mediciones aqui

reportadas.

Es importante mencionar, que las mediciones del efecto térmico realizadas con los materiales hibridos
sintetizados a partir de LGO:Cr, fueron las primeras que se hicieron y, basados en el bajo FFCC, pero sobre
todo, basados en el desplazamiento de la sefial de plasmdén de superficie localizado longitudinal que
presentaron los materiales hibridos sintetizados a partir de AuR14, fue que se decidié no continuar
probando los AuR14 y fue la razén por la cual no se ensamblaron sobre el BGO:Eu@SiO,. Los AuR14

presentaron una sefal del plasmadn longitudinal centrada en ~730 nm, mientras que en el L@Si0,-450D14
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la sefial estaba centrada en ~821 nm (Figura 36), lo que significa un desplazamiento de ~¥91 nm, un valor

gue nos indicaba una posible aglomeracidn de los AuR14.

Tabla 8. Comparacidn entre las temperaturas iniciales (Ti) y las temperaturas finales (Tf) de los materiales hibridos
sintetizados a partir de LGO:Cr. Las mediciones fueron obtenidas antes y después de irradiar las muestras con un
Iaser IFR de ~810 nm de longitud de onda. La grafica que se obtuvo de las mediciones se muestra en el anexo 3 (Figura
47).

Muestra Ti (°C) Tf (°C) AT (°C)
Agua 22.4 28.2 5.8
LGO:Cr@SiO; 25.1 32.1 7.0
L@Si0,-450D14 22.8 29.0 6.2
L@Si0,-300D18 21.2 27.7 6.5
L@Si0,-150D20 233 34.0 10.7
L@Si0,-600D20 245 34.0 9.5

El siguiente experimento que se realizd con el calentador dptico, fue interponer entre el haz incidente del
laser y la muestra, una seccién transversal de un tejido muscular animal, con la finalidad de observar el
grado de transparencia 6ptica y el posible dafio al tejido al hacer incidir la radiacién laser a 800 mW vy tratar

de excitar el plasmdn de los AuR presentes en los diferentes materiales hibdridos.

Los resultados del experimento para los materiales hibridos obtenidos a partir de BGO:Eu, se muestran en
Figura 40, mientras que los valores de temperatura iniciales y finales de cada muestra se observa en la

Tabla 9.

Al considerar lo descrito anteriormente, se puede observar en la Tabla 9, que la muestra que presenta un
mejor FFCC es la B@Si0O,-500D20. Este resultado concuerda con los observado en la Tabla 7 y como ya se
abordd anteriormente, también concuerda con los resultados mostrados en la Tabla 8. Sin embargo, en la
Figura 41 se puede observar que las variaciones de temperatura se traslapa con los valores de las barras

de error asignadas a materiales como B@SiO,-500D18 y B@SiO,-560D20.
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Para tener una mejor perspectiva, a los resultados obtenidos se les realizé un andlisis de varianza (ANOVA),

con un valor a=0.05, en este estudio, los aumentos de temperatura que se midieron para cada uno de los

materiales hibridos, fueron comparados con las dos muestras control (agua y BGO:Eu@SiO,).

Al realizar la primera comparacion con respecto al agua (Figura 39A), se pudo observar que todas las

muestras mostraron un aumento de temperatura significativo con respecto al control (*). Sin embargo, al

comparar los datos de aumento de temperatura de los materiales hibridos con el segundo control, en este

caso el BGO:Eu@SiO; (Figura 39B), se observd que las diferencias de temperaturas no fueron significativas

Tabla 9. Comparacién entre las temperaturas iniciales (Ti) y las temperaturas finales (Tf) de los materiales hibridos
sintetizados a partir de BGO:Eu. Las mediciones fueron obtenidas antes y después de irradiar las muestras con un
laser IFR de ~810 nm de longitud de onda. Para la medicidn, un tejido de pollo se interpuso entre la radiacion

incidente del laser y la muestra.

