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Resumen de la tesis que presenta Claudia Alcira Espinoza Gonzalez como requisito parcial para la
obtencidn del grado de Maestro en Ciencias en Nanociencias.

Nanoparticulas optomagnéticas para su posible aplicacion como tratamiento para cancer de piel del
tipo melanoma

Resumen aprobado por:

Dr. Gustavo Alonso Hirata Flores Dra. Patricia Juarez Camacho
Codirector de tesis Codirectora de tesis

El cancer de piel es la tercera incidencia de cdncer, en mujeres y hombres a nivel mundial. La prueba
“ABCDE” es el método tradicional para diagnosticar melanoma en etapas tempranas, sin embargo, siendo
una prueba a ojo humano y de modo preventivo, a menudo se relacionan con resultados falsos negativos,
disminuyendo las probabilidades de supervivencia. En este trabajo, se desarrollaron nanoparticulas
optomagnéticas (OP-NPs). Primeramente, se sintetizaron nanoparticulas luminiscentes (LNPs) de:
ortovanadato de itrio (YVO,), ortovanadato de lantano (LaVO,), granate de itrio y aluminio (Y3AlsO12) y
oxido de gadolinio (Gd,03) con co-dopaje de neodimio y europio mediante el método de sol-gel. Se
caracterizaron por microscopia electrénica de transmisién (TEM), difraccién de rayos-X (XRD),
catodoluminiscencia (CL), espectroscopias en ultravioleta (UV) e infrarrojo (IR) con la finalidad de
seleccionar el material con mejores propiedades fisicoquimicas y morfoldgicas, para la fabricaciéon de OP-
NPs. Se selecciond Gd,03:Nd3*,Eu* a (2%, 3%). Y se sintetizaron tres OP-NPs, es decir, se combinaron LNps
y nanoparticulas magnéticas (MNPs) a diferentes proporciones, embebidas en silice (SiO) por el método
de Stober. Todo esto, con la finalidad de proponer un nuevo material para el diagnédstico y terapia a cancer
de piel tipo melanoma. Las OP-NPs se caracterizaron por: TEM, XRD, CL, espectroscopia en IR y
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR). Para las OP-NPs, se determind una
morfologia esférica, con un tamafio promedio de 230 nm de diametro. Se identificaron las vibraciones de
los grupos funcionales de las LNPS, MNPs y SiO,. Adicionalmente los resultados de EDS confirman la
formacién del composito con LNPs y MNPs embebidas en silice. Ademas, se evalud la citotoxicidad a
diferentes dosis de las OP-NPs, LNPs y MNPs en la linea celular B16-F1 (células de melanoma murino) y
293T (células sanas de rifidn humano). Las OP-NPs en la linea celular B16-F1 son citotdxicas dependiente
de la dosis; y en 293T no muestra una toxicidad aparente. Finalmente se evalud la emision en IR de las OP-
NPs variando la temperatura, corroborando que las OP-NPs fabricadas en este trabajo de investigacion
pueden ser utilizadas como termdémetros y calentadores para terapia en melanoma.

Palabras clave: nanotermdémetro, biomarcador, nanocalentador, citotoxicidad



Abstract of the thesis presented by Claudia Alcira Espinoza Gonzalez as a partial requirement to obtain
the Master of Science degree in Nanoscience.

Optomagnetic nanoparticles for its possible application as a treatment for skin cancer of the
melanoma type

Abstract approved by:

PhD. Gustavo Alonso Hirata Flores PhD. Patricia Juarez Camacho
Co-director of thesis Co-director of thesis

Skin cancer is the third incidence of cancer in women and men worldwide. The "ABCDE" test is the
traditional method to diagnose melanoma in the early stages, however, being a human eye test and
preventive method, they are often related to false negative results, which decreases the chances of
survival. In this work, optomagnetic nanoparticles (OP-NPs) were developed. First, luminescent
nanoparticles (LNPs) of yttrium orthovanadate (YVO,), lanthanum orthovanadate (LaVOi), yttrium
aluminum garnet (Y3AlsO12) and gadolinium oxide (Gd»03) with neodymium and europium co-doping were
synthesized by the sol-gel method. They were characterized by transmission electron microscopy (TEM),
X-ray diffraction (XRD), cathodoluminescence (CL), ultraviolet (UV) and infrared (IR) spectroscopy in order
to select the material with the best physicochemical and morphological properties, for the creation of OP-
NPs. Gd,03:Nd?, Eu** (2%, 3%) was selected as the best composition and three OP-NPs were synthesized,
that is, LNPs and magnetic nanoparticles (MNPs) were combined in different proportions, embedded in
silica (SiO,) by the Stéber method. All this, in order to propose a new material for the diagnosis and therapy
of melanoma skin cancer. For OP-NPs, a spherical morphology was determined, with an average size of
230 nm in diameter. The vibrations of the functional groups of the LNPs, MNPs and SiO, were identified.
Additionally, the results of EDS confirm the formation of the composer with LNPs and MNPs embedded in
silica. In addition, cytotoxicity was evaluated at different doses of OP-NPs, LNPs and MNPs in the B16-F1
cell line (murine melanoma cells) and 293T (healthy human kidney cells). OP-NPs in the B16-F1 cell line are
cytotoxic depending on the dose, and in 293T it shows no apparent toxicity. Finally, the intensity of IR
emission of the OPNPs was evaluated by varying the temperature, stating that the OPNPs synthesized in
this research work can be used as thermometers and heaters for melanoma therapy.

Keywords: nanothermometer, biolabel, nanoheater, cytotoxicity
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Capitulo 1. Introduccion

1.1 Cancer

El cancer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial. Estimaciones realizadas por la
Organizacion Mundial de Salud (OMS) en 2015, demostraron que el cancer es una de las principales causas
de muerte antes de los 70 ainos. El cdncer se define como la proliferacion o crecimiento anormal de células,
las cuales dejan de responder a las sefiales de paro de crecimiento y adquieren autonomia proliferando
sin control. Se replican a una mayor velocidad que las células normales, provocando un desequilibrio en el
suministro de nutrientes y en la eliminacién de productos de desechos metabdlicos. Dicha proliferacion
anormal conlleva a una transformacion del tejido, generando tumores con la capacidad de diseminarse a
otros tejidos. En 2018 la OMS reportd que el cancer afecté a nivel mundial a mas de 18 millones de
personas y ocasiond mas de 9.5 millones de muertes. Para el caso de México, la incidencia fue de 147,000
casos para ese afio con una mortalidad de mas de 78,000 personas (Bray et al., 2018) (Hanahan and

Weinberg, 2011).

Existen dos tipos de tumores: los tumores malignos y los tumores benignos. En algunos casos, los tumores
malignos las células cancerosas se desprenden de estos cimulos y se mueven a través del sistema linfatico
y/o del sistema circulatorio a distintas partes del cuerpo humano; Esto puede formar nuevos tumores en
un proceso conocido como metdastasis. En el caso de los tumores benignos, no se extienden a tejidos
lejanos o cercanos (Alberts y Bray, 2006). La diseminacién en el cancer ocasiona alrededor del 90 % de las
muertes ocurridas por cancer (Mehlen and Puisieux, 2006), debido a esto, es importante el desarrollo de

nuevas tecnologias para deteccidn temprana del cancer y agentes terapéuticos.

1.1.1 Cancer de piel

La piel es el érgano mas grande del cuerpo humano y estadisticas elaboradas en 2018 por GLOBOCAN en
colaboracidn con la Agencia Internacional para la Investigacion de Cancer (IARC); Han reportado que el
cancer de piel ocupa el tercer lugar en incidencia a nivel mundial, seguido de cancer de pulmdn y cancer
de mama (Figura 1); Asi afectando a 1°329,779 personas, correspondiente a un porcentaje de incidencia

neto del 7.4 %, de las cuales fallecen 125,867 personas, que representan el 1.3 %.
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Figura 1. Incidencia de cancer a nivel mundial. Se muestran los 5 tipos de cancer con mayor incidencia, donde el
cancer de piel ocupa el tercer lugar. (World Health Organization, 2019)

Por otra parte, la piel protege al cuerpo humano contra el calor, luz solar, lesiones e infecciones. Ayuda
también a controlar la temperatura del cuerpo y almacena agua, grasa y vitamina D. La piel tiene varias
capas, pero las dos principales son la epidermis (capa superior o externa) y la dermis (capa inferior o
interna). El cancer de piel comienza en la epidermis que esta compuesta por tres tipos de células (Figura

2) (Casariego and Baudo, 2010):

e (Células escamosas: son células delgadas y planas que forman la capa superior de la epidermis.

e (Células basales: células redondas debajo de las células escamosas.

e Melanocitos: células que producen melanina y se encuentran en la parte inferior de la epidermis.
La melanina es el pigmento que da el color natural a la piel. Cuando la piel esta expuesta al sol, los

melanocitos producen mas pigmento y hacen que la piel se oscurezca.
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Figura 2 . Representacion estructural de la piel. Conformada por epidermis, dermis e hipodermis. (American Cancer
Society, 2019)

El cancer de piel se divide en dos tipos: no-melanoma y melanoma. Entre cancer de piel mas comun es no-
melanoma que involucra el mal funcionamiento de células basales y células escamosas con una incidencia
del 78 % y una mortalidad del 52 %. Mientras que el tipo melanoma, involucra el mal funcionamiento de
los melanocitos y es mas agresivo. Lo anterior se ve reflejado en el porcentaje de mortalidad del 48 %,

aunque su incidencia es de solo del 22 % (Figura 3) (Bray et al., 2018).

o 1 Melanoma
48% = No-melanoma

Figura 3 Mortalidad por cancer de piel. Englobando los dos subtipos de cancer de piel, melanoma y no-melanoma.
(World Health Organization, 2019)
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El melanoma es la neoplasia mas maligna de la piel debido a su facilidad de diseminacidén a otros érganos
principalmente a higado, pulmones, huesos y cerebro, es frecuente en personas jovenes y su cuya

incidencia aumenta cada afio (Gallegos Hernandez and Nieweg, 2014).

Los principales factores de riesgo a cancer de piel tipo melanoma son (Casariego and Baudo,

2010)(Baranowski, Yeung, Chen, Gillespie, and Goodman, 2019):

e Historial genético: antecedentes familiares de lunares anormales o padecimiento familiar de

melanoma.

e Aumento en nevos displdsicos, es decir nuevos lunares cuya apariencia es diferente a lunares

comunes.

e Exposicion solar y radiacion UV: la radiacién UVB (entre los 290 y 320 nm) es parcialmente filtrada
por la capa de ozono, pero puede penetrar hasta la capa basal de la epidermis e inducir
alteraciones cancerigenas en las células. También estd la radiacion UVA (entre 320 a 400 nm), que
no es filtrada por el ozono y es la principal responsable del bronceado solar, de igual manera del

envejecimiento prematuro. Sin embargo. es menos agresivo que la radiacion UVB.

1.2 Técnica actual de deteccién y tratamientos

1.2.1 Deteccion y diagndstico de melanoma

El método de deteccién mas comun del cancer de piel se fundamenta en la observacién visual de las

lesiones sospechosas con las caracteristicas “ABCDE” que significan:

e Asimetria
e Bordes irregulares o poco definidos

e Color irregular (depende de la zona localizada del lunar pueden ser de color: rojo, blanco, café

claro, café oscuro, azul grisaceo y negro)

e Didmetro (mayor a5 mm)



e Evolucién (cambios morfoldgicos)

No todas las lesiones pigmentadas presentan los 5 parametros, pero es la combinacion de estos es lo que

hace a una lesidn sospechosa (Borge, 2013).

Para la evaluacion de la evolucién de los melanomas, se utiliza la dermatoscopia. Es un equipo de
diagndstico por imagen no invasiva. El cual, proporciona al médico una visualizacion de las estructuras
pigmentadas, el dermatoscopio cambia instantdneamente entre los modos de polarizacion del dispositivo.
Esta técnica permite el mapeo corporal para la localizacién de lesiones mediante imagenes. Con esto se
hace un control preciso para detectar cambios minimos en la piel (Figura 4) (De La Fuente-Garcia and

Ocampo-Candiani, 2010).

6 meses

6 meses |

Figura 4. Mapas digitales corporales mediante dermatoscopia. Se observan fotografias de un paciente con
antecedentes de melanoma in-situ en la zona lumbar derecha y multiples lesiones melanociticas sospechosas. (A, C)
dia inicial (cero), (B, D) seis meses después con la observacion de un nevo displasico (lunar). (Puig, 2019)
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Sin embargo, el diagndstico del melanoma exige, de forma inexcusable, el estudio histopatoldgico para la
confirmacién del diagndstico de melanoma mediante una biopsia. Esto consiste en la extraccion completa
de la lesién sospechosa para su posterior andlisis en laboratorio y a su vez la confirmacién de tumor
benigno o maligno a detalle. En este estudio histopatoldgico se dan como resultados (De La Fuente-Garcia

and Ocampo-Candiani, 2010) (Lozano, 2004):

e Grosor maximo o grosor de Breslow: indica la profundidad en la piel que ha sido invadida por el

tumor y se mide en milimetros.

e indice mitético en caso de un grosor menor a 1 mm: indica la velocidad a la que se dividen las

células de melanoma.
e Presencia o ausencia de Ulceras: indica que el melanoma estéa invadiendo la piel suprayacente.

e Presenciay extension de la regresion del tumor: en algunas ocasiones, el patdlogo observa signos
gue indican que el tumor ha sufrido una regresién en algunas zonas de la biopsia, significa que el

tumor era mas grande.

e Margenes positivos o negativos: el patdlogo comprueba si se ha extirpado el tumor completo

analizando si estd totalmente rodeado por tejido sano.

e Invasidn linfovascular: supone la existencia de células tumorales en vasos sanguineos y linfaticos,

es decir que tiene una probabilidad de metdstasis a otros érganos.

e Andlisis de mutaciones existentes en células tumorales: para pacientes cuyo melanoma se ha
diseminado, se busca la presencia o ausencia de la mutacién BRAF, NRAS (mutaciones bien

conocidas para melanoma).

Mediante los resultados del estudio histopatolégico y confirmado el diagndstico de melanoma, se genera
una estadificacion de la lesidn; esto es de suma importancia debido a que permite clasificar el cdncer para
un posterior tratamiento (Tabla 1) (Casariego and Baudo, 2010)(IMSS, 2015) (Statius Muller, van Leeuwen,

Borgstein, Pijpers, and Meijer, 1999).



Tabla 1. Clasificacion de estadios para melanoma. Descripcidn de guias médicas utilizadas por el personal de salud
publica.

Estadio Definicion

Estadio 0 El tumor se limita a la epidermis y no se ha expandido a la dermis.

(Melanomainsitu) | ¢ No hay células tumorales en los ganglios linfaticos.

