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Siglas y abreviaturas

A/Abs: Absorbancia

ACF: Funcidn de Autocorrelacion

AuNS: Nanoestrellas de Oro

BP: Paso de Banda

CHE: Colesterol Esterasa

CHOD: Colesterol Oxidasa

CW: Onda Continua

DADS: Analisis Diferencial de Espectros Diferencia
DAPI: 4°, 6-diamidino-2-fenilindol

DLS: Dispersion Dindmica de Luz

DMEM: Medio de Eagle Modificado de Dulbecco
DMPO: 5,5-dimetil-1-pirrolina-N-6xido

DMSO: Dimetilsulféxido

EPR: Permeabilidad y Retencion Aumentada

EPR: Resonancia Paramagnética de Electrones

ESR: Resonancia del Spin Electrénico

FCS: Espectroscopia de Correlacidon de Fluorescencia
FDA: Administracion de Alimentos y Medicamentos
FFA: Alcohol Furfurilico

FRET: Transferencia de Energia Resonante de Forster
1-2959: Irgacure 2959

1-907: Irgacure 907

ICG: Indocianina Verde

ICP-AES: Espectroscopia de Emision Atédmica de Plasma Acoplado Inductivamente
LbL: Capa por Capa

LFP: Laser Flash Fotdlisis

LSPR: Resonancia Localizada Superficial del Plasmon
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MEF: Fluorescencia Aumentada por Metales

MB: Azul de Metileno

MTT: bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio

NIR: Infrarrojo cercano

NMR: Resonancia Magnética Nuclear

NP: Nanoparticulas

NP Ag: Nanoparticulas de Plata

NP Au: Nanoparticulas de Oro

NP SiO;: Nanoparticulas de Silice

NP SiO,@Ag: Nanoparticulas de Silice con recubrimiento de Plata

NP SiO,@Ag-low: Nanoparticulas de Silice con bajo recubrimiento de Plata
NP SiO;@Au: Nanoparticulas de Silice con recubrimiento de Oro

NP SiO,@AuNS: Nanoparticulas de Silice recubiertas de AuNS

NP SiO;-ICG: Nanoparticulas de Silice con ICG

NP SiO2-ICG@AuUNS: Nanoparticulas de Silice con ICG recubiertas de AuNS
NP SiO;-NH: Nanoparticulas de Silice funcionalizadas con grupos amino

NP SiO>@nucAg: Nanoparticulas de Silice con recubrimiento de nucleos de Plata
NP SiO>@nucAu: Nanoparticulas de Silice con recubrimiento de nucleos de Oro
NP SiO,@Sn*2: Nanoparticulas de Silice con recubrimiento de iones Sn*?
PAH: Polialilamina

PEI: Polietilenimina

PDT: Terapia Fotodindmica

PES: Espectroscopias Foto-Electrdnicas

POD: Peroxidasa

PS: Fotosensibilizador

PSS: Poliestireno Sulfonato

PTM: Fotomultiplicador

PTT: Terapia Fototérmica

PVP: Polivinilpirrolidona
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RB: Rosa de Bengala

Rf: Riboflavina

ROS: Especies Reactivas de Oxigeno

SDS: Dodecilsulfato Sédico

SERS: Espectroscopia Raman Aumentada por Superficie
SN2: Sustitucion Nucleofilica bimolecular

SOSG: Sensor Verde de Oxigeno Singlete

SOSG-EP: Sensor Verde de Oxigeno Singlete Endoperdxido
TEM: Microscopio Electréonico de Transmisidn

TEOS: Tetraetilortosilicato

TMP: 2,2,6,6-tetrametilpiperidina

UV: Ultra Violeta

XPS: Espectroscopia Fotoelectrinica de Rayos X
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1.1 Cancer

«Céncer» es un término genérico que designa un amplio grupo de enfermedades que
pueden afectar a cualquier parte del organismo; también se habla de «tumores
malignos» o «neoplasias malignas»?. En todos los tipos de cancer, algunas de las células
del cuerpo empiezan a dividirse sin detenerse y se diseminan a los tejidos de alrededor.
El cdncer puede empezar casi en cualquier lugar del cuerpo humano. Normalmente, las
células humanas crecen y se dividen para formar nuevas células a medida que el cuerpo
las necesita. Cuando las células normales envejecen o se dafian, mueren, y células
nuevas las remplazan. Sin embargo, en el cancer, este proceso ordenado se descontrola.
A medida que las células se hacen mas y mas anormales, las células viejas o dafiadas
sobreviven cuando deberian morir, y se forman células nuevas cuando no son
necesarias. Estas células adicionales pueden dividirse sin interrupcion y pueden formar
masas que se llaman «tumores».

Muchos canceres forman tumores sélidos, que son masas de tejido. Los canceres de la
sangre, como las leucemias, en general no forman tumores sdélidos. Los tumores pueden
clasificarse en dos grandes grupos: benignos o malignos. Un tumor benigno estd
rodeado por una capa fibrosa, la cual impide que se extienda a otras partes del cuerpo
y, generalmente, no tiene consecuencias graves para el organismo. Los tumores
cancerosos son malignos, lo que significa que pueden extenderse a los tejidos cercanos
o los pueden invadir. Ademas, al crecer estos tumores, algunas células cancerosas
pueden desprenderse y moverse a lugares distantes del cuerpo por medio del sistema
circulatorio o del sistema linfatico y formar nuevos tumores lejos del tumor original,
proceso denominado «metdstasis».

Las células cancerosas pueden tener la capacidad de influir a las células normales. Existe
una zona que se conoce como el microambiente donde se encuentran las moléculas y
vasos sanguineos que rodean y alimentan las células de un tumor. Por ejemplo, las
células cancerosas pueden inducir a las células normales cercanas a que formen vasos
sanguineos que suministren oxigeno y nutrientes, necesarios para que crezcan los
tumores. Estos vasos sanguineos también retiran los productos de desecho de los
tumores.

El cancer es una enfermedad genética, es decir, es causado por cambios en los genes
gue controlan la forma en cémo funcionan nuestras células. El cancer de cada persona
tiene una combinacidn Unica de cambios genéticos. Conforme sigue creciendo el cancer,
ocurrirdn cambios adicionales. Aun dentro de cada tumor, células diferentes pueden
tener cambios genéticos diferentes.

En general, las células cancerosas tienen mas cambios genéticos, como mutaciones en
el ADN, que las células normales. Algunos de estos cambios pueden no estar
relacionados con el cadncer; pueden ser el resultado del cdncer y no su causa.?
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Existen diferentes tipos de cancer:
- Carcinomas = células epiteliales; ej: mama, célon, prostata (adenocarcinomas).

- Sarcomas =» hueso y tejidos blandos; ej: musculo, tejido adiposo, vasos sanguineos,
vasos linfaticos y tejidos fibrosos (tendones y ligamentos).

- Leucemias =» células sanguineas de la médula ésea; ej: linfoblastoma (linfocitos T o B),
mieloma (células plasmaticas de la médula dsea).

- Melanomas =» melanocitos (productores de melanina); ej: piel y ojos.

- Tumores del Sistema Nervioso Central (SNC) =» ej: tumores astrociticos, tumores
oligodendrogliales, gliomas mixtos, tumores ependimarios, meduloblastomas, tumores
de parénquima pineal, tumores meningeos, tumores de células germinativas,
craneofaringioma. (Todos estos tumores pueden ser benignos o malignos, sin embargo,
aun los tumores benignos ubicados en el cerebro pueden ser muy peligrosos).

- Tumores neuroenddcrinos =» células que secretan hormonas en la sangre como
respuesta a una sefial del sistema nervioso; ej: tumores carcinoides (aparato
gastrointestinal, en particular recto e intestino delgado).

1.1.1 Estadisticas del Cancer

El cancer tiene grandes repercusiones en la sociedad argentina y en todo el mundo. Las
estadisticas del cancer describen lo que ocurre en grandes grupos de personas y ofrecen
una imagen a través del tiempo de la carga que representa el cadncer en la sociedad. Las
estadisticas nos dicen cosas como cudntas personas reciben un diagndstico de cancery
mueren por la enfermedad cada afio, el nimero de personas que actualmente estdn
viviendo después de un diagndstico de cancer, la edad promedio al momento del
diagndstico y la cantidad de personas que todavia estdn vivas en un momento dado
después del diagndstico. También nos dicen sobre diferencias entre grupos de personas
definidas por edad, sexo, grupo racial y étnico, ubicacidn geografica y otras categorias.

Situacion internacional

El cancer es una de las causas principales de muerte alrededor del mundo. En 2012, hubo
14,1 millones de casos nuevos y 8,2 muertes relacionadas con el cancer. En 2015 se
atribuyeron a esta enfermedad 8,8 millones de defunciones.

Los cinco tipos de cadncer que causaron un mayor numero de fallecimientos en 2015 son
los siguientes:?

1° Pulmonar (1,69 millones de defunciones).

2° Hepatico (788 000 defunciones).
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3° Colorrectal (774 000 defunciones).
4° Gastrico (754 000 defunciones).

5° Mamario (571 000 defunciones).

Situacidn en la Argentina

En el afio 2017 la mortalidad por céncer registrada en Argentina fue de 118 y 87
defunciones por cada 100.000 varones y mujeres, respectivamente (tasas
estandarizadas por poblacién mundial estandar). Con algo mas de 62.000 fallecimientos
registrados y sumados a las defunciones por tumores de comportamiento incierto o
benigno, representaron el 19% del total de las defunciones, precedidas por las
enfermedades cardiovasculares (29%) y seguidas por las respiratorias (19%). Esta
enfermedad, junto a las enfermedades cardiovasculares y la diabetes, integra el grupo

de las ENT (enfermedades no transmisibles) mas relevantes; las cuales concentraron el
50% de todas las defunciones registradas en 2017 (Tabla I).

CAPITULOS 05 REG.CENTRO REG.CUYO  REG.NEA REG.NOA = REG.SUR
Cardiovasculares 97219 28,5 30,0 294 25,0 22,2 228
Tumores 65488 19,2 19,3 19,8 186 16,0 236
Respiratorias 64869 19,0 20,1 16,1 15,3 17.5 156
Lesiones 19419 57 48 6,7 81 7.9 7.3
Infecciosas 14495 42 42 26 35 6,8 31
DBT 8893 26 21 4.5 4,4 27 41
Perinatales 3388 1.0 08 1.4 1.8 1,7 1.2
Malfermaciones 2365 0.7 0.6 0,9 1,2 09 038
Mentales 2286 07 0,5 1.7 0,6 0.9 1.0
Desnutricion 873 03 0,2 0,4 03 0.8 03
Maternas 246 0.1 0.1 0,1 0.2 0.1 0,1
Otras definidas 41603 12,2 11,6 133 11,8 153 14,1
Mal definidas 20544 6,0 5.7 36 93 7.2 6,0
Total general 341,688 1000 240,905 25,102 26,155 32,251 16,217

Tabla 1. Importancia relativa de las defunciones registradas en el pais y sus regiones geograficas
agrupadas en grandes capitulos de mortalidad. (Referencia: elaborado por el SIVER-Ca en base a los registros de

mortalidad de la DEIS, Ministerio de Salud y Desarrollo Social de la Nacidn. Instituto Nacional del Cancer INC), Argentina 2019).

En el afio 2017 se registraron en Argentina 62.618 defunciones por cancer, 52% de las
cuales se produjeron en varones (32.393) y 48% en mujeres (30.225).

El cdncer de pulmdn determind el mayor nimero de defunciones por tumores malignos
en el afo 2017 (9.485), concentrando el 15% del total de las defunciones por cancery el
20% de las muertes por esta causa en varones. El cancer colorrectal se ubicé en el
segundo lugar de frecuencia, con el 12% del total de defunciones (7.499).

5
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En mujeres, el cdncer de mama (6.049 defunciones) representé el 20% del total de las
defunciones por cadncer — ubicandose, por su frecuencia, en tercer lugar, de importancia
en ambos sexos. Le siguen el cancer de pdancreas (4.302) y préstata (3.771), los que
representan aproximadamente el 6% de las mas de 60.000 defunciones registradas por
esta causa.
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Figura 1. Grafico de mortalidad por cancer en varones y mujeres segun principales localizaciones
tumorales. Tasas ajustadas por edad por cada 100.000 habitantes. Argentina 2017. (Referencia: elaborado

por el SIVER-Ca en base a los registros de mortalidad de la DEIS, Ministerio de Salud y Desarrollo Social de la Nacion. Instituto
Nacional del Cancer INC), Argentina 2019).

En la Figura 1 se presentan las tasas ajustadas por edad seguin poblacion mundial
estandar en varones y mujeres para las localizaciones topograficas que concentran
aproximadamente el 80% de la mortalidad por tumores malignos en Argentina en 2017.3
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Aunque las tendencias estadisticas generalmente no corresponden directamente a
pacientes individuales, son esenciales para que gobiernos, personas encargadas de
formular politicas, profesionales de salud e investigadores entiendan las repercusiones
gue tiene el cancer en la poblacidn y disefien estrategias para abordar los desafios que
representa el cdncer para la sociedad en su conjunto. Las tendencias estadisticas
también son importantes para medir el éxito de los esfuerzos para controlar y atender
el cancer.

Hay muchas técnicas estdndares bien conocidas para el tratamiento del cancer tales
como la cirugia, la radiacidn, y la quimioterapia.*> Sin embargo, estos métodos no
pueden cumplir eficientemente las necesidades en el tratamiento del cdncer por causa
de varias limitaciones, como la dificultad en alcanzar la zona en la que se encuentra el
tumor, la localizacion cercana de otros tumores, las opciones del paciente, y las
condiciones de sanidad. Ademas, los tumores cancerigenos pueden crear proteccion
frente a numerosos agentes quimioterapéuticos, causando obstaculos adicionales para
el tratamiento.® Por este motivo, es de vital importancia la generacién de nuevas
estrategias para el tratamiento del cancer, o el desarrollo y mejoramiento de terapias
ya conocidas pero que no alcanzan a ser lo suficientemente eficientes a la hora de
combatir los tumores.

1.2 Fototerapia

El origen de la luz como terapia en medicina y cirugia se remonta desde tiempos
antiguos. La fototerapia comenzd en el Antiguo Egipto, Grecia e India, pero desaparecié
por muchos siglos y fue redescubierta por civilizaciones occidentales recién en los
comienzos del siglo XX.”