Muestra Ti (°C) Tf (°C) AT (°C)
Agua 23.03 27.3 4.27
BGO:Eu@SiO> 23.86 293 5.44
B@Si0,-500D20  23.93 31 7.07
B@SiO,-500D18  24.16 30.7 6.54
B@SiO,-560D20  23.53 29.4 5.87
B@Si0,-560D18  24.46 30.16 5.7
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Figura 38. Graficos que muestran el cambio de temperatura inducido por el calentamiento fototérmico de los
diferentes materiales hibridos sintetizados a partir de BGO:Eu. Las lecturas de las temperaturas iniciales fueron
tomadas a temperatura ambiente. Las muestras fueron irradiadas con un laser de ~810 nm de longitud de onda, a
una potencia 800mW y durante 30 min. Un tejido de pollo se interpuso entre la luz incidente del laser y la muestra.
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Figura 39. Evaluaciéon del efecto térmico por andlisis de varianza (ANOVA), donde se comparan los aumentos de

temperaturas obtenidas por los materiales hibridos, con las dos muestras control: Agua (A) y BGO:Eu@SiO2 (B). E
valor de a=0.05.
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El incremento de temperatura que se muestra en los ensayos, comprueba que al interponer una seccién
transversal de musculo de pollo entre la radiacidn incidente de 810 nm de longitud de onda y la muestra,
es posible activar el plasmdn de superficie de los AuR presentes en los materiales hibridos, asi como
también, los procesos vibracionales del material luminiscente, donde ambos procesos fisicos contribuyen

de manera directa al aumento de temperatura en el medio.

Un estudio similar al anterior se realizé para evaluar los materiales hibridos sintetizados a partir de LGO:
Cr. De igual manera los valores de AT obtenidos para cada muestra, se reportan en la Tabla X, donde los
valores que se presentan se obtuvieron después de promediar las tres mediciones que se hicieron para

construir cada una de las curvas de la Figura 40.

En la Tabla 10 se puede observar que la muestra con un mejor FFCC es la L@SiO,-600D20 con un AT de
7.6°C, pero al observar las graficas de la Figura 40, se puede ver que las variaciones de temperatura se
traslapan con los valores de las barras de error asignadas a las curvas, a estos resultados, se les realizé un
analisis de varianza (ANOVA), donde se utilizé un valor a=0.05, los aumentos de temperatura que se
midieron para cada uno de los materiales hibridos, fueron comparados con los valores de las muestras

control, en este caso, agua y LGO:Cr@SiO,.

La primera comparacion que se realizo, fue de los datos obtenidos con los materiales hibridos con respecto
al agua (Figura 41A), se pudo observar que todas las muestras presentaron un aumento de temperatura
significativo (*) con respecto al control. Sin embargo, al comparar los mismos datos con la segunda
muestra control (LGO:Cr@SiO;), se pudo observar que la diferencias no eran estadisticamente

significativas (Figura 41B).
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Figura 40. Graficos que muestran el cambio de temperatura inducido por el calentamiento fototérmico de los
diferentes materiales hibridos sintetizados a partir de LGO:Cr. Las lecturas de las temperaturas iniciales fueron
tomadas a temperatura ambiente. Las muestras fueron irradiadas con un laser de ~810 nm de longitud de onda, a
una potencia 800mW y durante 30 min. Un tejido de pollo se interpuso entre la luz incidente del laser y la muestra.

Tabla 10. Comparacién entre las temperaturas iniciales (Ti) y las temperaturas finales (Tf) de los materiales hibridos
sintetizados a partir de LGO:Cr. Las mediciones fueron obtenidas antes y después de irradiar las muestras con un
Iaser IFR de ~810 nm de longitud de onda. Para la medicién, un tejido de pollo se interpuso entre la luz incidente del

laser y la muestra.