Estadio | e El espesor del tumor es inferior a 2 mm sin ulceras o inferior a 1 mm, pero
con Ulceras o ha invadido la capa inferior de la dermis (dermis reticular o
grasa subcutanea).

e No hay células tumorales en los ganglios linfaticos.

e Se divide en: IA y IB, de acuerdo con la combinacion de espesor,

profundidad de la invasion en la dermis y presencia o no de ulceras.

Estadio Il e El espesor del tumor es superior a 1 mm con Ulceras o superior a 2 mm (con
o sin ulceras).

e No hay células tumorales en los ganglios linfaticos.

e Se divide en: llA, IIB, IIC, de acuerdo con la combinacién de espesor y

presencia o ausencia de Ulceras.

Estadio I e Independientemente del espesor del tumor y de la presencia de ulceras, el
tumor se ha extendido a ganglios linfaticos o hay células tumorales a menos
de 2 cm con respecto al tumor inicial (metastasis satélite) o en el recorrido
desde el tumor inicial a los ganglios linfaticos (metdstasis en transito)

e Se divide en: IlIA, 1lIB, llIC, de acuerdo con su ubicacidn, el nimero vy
extension de metdstasis locorregionales (metastasis: a ganglios linfaticos,

satélite, en transito) a las que se hayan extendido las células tumorales.

Estadio IV e El tumor se ha extendido: a partes de la piel o de los ganglios linfaticos mas
alla de los ganglios linfaticos regionales o a otros érganos como higado,

pulmones o cerebro.




8
Para pacientes en el estadio Il y IV por metastasis clinicas en transito es necesario evaluar por algin
método de imagen como: tomografia computarizada (TC), tomografia por emisidn de positrones (PET) o
resonancia magnética (RM) con el objeto de visualizar tumores en otros érganos debido a que no existen
marcadores séricos para melanoma. Todo esto se realiza con el fin de obtener el estadio que mejor se

adecua al paciente para su pertinente tratamiento (Kimlin et al., 2019).

1.2.2 Tratamientos

Existen diferentes tratamientos, pero no todos son efectivos para los pacientes, todo esto depende de la

etapa/estadio en que se encuentre cada paciente (Wickremesekera et al., 2019). Algunos de ellos son:

e Cirugia: consiste en la remocién total del tumor. Es el Unico tratamiento que ha demostrado por si

solo una eficacia préxima del 100 %, dependiendo del estadio evolutivo.

e Quimioterapia: es la administracion de sustancias quimicas para la eliminacién de células cancerosas.
Para melanoma se utiliza: decarbazina, temozolamida, paclitaxel, fotemustina, carboplatino, cisplatino

o vindesina.

e Radioterapia: es la utilizacién de rayos-X para dafiar y eliminar células cancerosas. Se produce

mediante una fuente externa y se dirige hacia el tumor o los ganglios linfaticos.

¢ Inmunoterapia: es la administracidn de anticuerpos especificos que ayuda al sistema inmunitario a
combatir el melanoma. Algunos ejemplos especificos son las citocinas como interleucina-2 e

interferén-alfa (Wickremesekera et al., 2019).

Sin embargo, todos estos tratamientos tienen efectos secundarios como: anemia, alopecia, fatiga, nauseas
y vomitos, problemas de memoria, sangrado y moretones, falta de apetito, estrefiimiento, cambios en la
piel y ufias, dolor, entre otros. Debido a todos estos efectos colaterales de los tratamientos actuales, se
estan investigando en las dreas de nanociencias la creacidn de nuevos tratamientos de diagnodstico y

terapias especificas (National Institute of Health, 2015).



1.3 Uso de nanotecnologia en imagenes de diagndstico y terapias clinicas

La utilizacién de nanotecnologia en el cdncer constituye un area interdisciplinaria que comprende la fisica,
qguimica, biologia, ingenieria y medicina, para producir diversas aplicaciones como imagen molecular,
diagndstico molecular y la terapia enfocada a nivel celular (Nie, Xing, Kim, and Simons, 2007). Con la
nanociencia y nanotecnologia, se estudian materiales de dimensiones desde un nandémetro (mil
millonésima parte de un milimetro) hasta 100 nandmetros cuya interaccidn con sistemas bioldgicos
(llamados biomateriales) a nivel atémico y supramolecular faciliten la deteccién, el diagnédstico y el

tratamiento de distintos tipos de cancer (Nagarajan and Zhang, 2011).

Una de las aplicaciones de la nanotecnologia en biomedicina es la creacidn de nanomateriales con
superficies que puedan ser modificadas quimicamente para adjuntar moléculas que sean biocompatibles.
De tal manera, que estos nanomateriales se pueden ser utilizados como vehiculos para el suministro
dirigido de farmacos, bioetiquetadores fluorescentes a escala molecular, agentes de contraste o
biosensores para identificar y tratar las células cancerosas directamente. En otras palabras, los
nanomateriales que se funcionalizan en la superficie al estar en contacto con las células se unen a ellas
por afinidad, lo cual permite que el tratamiento del cancer se pueda ser dirigido al tumor especifico y, asi,

reducir el dafio a células sanas (McNeil, 2005)(Jain, Fournier, et al., 2018).

La activacion de los nanomateriales disefiados como agentes de tratamiento o diagndstico puede
realizarse empleando diferentes fuentes de energia como electricidad, campos magnéticos, incremento
local de la temperatura, luz, etc. En el caso de activacion utilizando longitudes de onda especificas, éstas
que tienen que ser elegidas cuidadosamente (Sengar et al., 2018). Existe una gran absorcién de luz por
parte de ciertos componentes en los tejidos bioldgicos, principalmente la hemoglobina y la
desoxihemoglobina, por lo que es necesario recurrir a bandas/intervalos de excitacidon y emisidén que se
encuentren en el infrarrojo, concretamente en los intervalos espectrales conocidos como ventanas

bioldgicas.

La primera ventana bioldgica estd en el rango de 750-950 nm, la segunda situada en el rango de 1000-
1350 nm vy, por ultimo, la tercera en la regidon 1500-1800 nm. En estas regiones la absorcién de tejidos
bioldgicos es menor y con esto es posible optimizar la relacién de sefial y ruido, para alcanzar

profundidades de penetracion superiores al centimetro (Ntziachristos, Ripoll, and Weissleder, 2002).
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Es muy importante considerar las ventanas bioldgicas de absorcidon y emisiéon para el desarrollo de
materiales luminiscentes con aplicaciones biomédicas para evitar posibles interferencias entre los
materiales luminiscentes y los tejidos bioldgicos. Teniendo en cuenta lo anterior, el uso de nanoparticulas
luminiscentes (LNPs) como NPs dopadas con iones de tierras raras tienen como ventaja: tamafo
controlable, espectros de fotoluminiscencia ajustables, resistencia al ambiente, entre otros (Statius Muller

et al., 1999).

Por otro lado, existen interferencias de emisidon de los materiales luminiscentes y de los propios tejidos
bioldgicos. Ya que, los tejidos bioldgicos absorben la luz por ciertos componentes, principalmente como:
hemoglobina y desoxihemoglonina. Por lo que, es necesario recurrir a bandas/rango de excitacién y
emisién que se encuentren en el infrarrojo, concretamente en los rangos espectrales conocidos como
ventanas bioldgicas. Debido a que en los rangos de las ventanas bioldgicas la absorcién de tejidos
biolégicos es menor y con esto es posible optimizar la relacidon de sefial y ruido. La primera ventana
bioldgica estd en el rango de 750-950 nm, la segunda situada en el rango de 1000-1350 nm vy, por ultimo,

la tercera en la regién 1500-1800 nm (Ntziachristos et al., 2002).

1.4 Luminiscencia

La luminiscencia es un fendmeno fisico que presentan algunos materiales de emitir luz cuando son
sometidos a determinada energia de excitacidon. Los materiales que presentan este fendmeno son
llamados materiales luminiscentes. Existen diferentes tipos de luminiscencia de acuerdo con la fuente

externa de energia aplicada (Lucas, Lucas, Le Mercier, Rollat, and Davenport, 2015):

e Fotones — Fotoluminiscencia

e Electrones — Catodoluminiscencia

e Campo eléctrico — Electroluminiscencia
e Reaccién quimica — Quimioluminiscencia
e Fuerza mecanica — Triboluminiscencia

e Calor, radiacion ionizante — Termoluminiscencia
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Un material luminiscente convierte ciertos tipos de energia en radiacién electromagnética. Esta radiacion
se encuentra usualmente en el intervalo visible, pero puede estar también en otros intervalos espectrales,
como el ultravioleta y el infrarrojo. Para que el fendmeno de luminiscencia pueda ocurrir, el material
luminiscente deberd estar formado por una red anfitriona, que generalmente estd compuesta por un
nitrato, un sulfato o un éxido y al menos con un ion activador de algun elemento perteneciente a los
lantanidos o mejor conocidos como tierras raras. Cuando este ion activador absorbe la radiacién, ocasiona
un estado excitado del electrdn. Este es impulsado de su estado inicial o también llamado estado basal, al
siguiente nivel de energia. Al regresar el electréon a su estado base emite fotones en forma de luz. En este
proceso, también existe una liberacién de fonones, en menor cantidad que se presenta como vibraciones

de la red cristalina (Figura 5) (Blasse & Grabmaier, 1994).

*

A —

A :

Figura 5. Esquematizacion del proceso de luminiscencia. Donde al excitar al material luminiscente, formado por una
red anfitriona con impurezas o iones activadores. Este, absorbe una energia de excitacidn, que va del estado base (A)
al estado excitado (A*); y al decaer/regresar al estado base, emite energia radiativa (R) en forma de fotones y no
radiativa (NR) en forma de fonones. (Blasse and Grabmaier, 1994)

Por otro lado, se han reportado trabajos donde ciertos nanomateriales luminiscentes son capaces de
censar la temperatura a nivel celular. El granate de itrio y aluminio (YAG, por sus siglas en inglés Yttrium
Aluminum Garnet) dopado con neodimio como nanoparticulas (60 nm) es altamente eficaz en la medicién
de la temperatura local monitoreando el cambio en su intensidad luminica. A estas nanoparticulas por su
aplicaciéon y similitud se ha renombrado como nanotermdmetros. La ventaja del uso de este nanomaterial,
es que se excita en el infrarrojo cercano y emite en esa misma region, que coincide con la primera ventana

bioldgica (750-950 nm); la cual es importante debido a que es una region espectral donde la transparencia
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de los tejidos vivos es alta, debido a su baja absorcidn dptica. En consecuencia, los iones de neodimio

ofrecen la posibilidad de imagenes de luminiscencia de tejidos profundos y deteccidn térmica (Pedroni et

al., 2017)(Benayas et al., 2015).

Asi mismo, se han reportado otros nanomateriales luminiscentes como posibles candidatos para
nanotermdémetros como: éxido de gadolinio dopado con neodimio (Gd,03:Nd**), ya que su morfologia es
de nanorrodillos y presenta sensibilidad térmica (Sangeetha Balabhadra et al., 2015). El ortovanadato de
itrio dopado con neodimio (YVO4:Nd**) presenta sensibilidad térmica y la emisién en el infrarrojo,
coincidiendo con la primera y segunda ventana bioldgica (Kolesnikov, Golyeva, Kurochkin, Lahderanta, and

Mikhailov, 2016).

Finalmente, en los ultimos afios, ha aumentado el interés por la fabricacién de nuevos materiales dopados
con iones de tierras raras, con emisidn en el infrarrojo. Debido a su prometedora aplicacidon biomédica
como termdmetros, por lo que, en la literatura existen mas de mil articulos sobre “nanotermémetros” de
los cudles se siguen realizando pruebas termosensibles, in-vitro y ex-vivo, con la finalidad de la obtencién
del nanomaterial con una mejor eficiencia termosensible, morfoldgica, tamafio y biocompatibilidad

(Quintanilla and Liz-Marzéan, 2018a).

1.5 Nanoparticulas magnéticas

El magnetismo es un fendmeno natural por el cual algunos objetos producen fuerza de atraccién o
repulsién sobre otros materiales. Las nanoparticulas magnéticas (MNPs) exhiben una gran area superficial
debido a su dimensidn. Esto les permite ser funcionalizadas con el fin de crear una biocompatibilidad con
tejido bioldgico, obteniendo una baja toxicidad y pueden ser toleradas por el organismo humano. Dichas
caracteristicas, las convierten en una posible herramienta de la biomedicina como agentes de contraste
en resonancia magnética y sistemas transportadores de farmacos, entre otros (Lee et al., 2011)(Owens,

2015).

Las caracteristicas mas importantes de las nanoparticulas magnéticas son (Pankhurst, Connolly, Jones, and

Dobson, 2003)(Zhukov, 2016):

e Control de tamafio en un intervalo de 1 a 100 nm, mediante la sintesis.
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e Al ser magnéticas pueden ser manipuladas mediante un gradiente de campo magnético externo.
Con la capacidad de “responder a distancia” y la combinacién con la propiedad intrinseca de un
campo magnético al penetrar el tejido humano. Esto con la facilidad de utilizarse para el transporte

y/o inmovilizacién de estas nanoparticulas por el cuerpo humano.

e Las nanoparticulas magnéticas pueden entrar en resonancia como respuesta a un campo
magnético. Es decir, las nanoparticulas pueden calentarse y ser usadas como agentes de
hipertermia; en otras palabras, las nanoparticulas pueden transmitir energia térmica dafiando
entidades bioldgicas (tumores) o para aumentar la eficiencia de la quimioterapia y radioterapia

(ablacion térmica).

Por otra parte, en medicina se refieren a ablacion térmica como, el procedimiento en donde se utiliza calor
para la extirpacion de cualquier érgano, tumor o parte del cuerpo. Las ventajas de ablacién térmica sobre
la remocidn del tejido por cirugia son invasividad minima y tiempo de recuperacion menor. Esta
aproximacién también permite tratar tumores que se encuentran en lugares que no pueden ser removidos
quirargicamente. El factor clave para la ablacién térmica de células cancerosas es exceder de manera
confiable el umbral de resistencia de calor que tiene la célula. El umbral de calor para destruir células
individuales no es necesariamente el calor necesario para elevar la temperatura de toda la célula, sino que
puede ser menor si se induce un dafio localizado a sub-compartimientos de la célula, siendo el umbral

terapéutico es de 42 °C durante 30 minutos o mas.

Por lo que, las nanoparticulas magnéticas al ser introducidas en sistemas bioldgicos, permitiran inducir
calor, a partir de un campo magnético externo. Con esto, dafiando y causando muerte celular en la

célula.(Xu et al., 2012)(Figuerola, Di Corato, Manna, and Pellegrino, 2010).