La practica de la fototerapia, o helioterapia como se llamé alguna vez, data de tiempos
ancestrales. Los primeros reportes que se encontraron del uso de la helioterapia se
remontan a alrededor del afio 3000 a.C. en el Antiguo Egipto e India.®® En el papiro de
Ebers (uno de los mds antiguos tratados de medicina y farmacopea), en 1550 a.C., los
antiguos egipcios utilizaban la fototerapia usando plantas tales como la Ammi majus,
chirivia, perejil, y la hierba de San Juan para hacer un polvo que era aplicado en lesiones
de despigmentacién.® Cuando el paciente era expuesto a la luz solar, esto conducia a la
pigmentacion de la piel, un efecto similar al bronceado.®® También, en uno de los libros
sagrados de la India, el Atharava-Veda en el 1400 a.C., a los pacientes que sufrian vitiligo
se les daba ciertos extractos de planta Bavachee, y de Psoralea corylifolia, y se les pedia
que permanecieran a la luz del sol por un tiempo.8

La fototerapia fue introducida en China por Lingyan Tzu-Ming en el primer siglo a.C.
durante la dinastia Han.® Cuatro siglos después, durante la dinastia Tang, se volvid una
practica ritual donde las personas solian exponer un pedazo de papel verde con
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colorante rojo a la luz solar, empaparlo en agua, y consumirlo para beneficiarse de
alguno de los poderes sanadores del sol.>1°

Fue durante el segundo siglo a.C. que la fototerapia fue llamada por primera vez
“helioterapia” por el doctor griego Hipdcrates, quien fuese llamado el “padre” de la
ciencia médica.! El fue el primer griego en practicar la medicina como una ciencia
empirica en los tiempos en el que solo era practicada por los sacerdotes. Hipdcrates
recomendaba la luz solar para la restauracién de la salud. El supo por primera vez acerca
de los poderes curativos de la luz solar de sus viajes a Egipto, donde los tratamientos

con la luz del sol eran bien conocidos.?12

Los romanos fueron los que continuaron con la utilizacion de la luz solar como
tratamiento, especialmente para enfermedades de la piel. Ellos inventaron las
“Termas”, las cuales eran bafios publicos romanos famosos histéricamente por estar
establecidos a la luz del sol. Con la caida del Imperio Romano y la propagacién del

cristianismo, los bafios romanos y el concepto de la helioterapia desaparecieron.®°12

Mas tarde, en el siglo Xlll, Ibn El-bitar describié en su libro, Mofradat Al Adwiya
“Terminologias de Productos Farmacéuticos”, el tratamiento de vitiligo con una tintura
de miel y polvo de semillas de Aatrillal (que luego fue clasificada como Ammi majus). La
administracion de esta tintura era tanto tépica como oral seguida de la exposicion
directa a la luz solar por 1-2 h.*3

No fue antes de finales de 1800 y comienzos de 1900 que la fototerapia comenzd a
florecer nuevamente. Arnold Rikli, el sanador natural y fisico suizo, reintrodujo los
poderes sanadores de la luz solar que habian sido olvidados por varios siglos.*? Es por
esto que él suele ser considerado el pionero de la fototerapia moderna. Aunque fue uno
de los primeros en llamar la atencién del mundo hacia el valor de la luz, el aire y los
bafios solares, no fue muy conocido dado que la mayoria de sus escritos no fueron
traducidos al inglés.* Uno de sus primeros grandes logros fue el establecimiento del
Instituto Nacional de Medicina en el afio 1855, en Bled, Eslovenia. A lo largo de 50 afios,
Arnold Rikli trabajé en el desarrollo de terapias naturales que aun hoy siguen siendo
validas. Su famosa cita: “El agua es buena, el Aire es mejor y la Luz es lo mejor de todo”,
es considerado como el corazén de la helioterapia.®

La fototerapia fue encontrada util en el tratamiento de lupus vulgaris (tuberculosis de la
piel), tuberculosis pulmonary raquitismo. Siguiendo el mismo proceso de evolucion, los
intentos de tratamiento comenzaron con la utilizacidn de la luz solar la cual fue luego
reemplazada por fuentes de luz ultravioleta (UV) artificial. Hacia finales del primer
cuarto del siglo XX, la fototerapia se volvié famosa y ampliamente aplicada en el norte
de Europa y en ciudades del norte de América del Norte.®%1°

Un gran contribuyente a la fundacidon de la fototerapia moderna fue el doctor danés
Niels Ryberg Finsen (1860—1904).8 Era duefio de un instituto médico en Copenhague en
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el que adjuntaba un jardin solar, donde permitia a sus pacientes tomar sol con la
intencién de curar el lupus vulgaris y prevenir la cicatrizacion de pacientes con
viruela.®'® En sus primeros intentos utilizdé luz solar natural, pero pronto cambid a
fuentes de luz artificial o luz solar filtrada. En 1893, se dio cuenta de que la piel de
pacientes con viruela mostraba mejores resultados con luz roja. Luego, en 1903,
demostré el efecto beneficioso de los rayos UV en el cuerpo humano; esto lo llevd a
intentar la generacion artificial de rayos UV. Primero, separé la radiacién UV de la visible
y de la infrarroja usando dispositivos con lentes de cuarzo vy filtros. Entonces, utilizé la
radiacién UV de una ldmpara de arco de carbono para el tratamiento de la tuberculosis
de la piel. Como consecuencia de este invento, obtuvo el Premio Nobel de Medicina.?

Hoy en dia, un amplio rango de fuentes coherentes y no coherentes pueden ser
utilizadas. Las fuentes laser incluyen: laseres de colorantes bombeados por argon,
laseres de vapores metdlicos, y laseres de doble frecuencia de granate de itrio y aluminio
dopado con impurezas de neodimio (Nd:YAG). Las fuentes que no son laseres incluyen
filamentos de tungsteno, arcos de xendn, haluros metalicos, y lamparas fluorescentes.
Los nuevos desarrollos en excitacion, tales como los diodos emisores de luz (LED, del
inglés: light emitting diodes) y laseres de femtosegundo también estan siendo
aplicados.’

1.3 Terapia fotodinamica

La terapia fotodindmica (PDT, del inglés: Photodynamic Therapy) es una forma de
fototerapia que involucra tres componentes claves: un fotosensibilizador, una fuente de
luz, y oxigeno tisular. Cuando estos tres componentes estdan combinados entre si, se
vuelven téxicos para las células diana.'® La PDT para el tratamiento de tumores se basa
en la administracion de un agente fotosensibilizador (PS), el cual es retenido
selectivamente en cantidad suficiente por los tejidos neopldsicos. La iluminacién
posterior del area afectada, utilizando longitud de onda apropiada en presencia de
oxigeno, conduce a la muerte especifica de las células tumorales. EIl mecanismo de
accion de PDT puede involucrar: un dafo directo de las células tumorales, o también
una muerte celular indirecta debido a una alteracién en el sistema vascular que impide
la irrigacién sanguinea normal.

La idea de usar un colorante como PS provino de una observaciéon hecha por Oscar Raab,
un estudiante del profesor H. Tappeiner en el Instituto Farmacolégico de la Universidad
Ludwig Maximilian de Munich, en el invierno de 1897-1898. El noté que el efecto téxico
del colorante acridina en los paramecios era minimo en los dias de tormenta en
comparacion con su eficacia en los dias normales. De esta observacion, concluyé que la
luz, de alguna manera, activa a la acridina para matar al paramecio. En otras palabras,
el hipotetizé que el colorante acridina convierte la luz en una energia quimica activa, un
descubrimiento que forma las bases de la PDT.2

S




Tesis Doctoral Capitulo 1

El profesor H. Tappeiner fue considerado uno de los pioneros de la fotobiologia. El
introdujo el término “Accidn Fotodindmica” (Photodynamische Wirkung) en 1904. Entre
1903-1905, el grupo de Tappeiner comenzé a investigar la eficacia de la PDT en tumores
y otras enfermedades de la piel como el lupus de la piel y los condilomas (verrugas) de
los genitales femeninos usando diferentes colorantes tales como eosina, fluoresceina,
disulfonato de dicloroantraceno sédico y Magdalena roja de Grubler. Estos colorantes
fueron mayormente aplicados de manera tdpica, sin embargo, en algunos casos, se
intentaron inyecciones intratumorales. Los resultados de estos estudios fueron
favorables.® En 1905, H. Tappeiner y H. Jesionek investigaron el efecto del PS eosina en
carcinoma de células basales faciales luego de exposiciones prolongadas a luz solar o luz
de ldampara de arco. Este tratamiento causo la remocién total del tumor y un periodo
libre de recaida de 12 meses en dos tercios de los pacientes. El grupo de Tappeiner
realizd varios estudios posteriores sobre PDT y encontré que el mecanismo fundamental
de la PDT involucra ROS lo cual implica que el oxigeno es requerido para este tipo de
terapia.'®

La longitud de onda de la fuente de luz tiene que ser apropiada para excitar al
fotosensibilizador (PS) y asi producir especies reactivas de oxigeno (ROS, del inglés:
Reactive Oxygen Species). Estas ROS son generadas durante la PDT a través de dos tipos
de reacciones. Las reacciones de Tipo | involucran transferencia de electron/atomo de
hidrogeno directamente desde el fotosensibilizador, produciendo iones, o extraccién de
electron/dtomo de hidrégeno de una molécula sustrato para formar radicales libres. Las
reacciones de Tipo |l producen el estado electrénicamente excitado y altamente reactivo
del oxigeno conocido como oxigeno singlete.!’® Estos procesos puede ocurrir
simultdaneamente y la relacién entre ambos depende del fotosensibilizador, del sustrato
y de la naturaleza del medio. La PDT es usada clinicamente para tratar un amplio rango
de condiciones médicas oncoldgicas y no oncoldgicas?® y es reconocida como una
estrategia de tratamiento que es tanto minimamente invasiva como minimamente

téxica.lt

La PDT ha sido utilizada por muchos afios, pero es recién ahora que se estd volviendo
ampliamente aceptada, a pesar de tener muchas ventajas por sobre otros tipos de
tratamientos. Primero, la PDT evita el tratamiento sistémico cuando se trata de una
enfermedad localizada, dado que el efecto ocurre solo donde la luz es dirigida. Por lo
tanto, también se evitan los efectos secundarios de largo plazo. Otra ventaja es que la
PDT es selectiva. Los agentes fotosensibilizadores se acumulan selectivamente en las
células cancerigenas y los tejidos normales circundantes permanecen inalterados.
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Figura 2. Esquema representativo de los procesos que le ocurren a un fotosensibilizador (PS) durante la
PDT. Como puede verse, ya sea a través del mecanismo Tipo | o Tipo Il, el fotosensibilizador en su estado
excitado triplete interacciona con el oxigeno en su estado fundamental para generar ROS (105, 0,7, H,0,,
OH:). BioH representa a una biomolécula que interactua con el fotosensibilizador.

La PDT puede ser también utilizada cuando no es posible hacer una cirugia. Si un
paciente tiene cancer en un érgano o parte de un érgano que no puede ser removido
quirurgicamente, aun asi, la PDT puede tratar esa zona. Por otra parte, es un
procedimiento de bajo costo. Finalmente, la PDT es una terapia repetible. A diferencia
de la terapia radiativa, la PDT puede ser aplicada una y otra vez. Por lo tanto, ofrece un
medio para el tratamiento del cancer a largo plazo, incluso si no es posible una cura
completa. Por ultimo, la PDT puede combinarse junto con otras terapias para aumentar
la eficiencia del tratamiento contra el tumor.!!

Recientemente, los PS fueron categorizados de acuerdo a su estructura quimica dentro
de tres grandes familias: Porfirinas, Clorinas y Colorantes. La primera familia consiste en
la hematoporfirina (HP) y sus derivados, tales como Photofrin®, Photosan y Photocan.?!
Estos difieren en las fracciones de sus mondmeros, dimeros y oligémeros.!” En la
segunda familia, las sustancias del tipo de las clorofilas, llamadas clorinas, se
descubrieron del proceso de fotosintesis (el primer proceso natural que involucra luz).
Se encontro que los productos de degradacion de la clorofila, las purinas y las sustancias
del tipo de las clorofilas en bacterias y algas, como las bacterioclorinas, poseen
excelentes propiedades fotosensibilizadoras. La tercera familia, que fue descubierta
anteriormente pero sigue siendo de gran potencial, la constituyen los colorantes
descubiertos por Raab en 1897, como las Ftalocianinas y Naftalocianinas.?!

11
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Figura 3. Estructura quimica de: a) hematoporfirina (porfirina), b) clorina e6 (clorina), y c) ftalocianina
(colorante).
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Estas familias pueden ser categorizadas adicionalmente dentro de tres generaciones.
Ejemplos de la primera generacién de PS de la familia de porfirinas son la HP y sus
derivados los cuales se componen de PS enddgenos que se originan en células que
producen sus propios PS.??> Ejemplos de la segunda generacion de PS son la Clorina e6
“Ce6”, Ftalocianina y Naftalocianina (colorantes), entre otros. La tercera generacidn
incluye anticuerpos monoclonales que se unen selectivamente a un antigeno o a células

cancerigenas, los cuales estdn aun en progreso.?%22

Muchos PS han sido sintetizados o descubiertos. Estos PS tienen diferentes
caracteristicas y diferentes beneficios. Por lo tanto, a través de los aios, varios estudios
han tenido lugar con el fin de investigar las propiedades fotofisicas y fotoquimicas de
cada PS y explorar sus potenciales aplicaciones clinicas.

1.4 Terapia fototérmica

La ablacién térmica es una técnica usada en terapia contra el cancer para eliminar
células o tejido dafado mediante la aplicacidn de ondas electromagnéticas externasy la
generacion de aumento de temperatura en la zona irradiada. Estas técnicas utilizan
radiofrecuencia, frecuencias de microondas, y se focalizan en el ultrasonido (US) y la luz
laser. 2324 Las ventajas de la ablacién térmica sobre otros métodos convencionales son
la flexibilidad, el bajo costo, y su minima invasividad.?®> Sin embargo, la eleccién de una
adecuada ruta de distribucion del calor hacia el tumor es una preocupacion vital y un
desafio en la ablacidn térmica.?® Ademas, los métodos existentes de calentamiento
tienen dificultades para diferenciar tumores de tejido circundante sano, lo cual tiene
como consecuencia el dafio de las células vecinas.?’
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La terapia fototérmica (PTT, del inglés: Photothermal Therapy) es un uso experimental
de la radiacion electromagnética (mds a menudo en forma de rayos infrarrojos) que se
propone para el tratamiento de diversas enfermedades, incluyendo cancer. El modelo
basico para su utilizacidén se deriva en parte de la terapia fotodindmica, en el que un
fotosensibilizador se excita con luz de banda especifica. Esta activacion lleva al
sensibilizador a un estado excitado en el que luego libera energia por una via de
decaimiento no radiativa (calor). El calor es el método actual de la terapia que mata a
las células diana.

La terapia fototérmica, a diferencia de la PDT, no requiere oxigeno para interactuar con
las células o tejidos. Estudios recientes también muestran que la terapia fototérmica es
capaz de usar radiacién NIR (NIR, del inglés: Near-Infrared), que es transparente para el
tejido bioldgico, sangre y agua (ventanas terapéuticas). La primera ventana NIR
corresponde al rango 650-850 nm, mientras que la segunda corresponde al rango 950—
1350 nm. El uso de esta radiacidon permite una mayor penetracion en el tejido, y ademas
por ser menos energética resulta tanto menos dafiina para las células y tejidos sanos.

La PTT basada en nanomateriales fotoabsorbentes ha sido sugerida como un
procedimiento alternativo a los enfoques convencionales como la cirugia, terapia
radiativa y la quimioterapia. Un agente fototérmico ideal puede transferir
eficientemente la luz NIR absorbida en calor sin causar efectos secundarios toxicos, lo
cual es un prerrequisito para un tratamiento de PTT exitoso. Ademads, la combinacion de
la nanotecnologia y la PTT surge como un método prometedor para superar las
limitaciones mas relevantes de las terapias térmicas convencionales.

La nanotecnologia esta ganando gran atencidn en el campo de la biomedicina debido a
su posible aplicacion en diagndstico y técnicas de tratamiento.?®2%3031 |os
nanomateriales, en particular los nanocompositos, ofrecen muchas ventajas por sobre
los métodos convencionales. Debido a sus propiedades dpticas, los nanomateriales
pueden provocar un incremento de temperatura en las regiones tumorales por la
absorcion de luz NIR.3233 Ademas, la funcionalizacion superficial de los nanomateriales
permite que estos se unan especificamente a las células cancerigenas y esto permite la
destruccién selectiva del tumor por calor y también la posibilidad multifuncional de
obtencion de imagenes.343> Como se esquematiza en la figura 4, los nanomateriales
permiten el incremento de temperatura en una zona especifica de interés y previene la
generacion de calor en las regiones de los alrededores, mejorando asi la selectividad del

tratamiento.