Muestra Ti (°C) Tf (°C) AT (°C)
Agua 22.93 27.86 4.93
LGO:Cr@SiO, 24.23 293 5.07
L@Si0-450D14  24.13 30.03 5.90
L@Si0,-300D18 24.1 30.03 5.93
L@Si0,-150D20  23.43 30.13 6.70
L@Si0,-600D20 22.7 30.16 7.46
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Figura 41. Evaluacién del efecto térmico por andlisis de varianza (ANOVA), donde se comparan los aumentos de

temperaturas obtenidas por los materiales hibridos, con las dos muestras control: Agua (A) y LGO:Eu@SiO: (B). El
valor de a=0.05.

Una de las posibles razones por las cuales, en los ultimos dos experimentos no se obtuvo una diferencia
significativa con respecto a la segunda muestra control, se debe a que en ambos casos, la segunda muestra
control presenta una contribucidon directa en el valor de AT de los materiales hibridos, debido a que, como
ya se abordé anteriormente, la longitud de onda del haz incidente, ademas de activar la oscilacién del
plasmén de superficie localizado de los AuR, también activa procesos vibracionales del material

luminiscente que disipa dicha energia en forma de calor.

Otra posible razén por la cual no existié una diferencia significativa en el aumento de temperatura con
respecto a la segunda muestra control, es probablemente debido a una cantidad insuficiente de AuR en
los materiales hibridos, por tal motivo, es necesario buscar mejores condiciones para el anclaje de estos

materiales siendo esta una perspectiva de trabajo futuro que queda en esta tesis.

Los tejidos de pollo utilizados en los ultimos dos experimentos fueron analizados de manera visual con
ayuda de un estereoscopio dptico. No se observd dafio aparente en ninguno de los tejidos utilizados al

hacer incidir un Iaser con una potencia de 800 mW y durante 30 min. Las imagenes y los valores del grosor

de cada uno de los tejidos utilizados se muestran en el anexo 4.
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A pesar de que los experimentos realizados con las secciones transversales de musculos no arrojaron
resultados concluyentes al ser comparados con la segunda muestra control, es importante mencionar, que
este experimento permitié determinar la contribucién directa de los materiales luminiscentes recubiertos
y funcionalizados al aumento de temperatura, sin embargo los datos aqui reportados son una primera
aproximacién, donde se observa que es posible excitar el plasmén de superficie localizado de los
materiales hibridos sintetizados en este trabajo, aun cuando la radiacidn incidente atraviesa un tejido, lo

gue permite pensar, que también es posible el uso de estos materiales como agentes terandsticos.

4.6 Ensayos de viabilidad celular

Tomando en cuenta los resultados obtenidos en las mediciones con el calentador dptico, donde los
materiales hibridos en los que se habian utilizaron los AuR20 presentaban un mejor FFCC y sobre todo
basados en los resultados reportados en la Figura 38, se tomd la decisidn de evaluar la viabilidad celular,
de los materiales: B@Si0,-500D20, B@Si0,-560D20, L@Si0,-150D20 y L@Si0,-600D20, en tres diferentes
lineas celulares: queratinocitos (HaCat), células derivadas de cdncer de cérvix, HelLa y de cancer de pulmon,

H1299 (cancer de pulmadn).

Los ensayos de proliferacion celular fueron realizados por medio de dos técnicas colorimétricas, en este
caso, MTS y cristal violeta, las cuales permitieron medir el efecto causado por los materiales hibridos sobre
la actividad metabdlica en las diferentes lineas celulares, asi como también, permitieron evaluar la posible

muerte celular causada por estos materiales.

Las Figuras 42, 43, 44 y 45, muestran los resultados obtenidos al evaluar los cuatro materiales hibridos
seleccionados. Cada una de las figuras muestran la evaluacidn de uno de los materiales, dentro de la figura
se muestran seis ensayos, tres referentes a MTS (1 por linea celular), otros tres referentes al método de

cristal violeta (se muestran sombreados en gris).