La generacién de calor mediante el uso de nanoparticulas magnéticas esta en funcion de los dipolos
magnéticos atémicos, es decir, el alineamiento con la polaridad del campo magnético. A continuacion, se
presentan algunos arreglos de los dipolos magnéticos, como (Harrison and Putnis, 1996)(Pankhurst et al.,

2003)(Buschow, 1986):

1. Diamagnéticos: son aquellos &tomos que no presentan electrones desapareados en sus orbitales
atémicos. Sus momentos magnéticos estan apareados ya que el giro de los spines se compensa,
resultando dtomos magnéticamente neutros. Asi la susceptibilidad magnética (propiedad que
mide el grado de magnetizacion ante un campo magnético externo aplicado) sera negativa (y<0)

y un campo magnético aplicado sobre ellos se vera repelido.
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2. Paramagnéticos: los electrones que se encuentran desapareados se orientan al aplicar un campo
magnético. Esto se debe a que, en presencia del campo magnético, los spines tienden a orientarse

en el estado de mas baja energia, es decir en la misma direccién del campo (x~0). Cuando el campo
magnético se elimina, la agitacidn térmica fuerza a los spines a orientarse de forma aleatoria, de

forma que no existe comportamiento magnético remanente.

3. Ferrimagnéticos/ferromagnéticos: son aquellos en los que se encuentran spines orientados en el
mismo sentido del campo y otros se orientan en sentido contrario al mismo. Sin embargo, los
momentos magnéticos son de distinta magnitud por lo que resulta una magnetizacién no nula.
Exhiben un fuerte comportamiento magnético al ser sometidos a un campo magnético, y

mantienen la magnetizacién una vez retirado el campo.

4. Superparamagnéticos: posee una susceptibilidad magnética elevada, propia de materiales ferro y
ferrimagnéticos pero con la caracteristica de poder invertir los spines de forma aleatoria bajo la

influencia de la temperatura.

Para el caso de las nanoparticulas superparamagnéticas, son monodominio, y todos los spines se
orientan en una misma direccion. En cambio, los materiales ferri o ferromagnéticos se observa
comportamiento cooperativo debido a que son polidominios por consecuencia tiene aumento en el
tamafio (Akbarzadeh, Samiei, and Davaran, 2012)(Buschow, 1986). Por lo tanto, las nanoparticulas
superparamagnéticas son mas susceptibles al campo magnético externo y esto conlleva a un rdpido

aumento en la temperatura.

1.6 Nanoparticulas optomagnéticas.

Debido a las multiples ventajas proporcionadas por un lado por los nanomateriales luminiscentes y por
otro lado como nanoparticulas magnéticas, se han realizado investigaciones para la combinacién de ambas
H . £ " L4t ”n H AP “" 7
propiedades en un solo material, llamdndolos “optomagnéticos”. Etimoldgicamente “opto” hace
referencia a dptica, que significa el estudio de la luz, mientras que “magnético” se refiere a las propiedades

de atracciéon o de repulsion a ciertos materiales hacia un campo magnético inducido.
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Ortgies y colaboradores, reportan nanocompositos optomagnéticos para la hipertermia controlada in-situ.
En este trabajo se describen nanoparticulas dopadas con neodimio y nanoparticulas magnéticas
embebidas en un polimero llamado poli(acido latico-co-acido glicélico) (PLGA). Con esto obtienen un
composito multifuncional con la capacidad de aumentar la temperatura mediante un campo magnético
externo. Midieron la temperatura a partir de la emisién del material luminiscente. Como resultado,
obtuvieron necrosis en un érgano ex-vivo debido al aumentar en la temperatura de hasta 60 °C en
presencia de un campo magnético de 32 KA/m; demostrando de esta manera, que, la encapsulacién y
combinacion de los mencionados materiales, abren las puertas al estudio de nanoestructuras hibridas para
un aumento en las aplicaciones bioldgicas, como los tratamientos a ciertas enfermedades clinicas (Ortgies

et al., 2018).

Considerando las ventajas que proporcionan el encapsulamiento de los nanomateriales, en este trabajo
se selecciona al 6xido de silicio (SiO,) para la encapsulacion de nanoparticulas luminiscentes vy
nanoparticulas magnéticas (Figura 6) debido a sus propiedades biocompatibles como inocuidad en células
in-vitro, estabilidad quimica coloidal, estabilidad a altas temperaturas. Asi mismo, se ha reportado que la
silice (SiOz) aumenta la eficiencia luminica de los materiales luminiscentes (Cervantes-Vdsquez, Contreras,

and Hirata, 2013)(Kalele et al., 2005).

. Material
Mater’la.l luminiscente
magnético

Recubrimiento

Figura 6. Esquematizacion visual de las nanoparticulas optomagnéticas. Donde podemos observar al centro el
material luminiscente y alrededor de este, nanoparticulas magnéticas de menor tamafio embebidas en silice
produciendo un material optomagnético.
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1.7 Justificacion

El melanoma ocupa el tercer lugar en incidencia de cancer a nivel mundial. Se estima que el 7.4 % de los
canceres corresponden a cancer de piel. De éstos, el 48 % fallece por melanoma, esto debido a que hay
una deteccidn tardia del tumor maligno. Por lo que existe una necesidad imperante en el disefio de nuevas
herramientas de diagndstico y en el mejoramiento de las ya existentes, que permitan la reduccién de estas
cifras. En este trabajo se propone la fabricacién de nanoparticulas optomagnéticas como terapia y
diagndstico del cadncer de piel tipo melanoma, donde las nanoparticulas potencialmente cumplirdn con la

funcidn de termdmetro y calentador con la finalidad de producir la muerte celular.

1.8 Hipotesis
Las nanoparticulas de éxido de gadolinio co-dopado con neodimio y europio (Gd>03:Nd3** Eu®*) combinado

con magnetita (Fes04) y 6xido de silicio (SiO2) constituye un composito multifuncional que serd usado

como: marcador, nanotermdmetro y nanocalentador sin producir dafio en las células sanas.

1.9 Objetivos

1.9.1 Objetivo general

Fabricar y evaluar el nanomaterial optomagnético para su potencial aplicacion como biomarcador y

posible tratamiento a melanoma.
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1.9.2 Objetivos especificos

Sintetizar por el método de sol-gel los materiales: ortovanadato de itrio (YVO,), ortovanadato de
lantano (LaVOa,), granate de itrio y aluminio (Y3AlsO1;) y 6xido de gadolinio (Gd,0s); a diferentes

concentraciones de co-dopajes de neodimio (Nd**) y europio (Eu®*).

Caracterizar los nanomateriales utilizando técnicas espectroscépicas como: microscopia electrénica
de transmisién (TEM), difraccién de rayos-X (XRD), catodoluminiscencia (CL), espectroscopia UV e IR.

Con la finalidad de obtener un nanomaterial con buenas propiedades fisicoquimicas y morfolégicas.

Determinar el nanomaterial las mejores propiedades fisicoquimicas y morfoldgicas, para su posterior

combinacidn con nanoparticulas magnéticas.

Fabricar tres nanoparticulas optomagnéticas a partir de una mezcla de nanoparticulas luminiscentes

y magnetita (Fes0a,) y recubrirlas con éxido de silicio (SiO3).

Caracterizar los nanomateriales optomagnéticos mediante: microscopia electrénica de transmision,
espectroscopia en IR, catodoluminiscencia, espectroscopia de energia dispersada (EDS) vy

espectroscopia de transmision infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR).

Evaluar la intensidad de luminiscencia de los nanomateriales optomagnéticos con respecto a la

temperatura en IR.

Evaluar in vitro el grado de citotoxicidad de los nanomateriales optomagnéticos en las lineas celulares

de: B16-F1y 293T.



18

Capitulo 2. Metodologia

2.1 Sintesis de nanoparticulas luminiscentes

2.1.1 Redes cristalinas que se trabajé

En este proyecto, se estudid la capacidad de 4 diferentes compuestos redes cristalinas para obtener un
nanomaterial con las propiedades fisicoquimicas éptimas para alcanzar una intensidad de luminiscencia
alta en el espectro visible e infrarrojo y una morfologia esférica o semiesférica con un tamafio menor a

150 nm.

Los siguientes materiales fueron utilizados como matriz y se doparon simultdneamente con diferentes

proporciones de iones de neodimio y europio:

1. Ortovanadato de itrio (YVO4)
2. Ortovanadato de lantano (LaVO,)
3. Granate de itrio aluminio (Y3AlsO1, 0 YAG)

4. Oxido de gadolinio (Gd,03)

2.1.2 Porcentajes de co-dopaje para cada red cristalina

Para cada red cristalina se hizo un dopaje con diferente proporciones de iones Nd(IIl) y Eu(lll) como se
muestra en la Tabla 2. Las combinaciones propuestas tienen la finalidad de encontrar un material con las
caracteristicas que potencien la capacidad de emisidon de ambos iones tanto en el espectro visible como

en el infrarrojo.
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Tabla 2. Porcentajes de co-dopajes para cada material. Se presentan las diferentes combinaciones de dopaje para
la posterior sintesis de los materiales luminiscentes.

Material % Nd** % Eu’*

1 3

YVOa 1 4
1 5

1 3

LaVO, 1 4
1 5

1 3

YAG 1 7
1 8

2 3

Gd,03 2 4
2 5

2.1.3 Ecuaciones quimicas

Para cada material se establecié una relacidon estequiométrica por la ecuacién quimica especificada a
continuacién. Se realizaron los célculos correspondientes para obtener 2 gramos de producto final
teniendo en cuenta los porcentajes de co-dopaje especificos para cada material (Tabla 2). Las ecuaciones

quimicas “x” corresponde al elemento de neodimio (Nd**) y “y” a | ion europio (Eu®*).

1. Ortovanadato de itrio (YVO,)
L(1xy )Y(N03)3 + NH4VOs + 2 Nd(NO3)3 + 2y EU(N03)3 - (Y1.x.yNdeUy)VO4 +5N; + §02+ 2H, (1)
2. Ortovanadato de lantano (LaVO,)

1(1.x.y)La(N03)3 + NH4VOq + 2 Nd(N03)3 +2, EU(NO3)3 - (Lal.x»yNdeUy)VO4 +5N; + Z 02+ 2H; (2)
2
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3. Granate de itrio aluminio (Y;AlsO1; 0 YAG)
3(1»x.y)Y(NO3)3 + 5A|(N03)3 + 3x Nd(N03)3 + 3y EU(N03)3 - (Yl.x»yNdeUy)3A|5012 + 12N, + 570; (3)

4. Oxido de gadolinio (Gd,0s)

2(1.1) GA(NOs)s + 2x Nd(NO)s + 2, Eu(NO3)s -> (Gd,NdxEU,)205 + 75N, + 2 O (4)

2.1.4 Proceso de sintesis por Sol-Gel

La sintesis por sol-gel ha sido ampliamente utilizada para la fabricacién de nanomateriales ya que se puede
controlar el tamafio hasta el orden de nandmetros. Este proceso consiste basicamente en la formacion de
redes compuestas por elementos inorganicos obtenidos a través de dos reacciones quimicas simultaneas

como hidrélisis y condensacién.

En general, para cada material se hizo una estimacion del peso correspondiente previamente calculado
(seccién 2.1.3), vertiéndolo en un vaso precipitado de 250 ml con 50 ml de acido nitrico. Posteriormente,
se hizo una agitacion magnética a 400 rpm en un termoagitador marca Thermo Scientific™ durante 1 hora
para disociar los precursores en el acido. Continuando con agitacion magnética, se agregd 3.28 g del
agente quelante acido nitrilotriacético (NTA ) disuelto en 15 ml de agua destilada con la finalidad de crear
soles, es decir una suspension similar a una disolucion pero que contiene particulas de tamafio
nanomeétrico y se dejo reposar la solucidon durante 24 horas. Después, se incrementé gradualmente la
temperatura hasta llegar a 80 °C, una vez alcanzada dicha temperatura, se mantuvo constante durante 2
horas para la gelificacién (proceso de condensacion). Pasado el tiempo se aumentd drdsticamente la
temperatura a 120 °C en un horno de alta temperatura marca Thermolyne 1500, obteniendo
completamente un sdlido (Figura 7) (Belman-Rodriguez, Vidal-Limon, Contreras, Oviedo, and Aguila, 2018).
Se dejoé reposando para disminuir la temperatura para su debida manipulaciéon. Una vez que estuvo a
temperatura ambiente, el sélido se pasd a un mortero de agata para una breve molienda, el polvo
obtenido se depositd en un crisol de porcelana con tapa, el crisol con el material sintetizado se colocé en
un horno de alta temperatura para recibir un tratamiento térmico durante 3 horas. Para cada material se
emplearon diferentes temperaturas para el tratamiento térmico como se muestra en la Tabla 3. Una vez

terminado el tratamiento térmico se repitid la molienda en mortero de dgata y fue envasado y etiquetado
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para su posterior caracterizacion. Las especificaciones de los reactivos que se utilizaron en este proyecto

de investigacién se encuentran la seccidn de anexos A.

Figura 7. Esquematizacion de la sintesis de materiales luminiscentes por el método sol-gel. Donde los precursores
se disocian y se agrega un agente quelante para la formacién de un gel, por medio de calor se convierte en sélido y
finalmente pasa por un tratamiento térmico.

Tabla 3. Tratamiento térmico para cada material. Se especifica la temperatura de tratamiento a la que se sometid
cada material durante 3 horas después de la sintesis.

Material Tratamiento térmico (°C)
YVO, 900
LaVO, 900
YAG 1100
Gd,0s 1000

2.2 Fabricacion de nanoparticulas optomagnéticas

Las nanoparticulas optomagnéticas fueron fabricadas mediante el método de Stober modificado. Este
método tipicamente se ha utilizado para la sintesis de dxido de slicio, controlando el tamafio, distribucion
y uniformidad mediante precursores de silice en una solucidn alcohdlica. En este trabajo se incluyd un

tratamiento hidrotermal respecto al método tradicional.
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Se eligieron las nanoparticulas luminiscentes de Gd,03:Nd*, Eu** (2 %, 3 %) para su combinacién con
nanoparticulas de magnetita (Fes0.) de la empresa SkySpring® con tamafio de 10-15 nm utilizando

proporciones de estos dos materiales (Tabla 4) embebidos en silice.