El tratamiento de hipertermia tradicional contra el cancer resulta en el daiio térmico y
temperaturas en el entorno de la matriz extracelular que van desde 41 a 48 °C. La muerte
de las células cancerigenas con este tratamiento puede resultar del dafio en la
membrana  celular, desnaturalizacion de las proteinas intracelulares,
dafio/impedimento en la sintesis de ARN/ADN, cambios en la expresion génica, y la
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induccion de la muerte celular via apoptosis.3® Es probable que el calentamiento
también aumente la susceptibilidad o sensibilidad de las células cancerigenas a otros
tratamientos, incluyendo la radiaciéon y quimioterapia.’

r Laser ! NPT |

> i NPs dentro
I C Tumor I C

del tumor

. ) I '~

Campo Ultrasonido Campo | Ultrasonido
magnético '\ magnético
Hipertermia “afuera hacia adentro” Hipertermia “adentro hacia afuera”

Figura 4. Distribucion del calor liberado durante un proceso de hipertermia térmica en un tumor

(izquierda) y un tumor conteniendo en su interior nanoparticulas (derecha) que absorben energia de

diferentes fuentes: radiofrecuencia, ultrasonido, campo magnético, laser (terapia fototérmica).?®

Los efectos del calentamiento fototérmico pueden ser similares a los de la hipertermia
tradicional. Sin embargo, considerando los debates en la literatura entre la muerte por
apoptosis o necrosis, no es suficiente un solo mecanismo para describir los efectos de la
terapia fototérmica con nanoparticulas de oro.3® La apoptosis, también llamada muerte
celular programada, se caracteriza por la formacién de ampollas en la membrana,
fragmentacion nuclear, y la formacién de cuerpos apoptoéticos. Los cuerpos apoptéticos
son reconocidos eventualmente por el sistema inmune y removidos por fagocitosis. La
necrosis, originalmente pensada como una forma mas pasiva de muerte celular, resulta
de la toxicidad o el dafio celular, y se caracteriza por el colapso de la membrana e
hinchazén celular, resultando en la ruptura y liberacion del contenido celular.?®

1.5 Plasmonica

El efecto de superficies metalicas sobre los espectros dpticos depende fuertemente de
la naturaleza de la superficie metdlica y/o de las particulas metalicas. En general, los
efectos mas dramaticos se observan para coloides metdlicos mas que para superficies
planas espejadas.*®

Cuando la luz incidente interacciona con pequefias particulas metalicas induce
oscilaciones en sus electrones. El campo oscilante puede generar radiacién de campo
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lejano de la misma longitud de onda. El resultado es que la luz incidente es dispersada
por los coloides. Sin embargo, la situacidn que aqui se plantea es un poco mas compleja
ya que estos coloides también pueden absorber parte de la luz.

Aqui introduciremos una de las excitaciones fundamentales de la plasmodnica: los
plasmones superficiales localizados (LSP, del inglés: localized surface plasmons). Estos
son excitaciones no propagantes de los electrones de conduccion de nanoestructuras
metalicas acoplados al campo electromagnético. Estos modos surgen naturalmente del
problema de dispersién de nanoparticulas conductoras pequeiias, por debajo de la
longitud de onda incidente, en un campo electromagnético oscilante. La superficie curva
de las particulas ejerce una fuerza de restauracién efectiva sobre los electrones
dirigidos, de modo que surge una resonancia, llevando a una amplificacién del campo a
ambos lados y en la zona cercana al campo por fuera de la particula. Esta resonancia se
conoce como resonancia localizada superficial del plasmén (LSPR). Otra consecuencia
de la superficie curva es que la resonancia del plasmén puede ser excitada por
iluminacidn directa.

Para nanoparticulas de oro y plata, esta resonancia cae dentro de la region visible del
espectro electromagnético. Una consecuencia notable de esto son los colores brillantes
exhibidos por las particulas tanto en luz transmitida y reflejada, debido al aumento
resonante de la absorcion y dispersion. A este efecto se le han encontrado aplicaciones
durante muchos cientos de afios, por ejemplo, en la tincidon de vidrio para ventanas o
copas ornamentales. Otras aplicaciones modernas de la resonancia localizada del
plasmon son el incremento de emision y el sensado éptico.

La teoria de dispersion y absorcién de la radiacidon por pequefias esferas predice el
incremento del campo resonante debido a la resonancia de la polarizabilidad. Bajo estas
circunstancias, las nanoparticulas actian como un dipolo eléctrico, absorbiendo vy
emitiendo resonantemente los campos electromagnéticos. Esta teoria de la resonancia
del plasmén de la particula dipolo es valida estrictamente para particulas
extremadamente pequefias; sin embargo, en la practica, los cdlculos de la teoria
expresada anteriormente, provee una aproximacion razonablemente buena para
particulas esféricas o elipsoidales con dimensiones por debajo de los 100 nm que son
iluminadas con radiacidn visible o infrarroja cercana.

Sin embargo, para particulas de mayores dimensiones, donde la aproximacién cuasi
estatica no esta justificada debido a los significantes cambios de fase del campo a lo
largo del volumen de la particula, se requiere un enfoque electrodindmico riguroso. En
1908, Mie desarrollé una teoria completa de la dispersion y la absorcidn de radiacion
electromagnética por una esfera, para entender los colores de las particulas de oro
coloidales en solucidn.*! Este abordaje, que ahora es conocido como la teoria de Mie,
expande los campos internos y dispersados en un conjunto de modos normales
descritos por armdnicos vectoriales. Los resultados cuasi estaticos validos para esferas
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con tamafios por debajo de la longitud de onda incidente son entonces recuperados por
una expansién de series de potencias de los coeficientes de absorcidn y dispersidn.

Podemos resumir que la resonancia del plasmén de las particulas mas alla del régimen
cuasi estatico es disminuido por dos procesos competitivos: un proceso de decaimiento
radiativo en fotones, dominante en particulas grandes, y un proceso no radiativo debido
a la absorcion. El decaimiento no radiativo es debido a la creacién de un par electrén-
hueco tanto por excitaciones intrabanda dentro de la banda de conduccién como por
transiciones interbanda desde las bandas-d inferiores a la banda de conduccidn sp (para
particulas metalicas).

Figure 5. Esquema de campo cercano acoplado entre nanoparticulas metadlicas para dos polarizaciones
diferentes.

Una de las aplicaciones mas espectaculares de la plasmdnica hasta el dia de hoy es la
dispersion Raman aumentada por superficie (SERS, del inglés: Surface Enhanced Raman
Scattering), la cual explota la generacién de campos de luz altamente localizados en la

16




Tesis Doctoral Capitulo 1

zona cercana de las nanoestructuras metdlicas para el aumento espontdneo de la
dispersion Raman de determinadas moléculas. Utilizando superficies de plata con
rugosidades generadas quimicamente, se registraron eventos de dispersién Raman de
moléculas Unicas***® con aumentos estimados de la seccidn transversal de la dispersién
por factores por encima de 104, La mayor parte de este incremento se cree que surge
de los campos altamente aumentados en las uniones de las nanoparticulas metalicas
debido a las LSPR. Llamados puntos calientes, estos campos altamente confinados
también permiten un incremento de la emisidn de fluorescencia, aunque con factores
de aumento mucho mds modestos. Un entendimiento y control apropiado sobre la
generacion de estos puntos calientes, por ejemplo, en la formacion de cavidades
plasmodnicas en la nanoescala, es actualmente uno de los principales desafios detras del
disefio de nanoparticulas ensambladas con propiedades dpticas sintonizadas.

El camino libre medio de un electrén (la distancia media que alcanza a recorrer un
electrén entre dos colisiones) en el oro es de alrededor de 50 nm; consecuentemente,
las colisiones entre los electrones de la banda de conduccién con la superficie de la
nanoparticula de oro son fuertemente dependientes del diametro de la particula (lo
mismo ocurre para la plata). Por lo tanto, la longitud de onda del LSPR (Amsx) Y la seccidn
eficaz de extincion molar de los coloides de nanoparticulas metalicas dependen de la
forma y el tamafio.** La LSPR es altamente sensible al recubrimiento y al medio
dieléctrico de los alrededores, especialmente al indice de refraccion en la superficie de
la nanoparticula.*#¢*7 La absorcidon dptica puede ser entonces ajustada desde el visible
al infrarrojo cercano (NIR) y esto ha sido establecido tanto experimental como
tedricamente.*® En nanoparticulas anisotrdpicas, la banda de resonancia del plasmén
puede separarse en varios picos debido a la oscilacion de los electrones a lo largo de
cada uno de los ejes.

La fuerte absorcidon Optica y la subsecuente disipacién de energia no-radiativa permite
la aplicacion de las nanoparticulas de oro en la terapia fototérmica plasmdnica. Link y
colaboradores*® describieron el proceso de calentamiento fototérmico en
nanoparticulas de oro, el cual fue observado usando espectroscopia femtosegundo de
absorcion de transientes. Los pulsos de laser NIR absorbidos por las nanoparticulas de
oro excitan los electrones libres de la banda del plasmdn, creando un pulso de
electrones calientes. El pulso de electrones calientes se enfria rapidamente a través de
interacciones electréon-fondn por choques con la estructura cristalina del oro,
calentandola miles de grados (dependiendo de la potencia del ldser) en ~1 ps. El calor
es luego transferido desde la nanoparticula a los alrededores a través de interacciones
fonén-fonén en una escala de tiempo de ~100 ps, resultando en un incremento de la
temperatura del medio circundante de decenas de grados.

Dado que el proceso fototérmico requiere la absorcion de luz, la extincidn de las
nanoparticulas (el término extincidn se refiere a la atenuacion de la luz a medida que
atraviesa una muestra. La extincidn se debe tanto a la absorcién como a la dispersion de
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la luz) influye en los cambios resultantes del aumento de temperatura del entorno. La
seccidn eficaz de extincién de las nanoparticulas de oro en el NIR es 108-101° M~tcm™,
varios ordenes de magnitud superior que el del croméforo organico de mayor
absorcion.* La absorbancia es generalmente el mayor contribuyente de la extincidn, y
dado que las nanoparticulas de oro pequeiias usualmente tienen mayor seccion eficaz
de absorcién que las nanoparticulas grandes (la contribucion de la dispersién aumenta
con el tamano de las nanoparticulas), estas pueden ser “nanocalentadores” mas
eficientes. Por otra parte, la LSPR de las nanoparticulas de oro pueden ajustarse a una
longitud de onda deseada para maximizar la absorcion de la luz. Esto es especialmente
util en regiones tales como la “ventana del agua” (o “ventana terapéutica”, como se la
menciond anteriormente) donde los tejidos corporales son Opticamente mas
transparentes (700-1200 nm), haciendo posible el calentamiento de las nanoparticulas

de oroin vivo.*®

1.6 Nanotecnologia aplicada a sistemas bioldgicos.

El tamafio y la forma de las nanoparticulas son factores criticos que determinan su
desempefio: la habilidad de penetrar los vasos sanguineos, alcanzar la regidén deseada,
afectar la velocidad de internalizacion por los macrofagos, y finalmente ser eliminadas
del cuerpo. Por ejemplo, nanoparticulas mas grandes que 10 nm seran demasiado
grandes para salir a través de los capilares normales.”® Ademads, el transporte de
nanoparticulas mas pequeiias exhibe velocidades de difusion relativamente mayores, lo
cual les permiten moverse lateralmente en los vasos sanguineos con gran facilidad. Sin
embargo, las particulas mds grandes pueden penetrar el tumor a través de los espacios
presentes entre las células epiteliales de la vasculatura tumoral permeable y
permanecen ahi por un largo periodo de tiempo por el efecto de aumento de la
permeabilidad y retencién (EPR del inglés: Enhanced Permeability and Retention).
Principalmente, este efecto es beneficioso para distribuir nanoparticulas cargadas con
una droga. Las nanoparticulas mas grandes pueden permear y acumularse en el sitio del
tumor por un tiempo largo, causando el efecto del tratamiento y evitando los efectos
secundarios debidos a que no penetran el tejido normal. La desventaja del efecto EPR
es la heterogeneidad en los huecos intersticiales, la cual afecta la penetracion y
distribucion uniforme de las nanoparticulas dentro del tumor.>>°3 Nanomateriales de
diferentes formas tienen diferentes dreas activas, lo cual resulta en variaciones en la
circulacién en sangre, y en la habilidad de unirse a receptores de membrana. De esta
manera, la forma de los nanomateriales afecta la eficiencia terapéutica.>?

Ademas, las propiedades de la quimica superficial de las nanoparticulas y su cobertura
juegan un rol crucial en la interaccidn con las células cancerigenas. Notablemente, se
considera que los grupos funcionales en la superficie de las nanoparticulas son los
factores que determinan la solubilidad, interaccion, y la union a las células.
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Figura 6. Efecto de permeabilidad y retencién aumentada (EPR). La figura 6a representa la vasculatura del
tejido normal, mientras que la imagen 6b esquematiza la vasculatura endeble y permeable del tejido
tumoral y como las particulas de gran tamafio pueden trasvasarse a las células cancerigenas.

Dependiendo de la cobertura superficial, las nanoparticulas pueden definirse como
positiva o negativamente cargadas. Las nanoparticulas positivamente cargadas son las
mas beneficiosas para el pasaje a través de las barreras de la membrana celular (ya que,
al estar compuesta por fosfolipidos, estas presentan una carga negativa debido a los
grupos fosfato) y se concentran en el citosol o el nicleo.>*

La funcionalizacidon activa es efectiva en el incremento de la unidn/internalizacion de
nanoparticulas de oro en las células in vitro, pero in vivo la acumulacion dentro del
tumor es menor al 10% de la dosis intravenosa.>>°® Una razén para la limitacion en la
incorporacion en el tumor es la fuerte acumulacién de las nanoparticulas por parte del
sistema fagocitico mononuclear (antiguamente llamado sistema reticulo-endotelial).>’
Los monocitos, células dendriticas, y macréfagos, las cuales estan presentes en el
higado, bazo, y la sangre, secuestran nanoparticulas mayores a 100 nm. Las particulas
menores a ~5 nm son eliminadas rdpidamente por los rifiones. Un gran porcentaje de
particulas entre ~5-100 nm pueden también ser incorporadas por macréfagos, pero es
probable que no en el mismo grado que las particulas mas grandes. Es sabido que los
ligandos especificos de direccionamiento previenen la incorporaciéon de las NPs por
parte de los macréfagos, pero se cree que la PEGilacion de las particulas disminuye la
internalizacién por parte del sistema fagocitico mononuclear.>® Esta suposicidn se basa
en la vasta mayoria de nanoparticulas que se encontraron in vivo en el higado y el bazo,
salvo diferencias segun el disefio de las nanoparticulas. Es posible que otra razén para
la limitacién en la acumulacién en el tumor sea la formacién de una corona de proteinas
alrededor de las nanoparticulas de oro en matrices fisioldgicas y biolégicas. La unién de
proteinas sobre la superficie de las nanoparticulas, lo que resulta en la formacién de una
corona “dura” mas interna y otra “blanda” mads externa, esta muy bien documentada
en la literatura y es un drea actual de interés en investigacion.>® La habilidad para
entender la adsorcién de proteinas a varias construcciones de nanoparticulas quizas
permita a los cientificos predecir mejor y potencialmente controlar la “cara” que
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presentan las nanoparticulas y, entonces, su destino en el entorno fisioldgico.®® Sin
embargo, las coronas de proteinas de las nanoparticulas también se vuelven mas
complicadas in vivo. La corona biomolecular podria jugar un rol en la reducciéon de la
efectividad de los agentes diana en la unidn a las células cancerigenas debido a que las
proteinas hacen de escudo de los ligandos y reducen su funcién de direccionamiento.®!
Por lo tanto, mientras que el direccionamiento activo al tumor puede mejorar la
acumulacién intracelular de las nanoparticulas, el efecto de la acumulacion en el seno
del tumor es baja y quizas no valga la pena el esfuerzo involucrado.®?