Los resultados obtenidos en los ensayos de proliferacion celular, para el material B@SiO,-500D20 (Figura
42), muestran que el material probado no induce cambios en la viabilidad celular en ninguna de sus
concentraciones 0.0001, 0.001, 0.01, 0.1 y 1.0 ug/mL, ya que, después de realizar el analisis de varianza,
no se encontré una diferencia significativa al comparar las células control con las células que fueron

expuestas a tratamientos con diferentes concentraciones del material hibrido.
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Por los resultados obtenidos con la tincidn con cristal violeta, podemos inferir que el material hibrido no
interfiere en la tasa de proliferacion celular, es decir, no induce muerte celular, mientras que los resultados
obtenidos por el método MTS, nos permiten determinar que tampoco interviene en la actividad
metabdlica de las células, por lo que, en este caso, el B@Si0,-500D20 se perfila como un posible candidato

a agente terandstico en futuras aplicaciones biomédicas.

La Figura 44 muestra algunas diferencias aparentes entre las barras de desviacion estandar,
especificamente en los ensayos hechos por la técnica de cristal violeta, estas diferencias pueden ser
atribuidas a posibles errores en la ejecucién de la técnica, es decir a un error experimental estadistico. Sin
embargo, se debe recalcar que en las mediciones se incluyeron replicados técnicos y replicados bioldgicos
para asegurar la fiabilidad de los mismos. En todos los casos, los resultados no arrojaron diferencias

significativas.

Los resultados observados en la Figura 42, son similares a los obtenidos para los otros tres materiales
evaluados in vitro: B@Si0,-560D20 (Figura 43), LGO:Cr3* 150D20 (Figura 44) y LGO:Cr3*600D20 (Figura 45).
Ninguno de estos materiales hibridos presentd una diferencia significativa con respecto al control, por lo
que, podemos inferir que todos son biocompatibles y de igual manera se pueden perfilar como posibles

candidatos a agentes terandsticos en aplicaciones biomédicas.

Es importante sefalar, que en este trabajo se presenta una primera aproximacion sobre los efectos de los
materiales hibridos en sistemas bioldgicos, por lo tanto, es necesario continuar con el estudio de los
efectos bioldgicos de estos materiales y las posibles afectaciones que pueden tener al ser probados en

ensayos de otra indole.
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Figura 42. Ensayos de viabilidad celular utilizando NPS hibridas B@SiO»-500D20. Células Hela, NCI-H1299 y HaCat
fueron sembradas a una densidad de 10,000 células/pozo y una placa de 96 pozos e incubadas hasta lograr la
adherencia. Las células fueron tratadas con diferentes concentraciones de B@Si0O,-500D20, la viabilidad celular se
determind 24 h post-tratamiento. A,B,C) viabilidad celular evaluada mediante MTS. D,E,F) viabilidad celular evaluada
mediante cristal violeta. No se encontré diferencia significativa entre las concentraciones probadasy el grupo control.
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Figura 43. Ensayos de viabilidad celular utilizando NPS hibridas B@SiO»-560D20. Células Hela, NCI-H1299 y HaCat
fueron sembradas a una densidad de 10,000 células/pozo y una placa de 96 pozos e incubadas hasta lograr la
adherencia. Las células fueron tratadas con diferentes concentraciones de B@Si0O2-560D20, la viabilidad celular se
determind 24 h post-tratamiento. A,B,C) viabilidad celular evaluada mediante MTS. D,E,F) viabilidad celular evaluada
mediante cristal violeta. No se encontré diferencia significativa entre las concentraciones probadasy el grupo control.
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Figura 44. Ensayos de viabilidad celular utilizando NPS hibridas LGO@Si02-150D20. Células HelLa, NCI-H1299 y HaCat
fueron sembradas a una densidad de 10,000 células/pozo y una placa de 96 pozos e incubadas hasta lograr la
adherencia. Las células fueron tratadas con diferentes concentraciones de L@SiO2-150D20, la viabilidad celular se
determiné 24 h post-tratamiento. A,B,C) viabilidad celular evaluada mediante MTS. D,E,F) viabilidad celular evaluada
mediante cristal violeta. No se encontré diferencia significativa entre las concentraciones probadas y el grupo control.
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Figura 45. Ensayos de viabilidad celular utilizando NPS hibridas L@Si02-600D20. Células Hela, NCI-H1299 y HaCat
fueron sembradas a una densidad de 10,000 células/pozo y una placa de 96 pozos e incubadas hasta lograr la
adherencia. Las células fueron tratadas con diferentes concentraciones de L@SiO2-600D20, la viabilidad celular se
determind 24 h post-tratamiento. A,B,C) viabilidad celular evaluada mediante MTS. D,E,F) viabilidad celular evaluada
mediante cristal violeta. No se encontré diferencia significativa entre las concentraciones probadasy el grupo control.
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Capitulo 5. Conclusiones