En un vaso precipitado de 50 ml, se depositaron: las nanoparticulas luminiscentes, nanoparticulas
magnéticas previamente pesadas segun la proporcion molar, junto con 80 mg de bromuro de
cetiltrimetilamonio (CTAB) y una solucién de hidréxido de sodio (NaOH) a una concentracién de 5X103 M
en 20 ml, se procedié a una agitacion mediante una punta ultrasénica durante 30 minutos, una vez
finalizado el tiempo se obtuvo un aspecto coloidal de la solucién. Posteriormente se adiciona a la
suspensiéon 6 ml de una solucién al 10% v/v de tetraetoxisilano (TEOS) en metanol (CHsOH) gota a gota
mientras se mantiene constante la agitacion mecdnica y una temperatura de 45 °C. Al terminar la adicidn
se dejé en reposo durante 90 minutos y nuevamente se adiciond la misma cantidad de la solucion al 10 %
v/v de TEOS y metanol por 90 minutos. Posteriormente, se transfirid la suspensién a una autoclave de
acero inoxidable con tefléon de 100 ml, para un tratamiento térmico a 120 °C durante 24 horas. Una vez
obtenida la suspension, se hicieron dos lavados con agua destilada (dH,0), mediante centrifugacion a 4000
rpm por 10 min e igualmente dos lavados con etanol (C;HsOH). Se dejo el precipitado en etanol y se
procedid a un secado en un horno a 70 °C durante 2 horas (Figura 8). El producto final fue envasado y

etiquetado para su posterior caracterizacion.

Tabla 4. Proporcion de materiales para la fabricacion de nanoparticulas optomagnéticas. Se describen las
proporciones de material luminiscente y material magnético para la fabricacion de nanoparticulas optomagnéticas.

GdzOsiNd3+, El.l?’+ Fe304

(mol) (mol)
Concentracién 1 8 1
Concentracién 2 4 1

Concentracién 3 2 1
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Figura 8. Esquematizacion de la fabricacion de nanoparticulas optomagnéticas mediante el proceso Stéber
modificado. Las LNPs y MNPs se combinan en una suspension donde posteriormente se agrega el agente precursor
de silicio en constante agitacion, pasado el tiempo se somete un tratamiento hidrotermal y a un secado para la
obtencion de las OPNPs en polvo.

2.3 Toxicidad in-vitro

2.3.1 Cultivo celular

Se trabajé con la linea celular B16-F1, perteneciente a células de cancer de piel del tipo melanoma de
origen murino, es decir, de ratones. El medio de cultivo empleado para esta linea celular fue RPMI-1640
(Roswell Park Memorial Institute 1640, Corning) suplementado con: 1 % v/v antimicético y antibidtico, 5
% suero bovino fetal y 10 mM HEPES. Por otro lado, se utilizé la linea celular 293T/17, células de rifidén de
origen humano, como células control sanas. El medio de cultivo empleado fue DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium, Corning) suplementado con 1 % v/v antimicético y antibidtico mas 10 % suero
bovino fetal. Las células para cada linea celular se mantuvieron en cajas para cultivo celular de 100 mm en

incubacion a 37 °C en atmdsfera de 5 % de CO;, con humedad relativa del 95 %.

2.3.2 Ensayo de toxicidad in-vitro

Para determinar la citotoxicidad de los nanomateriales se realizd el ensayo de viabilidad celular por
reduccion del compuesto bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-defeniltetrazol (MTT). Este compuesto
se reduce en la célula debido a la actividad metabdlica realizada por diferentes enzimas incluyendo la
enzima mitocondrial succinatodeshidrogenasa y diferentes reductasas citosodlicas. La forma reducida del

MTT resulta en un compuesto llamado (E,Z)-5-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-1,3-difenilformazano que pertenece
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a la familia de formazanos, éste es de color violeta e insoluble en agua y puede ser detectado por su

absorbancia en la regidn visible del espectro electromagnético.

2.3.3 Ensayo de proliferacion celular para la linea celular B16-F1

Se efectud un ensayo de viabilidad celular en una microplaca de 96 pozos. Con la finalidad de estandarizar
el numero de células a trabajar para los ensayos de citotoxicidad, se utilizaron dos placas para el estudio

a 24 y 48 horas, a diferentes concentraciones de células por cuadruplicado (Tabla 5).

Se cuantificé mediante MTT. Este ensayo es colorimétrico, con la finalidad de determinar la cantidad de

células vivas en el medio mediante la absorbancia a 570 nm.

Tabla 5. Concentraciones celulares para ensayo de viabilidad. Se presentan el nUmero de células que se sembraron
en cada pozo para microplaca de 96 pozos para el ensayo de proliferacion celular.

Concentracion | Células/100 pl por pozo

1 20,000

2 10,000

3 5,000

4 2,500

5 1,250

6 625

7 312

8 156

2.3.4 Evaluacidn de citotoxicidad de nanoparticulas

Para conocer la citotoxicidad de las nanoparticulas previamente fabricadas se hicieron estudios de

viabilidad celular por medio del ensayo de colorimetria MTT.
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Primeramente, se hizo el estudio de la citotoxicidad de las nanoparticulas optomagnéticas, nanoparticulas

luminiscentes y nanoparticulas magnéticas en la linea celular B16-F1 por 24 horas.

Se sembraron 8,000 células en 100 ul por pozo, 16 horas después, se expusieron a diferentes
concentraciones de nanoparticulas (Tabla 6) por triplicado. Se dejo el tratamiento durante 24 horas,
pasado el tiempo se adicionaron 20 ul solucion de MTT (5 mg/mL) y se incubd durante 4 horas.
Posteriormente, se adiciond 100 pl del buffer de lisis para parar la reaccion. Después de 16 horas se realizo

la lectura de absorbancia a una longitud de onda (A) de 570 nm.

Tabla 6. Concentraciones para el tratamiento con nanoparticulas. Se muestran las diferentes concentraciones de
nanoparticulas que se usaron para el ensayo de citotoxicidad.

Tratamiento Concentracion (ug/mL)
1 3.125
2 6.25
3 12.5
4 25
5 50
6 100

El ensayo de citotoxicidad en la linea celular 293T con las nanoparticulas optomagnéticas, nanoparticulas
luminiscentes y de nanoparticulas magnéticas se realizd de la misma manera que los descrito para las

células de melanoma murino.

Para esta linea celular se sembraron 10,000 células en 100 ul por pozo, pasado 16 horas, se les aplicaron
diferentes concentraciones de tratamiento (Tabla 6) por triplicado, se dejo el tratamiento durante 24
horas, pasado el tiempo se adiciond 20 ul solucion de MTT (5 mg/mL) durante 4 horas para su correcta
reaccién con el medio celular, posteriormente se adiciond 100 pul del buffer de lisis para parar la reaccion.

Después de 16 horas se realizo la lectura de absorbancia a una longitud de onda (A) de 570 nm.
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2.4 Caracterizacion

2.4.1 Difraccion de rayos-X (XRD)

Principio operacional del equipo: La difraccion de rayos-X (XRD, por sus siglas en inglés X-Ray Diffraction)
es una técnica versatil y no destructiva que permite la obtencidn de parametros cristalograficos de una
muestra cristalina. Mediante el patrdon de difraccién de rayos-X se puede conocer la estructura cristalina,
su fase cristalografica y el espaciamiento atdmico de los materiales (Humphreys, 2013). La técnica consiste
en incidir un haz monocromatico de rayos-X sobre la muestra que se desea analizar. El fendmeno de la
difraccidn se puede describir con la Ley de Bragg, que predice la direccidon en la que se da interferencia
constructiva entre haces de rayos-X dispersados coherentemente por un cristal (Atkins, Overton, Rourke,

Weller, and Armstrong, 2009):

2dnusen=n (5)

Donde “dn” se refiere a la distancia interplanar de los indices de Miller (hkl), “@“ es el dangulo entre los
planos de la orientacion de la red cristalina y los rayos-X incidentes, “n” es el orden de difraccion y “A”
representa lalongitud de onda de la radiacion incidente. De manera que si dos o mas haces son refractados
debido a la existencia de planos cristalinos paralelos y generan interferencias constructiva, se satisface
que la diferencia de camino dptimo recorrido (2dwusen(8 )) por dichos haces es multiplo entero de la

longitud de onda de la radiacion incidente (Figura 9) (Humphreys, 2013).
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Figura 9. Representacion esquematica de la Ley de Bragg. Reflexion de los rayos-X sobre la muestra. (Atkins et al.,
2009)
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Experimentos aplicados: Este andlisis se hizo con la finalidad de identificar la estructura cristalina, asi

mismo, corroborar que el material que se sintetizé corresponde a la formula estequiométrica propuesta.

Los patrones de difraccidn se realizaron utilizando un difractémetro de rayos-X marca Bruker modelo D2
PHASER equipado con un tubo de cobre (A= 0.15418 nm). Las mediciones se realizaron en el intervalo de

20=10-80° con un tamafio de paso de 0.02 y una duracidn de 0.5 s por paso.

2.4.2 Catodoluminiscencia (CL)

Principio operacional del equipo: La catodoluminiscencia es un caso particular de luminiscencia en que la
fuente de excitacion son electrones. Es una técnica analitica no destructiva esencial para una amplia gama

de aplicaciones, incluyendo semiconductores, optoelectrdnica, dieléctricos y ceramicas.

La técnica de catodoluminiscencia suele implementarse en un Microscopio Electrénico de Barrido (SEM),
en el cual, cuando se irradia un sélido, se producen tanto electrones dispersos como radiacion de energia
luminiscente o en forma de rayos-X (Figura 10). Como se ha indicado, los electrones primarios del haz
incidente pueden ser retrodispersados por el sélido con una pequefia o nula pérdida de su energia, o bien
sufrir altas pérdidas de energia para dispersar como electrones secundarios, junto con rayos-X. A su vez,
estos ultimos pueden ser absorbidos, dando lugar al surgimiento de emision de luz visible. Todos estos
efectos pueden ser usados para producir una imagen, pero hasta ahora la mds comun es la imagen
formada mediante electrones secundarios de baja energia. La pérdida de energia de los electrones
primarios al interactuar con el sélido forma precisamente la radiacion de catodoluminiscencia (Yacobi and

Holt, 1990).
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Figura 10. Interaccion del haz de electrones al material de andlisis. Se muestran consecuencias de emisiones
secundarias a partir del choque de electrones a la muestra como: catodoluminiscencia, electrones Auger, rayos-X,
entre otros. (Pankhurst et al., 2003)

Experimentos aplicados: Mediante esta técnica se excitd al material con un haz de electrones de alta
energia entre 10 a 25 keV y utilizando un detector se analizd la catodoluminiscencia procedente del
material. Este analisis se obtuvo mediante el equipo de Microscopia Electrénica de Barrido (SEM) JEOL JIB-

4500. Cada muestra se colocé en una cinta de carbono para su analisis.

2.4.3 Fotoluminiscencia en la regién UV-Visible

Principio operacional del equipo: La espectroscopia de fotoluminiscencia (PL) ha surgido como una
herramienta importante para estudiar las propiedades dpticas de los materiales de estado sélido
adecuados para aplicaciones optoelectrdnicas. Los experimentos de fotoluminiscencia proporcionan
informacidn relativamente directa sobre la recombinacion de electrones y procesos de relajacion. En
general, estos experimentos son Utiles para la investigacién de propiedades electrénicas del estado
excitado y ofrecen varias ventajas sobre otras técnicas dpticas, como: rendimiento cudntico, tiempo de

decaimiento, espectro de absorbancia, entre otros.
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En el proceso de foto-excitacién, el electrén tiene generalmente un exceso de energia que pierde antes
de descansar en el estado base, de la banda de conduccién. En este punto, el electrén finalmente cae de
nuevo a la banda de valencia. A medida que cae, la energia que pierde se convierte de nuevo en un fotén
luminiscente que se emite desde el material (Figura 11). Por lo tanto, la energia del foton emitido es una

medida directamente de la energia de banda (Blasse and Grabmaier, 1994).
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Figura 11. Diagrama Jablonski sobre proceso de fotoluminiscencia en un material semiconductor. Donde a partir
de la excitacidn un electrén aumenta de energia y al regresar a su estado base emite un fotdn. (Pankhurst et al.,
2003)

Experimentos aplicados: Las propiedades luminiscentes se analizaron mediante un espectrofotémetro
fluorescente marca Hitachi FL-4500, utilizando diferentes longitudes de onda (Tabla 7) tanto de excitacién
como de emisién. Todas las mediciones dpticas se realizaron en un sistema abierto y a temperatura

ambiente.
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Tabla 7. Longitudes de onda especificas para cada nanomaterial. Para cada red cristalina se muestran las longitudes
de onda de excitacion y emisidon para el andlisis fotoluminiscente.

A de emisidn
Material A de excitacion (nm)
(nm)
YAG:Nd**Eu®* 394 713
Gd,03:Nd*Eu®* 264 614
YVO4:Nd*Eu3* 315 621
LaVO4:Nd**Eu®* 320 617

2.4.4 Fotoluminiscencia en la region infrarroja

Principio operacional del equipo: Para la caracterizacidon de fotoluminiscencia en IR se utiliza un arreglo
de rejillas de difraccion, aperturas, una lampara de amplio espectro y un detector o colector de fotones.

También es comun el uso de laseres como fuentes de excitacion.

La lampara o fuente de luz proporciona la radicacién de excitacidn, la cual se hace pasar por un
monocromador (rejillas de difraccidn y aperturas) que permite seleccionar una longitud de onda deseada
para la excitacién. La muestra se ilumina con éste haz y produce su respuesta caracteristica (emision). La
radiacion de ésta emisidn caracteristica pasa por un espectrofotometro (arreglo monocromador-detector)
en el cual va registrando las intensidades asociadas a las longitudes de onda del espectro. Al final del
proceso, se obtiene un arreglo de valores de intensidad contra longitud de onda, que es la firma del

material luminiscente (Tejeda Aguirre, 2018).

Experimentos aplicados: Con este andlisis se encontrd la emisiéon en el intervalo IR asociado a las
nanoparticulas luminiscentes y optomagnéticas para comprobar de la presencia del ion neodimio y
establecer las longitudes de onda dptimas para las pruebas de termosensibilidad, los espectros
luminiscentes se realizaron mediante un laser con longitud de onda de 808 nm y un detector CCD InstaSpec
IV Oriel Instruments acoplado a un monocromador ThermoOriel MS 260i con una resolucion espectral de

200-1100 nm.
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2.4.5 Microscopio Electronico de Transmision (TEM)

Principio operacional del equipo: Se utiliza principalmente para caracterizar materiales utilizando una alta
amplificacion y alta resolucion, la microestructura de los materiales permite obtener informacién sobre su

morfologia (Egerton, 2016).

El funcionamiento del microscopio se basa en electrones que son transmitidos a través del material que
se esta analizando y posteriormente son colectados bajo la muestra en una pantalla fosforescente o a
través de una camara. Los principales componentes son: un cafidn de electrones, columna de electrones,
sistema de lentes electromagnéticas, detectores, camara, captura de imagen, panel de control principal y

controles de operacién.