En conjunto, estos estudios demuestran que el disefio de las nanoparticulas de oro
parece afectar su biodistribucién y por lo tanto el éxito de la terapia fototérmica in vivo.
Solo uno de estos estudios in vivo mencionados realiza una inyeccidn intratumoral, y la
mayoria de los investigadores inyectan las nanoparticulas de oro de manera
intravenosa, confiando en el efecto de EPR para incrementar la acumulacién en el
tumor.

Las estrategias en la forma, el tamafio, los ligandos de direccionamiento, y la dosis
parece influenciar si las nanoparticulas se extravasan en los tumores, se acumulan en el
higado/bazo, o si son eliminadas por los rifiones. Ademas, la localizacién de las
nanoparticulas en un tumor es un factor a tener en cuenta dado que aquellas
nanoparticulas que viajan al centro del tumor son efectivas en el proceso de destrucciéon
fototérmica del tumor. Sin embargo, a pesar de que el efecto EPR es bien conocido en
tumores, también se sabe que no ocurre en todo el tumor, que ademas es heterogéneo
Yy que pareciera estar limitado dado que usualmente menos del 10% de las
nanoparticulas inyectadas de manera intravenosa en realidad terminan en el tumor. Las
nanoparticulas se extravasan dentro de los tumores debido a la permeabilidad de la
vasculatura, pero los tamafios de los poros en el tumor pueden variar dependiendo del
tipo de cancer, el tamafio del tumor, y el estado del tumor (primario o metastatico).
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2.1 Objetivos generales

En esta tesis nos proponemos desarrollar nanomateriales hibridos de silice con
recubrimiento de metales nobles (Ag y Au) para poder ser utilizados en terapias
alternativas contra tumores: la terapia fotodinamica y terapia fototérmica.

Intentaremos obtener estos materiales a partir de dos metodologias de sintesis
diferentes. Por un lado, una estrategia de sintesis fotoquimica utilizando como agente
fotorreductor al 1-2959 para generar las nanoparticulas metalicas en la superficie de la
silice. Por otro lado, ensamblaremos las nanoestrellas de oro sobre esferas de SiO» por
el método capa por capa, utilizando un polielectrolito positivo y otro negativo, lo cual
nos permitird también incorporar el fotosensibilizador Indocianina verde a nuestro
sistema.

Estudiaremos el efecto de estos nanomateriales en la fotofisica de colorantes en
suspension y en la generacion de especies reactivas de oxigeno, asi como su efecto en
la viabilidad de células cancerigenas, al ser irradiadas con luz visible o NIR.

2.2 Objetivos especificos del capitulo 3

(1) Sintetizar y caracterizar nanoparticulas (NPs) de silice con revestimientos de
metales nobles (Ag y Au).

(2) Examinar el efecto de la presencia de dispersiones de los nanomateriales sobre
la fluorescencia, fosforescencia y el rendimiento cuantico de generacion de 0, (¢a) de
sensibilizadores organicos.

(3) Obtener informacion sobre la generacion de 0, de fotosensibilizadores en
solucion junto con suspensiones de nanoparticulas coloidales.

2.3 Objetivos especificos del capitulo 4

(1) Sintetizar y caracterizar nanoparticulas hibridas de silice y nanoestrellas de oro,
cargadas con el colorante Indocianina Verde, por el método de ensamblado capa por
capa.

(2) Obtener informacion cinética sobre la generacidon de especies reactivas de
oxigeno y la produccion de aumento de temperatura de suspensiones de las
nanoparticulas cargadas con la droga.
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(3) Investigar mediante espectroscopias confocal y de fluorescencia la localizacion
celular de los nanomateriales.

(4) Evaluar la citotoxicidad de las nanoparticulas mediante ensayos de viabilidad
celular MTT y Rojo Neutro.

(5) Estudiar el efecto fotodindmico y fototérmico de los nanomateriales incubados
en células tumorales, bajo irradiacién con luz NIR durante diferentes tiempos.
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NANOPARTICULAS DE SILICE
CON REVESTIMIENTO DE
METALES NOBLES: SINTESIS
FOTOQUIMICA



Tesis Doctoral Capitulo 3

32




Tesis Doctorall Capitulo 3

3.1 Introduccion

3.1.1 Efecto del LSPR sobre la fotofisica de colorantes organicos

Las oscilaciones colectivas de los electrones en nanoestructuras metalicas o resonancia
localizada superficial del plasmén (LSPR, del inglés: localized surface plasmon
resonance) puede afectar fuertemente la dindmica de los estados excitados singlete y
triplete de moléculas organicas.’> Debido al LSPRs, las nanoparticulas (NPs) metélicas
pueden interactuar intensamente con moléculas organicas adyacentes a través de
diferentes mecanismos, incluyendo transferencia electrénica, transferencia de energia,
y afectando tanto los procesos de desactivacion radiativa y no radiativa de los estados
excitados de las moléculas orgénicas.>* Pacioni y colaboradores reportaron el
incremento en el rendimiento cuantico del estado triplete del azul de metileno por NPs
de oro.? El incremento del rendimiento cudntico del triplete de fotosensibilizadores
organicos en los alrededores de las NPs metalicas pueden conducir al proceso conocido
como produccidon de oxigeno singlete aumentada por metales, el cual puede ser
aplicado para tratamiento de tumores en la terapia fotodinamica.>

3.1.1.1 Fluorescencia aumentada por metales (MEF, del inglés: Metal
Enhanced Fluorescence)

Un fluoréforo en el estado excitado tiene las propiedades de un dipolo oscilante. El
fluoréforo excitado puede inducir oscilaciones de los electrones de un metal ubicado en
las cercanias de la molécula organica. El campo eléctrico creado por el metal, a causa de
esta oscilacion, puede interaccionar con el estado excitado del fluoréforo y alterar su
emision. Esta interaccion es casi siempre bidireccional de modo que las oscilaciones
inducidas por la luz en el metal pueden afectar al fluoréforo. Las interacciones de
fluoréforos con superficies metdlicas pueden tener numerosos efectos utiles,
incluyendo aumentos de rendimientos cudanticos, incremento en la fotoestabilidad,
aumento en las distancias para transferencia de energia resonante de Forster (FRET), y
disminucién de los tiempos de vida. Estos cambios pueden resultar en incrementos de
sensibilidad, fotoestabilidad, y disminucion de interferencias de emisién de fondo no
deseadas.

Generalmente las medidas de fluorescencia se realizan en soluciones macroscépicas, o
por lo menos macroscépicas en comparacion con el tamano del fluoréforo. Las
soluciones son tipicamente transparentes a la radiacién emitida. En soluciones
homogéneas, los fluoréforos emiten en espacio libre (cuando hablamos de espacio libre
nos referimos a un medio transparente, no conductor) y la radiaciéon emitida se observa
en el campo lejano. Efectos locales debido a superficies no son observados usualmente
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debido al pequeiio tamano de los fluoréforos en relacion con el volumen experimental.
Las propiedades espectrales del fluoréforo en el estado excitado estan bien descriptas
por las ecuaciones de Maxwel para un dipolo oscilante radiante en espacio libre y
detectada su radiacién de campo lejano como luz.

Los efectos de una superficie, cercana a una molécula fluorescente, altera las
condiciones de “espacio libre”, y modifica las contrapartes de espacio libre en las
ecuaciones de Maxwell. Un fluoréforo es un dipolo oscilante, como una antena radiante,
pero uno que oscila a altas frecuencias e irradia longitudes de onda corta. Superficies
metalicas cercanas pueden responder al dipolo oscilante y modificar la velocidad de
emisién y la distribucion espacial de la energia irradiada. El campo eléctrico que percibe
el fluordforo se ve afectado por las interacciones de la luz incidente con la superficie
metadlica préoxima y también por la interaccién del dipolo oscilante (fluoréforo excitado)
con la superficie del metal. Adicionalmente, el dipolo oscilante induce un campo en el
metal. Estas interacciones pueden incrementar o disminuir la incidencia del campo
sobre el fluoréforo e incrementar o disminuir la tasa de decaimiento radiativo.

En primera instancia parece inusual considerar la utilizacion de superficies metalicas
para aumentar la fluorescencia. Es sabido que los metales desactivan la fluorescencia.
Por ejemplo, superficies de plata de 5 nm de espesor se utilizan en microscopia para
desactivar la emision de regiones cercanas al metal. Ahora sabemos que los metales
pueden también aumentar la fluorescencia a través de varios mecanismos. Las
particulas metdlicas pueden causar incrementos en las tasas de excitacion debido a un
campo eléctrico mas concentrado alrededor de la particula. Los metales también
pueden aumentar las velocidades de decaimiento radiativo (I'). Sin embargo, la fisica es
compleja y no siempre es claro quien esta emitiendo la luz: si el fluoréforo o el metal.

En ausencia de metales el rendimiento cudntico y los tiempos de vida de fluorescencia
vienen dados por las siguientes ecuaciones:

r

Q = T+kD (E1)

to= (M +ky)t (E2)

donde I' y k- son las constantes de velocidad del decaimiento radiativo y no radiativo,
respectivamente.®

Sabemos que la constante de velocidad de decaimiento radiativo (I') esta determinada
por el coeficiente de extincién del fluoréforo. Los coeficientes de extincidn no cambian
sustancialmente en diferentes entornos. De manera similar, las constantes de
decaimiento radiativo permanecen practicamente iguales en la mayoria de las
condiciones. Los cambios en el rendimiento cudntico o en el tiempo de vida que
presentan los fluoréforos en diferentes entornos son debido a cambios en las constantes
de decaimiento no radiativo.
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Ahora consideremos el efecto del metal. Si la presencia del metal resulta en un
incremento en la tasa de excitacion (E + Em), esto resultara en un aumento en el brillo,
pero sin cambios en el rendimiento cuantico o el tiempo de vida. Este es un efecto util
ya que permite disminuir las intensidades de radiacién incidente y disminuir el fondo.
La excitacién aumentada por metales puede resultar también en una excitacidn
selectiva de un fluoréforo cercano al metal. Otro efecto posible es un incremento en la
velocidad de decaimiento radiativo (Figura 1). En este caso el rendimiento cuanticoy el
tiempo de vida del fluoréforo en la cercania de la superficie metdlica viene dado por®

B r+r, 3
Qm_(r+rm+km,) (£3)

T = (T + Gy + k)™t (E4)

Estas ecuaciones resultan en predicciones inusuales para un fluoréforo cerca de una
superficie metalica. A medida que el valor de I', aumenta el rendimiento cuantico se
incrementa mientras que el tiempo de vida disminuye.

Sin metal Con metal

Figura 1. Diagramas de Jablonski para los procesos fotofisicos que tienen lugar en la irradiacion de
colorantes organicos en ausencia y en presencia de metales.

Acabamos de decir que un incremento en I'; disminuye el tiempo de vida. Una
disminucién en el tiempo de vida esta asociada, generalmente, a una disminucion en el
rendimiento cuantico. Sin embargo, esto es a causa de que la disminucion en el tiempo
de vida se debe en su mayoria a un incremento en K.

Cuando la velocidad de decaimiento radiativo total, I'r =T + I',, aumenta el rendimiento
cuantico también aumenta. Este incremento ocurre porque mas moléculas de
fluoréforo emiten antes de que puedan decaer a través de una via no radiativa. El efecto
es mayor para fluoréforos con bajos rendimientos cudnticos debido a que el incremento
en I'm no tiene efecto en Q si este es muy préximo a la unidad (Figura 2).
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10

T (NS)

Figura 2. Efecto del incremento en la constante de velocidad del decaimiento radiativo (I'm) sobre el
rendimiento cudntico (Qm) y el tiempo de vida (tm) de fluorescencia.’

La posibilidad de alterar las constantes de decaimiento radiativo fue demostrada
experimentalmente midiendo los tiempos de decaimiento de complejos de europio
(Eu*3) posicionados a varias distancias desde un espejo plano de plata.®®'%! En un
espejo, la lamina metadlica es continua y mas gruesa que la longitud de onda dptica. Los
tiempos de vida oscilan con respecto a la distancia, pero permanecen como una
exponencial simple para cada distancia. Este efecto puede explicarse por los cambios en
la fase del campo reflejado con la distancia y los efectos de este campo cercano reflejado
sobre el fluoréforo. Los cambios en el tiempo de vida con la distancia no son a causa de
interacciones entre el fluoréforo con los fotones emitidos. La disminucion en el tiempo
de vida se observa cuando el campo reflejado esta en fase con el dipolo oscilante del
fluoréforo excitado. Un incremento en el tiempo de vida se encuentra si el campo
reflejado esta fuera de fase respecto al dipolo oscilante. A medida que aumenta la
distancia, la amplitud de las oscilaciones disminuye (Figura 3). Los efectos de un espejo
plano ocurren por encima de distancias comparables con las longitudes de onda de
excitacidon y emision. A distancias cortas, por debajo de 20 nm, la emisién es desactivada.

1.2

o
@

o
=~

Tiempo de vida / ms

1 ] 1 1
0 100 200 300 400 500

Distancia / nm

Figura 3. Tiempo de vida de iones Eu*® frente a un espejo de plata en funcidn de la separacidn entre los
iones europio y el espejo metdlico. La curva sélida corresponde a un ajuste tedrico.®
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Si bien los detalles no se conocen con certeza, es probable que haya tres interacciones
dominantes entre el fluoréforo y los metales dependiendo de la distancia a la que se
encuentren uno del otro (Figura 4). Los fluoréforos pueden ser desactivados a cortas
distancias respecto del metal (km). A medida que se aleja de la superficie metalica, el
fluoréforo puede sufrir un incremento en la tasa de excitacién (Em), efecto conocido
como “pararrayos”, y a distancias mayores puede ocurrir un incremento de la velocidad
de decaimiento radiativo ('m).

Las interacciones entre fluoréforos y coloides metdlicos han sido consideradas

tedricamente.'?131415 Un tipico modelo tedrico se esquematiza en la figura 5.

0 100 200

Distancia / A
Quenching k, —
Aumento del campo E_, —

Aumento de la velocidad T,

Figura 4. Efecto de una particula metdlica sobre las transiciones de un fluoréforo. Las particulas metalicas
pueden causar quenching (Kn), concentrar el campo de la luz incidente (Em), Y pueden aumentar la
velocidad de decaimiento radiativo (Im).

En este caso se asume que la particula es un elipsoide metdlico con un fluoréforo
posicionado cerca de la particula. La molécula estd localizada fuera de la particula a una
distancia r del centro del elipsoide y una distancia d de la superficie. El fluoréforo se
encuentra sobre el eje mayor y puede estar orientado de manera paralela o
perpendicular a la superficie metalica (Figura 5).

z
?.g/ 1 I Perpendicular
b7
; ld || «<— Paralelo
el .
N

Figura 5. Disefo tedrico para el estudio de un fluoréforo préximo a un esferoide metalico.
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Como podemos observar en la Figura 6, el efecto mas importante ocurre para un
fluordforo alineado a lo largo del eje mayor y de manera perpendicular a la superficie
del esferoide con una relacion de aspecto a/b = 1,75. En este caso, la constante de
velocidad de decaimiento radiativo puede incrementarse en un factor de 1000 veces o
mas. Este efecto es mucho menor para una particula esférica (a/b = 1,0) y para un
esferoide mas elongado (a/b = 3,0). Para este ultimo esferoide la transicion dptica no
esta en resonancia con el fluoréforo. En este caso la constante de decaimiento radiativo
puede disminuir mas de 100 veces. Si el fluoroforo experimenta un aumento en el
rendimiento cudntico o un menor valor de ky, este efecto podria resultar en tiempos de
vida mas largos. La magnitud de estos efectos depende de la localizacién del fluoréforo
alrededor de la particula y de la orientacion de su momento dipolar relativo a la
superficie metdlica. El efecto dominante de la orientacidn perpendicular se supone que
se debe a un incremento del campo local a través del eje mayor de la particula.