En este trabajo de investigacidn, se sintetizaron y caracterizaron dos materiales luminiscentes con emision
en el infrarrojo cercano: BisGes01,:Eu® y LiGas0g:Cr3*. Ambos materiales fueron sintetizados por el método

de sol-gel y, posteriormente, recubiertos con SiO..

Se logré el recubrimiento de los materiales luminiscentes BisGes01,:Eu®* (BGO:Eu) y LiGasOs:Cr3* (LGO:Cr)
con SiO; por el método de Stober modificado y se pudo lograr crecer una capa uniforme de ~15 nm
alrededor de dichos materiales, la capa aumentd las posibilidades de funcionalizar su superficie. Esta

sintesis dio lugar a la obtencién de BGO@SiO; y LGO@SiO..

Se sintetizaron y caracterizaron nanorods de Au con diferentes relaciones de aspecto por el método
mediado por semillas, por este método de sintesis se pudo sintonizar la absorbancia del plasmén de

superficie localizado longitudinal de los AuR en el IFRC y dentro de la VB-I.

Se logroé funcionalizar los materiales luminiscentes previamente recubiertos (BGO@SiO; y LGO@SiO,) con
las moléculas (3-mercatopropil) trimetoxisilano y (3-aminopropil) trimetoxisilano, las cuales presentan

afinidad a la superficie de los AuR por la respectiva presencia de los grupos funcionales -SH y -NH,.

Se pudo realizar el acoplamiento de los AuR sobre la superficie de los materiales luminiscentes recubiertos

(BGO@SiO, y LGO@SIO3) para dar lugar a la formacién de los materiales hibridos.

Los materiales hibridos mantenian las propiedades luminiscentes con emision en el IFRC, propias tanto del
BGO:Eu como del LGO:Cr. De igual manera, los materiales hibridos mantuvieron las propiedades de
resonancia de plasman de superficie, la cual estaba asociada a la presencia del anclaje de los AuR sobre la

superficie de los materiales luminiscentes.

Se logrd realizar una primera aproximacion, donde se pudo medir la respuesta de los materiales hibridos
y el cambio de temperatura inducido por el factor fototérmico de conversién de calor al ser irradiados con
un laser de longitud de onda de 810 nm, durante 30 min y con una potencia de 800 mW. Los resultados
en esta parte del trabajo, estan asociados a la presencia de la banda de plasmén de superficie longitudinal

asociada a los AuR y que se mantiene presente en los materiales hibridos.
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Por ultimo, en este trabajo, también se presentan los primeros ensayos de viabilidad celular de los
materiales hibridos. Los materiales fueron probados en células inmortalizadas HaCat, asi como también
en lineas celulares derivadas de cancer tales como Hela y H1299. En todos los ensayos realizados se pudo

observar que los materiales hibridos presentaron biocompatibilidad.