Es un instrumento que utiliza electrones acelerados, generados por un filamento de tungsteno
incandescente. Los electrones acelerados son dirigidos hacia la superficie de la muestra mediante lentes
electromagnéticos y condiciones de alto vacio (Figura 12). Una vez que incide sobre la superficie de la
muestra, tiene varios fendmenos como: retrodispersion de electrones incidentes, emisién de luz,
electrones secundarios, transmisién de electrones, electrones Auger y Rayos-X. Todas estas sefiales, se
pueden aprovechar empleando analizadores adecuados segun el proceso a estudiar (de ahi el nombre de
cada técnica), de modo que, se obtiene informacion sobre la naturaleza de la muestra (morfologia,

composicion quimica, defectos) (Egerton, 2016).

Cafion = = Wehnelt

Figura 12. Diagrama generalizado de la estructura interna del microscopio electrénico de transmision. Se muestra
las partes que conforman el microscopio. (Egerton, 2016)
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Experimentos aplicados: Las imagenes fueron obtenidas utilizando el equipo JEOL JEM-2010 con un

filamento de LaBs. Para el analisis quimico por medio de espectroscopia de dispersion de energia se utilizé

el equipo JEOL JEM-2100F.

2.4.6 Espectrometria Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

Principio operacional del equipo: El equipo de FTIR cuenta con el accesorio de reflectancia total atenuada
(ATR). Utiliza el fendmeno de reflexion interna total, de manera que, un haz de radiacién atraviesa un
cristal y sufre una reflexion interna total a través de este (Figura 13). La distancia de la onda se extiende
desde la superficie del cristal dependiendo del material que se esté analizando. La onda evanescente que
se forma se desintegra rapidamente de la superficie del cristal, por lo tanto, se debe mantener un buen
contacto entre el cristal y la muestra cuando se realizan mediciones ATR. La profundidad de penetracion
para ATR es una funcidn de la longitud de onda, el indice de refraccidn del cristal que se utiliza y el dngulo

de incidencia (Lindenberg, Cornel, Scholl, and Mazzotti, 2012).

Plato de metal

Muestra s

Radiacion infrarroio

Figura 13. Celda de Reflectancia Total Atenuada en FTIR. Representacién de la incidencia de la energia en infrarrojo
sobre la muestra. (Lindenberg et al., 2012)

Los espectros de absorcion, emision y reflexion en el infrarrojo, se pueden explicar asumiendo que todos
son el resultado de los distintos cambios energéticos producidos en las transiciones de las moléculas de

unos estados de energia vibracionales a otros estados de energia mayor o menor, distinguiéndose dos
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categorias basicas de vibraciones: las de tensién o de flexidon derivados de la absorcidon de la luz

(Lindenberg et al., 2012).

Las diferentes posiciones de las bandas de absorcién en el espectro proporcionan informacién sobre la
presencia o ausencia de grupos funcionales especificos en una molécula y, en conjunto, el espectro
constituye una huella muy particular que puede utilizarse para determinar la identidad de la muestra
(Gomez and Murillo, 1892). Dicho lo anterior, la diferencia entre dos espectros indica que las dos muestras

estan formadas por diferentes componentes.

Experimentos aplicados: Las muestras se analizaron con un espectrometro infrarrojo Spectrum Two marca
Perkin Elmer con accesorio de reflectancia total atenuada con detector directo en modo de transmitancia
y resolucion de 0.5 cm™. Las muestras se colocaron en contacto con la celda de reflectancia total atenuada

horizontal (ATR). Todas las mediciones se realizaron en un sistema abierto y a temperatura ambiente.

2.4.7 Absorbancia en la region UV-Visible

Principio operacional del equipo: La espectrometria ultravioleta-visible estd basada en el proceso de
absorcion de la radiacién ultravioleta-visible (A= 160-780 nm) por una molécula. La absorcién de esta
radiacidn causa la promocidn de un electréon a un estado excitado. Los electrones que se excitan al
absorber radiacion de esta frecuencia son los electrones de enlace de las moléculas, por lo que los picos
de absorcién se pueden correlacionar con los distintos tipos de enlace presentes en el compuesto (Mantele

and Deniz, 2017).

Experimentos aplicados: El andlisis de absorbancia se utilizé para conocer de manera indirecta viabilidad
celular. Se utilizd el espectrofotémetro para microplacas Epoch de UV-Visible. Todas las mediciones se

hicieron a una absorbancia de 570 nm en un sistema abierto y temperatura ambiente.
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2.4.8 Fotografias de polvos luminiscentes

Con lafinalidad de obtener imagenes cualitativas de la emisidn de los polvos de nanoparticulas fabricadas
se utilizéd una lampara UV de 240 nm de 8 Watt marca Analytik-jena y una cdmara Nikon D5100 con lente
AF-Snikkor 18-55, con especificaciones ISO 200, velocidad de obturacion 1/10, apertura F5.6, distancia

focal 55 mm, balance de blancos: luz de sol directa, temperatura de color 5200 K.
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Capitulo 3. Resultados y discusion

3.1 Nanoparticulas luminiscentes

3.1.1 Difraccién de rayos-X

Con la finalidad de obtener la estructura cristalina para los materiales luminiscentes sintetizados por el
método de sol-gel con diferentes tratamientos térmicos (Tabla 3), cada material se analizé utilizando un

equipo de difraccién de rayos-X y se obtuvieron los difractogramas correspondientes.

Para el caso de los materiales de ortovanadato de itrio se identificd una estructura cristalina tetragonal,
a partir de la base de datos JCPDS #01-082-198, coincidiendo para los tres materiales sintetizados a
diferentes porcentajes de dopaje. En este caso, para los tres materiales se observaron picos adicionales
en los angulos: 15.4, 21.6 y 26.1, sefializados con asteriscos (Figura 14). A dichos picos adicionales, se les
conoce como fase secundaria. Mediante una busqueda en la base de datos se encontrd que pertenece a
la misma férmula estequiométrica YVO4 pero a una estructura cristalina diferente, en este caso pertenece

a la fase ortorrémbica JCPDS #00-025-1066.

En el caso de los materiales de ortovanadato de lantano se confirmé la estructura cristalina monoclinica
pura mediante la base de datos JCPDS #00-050-0367, no se observaron fases secundarias como en el

material anterior (Figura 15).

De la misma manera se obtuvieron los difractogramas para los materiales de granate de itrio y aluminio
confirman la presencia de una estructura cristalina cibica comparado con el patrén reportado por la base
de datos JCPDS #00-033-040. Se identificaron fases secundarias para los materiales con el dopaje de (1 %,
3%)y (1%, 7 %), en los angulos: 11.9, 18.8, 26.7, 30.6 y 43.7 que estdn sefialados con asteriscos (Figura
16). Las fases secundarias coincidieron con el patrén de difraccion de YAM (Y;AlLQq), la formula
estequiométrica es diferente a YAG al igual que su estructura cristalina que en este caso pertenece al tipo

ortorrémbica.

Finalmente, para los materiales de 6xido de gadolinio se obtuvieron los difractogramas y se confirmé la

estructura cristalina cubica pura comparandola con la base de datos JCPDS #00-012-0797 (Figura 17).
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Los resultados de las fases cristalina para los materiales sintetizados por el método de sol-gel son
consistentes con los trabajos de investigacidon publicados en donde con esto se obtuvieron estructuras
cristalinas estables, es decir, al incrementar presién o temperatura la fase cristalina de los materiales no

cambiaran (Xie et al., 2015) (Wang and Chen, 2012) (Jain, Gonzalez, et al., 2018) (Jain and Hirata, 2016).
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Figura 14. Difractogramas de rayos-X de los nanomateriales de YVO4:Nd>*,Eu®* con diferente proporcién de dopaje.
Se muestran los difractogramas de los materiales sintetizados con los diferentes porcentajes de dopaje
pertenecientes a la estructura cristalina tetragonal, las fases secundarias emergentes de fase ortorrémbica, se
identificaron con un asterisco. El difractograma en color negro corresponde a JCPDS 01-082-1968 obtenido de la base

de datos.



37

0, 0,

o bt L oo L)
-
~—
© i lLu;..u_.Uu.h - (1%, 4%)
© \ - P At
ke
7))
c 0 0
ISR e Lt (1%, 5%)
= &
- é JCPDS 00-050-0367

‘I;|IE I ll IUE NIT Inl 'IIII Lbal, . a:lr: a

T 1 T I 1 T T i T

10 20 30 40 50 60 70 80

Figura 15. Difractogramas de rayos-X de los nanomateriales de LaV0O4:Nd*,Eu®* con diferentes proporciones de
dopaje. Se presentan los patrones de difraccion de los nanomateriales con diferentes porcentajes de co-dopaje con
estructra cristalina monoclinica. El difractograma en color negro corresponde a JCPDS 00-050-0367 obtenido de la

base de datos.
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Figura 16. Difractogramas de rayos-X de los nanomateriales de YAG:Nd3*,Eu3>* con diferentes proporcioens de
dopaje. Se muestran los planos de difraccidn de los nanomateriales sintetizados con diferentes porcentajes con fase
cristalina cubica. Las fases secundarias correspondieron al material YAM, se indentifican con un asterisco. El
difractograma en color negro corresponde a JCPDS 00-033-0040 obtenido de la base de datos.
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Figura 17. Difractogramas de rayos-X de los nanomateriales de Gd.03:Nd**,Eu* con diferentes proporciones de
dopaje. Se presentan los patrones de difraccidn de los materiales sintetizados a distintos porcentajes de dopaje.
Todos los materiales presentan una fase cristalina cubica. El difractograma en color negro corresponde a JCPDS 00-
012-07-97 obtenido de la base de datos.

3.1.2 Catodoluminiscencia

Para identificar los espectros de emisiéon de los nanomateriales luminiscentes se utilizd el microscopio
electrénico de barrido el cual tiene incorporado un caidn de electrones que inciden sobre la muestra en

bulto y recolecta informacién de fotones emitidos en el espectro visible e infrarrojo cercano.

En la Figura 18 se observan los espectros de emision para los nanomateriales de YVO4 bajo una energia
ionizante en donde se observa con mayor intensidad y bien definido en la longitud de onda de 617 nm.
Esto se relaciona directamente con la transicion electrénica °Do—>’F,. También se pueden observar picos
menos intensos en las longitudes de onda 538, 594, 651 y 699 nm debidas las transiciones electrdnicas
>Do—>"Fo, °Do—>"F1, °Do—>"F3 y °Do—>"F4 en los iones de Eu®* respectivamente. El material de YVO4:Nd**,Eu®*

con mejor intensidad luminica por catodoluminiscencia pertenece a (1 %, 4 %).
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En la Figura 19 se observan los espectros de emisién para los nanomateriales de LaVO, bajo una energia
ionizante en donde se observa con mayor intensidad y bien definido en 615 nm debido a la transicion
electrénica *Do—F,. También se pueden observar picos menos intensos, en las longitudes de onda de 535
nm y 555 nm contribuyen a la transicion electrdnica *Do—>’Fo. De la misma manera existen picos en: 592,
649 y 698 nm, y son debidas a las transiciones electrénicas *Do—>’F1 *Do—>’F3 y °Do—>"F4 que se presentan
en los iones de Eu®* respectivamente. El material de LaVO4:Nd>*,Eu®* con mejor intensidad luminica por

catodoluminiscencia pertenece a (1 %, 5 %).

En la Figura 20 se observan los espectros de emisién para los nanomateriales de YsAl;012 bajo una energia
ionizante en donde se observa con mayor intensidad y bien definido en 592 nm debido a la transicion
electrénica °Do—>’F1. También se pueden observar picos menos intensos en las longitudes de onda 610,
630 y 709 nm debidas las transiciones electrénicas *Do—>’F,, Do—>Fs y *Do—>’F4 en los iones de Eu®*
respectivamente. El material de Y3Als012:Nd**,Eu®* con mejor intensidad luminica por catodoluminiscencia

pertenece a (1 %, 7 %).

En la Figura 21 se observan los espectros de emisién para los nanomateriales de Gd,0s bajo una energia
ionizante en donde se observa con mayor intensidad un pico intenso y bien definido en 614 nm debido a
la transicion electrénica °Do—’F1. También se pueden observar picos menos intensos en las longitudes de
onda 587, 628, 652 y 707 nm debidas las transiciones electrénicas *Do—>Fo, >Do—>’F2, Do—>"F3 y *Do—>"F4
en los iones de Eu®* respectivamente. El material de Gd,03:Nd*",Eu3* con mejor intensidad luminica por

catodoluminiscencia pertenece a (2 %, 4 %).

Los resultados confirman la correcta incorporacion de los iones de europio en las distintas redes cristalinas
sintetizadas por el método de sol-gel. De la misma manera, nos dio informacién de las transiciones

electrénicas predominantes.
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Figura 18. Emisiones por catodoluminiscencia de los materiales de YV04:Nd3*,Eu3*. Se muestran la mayor intensidad
en 617 nm para los materiales sintetizados a diferentes porcentajes de co-dopaje.
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Figura 19. Emisiones por catodoluminiscencia de los materiales de LaVOa:Nd3*,Eu®*. Se presentan las emisiones de
los materiales a diferentes porcentajes de co-dopaje.
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Figura 20. Emisiones por catodoluminiscencia de los materiales de YAG:Nd*',Eu®*. Se observan una mayor
contribucion en la longitud de onda de 592 nm para los materiales a diferentes co-dopajes.
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Figura 21. Emisiones por catodoluminiscencia de los materiales de Gd203:Nd3*,Eu3*. Se muestra con mayor
intensidad en 614 nm del material con diferentes porcentajes de co-dopaje.
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3.1.3 Fotoluminiscencia en UV-Visible

Para corroborar los candidatos posibles para la aplicacién como marcadores de células de los materiales
luminiscentes, se analizé la luminiscencia mediante el espectrofotdmetro fluorescente marca Hitachi; Se
excito el material para la obtencién de los espectros de emision y asi mismo, se utilizé una longitud de
onda de emisién para la obtencién del espectro de excitacién; Los cuales mostraron emisidn tipica en
naranja-rojizo, esto debido a la excitacién a los iones de europio. La intensidad de la emisidn varié de
acuerdo con la concentracién atémica de los iones de Eu3* y Nd** en cada una de las redes cristalinas de

YV04, LaVO4, Y3A|501z Yy GdzOs.

En las Figuras de fotoluminiscencia en UV-Visible se muestran en cada grafica los espectros de excitacion

en linea discontinua y el de emisién en linea continua.

La Figura 22 muestra los espectros de fotoluminiscencia en UV-Vis para la red cristalina de YVO,. Para este
material se mantuvo constante el porcentaje de dopaje del ion Nd* a 1 % y se varié los porcentajes del
ion Eu** a3 %, 4 %vy5 %. Para la obtencidn de los espectros de emision se excitaron los materiales a una
longitud de onda de 315 nm y para los espectros de excitacion fue bajo la A de 621 nm. La A de excitacion
de 315 nm la absorbe la red cristalina anfitriona, en este caso ortovanadato de itrio, y posteriormente pasa
la energia a los iones activadores. Los espectros de emision de fotoluminiscencia de los tres materiales
(Figura 22) presentan un pico intenso y bien definido en la longitud de onda de 621 nm debido a la
transicién electrdnica Do—’F; originada en los iones de Eu®*. También se pueden observar picos menos
intensos en las longitudes de onda 595, 653 y 701 nm debidas a las transiciones electrénicas *Do—>’Fo,
*Do—"F3 y °Do—>"F4 en los iones de Eu®* respectivamente. El material de YVO4:Nd3,Eu®** con mejor

intensidad en luminiscencia pertenece a la proporcion (1 %, 4 %) bajo una A de excitacién a 315 nm.