!
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Figura 6. Efecto de un esferoide metalico sobre la velocidad de decaimiento radiativo de un fluordéforo. El

volumen del esferoide es igual al de una esfera de 20 nm de didmetro.®

No todas las preparaciones de particulas metalicas resultan en un incremento en la
fluorescencia. Es importante conocer qué tipos de particulas son las mas efectivas para
gue se produzca la MEF y las propiedades de esas particulas que resultan en dicho
fenédmeno. La teoria de Mie puede utilizarse para calcular las propiedades dpticas de
coloides de tamafio menor al de la longitud de onda incidente. Estos calculos muestran
que la extincion de los coloides se debe tanto a la absorcién como a la dispersién de la
luz. La contribucidn relativa de la absorcion y la dispersién depende del tamafio y la
forma de los coloides. En general, las particulas mas grandes y no esféricas muestran
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mayores contribuciones de dispersion sobre la extincidn total. Hasta el momento se cree
gue esta contribucién de la dispersién es el origen del MEF. El componente de dispersion
representa la radiaciéon de campo lejano del dipolo oscilante inducido. En cierto modo
este efecto es similar a la emisidn. Parece ldgico que el fluoréforo excitado en cercanias
de una particula metadlica colabore en la produccion de radiacion de campo lejano a la
longitud de onda de emisién. Nos referimos a este concepto como modelo del plasmdén
resonante (RP, del inglés: resonant plasmon).'® De ser correcto, el modelo RP provee
una aproximacion racional para el disefio de particulas metdlicas para MEF. La particula,
o su estructura, deberian escogerse teniendo en cuenta una alta seccion transversal
para la dispersion y que posea un componente de dispersidon que sea dominante por
sobre la absorcion.

Antecedentes en nuestro grupo

En un trabajo de nuestro grupo publicado recientemente!’ se reportd que en presencia
de nanoparticulas de plata recubiertas de pectina, el complejo Riboflavina-Ag aumenta
la poblacion del estado triplete de la flavina. Como consecuencia, se forman mayores
concentraciones de oxigeno singlete y radical anidn superdxido en soluciones aireadas.
También se observé que en células Hela se produce una alta fototoxicidad del
fotosensibilizador cuando esta complejado con las nanoparticulas, como resultado
indirecto del aumento de la poblacién del estado excitado triplete de la flavina.'®

Siguiendo esta linea, en esta tesis hemos sintetizado y caracterizado nanoparticulas de
silice con revestimiento de metales nobles, tales como Ag y Au (SiO,@Ag y SiO,@Au,
respectivamente). Estos nanomateriales fueron elegidos por dos razones principales: (a)
la superficie de las nanoparticulas presenta grupos silanoles expuestos del SiO», los
cuales pueden actuar potencialmente como sitios de adsorcidn de moléculas orgdnicas.
(b) Al mismo tiempo, las nanoparticulas de Ag, o Au, soportadas por la silice estan en
proximidad con el colorante. El soporte de silice actia como un medio para inmovilizar
tanto a la NP metdlica como al colorante en un rango muy cercano. Estos nanomateriales
también ofrecen la posibilidad de realizar experimentos comparativos con
nanoparticulas de silice sin el recubrimiento metalico (NPs SiO;) con la intencién de
corroborar si los efectos observados de las NPs SiO,@Ag o SiO,@Au sobre la fotofisica
de los fotosensibilizadores son debidos al metal y no solo a la inmovilizacion del
colorante en la superficie de la silice.

3.1.2 Sintesis de nanoparticulas de silice por el método Sol-gel

Sol-gel es una metodologia para producir materiales cerdmicos a bajas temperaturas a
partir de la formacion de una suspension coloidal de 6xidos metalicos (sol) y su posterior
gelificacién en una red interconectada (gel).'>2%2! El interés por la sintesis de materiales
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ceramicos y vitreos mediante el proceso sol-gel comenzd a mediados del siglo XIX gracias
a distintos trabajos realizados por los investigadores Vaia, Ebelmen y Graham en geles
de silice.?>23 Encontraron que la hidrdlisis de tetraetilortosilicato (TEOS) en condiciones
acidas resulta en silice (SiO2) en forma vitrea.

Existen distintos tipos de iniciadores para la sintesis de SiO, por el método sol-gel. Los
mas comunes incluyen clorosilanos y ortosilanos, entre los que destaca el

tetraetilortosilicato:

\/O—Si—O\/

Figura 7: Estructura tetraetilortosilicato (TEOS)

A partir de un iniciador en solucién acuosa, por ejemplo, el TEQS, ocurren reacciones de
hidrdlisis de los grupos funcionales:

OR (|)H
RO—Si—OR + 4H,0 —/™ HO—Si—OH + 4ROH (R1)
OR OH

Donde R corresponde a un grupo etilo en el caso del TEOS. La hidrélisis no siempre es
completa, es decir, solo algunos de los grupos funcionales son hidrolizados. Al mismo
tiempo que ocurren la hidrdlisis total y parcial tienen lugar las reacciones de
condensacién entre moléculas, para formar moléculas de mayor peso molecular:

Si—OH + OH—SIi ——> Si—O0—Si + H,0 (R2)

Si—OR + OH—Si =— Si—0—Si + ROH (R3)

De esta manera, la reaccién global es:

nSi(OR), + 2nH,0 —> nSiO, + 4nROH (R4)
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Dado que las distintas reacciones ocurren de manera paralela y sin un orden especifico,
la silice sintetizada por este método es de naturaleza amorfa. El mecanismo de estas
reacciones dependerd de la naturaleza acida o bdsica del medio acuoso. El 4cido o base
presente actla como catalizador de la reaccién a través del ion hidronio o del ion
hidroxilo. En catdlisis acida las reacciones de hidrdlisis ocurren rapidamente en relacion
a la condensacion, por lo que se genera un gran numero de nucleos a partir de los cuales
comienzan a formarse particulas, las cuales pueden condensar entre ellas para formar
redes interconectadas o geles. Por otro lado, en condiciones bdsicas las reacciones de
hidrdlisis ocurren mas lentamente que la condensacion, por lo que la polimerizacion
ocurre principalmente por adicion de mondmeros a moléculas mayores, formando una
menor cantidad de particulas, pero de mayor tamano (Figura 8). Dado que el interés en
esta tesis es producir nanoparticulas de silice sobre las que se depositaran
nanoparticulas metilicas, se trabajard en condiciones de catalisis basica.?

on | >
(medio basico) :
\ —
=2 «{%‘ \‘
x\
pH l "u\
(medio acido) "3 '
\‘x. - :\\“?:
\

Figura 8. Dependencia de pH del medio en la generacidn de particulas de silice durante la sintesis Sol-Gel.

En catdlisis bdsica, por ejemplo, en presencia de NH4OH, la hidrdlisis ocurre mediante
un ataque nucleofilico del ion hidroxilo sobre el &tomo de silicio, desplazando un grupo
OR e invirtiendo el tetraedro (reaccion SN2):

OR R

- \\\\ 6_
HO----Si>---OR === Ho—=si=*°% + RO-  (R9)

OR OR OR

I///o

RQ RO
5

"

R E
OH + O\Si—OR —_—

Por otro lado, en medio basico las especies hidrolizadas son ionizadas rdpidamente por
la presencia de iones hidroxilos generando repulsién entre ellas, por lo que el
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crecimiento y polimerizacién ocurre mayormente por adicién de mondmeros a
particulas altamente condensadas en vez de agregacidn interparticulas:

rapido
—

Si—OH + OH Si—O0 + H,0 (R6)

Si—O + OH—Si —€M2%, si—O0—Si + OH  (R7)

El mecanismo por el cual ocurren estas reacciones ha sido estudiado por distintos
autores, los cuales proponen distintas vias que incluyen reacciones de ataque y
sustitucion nucleofilica SN2, e intermediarios penta y hexa-coordinados.®

La silice es un polimero inorgdnico compuesto por tetraedros de SiOs interconectados.
Sin embargo, en la superficie de la silice existen distintos grupos terminales, ya sean
grupos (o puentes) siloxanos (=Si-0-Si=) con el oxigeno en la superficie o grupos
silanoles (=Si-OH). Estos ultimos pueden ser divididos en grupos silanoles aislados (o
libres), donde el silicio terminal se encuentra unido al seno de la particula mediante 3
enlaces; grupos silanoles vecinales, donde 2 grupos se encuentran lo suficientemente
cercanos para formar un puente de hidrégeno; y los grupos silanoles geminales, donde
existen 2 grupos OH terminales unidos al mismo atomo de silicio.

3.1.3 Recubrimiento de las NPs de SiO, con metales nobles

Para obtener capas metalicas densas y uniformes en la escala nanométrica sobre la
superficie de esferas de silice, deben considerarse las siguientes 2 cuestiones: primero,
la unién efectiva entre los nucleos metalicos a la matriz de silice, y segundo, una estrecha
distribucidn de estos nucleos y su uniformidad sobre la superficie de la silice durante el
proceso de deposicién.

En esta sintesis, la formacion de las nanoparticulas de plata y/u oro, y el correspondiente
recubrimiento metdlico estd dado por dos procesos bien definidos: nucleacién y
crecimiento, que tienen como finalidad cubrir la superficie de la silice con el metal en
cuestion. Sin embargo, en cada una de estas etapas ocurre un proceso quimico distinto.

3.1.3.1 Nucleacién

En primer lugar, para la nucleacién del metal (formacion de los centros metdlicos a partir
de los cuales se forman las nanoparticulas) se utiliza la técnica enchapado metalico
electrolitico (electroless metal plating) la cual se basa en el uso de un agente reductor
guimico que permite la reduccién de los iones metdlicos de la solucidn sobre Ia
superficie de un sustrato. Para este proceso la superficie no necesita ser conductora y
ademas la cinética de reduccion del metal debe ser lo suficientemente lenta para evitar
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la reduccién de los iones metdlicos en la solucidn. La superficie de las NPs de silice actla
entonces como un catalizador para asegurar que la reduccidon solamente ocurra en la
superficie, entonces el metal permanece unido.

Para el proceso de nucleacién, en la sintesis del recubrimiento de plata, las
nanoparticulas de silice deben mezclarse con soluciones de NaOH, SnCl, en HCl y AgNO3
amoniacal, cada una de las cuales cumple una funcién determinada en el desarrollo de
las semillas. Durante esta etapa ocurren los siguientes pasos: adsorcidn de los iones Sn*?
sobre la superficie de las esferas de silice; y luego la reduccién de los iones Ag* por los
iones Sn*? para producir ntcleos de plata nanométricos sobre la interfaz heterogénea
silice-plata como semillas?®>. Para el primer paso, las nanoparticulas de SiO, son
suspendidas en solucién de NaOH de manera que los grupos silanoles (-Si-OH) queden
cargados negativamente y puedan interaccionar con el Sn*? de manera electrostatica. A
suvez, la solucién de SnCl, es preparada en HCl para evitar la hidroxilacion del Sn*2. Para
evitar que los iones Ag* se reduzcan en el seno de la solucién se utiliza NH4OH. En esta
solucidn se produce el complejo Ag[NHs]>* que tendria 2 efectos: por un lado reduce la
velocidad de reduccién del ion Ag*, y por otro lado se favorece la interaccién con la silice
debido a la presencia de los grupos NH.

Durante el proceso de pre-tratamiento, la adsorcién de los iones Sn*? tiene lugar sobre
la superficie de la silice, y luego ocurre la siguiente reaccion:
Sn*2 —— Sn*t+ 2e
2(Agt+e ——  Ag9)
Sn*2+ 2Agt — Sn*4+ 2Ag" (R8)

A través de la reaccidon anterior, los nucleos de plata se forman sobre la interfaz
heterogénea silice-plata y sirven como semilla.

La nucleacidn de la plata sobre la silice depende de la concentracion de AgNO:s. A altas
concentraciones, aparecen grandes particulas de plata y esto resulta en una pérdida de
plata en la capa con un pobre empaquetamiento de la cobertura sobre la superficie de
las esferas de silice. Por otro lado, para muy baja concentracidn, los nucleos de plata se
forman en tamafos tan pequefios que se disuelven perdiéndose el efecto semilla
durante el posterior proceso de crecimiento. Es por eso que, para la nucleacién debe
utilizarse una concentracidén adecuada, intermedia, que en este trabajo es de 0,27 M.

La formacion del recubrimiento de Au sobre la superficie de la silice comienza, a
diferencia del caso de la Ag, modificando la superficie de la silice, de manera que los
nucleos de oro formados interaccionen con las NPs SiO,. Para esto, se pone en contacto
la silice con polietilenimina (PEl) de manera que la superficie de las esferas de SiO»
tengan grupos NH; capaces de interaccionar con el Au. Una vez obtenidas las NPs SiO»-
NH, se comienza con el proceso de nucleacidn del oro. Para ello se utiliza citrato de sodio
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como estabilizador de los coloides que, debido a su carga negativa, permite la
interaccion con la superficie de la silice modificada. Se coloca la sal de oro (en nuestro
caso utilizamos acetato de oro (lll)) y luego se agrega el borohidruro de sodio (NaBH4)
que actia como agente reductor, reduciendo los iones Au*® a Au®. La presencia del
citrato detiene el proceso rédox, estabilizando los nucleos formados de
aproximadamente 3 a 5 nm de didmetro.

3.1.3.2 Crecimiento

Generalmente, el crecimiento de nanoparticulas metalicas es un tipico proceso
nucleacién-crecimiento. Como fue mencionado por LaMer?®, varios parametros podrian
afectar el proceso de reaccién tales como la temperatura, la concentracién de los
reactivos, el pH, etc. Con una alta concentracién de reactivos bajo condiciones de
supersaturacion, los nucleos uniformes se forman abruptamente no pudiendo crecer.
Con una concentracion relativamente baja sobre la solubilidad de los reactivos, la
formacion de nucleos se detiene y los nucleos ya formados crecen a través del
mecanismo de difusion. La clave del método modificado de semilla para la cobertura por
una capa metdlica es separar el proceso de formacién de nucleos del proceso de
crecimiento de la capa metalica.

Muchas sintesis de nanoparticulas metalicas estan mediadas por radicales libres
reductores, los cuales pueden estar o no identificados como intermediarios en el
proceso. Entre los radicales libres reductores, los radicales cetilo y los radicales a-
aminoalquilo son faciles de preparar fotoquimicamente, y muchos precursores estan
disponibles, dado que estas moléculas son utilizadas frecuentemente como iniciadores
de polimerizacion o como agentes de fotocurado. Dos de los fotoiniciadores mas
ampliamente utilizados son el Irgacure-2959™ (1-2959) y el Irgacure-907™ (1-907), ambos
se muestran en el esquema de la figura 9, junto con sus reacciones de fotoclivaje a través
de la reaccion de Norrish Tipo 1.7

En este trabajo decidimos hacer crecer los nucleos de plata y de oro a partir de un
proceso fotoquimico que consiste en la reduccién de iones Ag* y Au*3 utilizando 1-2959
como fotorreductor.?®

El 1-2959 tiene un maximo de absorcidén a 273 nm que puede ser excitado con luz UVA.
Tras la excitacion, el 1-2959 puede experimentar un clivaje de Norrish Tipo Il para
producir radicales cetilo con una eficiencia cudntica de 0,29%° (Figura 9). En general, el I-
2959 es una conveniente fuente de radicales cetilo que actian como fuertes agentes
reductores, en este caso reduciendo iones Ag* y Au*> a Ag®y Au® respectivamente°.
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a-aminoalquilo

Figura 9. Fotorreaccion de Norrish Tipo | para los fotoiniciadores 1-2959 e 1-907.