5.1 Perspectivas

Como se ha hecho hincapié con anterioridad, en este trabajo se presentan ensayos como primeras
aproximaciones de un trabajo futuro, algunas de las perspectivas que se plantean en esta tesis se abordan

en los siguientes puntos.

Uno de los puntos a mejorar, es tener una mejor funcionalizaciéon de la superficie de los materiales
luminiscentes para poder optimizar el anclaje de AuR e incrementar la presencia de estos materiales en
los sistemas hibridos. Lo anterior con la finalidad de mejorar la respuesta en los efectos térmicos medidos

en los ensayos con el calentador dptico.

El acoplamiento de los materiales hibridos con una biomolécula que presente afinidad hacia una linea
celular especifica, con la finalidad de poder dirigir de manera especifica los materiales hibridos aqui
presentados, hacia dichas células. Proporcionar afinidad a los materiales hibridos, permitiria evaluar las

propiedades luminiscentes y el efecto fototérmico en ensayos in vitro.

Otro de los puntos que se plantean en perspectiva, es evaluar la luminiscencia y el efecto fototérmico de
los materiales hibridos en pruebas bioldgicas in vivo, ademas de hacer estudios de bioacumulacidn, todo

para terminar el posible uso de dichos materiales como agentes terandsticos.
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Anexos 1

Fotoluminiscencia (FL)

La fotoluminiscencia es un proceso que se genera cuando en un material, los electrones del estado base
son excitados hacia un estado de mayor energia por una fuente de radiacién electromagnética de onda
corta, generalmente luz ultravioleta, cuando los electrones regresan a su estado base liberan su exceso de

energia en forma de luz.

El proceso de fotoluminiscencia esta presenta dos etapas: Excitacidn y relajaciéon. El proceso excitacion
ocurre cuando el material es irradiado por longitudes de onda Uv-Visible y los electrones ocupan los sitios
de los estados de excitacidn permitidos, durante la relajacidn, los electrones regresan a su estado basal.
Los excesos de energia se disipan por procesos radiativos, es decir, generando una emisiéon o por procesos
no radiativos que son modos cuantizados de vibraciones en la red del material (fonones). La energia de la
luz emitida es proporcional a la diferencia de energia entre los niveles del estado excitado y el estado

basal.

La fotoluminiscencia, de manera general, se divide en dos tipos: Luminiscencia intrinseca y luminiscencia
extrinseca. La primera se subdivide en tres tipos: Luminiscencia banda-banda, luminiscencia por excitén y
luminiscencia por cruzada. Por otro lado, la luminiscencia extrinseca se subdivide dos tipos: Luminiscencia

deslocalizada y luminiscencia localizada (Vij, 1998).

Para los fines de esta tesis, nos centraremos en la luminiscencia extrinseca, la cual es originada cuando se
incorporan impurezas de manera intencional, en la mayoria de los casos, las impurezas son metalicas o
defectos. Las impurezas incorporadas intencionalmente son llamados activadores y los materiales a los

que se les incorpora las impurezas, usualmente son llamados “fésforos” (Vij, 1998).

Como ya se menciond, la luminiscencia extrinseca se clasifica en: localizada y deslocalizada. En la
deslocalizada, los electrones y los huecos de la red huésped, por ejemplo, los electrones libres de la banda
de conduccién y los huecos libres de la banda de valencia participan en el proceso de luminiscencia,
mientras que, en el caso de la luminiscencia localizada, los procesos de excitacion-emisién estan
confinados a centros luminiscentes localizados. Para los fines de este trabajo, nos centramos en el tipo de
luminiscencia extrinseca localizada, debido a que se sintetizaron materiales donde se incorporaron

impurezas que juegan el papel de centros luminiscentes localizados (Vij, 1998).
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La incorporaciéon de impurezas metalicas en redes cristalinas y semiconductores, generan centros
luminiscentes localizados eficientes. Algunos tipos de defectos en la red, también pueden actuar como
centros luminiscentes localizados. Los centros luminiscentes localizados se pueden clasificar en dos tipos:
Los de transiciones permitidas y los de transiciones prohibidas, en ambos casos las transiciones son de

dipolo-eléctrico (Vij, 1998).