Por otro lado, en la Figura 23 se muestran los espectros de fotoluminiscencia en UV-Vis para la red cristalina
de LaVO.. De la misma manera que con el material anterior se mantuvo constante el porcentaje de dopaje
delion Nd* a 1 % y se varié los porcentajes del ion Eu** a3 %, 4 %y 5 %. En especifico para este material
la A de excitacion fue de 320 nm y se obtuvieron los espectros de emisidn, se encontrd un pico intenso y
bien definido en la longitud de onda de 617 nm debido a la transicidn electrénica *Do—>’F1, por lo que se
utilizé esta A para la obtencidn de los espectros de excitaciéon. También se pueden observar picos menos
intensos en las longitudes de onda 595, 653 y 701 nm debidas las transiciones electrénicas *Do—Fo,

*Do—>F3 y *Do—>’F4 en los iones de Eu®* respectivamente. El material de LaVO;:Nd*,Eu* con mejor
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intensidad en luminiscencia pertenece a la proporcién (1 %, 4 %) bajo una longitud de onda de excitacién

a 320 nm.

De la misma manera, en la Figura 24 muestra los espectros de fotoluminiscencia en UV-Vis para la red
cristalina de Y3Als012. Del mismo modo con los materiales anteriores se mantuvo constante el porcentaje
de dopaje del ion Nd* a 1 % y en este caso variaron los porcentajes del ion Eu* a3 %, 7 %y 8 %. Se
excitaron los materiales a una A de 394 nm y se obtuvieron los espectros de emision, se encontrd un pico
intenso y bien definido en la A de 713 nm debido a la transicidn electrdnica *Do—>’F4 correspondiente al
ion Eu?, se utilizd la A de 713 nmy se obtuvieron los espectros de excitacién. También se observaron picos
menos intensos en las longitudes de onda 592, 611, 632 y 651 nm debidas a las transiciones electrdnicas
*Do—"Fo, °Do—"F1, *Do—=’F y °Do—’F: en los iones de Eu® respectivamente. El material de
Y5Als01,:Nd*,Eu3* con mejor intensidad en luminiscencia pertenece a (1 %, 7 %) bajo una A de excitacién

a 394 nm.

Por ultimo, en la Figura 25 muestra los espectros de fotoluminiscencia para la red cristalina de Gd,0s. Para
este material se mantuvo constante el porcentaje de dopaje del ion Nd** a 2 % y se vari6 los porcentajes
del ion Eu** a3 %, 4 % y 5 %. Bajo una A de 264 nm se observaron los espectros de emisién los cuales
presentaron un pico intenso y bien definido en la longitud de onda de 614 nm debido a la transicion
electrénica °Do—’F1. Se muestran los espectros de excitacion bajo una A de 614 nm. También se pueden
observar picos menos intensos en las longitudes de onda 589, 631 y 711 nm debidas a las transiciones
electrénicas °Do—Fo, *Do—>’F2 y °Do—'F4 en los iones de Eu®* respectivamente. El material de
Gd,0::Nd*,Eu®* con mejor intensidad en luminiscencia pertenece a (2 %, 3 %) bajo una A de excitacién a

264 nm.
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Figura 22. Espectros de excitacion y emision en el espectro UV-Vis para los materiales de YVOa:Nd3*,Eu?*. Se
observan las sefiales para los 3 materiales sintetizados con diferentes porcentajes de co-dopaje.
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Figura 23. Espectros de excitacion y emisién en el espectro UV-Vis para los materiales de LaVOa:Nd3*,Eu*. Se
muestran las sefiales para los diferentes materiales sintetizados con variaciones en los porcentajes de co-dopaje con
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una emision predominante en 617 nm.
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Figura 24. Espectros de excitacién y emision en el espectro UV-Vis para los materiales de YAG:Nd3*,Eu®*. Se
presentan las sefales para los 3 materiales sintetizados con diferentes porcentajes de co-dopaje respectivamente

con las transiciones electrdnicas correspondientes.
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Figura 25. Espectros de excitacién y emisién en el espectro UV-Vis para los materiales de Gd203:Nd*,Eu®. Se
observan las sefiales para los 3 materiales sintetizados con diferentes porcentajes de co-dopaje con una mayor

contribucion de emisidon en 614 nm.
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3.1.4 Fotoluminiscencia en infrarrojo

Para corroborar los posibles materiales candidatos para la aplicacion como termdémetros se utilizé el
equipo CCD InstaSpec IV Oriel Instruments acoplado a un monocromador ThermoOriel MS 260i excitando

el material con un ldser de 808 nm, para la obtencidn de los espectros de emisidn.

Con la finalidad de identificar si los materiales luminiscentes sintetizados previamente son candidatos
como termdémetros, se utilizd el andlisis de fotoluminiscencia, con el cudl, se excitaron los materiales
luminiscentes con un laser de emisién de 808 nm (infrarrojo cercano), obteniendo un espectro de emision

para cada material de YVOg, LaVO,, Y3AlsO12 y Gd,0s.

En la Figura 26, se muestran los espectros de emisién de fotoluminiscencia en el IR para la red cristalina de
YVO.. En las longitudes de onda a 913 y 1064 nm se observan picos poco intensos, pero bien definidos
debido a las transiciones electrdnicas en los iones de Nd3* *F3,—%l9/2 y *F3/2—>*l11/2, respectivamente. El
material de YVO4:Nd**,Eu®* con mejor intensidad en luminiscencia en IR pertenece a la proporcion de

dopaje (1 %, 3 %).

De la misma manera, en la Figura 27 muestran los espectros de emisidén de fotoluminiscencia en el IR para
el material de LaVO,. Los maximos observados en longitudes de onda a 912 y 1064 nm son debidos a las
transiciones electrénicas de los iones de Nd3* *Fs,—%los2 ¥ *F3/2—>*l11/2, respectivamente. Se observé que
en el material correspondiente al dopaje de (1 %, 4 %), no se registrd ningln pico caracteristico de las
transiciones electrénicas del Nd**, por lo que se confirma que el ion neodimio no se agregd a la red
cristalina. Por otro lado, la mejor intensidad en luminiscencia en IR pertenece a la proporcién de dopaje (1

%, 3 %).

Por otro lado, en la Figura 28 se muestran los espectros de emision para la red cristalina de Y3Als012. En las
longitudes de onda de en las longitudes de onda de 937 y 945 nm contribuyen a la transicidn electrénica
4F3,—%9p, igualmente, en 1061 y 1064 nm son sefiales caracteristicas debidas a la transicidon electrdnica
F3,—%11/2 de los iones de Nd*'. El material de Y3Als01,:Nd**,Eu®" con mejor intensidad en luminiscencia

en IR bajo una longitud de onda de excitacion a 808 nm pertenece a (1 %, 3 %).

Por otro lado, en la Figura 29 se muestran los espectros de emision para la red cristalina de Gd»0s. En las
longitudes de onda se observan picos bien definidos en 926 y 942 nm contribuyen a la transicién

electrénica *Fs;—*ls/2 y en 1056 nm debido a la transicidn electrénica *Fs;;—>*l112 de los iones de Nd**
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respectivamente. El material de Gd,03:Nd*,Eu®* con mejor intensidad de luminiscencia en IR pertenece al

material con porcentaje de (2 %, 5 %).

Los resultados obtenidos, se confirmé la correcta incorporacién de los iones de neodimio en las distintas
redes cristalinas sintetizadas. En el caso especial de LaVO,:Nd**,Eu3* al (1 %, 4 %) no presentd la emisidn
del neodimio, es decir, el material sintetizado sélo contiene de iones de europio. Los materiales de YVO,,
YAG y Gd,0s tienen emisién especifica en la regidon de 912 a 955 nm, es la regidon de mayor importancia
por la coincidencia con la segunda ventana bioldgica. Sin embargo, en los trabajos reportados para la
fabricacion de nanotermdémetros han descrito la necesidad de tener en la misma regién de la primera
ventana biolégica dos mdaximos de emisién para reducir el error, ya que si los materiales son
termosensibles ambos maximos aumentaran su intensidad. Dicho esto, los materiales con estas

caracteristicas son: Y3AlsO1; y Gd,03 (Quintanilla and Liz-Marzan, 2018b).
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Figura 26. Emisiones en IR de los materiales de YVOa4: Nd3*,Eu3*. Se muestran las emisiones especificas de las
transiciones electrénicas del ion Nd3* con diferentes porcentajes de co-dopajes.
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Figura 27. Emisiones en IR de los materiales de LaVOa: Nd3*,Eu3*. Se muestran las emisiones especificas de las

transiciones electrdnicas del ion Nd**, para el porcentaje de (1 %, 4 %) se presenta una nula incorporacién de iones
de neodimio.
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Figura 28. Emisiones en IR de los materiales de YAG:Nd**,Eu3*. Se observan las emisiones especificas de las
transiciones electrdénicas correspondiente al ion Nd3* con diferentes porcentajes de co-dopajes.
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Figura 29. Emisiones en IR de los materiales de Gd203:Nd**,Eu®*. Se muestran las emisiones especificas de las
transiciones electrénicas del ion Nd3* con diferentes porcentajes de co-dopajes.

3.1.5 Microscopia electrénica de transmisién
3.1.5.1 Imagenes

Para la identificacion de la morfologia especifica de cada material luminiscente sintetizado se utilizo el
microscopio electrénico de transmisidn, con esta caracterizacién se obtuvo cudles materiales son idéneos

para aplicaciones biomédicas, que es uno de los objetivos principales del presente trabajo de investigacion.

Para los materiales de YVO, se puede apreciar una morfologia rectangular tipo laminas (Figura 30) con un
tamafio de 800 X 1500 nm (Figura 34-A,B). Del mismo modo para los materiales de LaVO, se aprecia una
morfologia similar al material previamente descrito, es rectangular tipo laminas sin bordes regulares
(Figura 31) pero el tamafo disminuyo a 500 X 1000 nm (Figura 34— C, D). Ambos materiales presentan
tamanfios superiores de los 500 nm, por lo que no son materiales potenciales para su utilizacidon en
biomedicina. Una aplicacidn alternativa debido a su buena luminiscencia tanto en UV-Vis como IR seria en

[dmparas de estado sdélido o en sensores nanoestructurados (Buissette et al., 2003).
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Asi mismo para los materiales de YAG presenta una morfologia esférica (Figura 32) de un tamafio alrededor
de 200 nm (Figura 34-E). Finalmente, los materiales de Gd,03; también presentaron una morfologia esférica
(Figura 33) con un tamafio aproximado a 90 nm (Figura 34-F). Estos dos materiales son candidatos para
aplicaciones biomédicas, ya que se ha reportado que existe un aumento en la compatibilidad de materiales

esféricos con las células. Otro factor importante es el tamafio de particula, debido a que es de un tamafio

inferior a los 300 nm, eso contribuye a disminuir la citotoxicidad (Naahidi et al., 2013).

Figura 30. Imagenes de TEM correspondientes a YVO4:Nd3*,Eu. (A) (1 %, 5 %), (B) (1 %, 4 %) y (C) (1 %, 3 %), para
todos los porcentajes de co-dopaje mostré una morfologia tipo hojas rectangulares.

Figura 31. Imagenes de TEM correspondientes a LaVOa:Nd>*,Eu®*. (A) (1 %, 5 %), (B) (1 %, 4 %) y (C) (1 %, 3 %), para
todos los porcentajes de co-dopaje mostré una morfologia rectangular.
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Figura 32. Imagenes de TEM correspondientes a YAG:Nd3*,Eu®*. (A) (1%, 7 %), (B) (1 %, 8 %) vy (C) (1 %, 3 %), para
todos los porcentajes de co-dopaje mostré una morfologia esférica y con aglomeraciones.

Figura 33. Imagenes de TEM correspondientes a Gd203:Nd3*,Eu*. (A) (2 %, 5 %), (B) (2%, 4 %) y (C) (2 %, 3 %) para
todos los porcentajes de co-dopaje mostré una morfologia esférica con poca aglomeracion.

3.1.5.2 Histograma de distribucion

Con la finalidad de obtener el tamafio de las nanoparticulas para cada red cristalina se utilizaron las
imagenes generadas del microscopio electronico de transmision. Se midieron utilizando el programa del
equipo TEM llamado DigitalMicrograph y se recolectaron los datos para la creacidon de los histogramas
mostrando la frecuencia de incidencia en el tamafio de particula. Para cada material se midieron 100
nanoparticulas aleatoriamente. En la Figura 34-A,B se muestran los histogramas para el material de YVO,,
recordando la morfologia de este (Figura 30) que es rectangular se obtuvieron dos histogramas, donde A
pertenece a la medicidn del lado largo dando resultado con mayor frecuencia 1.6 um y B del ancho con

mayor frecuencia de 800 nm. De la misma manera, en la Figura 34-C,D se muestran histogramas para LaVO,,
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donde A corresponde a la medicién del lado largo con mayor incidencia de 1 um y B del ancho con 500

nm.

El Y3Als01; (Figura 34-E) mostrd una morfologia esférica (Figura 32) con un tamano promedio es de 200 nm.

El material Gd>03; mostré una morfologia esférica con mayor frecuencia en tamafio, 90 nm (Figura 34-F).
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Figura 34. Histogramas de distribucion de tamano para las nanoparticulas luminiscentes. (A, B) YVOs donde A
representa el largo de 1.6 um y B el ancho de 800 nm, (C, D) LaVO4 donde C se refiere al largo de 1 um y D un ancho
de 500 nm, (E) Y3Als012 con didmetro de 200nm y (F) Gd203 con didmetro de 90 nm.
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3.1.6 Fotografias de nanoparticulas luminiscentes

Para una visualizacién de los materiales vistos en laboratorio se tomaron imagenes las cuales fueron
obtenidas mediante una camara profesional Nikon a polvos cristalinos para cada nanomaterial sintetizado
por el método de sol-gel con exposicidon a una ldmpara UV de 240 nm, las imagenes presentadas son

cualitativas. En general muestran emisiones tipicas rojizo-naranja debido a la excitacidn del ion Eu®".