Inicialmente se asumia que los radicales benzoilos de la Figura 9 no jugaban ningun
papel importante, sin embargo, experimentos recientes muestran que la oxidacion en
aire de estos radicales produce los correspondientes acidos carboxilicos, y esto
contribuye a la estabilizaciéon de las nanoparticulas en medio acuoso preparadas por
este método (Figura 10). A pesar de que los radicales a-aminoalquilos son agentes
reductores potentes3132 , incluso mas que los radicales cetilo, suele ser preferible utilizar
estos ultimos como reductores, principalmente debido a que sus precursores (ej 1-2959)
no son agentes reductores a menos que se produzca el fotoclivaje; por el contrario, se
puede anticipar que las aminas libres son capaces de reducir ciertos iones, incluso si
alguno de esos procesos fuese demasiado lento.
o

OH

. _ o+ (R11)
T ~
1-2959 Radical Radical
cetilo benzoilo

>—0H + MMt — >:o + Mi-1+4 H (R12)
0

| o}
) aire OH
Ho ’ > o (R13)
\/\O \/\O

HEBA

Figura 10. Esquema de la fotdlisis del 1-2959 y la oxidacién del radical producido, durante la sintesis de las
nanoparticulas metalicas.
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La quimica que permite la generacidon de radicales es simple y bien comprendida, y se
ilustra en la Figura 11 para el sistema del radical cetilo reduciendo iones metalicos para
la formacién de nanoparticulas.

: k
. OH <+ Mn+ _2> %O + M(n'1)++ H+ (R14)
M(n-1+  + >—0H — M2+ + >—0H —_ — — M (R15)

mM? — — — — — MNP con m dtomos (R16)

2 M+ ks — M)+ 4+ M1+ (R17)
desproporcidon

Figura 11. Proceso reductivo y de desproporcién para la conversiéon de iones metadlicos en atomos
metalicos, y, a partir de estos, en nanoparticulas.

Desde el punto de vista mecanistico, el sistema mas simple es el de la plata. Dado que
el estado oxidado cambia de +1 a cero, solo las reacciones (14) y (16) son relevantes. Por
el contrario, en el caso de las nanoparticulas de oro (NP Au) los radicales cetilo estan
involucrados en la reduccién de Au(lll) = Au(l) y Au(l) = Au(0), ya que Au(ll) es muy
inestable y se desproporciona (reaccién 17), 2 Au(ll) = Au(lll) + Au(l).

Se ha demostrado que el factor clave que controla el tiempo de reaccién es el quenching
de los estados excitados por parte de los iones de metales nobles333%35, La excepcional
eficiencia del 1-2959 (nanoparticulas en minutos a irradiaciones de alrededor de 50 W
m~2) se debe a tres factores: (i) excelente absorbancia en la regiéon UVA, (ii) alto
rendimiento cuantico de reaccion (O =0,29), y un tiempo de vida del triplete de solo 11
ns?9 (este Ultimo parametro es fundamental para la excelente performance del 1-2959).
El hecho de que este iniciador sea suficientemente soluble en un amplio rango de
solventes, desde agua®® hasta tolueno®’, contribuye a su versatilidad.

El fotoiniciador 1-2959 ha demostrado tener suficiente versatilidad para permitir la
sintesis en estado solido de AuNPs sobre varios soportes, tales como TiO; y alumina,
sugiriendo asi, que los radicales cetilo son lo suficientemente mdviles para producir la
reduccién de las sales de Au incluso en sistemas sélidos, una caracteristica que puede
ser atractiva desde la perspectiva de la sintesis verde de catalizadores soportados.

Dado que la propia superficie de las particulas son un sitio de reduccidn, se intuye que
el crecimiento de nuevas capas de particulas sera mas rdpido cuando haya presente
mayor cantidad de agente reductor manteniendo constante la concentracion de la sal
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de oro. Ademas, se formaran particulas mds grandes cuando se agregue menor cantidad
de semillas, hecho evidenciado por un gran corrimiento batocrémico y ensanchamiento
de la banda del plasmén superficial (SPB, del inglés: Surface Plasmon Band)32. El
ensanchamiento de la banda de resonancia es también indicativo de la aglomeracion de
las particulas. En la Figura 12 se resumen las sintesis de SiO,@Ag y SiO.@Au.

a)

1-2959

Au(CH;0,), ‘:‘ :

Au(CH;0,),

Si0, Si0,-NH Si0,@nuc-Au Si0,@Au

Figura 12. Esquema de sintesis de a) nanoparticulas SiO.@Ag y b) nanoparticulas SiO,@Au.

Como se menciond al inicio de la introduccién, la resonancia localizada superficial del
plasmoén puede afectar fuertemente la dinamica de los estados excitados singlete y
triplete de moléculas organicas, y debido al LSPRs, las nanoparticulas metalicas pueden
interactuar intensamente con moléculas organicas adyacentes. Es por esto, que en esta
parte de la tesis nos centramos en el estudio de la interaccién de las NPs SiO.@Ag y
SiO2@Au con los diferentes estados energéticos de los fotosensibilizadores Riboflavina
(neutro), Rosa de Bengala (negativo) y Azul de Metileno (positivo) (Figura 13).

Para el caso de la interaccidn de las NPs con el estado fundamental de los colorantes
utilizamos la espectroscopia de absorcién UV-visible. Esta técnica nos permite
evidenciar interacciones quimicas (enlaces) o fisicas (adsorcidn) entre las moléculas en
su estado basal de energia y las NPs, siguiendo los cambios en la forma del espectro del
colorante o la intensidad de este, respectivamente.

Cuando queremos estudiar la interaccion entre las NPs y el estado excitado singlete
utilizamos la espectroscopia de fluorescencia, la cual nos permite, siguiendo el
incremento o la disminucidn de la intensidad de emisién, determinar si el efecto de las
NPs metalicas es de aumento o de quenching de la fluorescencia, respectivamente.
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Figura 13. Espectros de absorcién (lineas continuas) y de emisidn (lineas discontinuas) de los tres
colorantes: Rf (neutro), RB (negativo) y MB (positivo), con sus respectivas estructuras moleculares.

Ademas, siguiendo los cambios en el tiempo de vida de emisién del fluoréforo, podemos
ser capaces de determinar (en el caso que ocurra) el tipo de quenching: dindmico o
estdtico. Haciendo uso también del decaimiento radiativo del estado singlete, pero en
este caso con la espectroscopia de correlacién de fluorescencia, podemos determinar si
las moléculas organicas se adsorben y permanecen unidas a las NPs. Esta técnica nos
permite realizar un estudio complementario al de espectroscopia de absorcion UV-
visible.

Por ultimo, dado que la produccidn de oxigeno singlete depende de la transferencia de
energia entre el estado excitado triplete del fotosensibilizador y el oxigeno molecular,
es necesario evaluar el efecto de las NPs en el estado excitado triplete del colorante.
Para esto, utilizamos la espectroscopia de absorcién de transientes llevada a cabo con
un equipo de Laser Flash Fotdlisis, donde se analiza los cambios en la absorcién del
estado triplete, y de posibles especies radicalarias generadas a partir de este estado
excitado.

Las técnicas explicadas anteriormente, el proceso fotofisico en el cual se basan, y la
aplicacién que se les dio en esta tesis, se resumen a continuacién en la Figura 13 con un
diagrama de Jablonski.
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Figura 13. Diagrama de Jablonski donde se representan los diferentes procesos fotofisicos por los cuales
puede atravesar un fotosensibilizador al ser irradiado. La linea roja representa el proceso de adsorcion de
luz (del estado fundamental al singlete, o de triplete a triplete), en verde se indica el decaimiento radiativo
desde el estado excitado singlete al estado fundamental (fluorescencia), y en celeste se muestra el
decaimiento radiativo desde el estado excitado triplete al estado fundamental (fosforescencia).

3.2 Objetivos

(1) Sintetizar y caracterizar nanoparticulas (NPs) de silice con revestimientos de
metales nobles (Ag y Au).

(2) Examinar el efecto de la presencia de dispersiones de los nanomateriales sobre
la fluorescencia, fosforescencia y el rendimiento cuantico de generacién de 10, (®a) de
sensibilizadores organicos.

(3) Obtener informacion sobre la generacion de 0, de fotosensibilizadores en
solucion junto con suspensiones de nanoparticulas coloidales.

3.3 Materiales y métodos

3.3.1 Reactivos

Nitrato de Plata, Hidréxido de Sodio, Cloruro de Estafio (ll), 1-2959, TEQS, Riboflavina,
Rosa de Bengala, Azul de Metileno, 5,5-dimetil-1-pirrolina-N-éxido (DMPO, del inglés:
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5,5-dimethyl-1-pyrroline-N-oxide) y 2,2,6,6-tetrametilpiperidina (TMP, del inglés:
2,2,6,6-tetramethylpiperidine) fueron comprados en Sigma-Aldrich. Hidréxido de
Amonio y Acido Clorhidrico se obtuvieron de Acros Organics, y Etanol Absoluto de
Scharlau. Todos los experimentos fueron realizados utilizando agua ultrapura.

3.3.2 Sintesis de nanoparticulas de SiO;

Para la sintesis de estas nanoparticulas nos basamos en el método de Stéber con algunas
modificaciones®. Se mezclaron 3 mL de una solucién de amoniaco 30% con 50 mL de
etanol absoluto. Luego, se agregaron 1,5 mL de TEQS, y se dejé agitando la mezcla toda
la noche. Estas concentraciones de reactivos producen nanoparticulas de silice con un
diametro de aproximadamente 100 nm.

3.3.3 Sintesis de nanoparticulas de SiO,@Ag

Se resuspendieron 10 mg de NP SiO2 en 10 mL de solucién de NaOH 0,02 % p/v y se dejo
agitando magnéticamente durante 30 min para lograr que la superficie de la silice quede
cargada negativamente. A esta suspension se agregaron 10 mL de solucidon de SnCl> 3 %
p/v en HCl 1 M y se mantuvo en agitacion durante 2 h de manera que se produzca la
interaccion electrostética entre los cationes Sn*?y los -O” de la silice. Luego se centrifugd
la suspension a 7000 — 9000 rmp durante 10 min y se lavé con agua ultrapura. Este
procedimiento de lavado se llevd a cabo 3 veces. Las NPs SiO>@Sn*? se resuspendieron
en 20 mL de AgNOsamoniacal 0,35 M durante 2 h bajo agitacion magnética permitiendo
que ocurra la reaccion redox entre el Sn*? y la Ag* sobre la superficie de la silice. Las NPs
SiO2@nuc-Ag se lavaron como se describié previamente y se resuspendieron en 20 mL
de agua ultrapura conteniendo 3,4 mg de AgNOsz y 4,5 mg de 1-2959 en un tubo de
cuarzo. Esta suspension se irradié en un equipo Rayonet con 8 lamparas UV de 253,7 nm
durante 15 min. De esta manera, se produjo el aumento del tamafio de los nucleos de
plata evidenciado por el cambio en el color de la suspensién (de blanco a marrén-rojizo).
Las NPs SiO,@Ag se lavaron de la misma manera que en las etapas previas, se
resuspendieron en 20 mL de agua ultrapura y se almacenaron en un frasco color
caramelo.

Se sintetizé un segundo juego de nanoparticulas de silice con un menor recubrimiento
de plata siguiendo este mismo protocolo, pero utilizando una solucién de SnCl, 1 % p/V.
Estas nanoparticulas se llamaron SiO;@Ag-low.

Para esta sintesis se disolvié el SnCl; en una solucion de HCI 6 M para poder obtener una
solucidn final de HCI 1 M. Para ello se pesaron 3 g de SnCl;, y se disolvieron en 16,67 ml
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de HCI 6 M. Se calenté la solucidn en bafio de silicona a 125 °C. Una vez que la solucién
se volvié transparente, se dejo enfriar bajo campana, y una vez a temperatura ambiente
se llevd a 100 mL de volumen final con H;0 ultrapura.

3.3.4 Sintesis de nanoparticulas de SiO,@Au
-Modificacion superficial de NPs SiO;

Se sintetizaron las nanoparticulas de SiO; por el método tradicional de Stéber (50 mL
EtOH, 3 mL NHsy 1,5 mLTEQS, agitacion durante 24 hs). Las particulas se lavaron 3 veces
con H,0 destilada (cada paso de lavado consistio en centrifugaciéon a 9500 rpm durante
10 min a 15 °C, eliminacién del sobrenadante y resuspension en H,O destilada bajo
sonicacion por 5-10 min). Una vez lavadas, las NPs se resuspendieron en 50 mL de H;0
destilada conteniendo 0,28 G de PEI (polietilenimida) y se dejaron agitando 72 h. Luego
se lavaron de la misma manera que se explicd anteriormente (SiO2-NH).

- Sintesis de nanoparticulas de SiO2@Au

En primer lugar, se disolvieron 10 mg de citrato de sodio en 10 mL de suspension de NPs
SiO2-NH bajo sonicacion y luego agitacion magnética (10-15 min). De esta manera se
espera que el citrato, cargado negativamente, interaccione con la superficie positiva de
las particulas de silice modificadas (potencial T +25 mV). Luego se disolvieron 5 mg de
acetato de oro (lll) de la misma manera que con el citrato, y por ultimo se agregaron
gota a gota 400 pL de solucién de borohidruro de sodio 5 mM bajo agitacién magnética.
La suspensiéon pasé de amarrillo a marrén-negruzco, lo que denota la formacion de
nanoparticulas de Au (SiO2@nucAu).

En segundo lugar, se disolvieron 3 mg de acetato de oro y 4 mg de 1-2959 en 10 mL de
suspensidon de NPs SiO;@nucAu (como se ha mencionado anteriormente) y se irradid
durante 15 min con 12 [dmparas de 254 nm en un fotorreactor Rayonet. La solucién pasé
de marrén-negruzco a negro-violdceo, indicando el crecimiento de las NPs y la
conversion de practicamente todo el Au* a Au®.

3.3.5 Equipos y técnicas utilizadas

3.3.5.1 Microscopia Electréonica de Transmision (TEM). Las imagenes de microscopia
electrdnica de transmision fueron adquiridas utilizando un microscopio JEOL JEM 1010
operado con un voltaje de aceleracion de 100 kV. Se usaron grillas con una malla de
cobre de 400 huecos, recubierta por una capa de carbono. Se colocaron 5 uL de
suspensidn sin diluir de NPs SiO;, SiO;@nucAg, SiO,@Ag-low, SiO,@Ag, SiO,-NH,
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SiO2@nucAu y SiO2@Au a la grilla y se incubaron por 1 min. El exceso de muestra se
removié utilizando papel de filtro.

3.3.5.2 Dispersion Dinamica de Luz (DLS) y Potencial T. Las medidas de DLS se llevaron
a cabo con un equipo ¢-Sizer Malvern en modo backscattering. Todas las corridas se
realizaron con un 4ngulo de dispersién de 173° y temperatura controlada a 25 °C en
cubetas de poliestireno. Las NPs se caracterizaron en términos de radio hidrodinamico
y potencial ¢. Para DLS se realizaron 3 medidas consecutivas para cada muestra en un
tiempo total de 15 min. El potencial { se midié en modo automatico a 25 °C, realizando
3 medidas consecutivas a cada pH.

3.3.5.3 Determinacidn del contenido de Plata por ICP. Con la intencién de determinar
el contenido de plata en las NPs, se digirieron 0,5 mL de muestra con 0,5 mL de HNO3
durante 24 h. Luego se agregd agua ultra pura hasta obtener un volumen final de 10 mL.
Las muestras fueron filtradas con filtro de nylon de 0,22 um de didmetro de poro. La
solucidén resultante fue analizada por Espectroscopia de Emisién Atdmica de Plasma
Acoplado Inductivamente (ICP-AES, del inglés: Inductively Coupled Plasma Atomic
Emission Spectroscopy) con un equipo Shimadzu ICPE-9800.

3.3.5.4 Espectroscopia de absorcion UV-visible. Las medidas de absorbancia se
realizaron en un espectrofotometro de doble haz T90 + UV/Vis (PG Instruments Ltd.),
con ancho de banda entre 0,2 y 4,0 nm segun el ancho de rendija seleccionado vy
velocidad de barrido de 300 nm/min. Las muestras se colocaron en celdas de cuarzo
Helma de 1,0 cm de camino épticoy 2 mL de volumen total.