Las Transiciones de dipolo-eléctrico pueden tener lugar entre niveles de energia de diferente paridad. Las
reglas de seleccidn para estas transiciones en dtomos, estdn determinadas por el nimero cuantico
azimutal A¢ = £1. Cuando los &tomos o iones son incorporados a cristales, se altera el cardcter prohibido
de la transicién dipolar por la perturbacién que se ocasiona en el campo eléctrico del cristal, lo que

ocasiona, que las transiciones prohibidas se conviertan, hasta cierto punto, en transiciones permitidas.

Muchos materiales luminiscentes son sintetizados con la incorporacion de los siguientes activadores (Vij,

1998).

Transiciones permitidas:

(i) Transicidon s <> p (electrén atrapado en una vacancia anionica), ejemplo, T1°.

(ii) Transicidn s? <> sp, ejemplo, T1*, Sn?*, Pb?*, Sb?*, Bi*.

(iii) Transicidn f <> d, ejemplo, Eu?, Ce*.

Transiciones no permitidas

i) Transicion , ejemplo, Ti**, Cr**, Cr**, Mn%, Mn*, Fe*, Fe3*,
(i) Transicién d <> d, ejemplo, Ti®*, Cr®*, Cr*, Mn%, Mn*, Fe?*, Fe**

(ii) Transicion f <> f, ejemplo, Pr3*, Nd3*, Sm3, Eu®*, Tb**, Er®*, Tm3* (y otros iones trivalentes de tierras

raras)
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1.1 Transiciones f &> f

La mayoria de los iones trivalentes de tierras raras (Ce*-Yb3*) producen luminiscencia con lineas de
emision bien definidas debido a las transiciones 4f"">4f", las emisiones generalmente se producen desde
la region del visible hasta la del infrarrojo. Como ejemplo, el Eu®* produce luminiscencia en el rojo,

mientras que los iones de Tb* emiten en el verde (Vij, 1998).

Los iones trivalentes de tierras raras poseen una configuracién electrénica 4f"5s25p®(n=1-13). La
configuracion de los iones divalentes posee un electrén mds en la capa 4f. La capa electrdnica 4f se
encuentran protegidos por las capas 5s5p, por lo tanto, la influencia del campo cristalino sobre los
orbitales 4f es débil. Debido a lo anterior, el orbital 4f se ve muy poco alterado cuando los iones de tierras

raras se incorporan en alguna red cristalina (Vij, 1998).

1.2 Transicionesd €& d

Los iones del grupo del Fe producen luminiscencia debido a las transiciones 3d""=>3d", la emisién de estos
iones se presentan desde la regién del visible hasta el infrarrojo. Entre los iones de este grupo, el Cr3*y el
Mn* poseen una configuracién 3d® y el Mn?* configuracién 3d°, dichas configuraciones son importantes

para las aplicaciones luminiscentes.

En la mayoria de las redes cristalinas huésped, el ion Cr** y Mn* muestran lineas de emisién que van de la
region del rojo al infrarrojo cercano. Sin embargo, en algunas redes cristalinas, el ion Cr** presenta bandas
de emision en el rango del visible y varian del azul-rojo, estas caracteristicas espectrales se describen a

partir de la teoria del campo eléctrico (Vij, 1998).
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Anexo 2

Catodoluminiscencia (CL)

El termino catodoluminiscencia (CL) deriva del uso de electrones de alta energia como medio de
excitacion. Cuando un haz de electrones interacciona con un material sélido, una cantidad de electrones
puede ser retrodispersados por colisiones eldsticas, es decir, que la cantidad de energia que pierden por
interaccion con el material es muy baja. Por otro lado, los electrones que no son retrodispersados sufren
colisiones inelasticas, en este proceso se generan una gran variedad de procesos como la emision de
electrones secundarios, fluorescencia, pares electrén hueco, efectos térmicos y electrones Auger (Vij,

1998).