Para los materiales YVO, (Figura 35), el ojo humano no detecta la diferencia de intensidad luminica por lo
cual se realizaron analisis cuantitativos utilizando el equipo Hitachi de fotoluminiscencia en UV-Vis. Por
otro lado, para los materiales LaVO, (Figura 36) a simple vista se nota el cambio en intensidades, esto
debido a los porcentajes de dopajes de ambos iones involucrados, en la Figura 36 — B se muestra una gran
intensidad luminica y esto es debido a que como se vio Figura 27 para la proporcion (1 %, 4 %) no se agregd
los iones de neodimio; con esto se observa solamente la emisién de los iones de europio. De la misma
manera, los materiales de YAG (Figura 37), en comparacién con las imdgenes anteriores, se observé un
cambio drastico en la intensidad luminica. Por ultimo, para los materiales Gd,0s (Figura 38), comparando

los porcentajes de dopaje del mismo material, no se observd a vista previa un cambio en intensidad

luminica.

Figura 35. Imagenes fotograficas correspondientes al material de YVOa:Nd3*,Eu3*. (A) (1 %, 5 %), (B) (1 %, 4 %) y
(C) (1 %, 3 %), todos mostrando una alta luminiscencia.
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Figura 36. Imagenes fotograficas correspondientes al material de LaVOa:Nd3*,Eu. (A) (1 %, 5 %), (B) (1 %, 4 %)
siendo la muestra mas brillante de este material y (C) (1 %, 3 %).

Figura 37. Imégenes fotograficas correspondientes al material de YAG:Nd3*,Eu*. (A) (1%, 7 %), (B) (1 %, 8 %) siendo
la muestra menos intensa de este material y (C) (1 %, 3 %).

Figura 38. Imagenes fotograficas correspondientes al material de Gd203:Nd>*,Eu®*. (A) (2%, 5 %), (B) (2%, 4 %)y
(C) (2 %, 3 %), se observo luminiscencia para todas las combinaciones de co-dopaje.
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3.1.7 Sensibilidad térmica

Para demostrar que los nanomateriales luminiscentes sintetizados por el método de sol-gel tienen

potencial uso como termdmetros se midié a diferentes temperaturas la emisién para cada material.

Debido a su morfologia y tamaio se analizaron los materiales de Y3AlsO1, y Gd,03 ya que son candidatos

potenciales para su utilizacidén en aplicaciones biomédicas.

En la Figura 39 se muestra la emisién en el infrarrojo desde 930 hasta 955 nm del material de YAG a (1 %,
3 %) bajo una excitacion de 808 nm, con un aumento en la temperatura a partir de 25° hasta 70 °C. Se
aprecia una relacidon en el aumento de la intensidad luminiscente con respecto al aumento en la

temperatura.
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Figura 39. Emision en IR del material Y3Als012:Nd>*,Eu®* a (1 %, 3 %) bajo diferentes temperaturas. Se presenta el
aumento de intensidad con respecto al aumento de temperatura.

Del mismo modo, la emisién de IR se determiné para Gd,0s a (2 %, 3 %), a diferencia del material con
Y3Als01,, se observé un corrimiento homélogo de las emisiones a diferentes temperaturas (Figura 40). Es
decir, el ruido/sefial estd aumentando conforme incrementa la temperatura. Se realizaron los calculos
para quitar a cada grafica la sefial de ruido correspondiente y se obtuvo un traslape de todas las emisiones
a diferentes temperaturas. Estos resultados demuestran que el nanomaterial de Gd,03:Nd*,Eu® no es
termosensible, ya que no existe una diferencia en la intensidad de emisidn con respecto a la temperatura

(Figura 41). Estos resultados fueron inesperados, se ha reportado que la emisién del material Gd,03:Nd**,
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si es dependiente de la temperatura (S. Balabhadra, Debasu, Brites, Rocha, and Carlos, 2016). Por lo que
posiblemente la incoporacidn de los iones europio podria haber afectado la termosensibilidad de las
nanoparticulas. A pesar de que éste material no tendria la caracteristica de sensibilidad térmica, decidimos

continuar con el siguiente paso y completar su caracterizacion.
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Figura 40. Emision en IR del material Gd203:Nd>,Eu®* a (2 %, 3 %) bajo diferentes temperaturas. Se presenta el
aumento aparente intensidad con respecto al aumento de temperatura.
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Figura 41. Emisién en IR del material Gd203:Nd3**,Eu®* a (2 %, 3 %) bajo diferentes temperaturas. Se presenta el
espectro de intensidad con respecto a la temperatura. Se han normalizado las graficas debido a su background y se
confirma que no existe una sensibilidad térmica.
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3.2 Nanomateriales optomagnéticos

3.2.1 Difraccion de rayos-X

Para identificar que el material luminiscente no cambié de estructura cristalina después de someterlo al
proceso de integracién de nanoparticulas magnéticas embebido en silice por el método de Stober, se
caracterizé por medio de difraccién de rayos-X. Se obtuvieron difractogramas que confirmaron la
estructura cristalina cubica (Figura 42) de acuerdo con la base de datos JCPDS #00-012-0797, confirmando

los resultados anteriores (Figura 17), no sufrié restructuracion cristalina.
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Figura 42. Difractogramas de rayos-X de los nanomateriales de Gd.03:Nd**,Eu®*@Fe30:@Si0:. Se comparan las
diferentes proporciones fabricadas con respecto a la sefial del material luminiscente sin recubrimiento.

3.2.2 Catodoluminiscencia

Para identificar el cambio de intensidad luminiscente de las nanoparticulas optomagnéticas con respecto

al nanomaterial luminiscente se caracterizé por catodoluminiscencia obteniendo emisiones en el espectro

visible.
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En la Figura 43 se observan los espectros de emisién para las nanoparticulas optomagnéticas de
Gd,0::Nd* ,Eu**@Fe;:0,@Si0; a diferentes proporciones entre material luminiscentes y magnéticas,
agregando como control las nanoparticulas luminiscentes Gd,0s:Nd**,Eu3* a (2 %, 3 %) sin recubierta. La
luminiscencia de las nanoparticulas optomagnéticas disminuyd hasta en un 70% con la proporcion [2:1],
mientras que para las proporciones [4:1] y [8:1] la disminucién es de alrededor del 60% en comparacién
con las nanoparticulas luminiscentes. La disminucion de la intensidad de las nanoparticulas
optomagnéticas a pesar de tener el mismo material luminiscente (Gd,03:Nd*,Eu®*), se debe al efecto de
la incorporaciéon de magnetita y silice. Se han reportado que estos materiales absorben la energia de la

emisién proveniente del material luminiscente, sin embargo, no la emiten y afectan la intensidad luminica.

Se conservan las sefiales y se observa con mayor claridad un pico intenso y bien definido en la longitud de
onda de 610 nm, debido a la transicién electrdnica *Do—>’F1. También se pueden observar picos menos
intensos en las longitudes de onda 589, 628, 652 y 705 nm debidas las transiciones electrénicas *Do—>Fo,

*Do—"F2 ,°Do—>"F3 y °Do—>’F4 correspondientes a los iones de Eu®* respectivamente.
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Figura 43. Emisiones por catodoluminiscencia de los materiales Gd203:Nd3*,Eu3*@Fe30:@Si02. Se presentan las
emisiones de los materiales optomagnéticos donde disminuyeron en intensidad con respecto al material
luminiscente sin recubrimiento.
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3.2.3 Fotoluminiscencia en infrarrojo

Para identificar el cambio en la intensidad luminica en funcion de las diferentes concentraciones de
nanoparticulas optomagnéticas fabricadas, se utilizé el espectrofotdmetro en infrarrojo excitando los

materiales a A 808 nm para obtener los espectros de emisidon de cada uno.

La Figura 44 muestra los espectros de fotoluminiscencia en IR para los tres nanomateriales optomagnéticos
de Gd,03:Nd*,Eu**@Fe;0,@Si0; fabricados mediante el método de Stéber y como control el espectro de
emision de la nanoparticula luminiscente sin recubrimiento. Los maximos que se muestran (Figura 44) en
la longitud de onda de 926 y 942 nm son debidas a la transicién electrdnica *Fs;;—*lo/2y en 1059 nm es
una contribucidn a la transicidn *Fs;;—>*l11/2 en los iones de Nd**. El nanomaterial optomagnético con mejor
intensidad en luminiscencia en IR pertenece a la proporcidn [8:1], ya que es la proporcidén con cantidad de
magnetita, y con menor intensidad la proporcién de [2:1], esto es debido a que las nanoparticulas
magnéticas absorben la energia de emisién que emiten las nanoparticulas luminiscentes, es decir “abaten”

la intensidad de la sefal.
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Figura 44. Emisiones en IR de los materiales de Gd203:Nd**,Eu3*@Fes04@Si0O:2. Presenta un decaimiento en la
intensidad de los materiales optomagnéticos en comparacion con el material luminiscente sin recubrimiento.
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3.2.4 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier

Para corroborar que las nanoparticulas de Gd,03:Nd3*,Eu3* fueron recubiertas con silice y magnetita se

obtuvieron los espectros de infrarrojo por transformada de Fourier.

En la Figura 45 se muestran los espectros obtenidos mediante FTIR, en todos los materiales se observaron
bandas de absorcién en 3397 y 1631 cm™ que corresponden a las vibraciones caracteristicas O—H que se
reporta como humedad en la muestra ocasionada por H,O del ambiente. Se observaron picos en 1505 y
1398 cm™ asignado a las vibraciones caracteristicas entre C—O debido al didxido de carbono (CO,) que se
encuentra en el ambiente, igualmente, se muestra un pico caracteristico en 540 cm™ correspondiente a

las vibraciones ocasionadas entre Gd—O.

En linea gris se tiene como control la nanoparticula luminiscente Gd,03:Nd**,Eu** sin recubrimiento ni
incorporacién de material magnético. Por lo que, para los nanomateriales optomagnéticos con distinta
proporcidon mostraron picos bien definidos en 965 y 789 cm™ atribuidos a las vibraciones Fe—0 y en el
nimero de onda 1071 cm™ un pico muy bien definido caracteristico de la vibracién Si—-O. Todo esto

confirmando la presencia de las nanoparticulas luminiscentes y magnéticas en silice.
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Figura 45. Espectros de FTIR de los materiales de Gd203:Nd**,Eu®*@Fes0s@Si02. Se presentan las sefiales asociadas
a las vibraciones caracteristicas de los materiales.
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3.2.5 Microscopia electrénica por transmision

3.2.5.1 Imagenes

Con la finalidad de observar a nanoescala la morfologia de las nanoparticulas optomagnéticas sintetizadas

por el método de Stober se analizaron por microscopia electrénica de transmision.

La Figura 46 — A y B corresponden a la proporcion [8:1]. Se observan en tonalidad gris oscuro—negro las
nanoparticulas luminiscentes y alrededor de ellas un recubrimiento irregular con un tamafio total
aproximado de 360 nm (Figura 46 —A). C y D pertenecen a la proporcion [4:1], donde se aprecia un
recubrimiento homogéneo esférico sobre las nanoparticulas luminiscentes con un tamafio aproximado de
230 nm (Figura 46 -B). Finalmente, en las imagenes E y F, que corresponden a la proporcién [2:1], se
muestran aglomeraciones del recubierto con puntos con mayor densidad que podria ser silice embebiendo
a las nanoparticulas magnéticas, mantiene la forma semiesférica con un tamano promedio de 400 nm

(Figura 46 —C). Con esto se cumplié el objetivo de embeber las nanoparticulas luminiscentes en silice,

creando nanomateriales esféricos.

Figura 46. Imagenes de TEM correspondientes a Gd203:Nd*,Eu**@Fes30s@Si02. (A, B) [8:1] se aprecia una
acumulacion de silice en mayor cantidad, (C, D) [4:1] se muestra un recubrimiento homogéneo y (E, F) [2:1] se
visualiza un buen recubrimiento del material, pero con aglomeraciones.
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3.2.5.2 Histograma de distribucion

Previamente como en la seccion 3.1.5.2, se obtuvo el tamafio de las nanoparticulas optomagnéticas
fabricadas por el método de Stober mediante histogramas, por cada material se midieron 50

nanoparticulas aleatoriamente.

En |a Figura 47 —A se muestran los histogramas para la proporcién [8:1] recordando que la morfologia es
semiesférica (Figura 44) se obtuvo con mayor frecuencia el tamafio de nm. Para la proporcidn [4:1] (Figura
47 -B) se reportd con mayor incidencia el didametro de nm. Por ultimo, el histograma para la concentracion

de [2:1] (Figura 47 —C) se obtuvo un didmetro aproximado de nm.
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Figura 47. Histogramas de distribucién de tamafio para Gd.03:Nd**,Eu®*@Fe30.@Si0:. (A) [8:1] con didmetro de
360 nm, (B) [4:1] alcanzando un diametro de 230 nm y (C) [2:1] visualizando un didmetro de 400 nm.
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3.2.5.3 Analisis de espectroscopia de energia dispersiva (EDS)

Para comprobar la correcta fabricacién de nanoparticulas optomagnéticas a partir del método de Stober,
es decir, la correcta incorporacion de nanoparticulas luminiscentes y magnéticas embebidas en silice se
realizo el andlisis elemental por medio del microscopio electréonico de transmisién, de la misma forma que
se muestra en la esquematizacion de la Figura 6, donde se observd la nanoparticula de andlisis de
Gd,03:Nd*,Eu*@Fe30,@Si0, con una proporcidn [4:1] y se trazd una linea de vacio a vacio pasando por
la nanoparticula de interés (Figura 48), se hizo incidir un haz de rayos-X, el cual generé como resultado un

mapeo de elementos quimicos.

En la Figura 48 se muestra la nanoparticula optomagnética y se traslapa las sefales de los elementos
guimicos identificados, de borde a borde de la nanoparticula se muestran dos sefiales rojo y amarillo
anchas pertenecientes a los elementos oxigeno vy silicio respectivamente, al llegar al centro donde se
aprecia una esfera de color blanco nitido se presenta una sefal intensa en color verde que corresponde al
elemento de gadolinio y dentro de esta esfera blanquizca se muestran sefales menos intensas de color
azul claro, azul oscuro y rosa pertenecientes a los elementos de hierro, neodimio y europio

respectivamente.

En la Figura 49 se muestran las graficas de la seial emitida por cada elemento quimico de la siguiente
manera: A — Oxigeno, B — Silicio, C — Gadolinio, D — Hierro, E — Neodimio y F — Europio, al traslapar estas
sefiales se recrea la imagen de la Figura 48. De modo, que se comprueba que al centro se tienen las
nanoparticulas luminiscentes de 6xido de gadolinio dopado con neodimio y europio, alrededor del centro
con un aspecto de color gris y con menos densidad se tiene la recubierta de 6xido de silicio y finalmente
dentro del composito se encuentras las nanoparticulas magnéticas de dxido de hierro dispersas sobre el

area total.