Muestra Vol NP (uL) [SiO,] (M)
SiO,@AgoAul 7,50 1,1x10*4
Si0O,@Ag o Au 2 15,0 2,1x10*
SiO,@Ag o Au 3 30,0 4,3x10*
SiO,@Ag o Au 4 45,0 6,4x10*
SiO,@Ag o Au 5 60,0 8,5x10*
SiO,@Ag o Au 6 75,0 1,1x10°3
SiO,@Ag o Au 7 90,0 1,3x103
SiO,@Ag o Au 8 300 4,3x103

3.3.5.5 Espectroscopia de Fluorescencia. Las medidas de fluorescencia fueron
realizadas con un fluorimetro HORIBA JOBIN-YVON Spex Fluorolog FL3-11. Para las
medidas en estado estacionario se utilizaron soluciones acuosas de los colorantes con
absorbancias de 0,1 en la longitud de onda del maximo de absorcién. Los volimenes de
nanoparticulas utilizados en este ensayo, y sus respectivas concentraciones (expresadas
en funcién de la concentracidn de SiO;) se detallan en la siguiente tabla
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3.3.5.6 Espectroscopia de Correlacion de Fluorescencia (FCS). Los experimentos de FCS
se desarrollaron con un Microscopio Confocal ZeissNLO 880 (Carl Zeiss Gmbh). La
adquisicion y el analisis fueron controlados a través del software Zen black. Como fuente
de excitacién se usaron los laseres de Ar a 458 nm y de He-Ne a 633 nm. Los detectores
GaAsP y PTM fueron usados para la deteccién de moléculas fluorescentes Unicas y para
la caracterizacidon dindmica. Las medidas fueron realizadas con un objetivo de inmersion
de agua Zeiss C-Apochromat 40, NA 1.2. Se midié6 un 1 mL de dispersidn en en
portaobjetos Lab-Tek Q5 (Thermo Fisher Scientific). Se utiliz6 el software gratuito
QuickFit 3.0 para el andlisis de los datos de FCS.

3.3.5.7 Laser Flash-Fotolisis (LFP, del inglés: Laser Flash-Photolysis). Para estas medidas
se utilizéd un equipo LP980 de la empresa Edinburgh instruments. El tercer armdnico (355
nm) del laser Continuum Surelite Nd:YAG (20 ns fwhm) fue la fuente de excitacion (1 Hz,
10 mJ/pulso). Dado que varias especies contribuyen a las trazas de absorcién, debimos
realizar un analisis global de absorcidn de transientes (DADS) con el software gratuito
Glotaran.*® Todas las muestras contenian una cantidad de colorante tal que la Abs del
mismo a 355 nm fuese 0,5 aproximadamente y cantidades crecientes de nanoparticulas
gue se detallan en la siguiente tabla. En todos los casos las concentraciones de SiO,@Ag
y SiO,@Au fueron tales que la A% de las NPs siempre fue < 0,20.

Muestra Vol NP (pL) [SiO,] (mM)
NP1 25,0 0,178
NP2 50,0 0,355
NP3 75,0 0,533
NP4 100 0,710
NP5 125 0,888
NP6 150 1,06

3.3.5.8 Resonancia Paramagnética de Electrones (EPR, del inglés: Electron
Paramagnetic Resonance). Las medidas fueron realizadas en un Espectrémetro de
Resonancia Paramagnética Electrénica EPR Bruker Elexsys E500 banda X, operado en
modo onda continua (CW, del inglés: continuous wave), y con muestras alojadas en
tubos cilindricos de cuarzo en cavidad estdndar. Las concentraciones de DMPO y TMP
utilizadas en los ensayos fueron 50 mM. Se colocaron 100 pyL de cada colorante,
Riboflavina o Rosa de Bengala, en 1 mL de volumen final ([Rf] = 5,4 uM y [RB?] = 29,4
UM) y se irradiaron durante 10 min con ldmparas de 350 nmy 575 nm, respectivamente.
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3.4 Resultados y discusion

3.4.1 Caracterizacion

Para la sintesis de nuestras nanoparticulas SiO,@Ag y SiO,@Au a partir de particulas de
SiO utilizamos una nueva combinacién de estrategias ya reportadas. Como se menciond
en la introduccion, esta metodologia de sintesis consiste en una primera etapa en la cual
se generan los nucleos metalicos sobre la superficie de la silice a partir de la reduccién
quimica (redox) de sales de los cationes metalicos de interés (Ag* y Au*?), y una fase
posterior, en la cual los nucleos metdlicos se hacen crecer a partir de un proceso
fotoquimico en el cual se generan radicales cetilo por fotélisis del 1-2959, los cuales

reducen iones metalicos en solucidn sobre los nucleos previamente formados.

Para poder corroborar que nuestra estrategia de sintesis estuviese ocurriendo de la
manera propuesta, realizamos una exhaustiva caracterizacion del sistema, durante los
diferentes pasos de la sintesis.

3.4.1.1 Microscopia electrénica de Transmision

Las micrografias de TEM para las NPs SiO,@nucAg y SiO.@Ag (Figura 14a) muestran
depdsitos discontinuos y al azar de particulas de Ag nanométricas (que se ven como
pequenas esferas oscuras) sobre la superficie de la silice, confirmando la formacion de
nanoparticulas core-shell silice-plata. Del mismo modo, la Figura 14b muestra la misma
configuracion para las NPs SiO,@nucAu y SiO@Au, con los nucleos metalicos y las
nanoparticulas de oro depositadas sobre la superficie de las esferas de SiO,-NH,
respectivamente.
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Figura 14. Esquema de sintesis de las nanoparticulas paso a paso (parte superior). Micrografias de TEM
de las NPs en los diferentes pasos de la sintesis (parte inferior) para: a) NPs SiO,@Ag y b) NPs SiO,@Au.

El histograma de distribucion de tamafio de las NPs de SiO, obtenidas a partir de las
imagenes de TEM muestran una poblacion de particulas con un didmetro de 85+ 15 nm
(Figura 15a). El tamafio promedio de las nanoparticulas de Ag en la superficie de las NPs
SiO,@Ag es 7 + 3 nm (Figura 15a).
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Figura 15. Histograma de distribucion de tamafios de: a) NPs SiO, (izquierda) y NPs Ag en la superficie de
las NPs SiO,@Ag (derecha); y b) NPs SiO»-NH (izquierda) y NPs Au en la superficie de las NPs SiO,@Au,
obtenidos a partir de las imagenes de TEM.
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Para las NPs de SiO;-NH, el histograma de distribucién de tamafio arrojé un valor de 70
+ 15 nm, mientras que para las de Au en la superficie de la silice fue de 7 + 4 nm (Figura
15b).

Las imagenes de TEM obtenidas para las NPs SiO,@Ag-low se muestran en la Figura 16.
Se puede ver claramente el menor recubrimiento de la superficie de las NPs SiO»,
debido, probablemente, a que al utilizarse una solucidn de SnCl, mas diluida durante la
primera etapa de la sintesis, una menor cantidad de iones Sn*? pudieron haberse
adsorbido sobre la silice, paso fundamental para que se produzca la reduccién de los
iones Ag* y por ende la formacion de los nucleos de Ag, lo que trajo como consecuencia
gue se formaran menos NPs metdlicas.

100nm

Figura 16. Micrografias de TEM de NPs SiO,@Ag-low.

3.4.1.2 Dispersion dinamica de la luz y potencial {

Para corroborar los tamafios obtenidos de nuestras nanoparticulas y la polidispersidad
de tamafos realizamos medidas de dispersién dindmica de la luz (DLS, del inglés:
Dynamic Ligth Scattering). El diametro hidrodinamico promedio que se obtuvo por DLS
para las NPs SiO.@Ag fue 133 + 86 nm. Se detectéd ademas un pico adicional en la
distribucién de intensidad (Figura 17a). Este pico, que corresponde a un 3% del total de
la luz dispersada, corresponde a un diametro hidrodinamico promedio de 4,6 um, lo que
nos estd indicando que un muy bajo porcentaje de las NPs se encuentran formando
agregados. Para el caso de las NPs SiO.@Au se obtuvieron dos picos de distribucion de
intensidad, uno correspondiente al 16,2% y otro al 83,8% del total de intensidad cuyos
diametros hidrodindmicos promedio son 396 £ 12nm y 1597 + 80 nm, respectivamente
(Figura 17b). Esto nos indica que existen 2 poblaciones bien marcadas de particulas
aglomeradas. Cuando analizamos la distribucion de tamafios observamos que el
porcentaje del pico de menor didmetro es de 26,4%, lo que nos dice que
aproximadamente la cuarta parte de las nanoparticulas se encuentra formando
agregados de unas pocas particulas, mientras que tres cuartas partes forman
aglomerados conteniendo un gran nimero de esferas de silice recubiertas con oro (esto
mismo pudo observarse en las micrografias de TEM).
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Figura 17. Histograma de distribucidn de intensidad para la determinacion del radio hidrodindmico: a)
NPs SiO.@Ag, y b) NPs SiO,@Au.

Una manera de corroborar el pretratamiento de la silice para la posterior generacién de
nanoparticulas metadlicas es a través de medidas de potencial {, de manera de poder
seguir los cambios en la distribucién de cargas alrededor de las particulas, lo que nos da
una idea de que esta sucediendo sobre la superficie del SiO. La figura 18a muestra la
dependencia del potencial zeta en funcion del pH para las NPs generadas en cada paso
de la sintesis: Si0z, SiO,@Sn*?, SiO,@nucAg, y SiO.@Ag NPs. Para las NPs SiO> se
obtuvieron valores negativos en todo el rango de pH analizado (4 - 12), como resultado
de la desprotonacion de los grupos silanoles de la superficie de la silice*!. Por el
contrario, para SiO>@Sn*? se obtuvo un punto de carga cero en aproximadamente 4,5.
Dado que a este pH el potencial {medido para el SiO; fue negativo, el valor cero medido
para estas NPs es indicativo de que la adsorcién de los iones Sn*? sobre la superficie de
la silice fue exitosa.
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Figura 18. Dependencia del potencial zeta () en funcidn del pH para las nanoparticulas a) SiO,@Ag y b)
SiO,@Au en los diferentes estados de |a sintesis.

Los valores de potencial { para las NPs SiO,@nucAg y SiO,@Ag fueron negativos también
en el rango de pH 4 — 12, en concordancia con la contribucion negativa de los grupos
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silanoles y posiblemente la desprotonacion del grupo carboxilico presente en el HEBA,
gue es el estabilizante de las NPs de Ag. Ademas, se ha visto que las nanoparticulas de
plata tienen potencial zeta negativo por encima de pH 8%,

El mismo andlisis se puede hacer para los resultados del grafico de la figura 18b, en el
cual se muestran los valores de potencial zeta para los diferentes estadios de la sintesis
de las nanoparticulas con recubrimiento de oro: SiO3, SiO2-NH, SiO;@nucAu y SiO,@Au.
Del mismo modo que observamos para las nanoparticulas de plata, las NPs de silice
presentan valores de potencial zeta negativos en todo el rango de pH, mientras que las
particulas SiO>-NH presentan valores positivos de potencial zeta en la misma zona de
analisis. Esto es un indicativo de la correcta modificacién de la silice con PEIl, debido a la
presencia de los grupos amino sobre la superficie de las nanoparticulas. Para el caso de
las NPs SiO2@nucAu y SiO2@Au vemos nuevamente que los valores de potencial zeta se
encentran por debajo de cero para todos los pH estudiados, del mismo modo que
observamos para la plata. Esto es consistente con los valores de potencial { reportados
para NPs Au, y ademas teniendo en cuenta que el agente estabilizante de las
nanoparticulas metadlicas es el mismo, tanto para las de Ag como las de Au (el HEBA).

3.4.1.3 Localizacidon de la resonancia superficial localizada del plasmén (RSLP) por
espectroscopia UV-visible

Uno de los parametros caracteristicos de las nanoparticulas de metales nobles (en este
caso Ag vy Au) que define su forma y tamano, es la posicion de la banda de absorcién
correspondiente a la resonancia localizada superficial del plasmén. La Figura 19a
muestra el espectro de extincidn de las suspensiones de SiO,, SiO2@Sn?*, SiO,@nucAg,
SiO,@Ag-low y SiO,@Ag. El espectro de extincidon de suspensiones acuosas de SiO.@Ag
muestra la caracteristica banda de resonancia del plasmdén con el maximo localizado a
432 nm indicando la correcta formacidon de nanoparticulas de Ag. Esta banda se
encuentra montada sobre la dispersiéon generada por las esferas de silice.
Generalmente, un pico angosto del plasmén es caracteristico de nanoparticulas
individuales monodispersas en suspensién. Sin embargo, en nuestro caso observamos
que el pico del plasmdén de nuestras NPs de plata es mucho mas ancho que el que se
esperaria para el tamafio y la forma de las particulas formadas. Esto podria explicarse
teniendo en cuenta que, en nuestro sistema, las NPs metdlicas estan soportadas sobre
la superficie de la silice y se encuentran muy préximas unas con otras, lo cual podria
permitir que ocurra un acomplamiento entre los plasmones individuales de las
particulas, generando un ensanchamiento de la banda de absorcién del coloide. En el
caso del espectro de las NPs SiO;@Ag vemos que el ensanchamiento es mucho mas
marcado, al punto de convertir el punto maximo de extincién en un rango maximo de
longitudes de onda de extincién, debido a un mayor acoplamiento de los plasmones
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individuales generado por el aumento del tamafio y la cantidad de nanoparticulas de
plata y su mayor cercania.
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Figura 19. Espectroscopia UV-vis de las nanoparticulas (a) SiO.@Ag y (b) SiO.@Au, en los diferentes pasos
de la sintesis.

Cuando analizamos la Figura 19b podemos corroborar la formacion de los nucleos de
oro debido a la aparicién de la banda de absorcion del plasmdn caracteristica de las NPs
Au con el maximo ubicado en 540 nm. Cuando observamos el espectro de extincion de
las NPs SiO,@Au, vemos que ahora la banda de plasmdn sufrié un corrimiento hacia
longitudes de onda mayores junto con un ensanchamiento del pico, lo cual se explica,
del mismo modo que para las particulas de plata, por un acoplamiento mayor de las NPs
Au luego de haber sido crecidas fotoquimicamente.

3.4.1.4 Espectroscopia de emision de fotoelectrones por Rayos-X

La Espectroscopia Fotoelectronica de Rayos X (XPS, del inglés: X-Ray Photoelectron
Spectroscopy) es una técnica espectroscépica cuantitativa que permite conocer la
composicion y estado quimico de una superficie hasta una profundidad de unos
aproximadamente 10 a 12 nm, de forma no destructiva. XPS hace uso del efecto
fotoeléctrico descrito por Einstein en 1901,% por lo cual pertenece a la familia de las
técnicas conocidas como Espectroscopias Fotoelectrénicas (PES, del inglés:
Photoelectronic Spectroscopies).

Cuando se irradia a un electrén de la superficie de una muestra sélida con un fotén de
frecuencia v, la energia hv del foton es transferida al electrén (sin considerar la
dispersion de Compton ni la dispersion inversa de Compton, ya que estos procesos no
se dan en forma significativa). Si la energia recibida por el electrén es tal que permite
gue sea eyectado de la superficie sin regresar a la misma, entonces, en ausencia de otros
campos, ademas del ejercido por la superficie, la energia cinética Ex" con la que se aleja
el electrén a una distancia infinita de esta viene dada por
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Ey=hv—E;—®, (E5)

donde Eg es la energia de enlace (diferencia entre la energia de Fermiy la energia de un
electron que forma parte del sélido) y ®n es la funcién trabajo de la muestra (diferencia
entre la energia del vacio y la energia del nivel de Fermi).
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Figura 20. Esquema del diagrama energético para la muestra y el detector en una medida de XPS.