La disipacidon de la energia primaria del electron deriva en una cascada de procesos complejos, estos
procesos se traducen, principalmente, en la excitacion de particulas individuales y la produccion de
fonones. La excitacion de particulas individuales decae por procesos de pares electron-hueco, la

recombinacidn radiativa de dichos pares, son los que provocan la CL (Vij, 1998).

Las sefales de emisidon detectadas por esta técnica nos indica que el fendmeno de luminiscencia no sélo

proviene de la superficie del material sino también del bulto.
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Anexo 3

Figuras del efecto térmico
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Figura 46. Graficos que muestran el cambio de temperatura inducido por el calentamiento fototérmico de los
diferentes materiales hibridos sintetizados a partir de BGO:Eu. Las lecturas de las temperaturas iniciales fueron
tomadas a temperatura ambiente. Las muestras fueron irradiadas con un laser de ~810 nm de longitud de onda, a
una potencia 800mW y durante 30 min.
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Figura 47. Graficos que muestran el cambio de temperatura inducido por el calentamiento fototérmico de los
diferentes materiales hibridos sintetizados a partir de LGO:Cr. Las lecturas de las temperaturas iniciales fueron
tomadas a temperatura ambiente. Las muestras fueron irradiadas con un laser de ~810 nm de longitud de onda, a
una potencia 800mW y durante 30 min.
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Anexo 4

Ensayos de proliferacion celular

El principio de los ensayos de proliferacién celular por colorimetria es medir la cantidad de un marcador
bioquimico para evaluar la actividad metabdlica de las células. Los reactivos utilizados en estas técnicas,
producen una coloracién en respuesta a la viabilidad celular, permitiendo medir la coloracidén con ayuda
de un espectrofotdmetro y asociar la medicidén con la proliferacidon o en su defecto, con la muerte celular

(Ozlem, 2017).

En este trabajo nos enfocaremos en las caracteristicas de los ensayos de tipo colorimétrico MTS vy cristal
violeta. El ensayo por MTS se basa en la conversion de sales de tetrazolio a formazan por medio de la
actividad mitocondrial de células vivas, es decir, la cantidad de formazan que se produce, depende de la
cantidad de células vivas en el medio de cultivo después de recibir la estimulacién de algin agente externo

(Ozlem, 2017).

Por su parte, los ensayos por cristal violeta, se basa en la adherencia de las células en el sustrato, ya que
las células que sufren muerte celular pierden su adherencia y se desprenden. Esta caracteristica se puede
usar para la evaluacion indirecta de muerte celular y determinar diferencias en la tasa proliferacion como
resultado de la estimulacion de agentes citotdxicos. En este tipo de ensayos, el colorante de cristal violeta
se une a las proteinas de DNA de las células vivas, y por lo tanto adheridas al sustrato. Por lo anterior se

infiere que, al presentarse muerte celular, la cantidad del colorante se vera disminuida (Ozlem, 2017).

En este trabajo, los materiales hibridos sintetizados, fueron probados en diferentes lineas celulares. El
monitoreo de la proliferacion celular se llevé a cabo por medio de los ensayos colorimétricos MTS y cristal

violeta, con la finalidad de determinar la viabilidad celular de dichos materiales.
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Anexo 5

Imagenes de los tejidos

Set de figuras referentes al experimento descrito en la seccidn 4.5. En la figura se muestra las secciones
transversales de musculo antes y después de ser irradiados con luz IFR de 810 nm a una potencia de 800
mW y durante 30 min, también se muestra el valor del grosor de cada uno de los tejidos y de manera

visual, se puede observar que no existe un dafio aparente causado por el experimento

Tejido antes de irradiar Tejido despuésde irradiar | Grosor (mm)
. -
. 3
0.97
. -
D -
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