Basados en los resultados anteriores, nuestros datos demuestran que las nanoparticulas fabricadas tienen

las caracteristicas de nanoparticulas optomagnéticas, tal como se propuso en la Figura 6.
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! 200nm ' Electron Image 1

Figura 48. Imagen de TEM correspondiente a Gd0s:Nd**,Eu3*@Fez04@Si02. En el interior siendo la nanoparticula
luminiscente Gd203:Nd3*,Eu3* y alrededor de ella particulas de Fes04 embebidas en silice.
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Figura 49. Composicién elemental por TEM correspondientes al material de Gd203:Nd3*,Eu®*@Fes0.@SiO: de
[4:1]. Donde se muestran las sefiales correspondientes (A) Oxigeno, (B) Silicio, (C) Gadolinio, (D) Hierro, (E)
Neodimio y (F) Europio, del composito.
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3.2.6 Fotografias de nanoparticulas optomagnéticas

Para una visualizacion de los materiales vistos en laboratorio se tomaron imagenes (Figura 50) las cuales
fueron obtenidas mediante una cdmara profesional Nikon a polvos cristalinos para cada nanomaterial
sintetizado por el método de sol-gel con exposiciéon a una ldmpara UV de 240 nm, las imagenes
presentadas son cualitativas. En general muestran emisiones tipicas rojizas debido a la excitacién del ion

Eu3+

En general, para los tres materiales de Gd,03:Nd**,Eu*@Fes0,@Si0,, se puede apreciar que disminuyd la
intensidad luminica debido a la absorbancia parcial del material magnético (quenching fluorescente),

comparandolo con el material Gd,0s:Nd**, Eu®* (Figura 38 —C) y recordando que son imdagenes cualitativas.

Figura 50. Imagenes fotograficas correspondientes a Gd203:Nd**,Eu* @Fes0.@Si02. Donde (A) [8:1], (B) [4:1] y (C)
[2:1] son las diferentes proporciones fabricadas por el método de Stober.

3.3 Ensayo de toxicidad in-vitro

3.3.1 Ensayo de proliferacién celular para la linea celular B16-F1

Con la finalidad de determinar cual es el nimero de células adecuado para realizar los experimentos de
viabilidad celular y evaluar la citotoxicidad de las nanoparticulas en células normales 293T y cancerosas
B16-F1, en una placa de 96 pozos se sembraron diferentes cantidades de células por pozo y se cuantificd

su viabilidad por medio de absorbancia por MTT.
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La Figura 51 muestra la viabilidad de las células B16-F1 en un tiempo de 24 y 48 horas. A 24 horas (linea
azul) se observa un aumento en la proliferacién dependiente del nimero de células cultivadas, a partir de
20,000 células se observa una confluencia del 100 % y hay muerte celular. Para ensayos de 48 horas, a

partir de 10,000 células se observa confluencia al 100 %, las células no crecen mas y comienzan a morir.

Entonces, para los siguientes ensayos de citotoxicidad siguientes se decidié utilizar una confluencia del 80
% es decir del area del fondo del pozo debe tener un 20 % libre para permitir que las células sigan

proliferando. Por lo que se determiné usar 8,000 células por pozo para ensayos de 24 y 48 horas.

2.0- }\«abs= 570 I"]m
TU:" -o- 24 hrs
S 1549 -m 48hrs
o
(&)
c 1.0-
(4]
S
7)) 05‘
Q0
<
0.0

] ] ] ]
0 5000 10000 15000 20000
Células por pozo

Figura 51. Ensayo de viabilidad celular mediante de MTT para la linea celular B16-F1. Donde la linea rosa pertenece
a 24 hrsyen azul a 48 hrs.

3.3.2 Evaluacioén de citotoxicidad de nanoparticulas optomagnéticas en la linea celular B16-F1

Para conocer la citotoxicidad de las nanoparticulas optomagnéticas fabricadas por el método de Stober en
la linea celular B16-F1 se realizaron ensayos con MTT a 24 horas. La citotoxicidad de las nanoparticulas en
células se debe a factores tales como la naturaleza quimica de la superficie del material, su composicion
qguimica y estabilidad coloidal en un medio en especifico. Para el ensayo se evaluaron cantidades

crecientes de las nanoparticulas optomagnéticas y se utilizd6 como control nanoparticulas con magnetita.
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Se observa en la Figura 52 que la citotoxicidad de las nanoparticulas a 24 horas es dependiente de la dosis.
Para las dosis de 50 y 100 ug/mL de nanoparticulas optomagnéticas se observa una viabilidad celular
inferior al 50 %. En cambio, el tratamiento con nanoparticulas de magnetita muestra que no existe una
citotoxicidad aparente, siendo estas nanoparticulas son esféricas y de un tamafio promedio de 10-15 nm
(seccion anexos). Se ha reportado que para nanoparticulas de tamafio inferior a 300 nm disminuyen la
citotoxicidad conforme va disminuyendo el tamafio (McNeil, 2005). Las nanoparticulas optomagnéticas de
[4:1] en comparacién a las otras dos nanoparticulas optomagnéticas correspondientes a [8:1] y [2:1]

presentaron mayor viabilidad celular (Figura 52).

Para evaluar si el efecto observado era debido a las nanoparticulas internalizadas en las células se realizé
nuevamente el ensayo de citotoxicidad, pero antes de agregar la solucion de MTT se hizo un lavado (Figura
53) en el cual se retird el sobrenadante con medio y nanoparticulas, se agregd nuevamente medio de RPMI
suplementado y se continudé con la metodologia. Los resultados son consistentes con los obtenidos
anteriormente (Figura 52), la citotoxicidad de las nanoparticulas optomagnéticas es dependiente de la

dosis.
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Figura 52. Evaluacion de citotoxicidad por 24 horas mediante MTT en la linea celular B16-F1. Donde se representa
en color gris las nanoparticulas de Gd203:Nd>*,Eu3* a (2 %, 3 %), en color café las nanoparticulas de FesOa con una
proporcion de [1:2] y las nanoparticulas optomagnéticas a diferentes proporciones: [8:1] en color magenta, [4:1] en
color amarillo y [2:1] en color verde. La estadistica se hizo por ANOVA de 1 via.
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Figura 53. Evaluacion de citotoxicidad por 24 horas mediante MTT con lavado en la linea celular B16-F1. Donde se
representa en color gris las nanoparticulas de Gd.03:Nd3*,Eu®* a (2 %, 3 %), en color café las nanoparticulas de Fe30a
con una proporcion de [1:2] y las nanoparticulas optomagnéticas a diferentes proporciones: [8:1] en color magenta,
[4:1] en color amarillo y [2:1] en color verde. La estadistica se hizo por ANOVA de 1 via.

3.3.3 Evaluacion de citotoxicidad de nanoparticulas optomagnéticas en la linea celular 293T

Debido a que se necesita conocer el efecto citotdxico de las nanoparticulas optomagnéticas tanto en las
células de interés de cancer de piel (melanoma) como en células normales. Realizamos el ensayo de
viabilidad en células epiteliales, 293T (células de rifidon de origen humano), ya que las nanoparticulas no
solo estaran expuestas a melanoma sino también a células del cuerpo humano de distintos tejidos sanos.

Por lo cual se realizaron ensayos con MTT a 24 horas.

Las nanoparticulas no mostraron efecto citotéxico a las células de la linea celular 293T (Figura 54).

Comparando los resultados obtenidos en la linea celular B16-F1 (Figura 52) con los de la linea celular 293T
(Figura 54), indican que posiblemente haya un efecto especifico de las nanoparticulas hacia las células de
cancer de piel tipo melanoma comparado con las células sanas de rifidn origen humano. Sin embargo, las
nanoparticulas optomagnéticas no tienen ninguna funcionalizacién, Unicamente el recubrimiento de silice
para aumentar la biocompatibilidad con el tejido bioldgico. Se necesitan realizar mas pruebas mediante

otras técnicas para confirmar los resultados en estas dos lineas celulares.
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Figura 54. Ensayo de citotoxicidad por 24 horas mediante MTT en la linea celular 293T. Donde se representa en
color gris las nanoparticulas de Gd203:Nd3*,Eu3* a (2 %, 3 %), en color café las nanoparticulas de Fes0s con una
proporcion de [1:2] y las nanoparticulas optomagnéticas a diferentes proporciones: [8:1] en color magenta, [4:1] en
color amarillo y [2:1] en color verde. La estadistica se hizo por ANOVA de 1 via.

Los resultados obtenidos para el ensayo de citotoxicidad en la linea celular B16-F1 fueron congruentes con

los trabajos publicados para nanoparticulas dopadas con iones de tierras raras, que existe una

dependencia de la dosis para la muerte celular (Jain, Fournier, et al., 2018)(Sengar et al., 2018). Nuestros

resultados han sido contradictorios, ya que la funcidon de las nanoparticulas optomagnéticas es llevar a

muerte celular a las células, pero con exposicion de un campo magnético para aumentar la temperatura,

dafiando las células por hipertermia. Los resultados esperados para ambas lineas celulares debian ser tal

como se muestra para la linea celular 293T, comprobando una biocopatibilidad.
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Capitulo 4. Conclusiones

En este trabajo, se estudiaron las propiedades luminiscentes y fisicoquimicas de las nanoparticulas de
YVO4:Nd¥,Eu®, LaVO4:Nd**,Eu®, Y3Als012:Nd3* Eu®* y Gd,03:Nd>*,Eu®*. El mejor material en términos de
propiedades fisicoquimicas y morfolégicas resultd ser el nanomaterial de Gd,0s:Nd>*,Eu*a (2 %, 3 %). Una
vez que se obtuvo el mejor candidato luminiscente se fabricaron tres nanoparticulas optomagnéticas
Gd,0s:Nd*,Eu*@Fes0,@Si0, a las proporciones de [8:1], [4:1] y [2:1] entre material luminiscente y
material magnético. Asi mismo, se estudiaron las propiedades morfolégicas, lumiscentes y fisicoquimicas
para que la nanoparticulas en un futuro puedan ser utilizadas como bioetiquetadores, nanotermdédmetros
y nanocalentadores en células de cancer de piel. Los resultados demuestran una disminucién del 60 % en
la técnica de catodoluminiscencia y una disminucién del 50 % de emision en la region de infrarrojo; esto
debido a la combinacién de nanoparticulas de Gd.03:Nd**,Eu®* y magnetita que fueron cubiertas por silice,
sin embargo, la intensidad luminiscente por catodoluminiscencia fue suficiente alta para ser utilizado
como biomarcadores. Adicionalmente se observé que las nanoparticulas optomagnéticas a bajas
concentraciones no son citotéxicas en las lineas celulares de B16-F1 y 293T. Algunos puntos que

sobresalen en la presente investigacidn son los siguientes:

e Se obtuvieron 12 nanomateriales de 4 redes cristalinas de (YVQ,, LaVO,, Y3AlsO1; y Gd,03), todas

estas con porcentaje de co-dopaje diferentes entre iones de neodimio (Nd**) y europio (Eu*)

e Se determind la concentracidn dptima, mediante la intensidad de los espectros de
fotoluminiscencia en el espectro UV-visible e infrarrojo para: YVOsa (1 %, 4 %), LaVO4 (1 %, 3 %),

Y3Als01; (1 %, 3 %), Yy Gd,03 (2 %, 3 %).

e Se conocid la morfologia y tamafio de particula para cada material luminiscente.

o Para YVO,y LaVO, fue un aspecto rectangular de 800 X 1500 nm y 550 X 1000 nm
respectivamente. Y para Y3Als01; y Gd,03 morfologia esféricas con didmetro 200 y 90 nm

respectivamente.

e Se logrd encapsular en silice a las nanoparticulas luminiscentes y nanoparticulas de magnetitas.

Comprobado por la técnica de composicion elemental por EDS en TEM.
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Se determind que, el efecto citotdxico de las nanoparticulas en células de melanoma (B16-F1) son
citotoxicas dependientes de la dosis y para células sanas de rindn humanas no existe un efecto

citotoxico.
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Capitulo 5. Perspectivas

Como perspectivas del presente trabajo de investigacion se plantea:

Comprobar la reproducibilidad de las nanoparticulas optomagnéticas mediante el método de

Stober modificado.

Cuantificar el rendimiento cudntico de todos los materiales sintetizados en el espectro UV-Vis e

infrarrojo.

Realizar nuevos ensayos utilizando diferentes proporciones del ion neodimio con los materiales

estudiados, para determinar su capacidad de uso como termémetro.

Caracterizacion de las nanoparticulas optomagnéticas mediante el equipo magnetémetro de

muestra vibrante u oscilante (VSM, Vibrating Sample Magnetometer).

Evaluar la citotoxicidad de las nanoparticulas en células de piel sanas de origen murino.

Funcionalizar las nanoparticulas con grupos quimicos, de tal manera que, las nanoparticulas se

dirijan especificamente al tejido/tumor de interés.
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Anexo A. Reactivos
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Se presentan los reactivos que se utilizaron en el presente trabajo de investigacidén para la fabricacion de

nanoparticulas luminiscentes y nanoparticulas optomagnéticas.

Tabla 8. Precusores para la sintesis de nanoparticulas. Se presentan llos detalles de los agentes quimicos que se
utilizaron en este proyecto.

Nombre Férmula Porcentaje de pureza Empresa
Nitrato de itrio Y(NOs);06H,0 99.8 % Sigma-Aldrich
Nitrato de aluminio AI(NOs3);09H,0 98 % Sigma-Aldrich
Nitrato gadolinio Gd(NO3);e6H,0 99.9 % Alfa-Aesar
Metavanadato de ] )
i NHsVO3 99 % Sigma-Aldrich
amonio
Nitrato lantano La(NOs);@6H,0 99.9% Alfa-Aesar
Nitrato de neodimio Nd(NOs);eH,0 99.99 % Sigma-Aldrich
Nitrato de europio Eu(NOs);e6H,0 99.9% Alfa-Aesar
Tetraetil ortosilicato ) ] )
(TEOS) Si(OCHs)4 99 % Sigma-Aldrich
Hidroxido de amonio NH,OH 97% Sigma-Aldrich
Acido nitrico HNO3 70 % Fermont
Acido nitrilotriacético ) )
(NTA) CsHoOs6 99 % Sigma-Aldrich
Agua destilada dH,0 99 % Sparkletts
Alcoholeria de
Etanol (pureza) C,Hs0OH 96 %
Zapopan
Metanol CHsOH 99.9% Sigma-Aldrich
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Anexos B. Nanoparticulas magnéticas

Las nanoparticulas magnéticas que se utilizaron en este proyecto fueron adquiridas de la empresa
SkySpring® Nanomaterials Inc. La empresa reporta nanoparticulas de magnetita (Fes0s)

superparamagnéticas con tamafio de 10-15 nanémetros de didmetro.

Figura 55. Imagen reportada por SkySpring® de nanoparticulas de Fe3Oa.