En XPS la muestra y el detector se conectan mediante conectores, de modo que el
sistema progresara hasta que los potenciales electroquimicos de los electrones en la
muestra y en el detector sean los mismos. Si ambos, la muestra y el detector estan
aislados, el nivel vacio sera idéntico para ambos (consideramos que los niveles de Fermi
de la muestra y el detector son iguales a efectos practicos).

El detector tendrd asociada su propia funcién trabajo ®p. Si ®py P son distintos, en el
nivel vacio el electrén tendrd distinta energia sobre la muestra que sobre el detector
(Figura 20). La razén de esto es que se encuentran a distinto potencial debido a la
difusién de electrones que acompaiia a la igualacién de los potenciales electroquimicos
y que produce un desbalance de cargas. La diferencia ®m- ®pcorresponde entonces a la
energia cinética ganada por un electrén al acercarse al detector, por lo que la energia
de movimiento detectada sera

Ex = Ey + (Pp, — Dp) = hv — Eg — Oy + (P, — Dp)
E,k = hV_EB _q)D (E6)

Este es el principal resultado para la aplicacién de XPS ya que puede llevarse a cabo
(para obtener Eg) sin conocer la funcidn trabajo de la muestra (®m).
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Figura 21. Evolucion del espectro XPS de las esferas de silice durante los sucesivos pasos de la sintesis de
las NPs SiO,@Ag.

La Figura 21 muestra la evolucion del espectro XPS de las esferas de silice durante los
sucesivos pasos de la sintesis. La deconvolucién de los espectros XPS de SiO», SiO.@5n*?,
and SiO>@nucAg muestra los picos Si2p en el rango 101 - 102 eV (Tabla 1), los cuales
son caracteristicos del Si*? y Si*? presente en los subdxidos SxO,**. Adicionalmente, los
picos Si2p en la regién 101 - 102 eV son también asignados a especies SiOxC,*. Sin
embargo, la muestra SiO,@Ag, que fue fotoirradiada a 253,7 nm, tiene la sefal
caracteristica de SiO2 a 103,5 eV.**%, Aminuzzaman y colaboradores* reportaron que
luego de la exposicidn de luz a 254 nm, el pico Si2p de peliculas de polisilsesquinoxano
se desplaza de 102,22 eV a 103,50 eV. Sus resultados fueron explicados considerando
una conversion quimica de la forma caja T a SiO2 del polisilsesquinoxano.

Para las NPs SiO,, SiO.@Sn*?, y SiO.@nucAg se observa la sefial O1s del Si-O cerca de
531 eV.* Pero la muestra SiO,@Ag presenta la tipica sefial del SiO, cerca de 533 eV, en
completo acuerdo con el corrimiento en la sefial de Si2p debido a la irradiacion a 254
nm.*® El hombro cerca de 534 eV presente en SiO.@5Sn*? puede atribuirse a grupos -
OH.*® La sefial a 529,9 - 529,8 eV, cerca de la observada para SiO.@5Sn*? (529,7 eV), fue
asignada al O unido al Sn%*.#°
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Sio,
SiO,@Sn*?
SiO,@nucAg
SiO,@Ag

Pico 1(eV)

101,97
101,88
101,20
103,55

Area (%)

83,88
97,84
100,0
84,29

Pico 2 (eV)

101,8
101,4

103,2

Area (%)
16,12
2,160

15,71

Pico 3 (eV)

Area (%)

Sio,
SiO,@Sn*?
SiO,@nucAg
Si0,@Ag
Muestra
SiO,@nucAg
Si0,@Ag

Pico1(eV)  Area (%)
531,3 61,79
530,9 60,80
530,2 54,89
532,9 96,04

Ag3d 5/2
366,0
367,9

Pico 2 (eV)

531,3
529,1
530,8
530,6

Area (%)
38,21
23,49
45,11
3,960

Pico3 (eV) Area (%)
533.93 15.71
Ag 3d 3/2
372,0
373,9

Tabla 1. Detalles de los picos Si2p y Ols de XPS obtenidos por la deconvolucion de las sefales
experimentales.

Los picos a 530,2 eV para SiO.@nucAg y a 530,6 eV para SiO.@Ag fueron asignados a
Sn-0.°% Las nanoparticulas metélicas de plata muestran un pico de Ag 3ds/; cerca de 368
eV>! en concordancia con la sefial a 367,9 eV obtenida para SiO,@Ag. La menor energia
de enlace de 366,0 eV detectada para las NPs SiO,@nucAg fue obtenida previamente
por la emision de los fotoelectrones 3ds/> de Ag® en nanoclusters.>?
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Figura 22. Evolucidn del espectro XPS de las esferas de silice durante los sucesivos pasos de la sintesis de
las NPs SiO,@Au.
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Es muy dificil distinguir entre los iones Sn?*y Sn** en los datos de XPS.2° Sin embargo, de
los picos observados de Sn 3ds/; cerca de 486 eV podemos excluir definitivamente la
presencia de Sn° en las muestras de SiO,@5Sn*2, SiO.@nucAg, y SiO.@Ag.»

La Figura 22 muestra la evolucion del espectro XPS de las esferas de silice durante los
sucesivos pasos de la sintesis de las NPs SiO,@Au.

La Tabla 2 muestra la evolucion de las sefiales de XPS de Si2p, O1s, C1s y N1s durante el
proceso de sintesis de las nanoparticulas SiO,@Au.

Pico 1 (eV) Area (%) Pico 2 (eV) Area (%)
si0, 101,9 100,0
Si0,-NH 101,3 100,0
SiO,@nucAu 101,2 100,0
$i0,@Au 101,2 100,0
Moesta o |
Pico 1 (eV) Area (%) Pico 2 (eV) Area (%)
5i0, 531,3 100,0
SiO,-NH 530,7 96,70 528,6 3,300
SiO,@nucAu 530,6 92,50 528,6 7,500
SiO,@Au 530,6 99,10 528,7 0,100
Muestra Cls
Pico 1 (eV) Area (%) Pico 2 (eV) Area (%)
sio, 283,4 66,50 284,9 33,50
SiO,-NH 283,9 93,30 286,4 6,700
SiO,@nucAu 282,9 66,00 285,1 34,00
Si0,@Au 283,0 76,00 285,4 24,00
Muesta N5
Pico 1 (eV) Area (%) Pico 2 (eV) Area (%)
5i0,
5i0,-NH 398,3 85,80 397,3 14,20
Si0,@nucAu 397,9 100,0
Si0,@Au 398,0 100,0 -—- -

Tabla 2. Detalle de los picos de XPS obtenidos para Si2p, O1s, C1s y N1s por deconvolucién de las
sefiales experimentales.

La sefial de Si2p aparece a 101,9 eV en las nanoparticulas de SiO,, observandose un
desplazamiento a menores valores de energia cuando las mismas son recubiertas por
PEl. El mismo efecto fue reportado por Islam et al.>3 luego de recubrir silice con PEI. Los
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picos de Si2p se mantienen constantes entre 101,2 y 101,3 eV también para
SiO2@nucAu y SiO,@Au, en las que la capa de PEl se espera permanezca sobre las
particulas.

En todas las etapas de sintesis se observa una sefial de O1s que corresponde a Si-O a
una energia préxima a los 531 eV.#’ Para SiO>-NH, SiO,@nucAu y SiO,@Au, aparece una
muy pequefia sefial adicional a 528,6 eV que puede atribuirse a oxigeno adsorbido.>*

La sefal del C1ls de contaminacion ubicua de las muestras durante la exposicion al aire
es conocida como carbono adventicio.> La presencia de este componente, en muchos
casos mayoritario, dificulta la interpretacion de los picos resultantes de la deconvolucién
de esta seiial y esa fue la razdn por la que no se hizo un analisis detallado de la misma
en este trabajo. Por esta razén aparece una sefal muy pequena en la muestra de SiO;
aun no modificada. Sin embargo, la sefial aumenta mas de 3 veces en la muestra de SiO»-
NH, debido a la presencia de los grupos organicos sobre la superficie de las
nanoparticulas. Zhang et al. asignaron las senales de XPS de Cls en nanoparticulas de
SiO; recubiertas con PEl que aparecen a valores de entre 283,4y 284,8 eV a C-Ny C-O,
respectivamente. Para SiO,-NH puede verse en la Tabla XX una sefial a 283,9 eV,
intermedia entre los valores reportados por Zhang y colaboradores®® y otra a 286,4 eV,
esta Ultima con el valor publicado por Kim y colaboradores®” para este tipo de
nanoparticulas. Valores de energia similares se observan también para SiO2@nucAu y
SiO,@Au.

Zhang y colaboradores reportaron que las senales de XPS de N1s en nanoparticulas de
SiO; recubiertas con PEl aparecen a valores de 397,1, 398,1 y 399,9 eV debido a grupos
RaNH, RNH2 y R3N, respectivamente.®® En nuestro caso para SiO>-NH observamos
contribuciones a la sefial experimental de picos a 397,3 y 398,3 eV, que pueden
asignarse a los grupos RaNH, RNH,, respectivamente.>®°® Cabe sefialar que la amplitud
de la sefial de N1s es casi 60 veces mayor en la muestra de SiO,-NH que en la de
SiO@nucAu, debido a la cobertura parcial de la superficie por los nucleos de Au.
También se observa para SiO,@Au una disminucién, aunque solo del 10% en la
intensidad de la sefial en comparacion con la de SiO,;@nucAu.

Para las sefiales de Au4f se observa el desdoblamiento tipico de la sefal por el
acoplamiento spin-érbita entre Audfs;, y Au4f;,. La diferencia entre ambos picos
coincide con los valores reportados de 3,7 eV.> Los valores de energia correspondientes
a los Au4fs;; y Audfy/; se resumen en la Tabla 3.

Muestra Pico de Au4f;;, (eV) Pico de Au4f;,, (eV)
SiO,@nucAu 85.7 81.9
Si0,@Au 85.8 82.1

Tabla 3. Detalle de los picos de XPS obtenidos para Au4fs;, y Audf;/, por deconvolucién de las sefiales
experimentales.
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Hay cuatro posibles estados electrdnicos para el oro que corresponderian a los cationes
(Au*y Au3*), al estado neutro (Au®), al oro parcialmente cargado con carga positiva (Au®*)
y parcialmente cargado con carga negativa (Au®)®%! Los valores de los picos de Au4fs/,
y Au4fy/; que encontramos para de SiO2@nucAu y de SiO;@Au a 85,7+ 0,1y 82,0+ 0,1
eV corresponden a una carga superficial negativa sobre el oro. Resultados similares
observados para nanoparticulas de oro recubiertas con citrato y compositos de esas
nanoparticulas con proteinas de seda se interpretaron mediante una transferencia de
carga desde el citrato a la particula de oro.5? En nuestro caso, el estabilizante (capping)
de citrato o HEBA podrian ser responsables de este comportamiento.

3.4.1.5 Espectroscopia de correlacion de fluorescencia (FCS)

La espectroscopia de correlaciéon de fluorescencia (FCS, del inglés: Fluorescence
Correlation Spectroscopy) es un método bien establecido para el analisis de soluciones
de biomoléculas a bajas concentraciones, desde nanomolar hasta unos pocos
micromoles por litro. Una de las ventajas de FCS es que solo requiere pequefios
volumenes de muestras. En un tipico experimento basico, el volumen (femtolitro) del
FCS, delimitado opticamente, esta localizado dentro de una gota de unos pocos
microlitros de la solucion homogénea de la muestra.

La FCS suele referirse como una técnica de molécula Unica dado que las fluctuaciones
en la intensidad de fluorescencia surgen de las fluctuaciones en el nimero o el brillo de
particulas fluorescentes individuales. Sin embargo, no se monitorea y analiza cada
particula individualmente, por lo que la FCS seria mds correctamente descrita como una
técnica sensible a moléculas individuales.

Los fundamentos tedricos de la FCS se basan en las leyes de la difusion molecular,
formuladas de las observaciones de Brown del movimiento aleatorio de particulas, y de
su andlisis por Einstein y Smoluchowski en los comienzos de del siglo XX.%3 La FCS fue
desarrollada como técnica a principios de 1970%4%> como una “miniaturizacién” de la
dispersidon dinamica de la luz (DLS). La novedad de FCS recae en el andlisis de las
fluctuaciones en la emisidn de fluorescencia de las moléculas de la muestra, inducidas
por fluctuaciones espontdneas de pardmetros fisicos.

Un buen fluoréforo experimenta, en promedio, aproximadamente 106 ciclos de
excitacion antes de ser destruido irreversiblemente por el fotoblanqueamiento. Para
obtener buenos resultados, es importante elegir un fluoréforo fotoestable dentro del
rango de longitudes de onda apropiado. La eleccidén de colorantes fluorescentes puede
estar limitada por la disponibilidad de lineas de laser y los correspondientes sistemas de
filtro. Para aplicaciones de un solo color, puede utilizarse un amplio rango de longitudes
de onda de emisidn, aunque cuando se aproximan a la zona del UV o infrarrojo, las
limitaciones en la region espectral causadas por la sensibilidad del detector y las curvas
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de transmisidn de los componentes dpticos relevantes tienen que ser tenidas en cuenta.
Las aplicaciones multicolor requieren que los croméforos sean distinguibles
espectralmente (es decir, tengan un solapamiento espectral minimo). Este
requerimiento depende de la forma del espectro de emision y de los filtros
seleccionados, pero generalmente, es mejor la mayor separacién posible entre los picos
de emision.

Continuamente ocurren fluctuaciones minusculas en la sefal de fluorescencia de
moléculas excitadas dentro del volumen focal a temperatura ambiente. Generalmente
son observadas como patrones de ruido (no deseado) de la sefial medida. Estas
fluctuaciones pueden ser cuantificadas con respecto a su fuerza y duracién por
autocorrelacién temporal de la sefial de intensidad grabada. El analisis de
autocorrelacion provee una medida de la similitud de una serie de sefales en el tiempo
y, por lo tanto, describe la persistencia de la informacién que contienen. Informacion
esencial sobre procesos que gobiernan la dindmica molecular pueden, por ende, ser
derivados desde el patron temporal por el cual las fluctuaciones en la fluorescencia
surgen y decaen. En consecuencia, la funcién de autocorrelacion normalizada para las
fluctuaciones de fluorescencia &F(t) de la sefial F(t) se define como

(F(t). F(t+7)) (8F(t). 6F(t+1))
(F(®)? B (F(D)?

G(1) = +1 (E7)

donde
SF(t) = F(t) — (F(t)) (E8)

Y
T

(F(t)) = %f F(t)dt (E9)

0

Esto es un promedio temporal de la seiial F al tiempo t multiplicado por la sefial F al
tiempo posterior t + T, normalizado por el cuadrado del promedio de F sobre el tiempo
de adquisicidon T (tiempo total de la medida). Esta rutina de autocorrelacion provee una
medida de la similitud (la memoria) de una sefial temporal luego de un tiempo de retraso
(lag) t y revela constantes temporales caracteristicas del proceso subyacentes.

Debido a que las fluctuaciones relativas se vuelven mas pequenas con el incremento en
elnimero de particulas medidas, es importante tener un pequefio nimero de moléculas
en el volumen focal. Aproximadamente, el promedio temporal del nimero de particulas
deberia serentre 0,1y 1000, el cual corresponde a concentraciones entre subnanomolar
(1071° M) y micromolar (107 M) para un volumen focal limitado por difraccién (<1 fL). El
modelo mas comun para el volumen de observacidén es un simple perfil Gaussiano en
tres dimensiones, el cual fue introducido por Aragén y Pecora®® (1975) y se encontrd que
fue una buena aproximacion para la configuracién confocal.b’ En la direccién radial, el
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radio 1/e? viene dado por ro; en la direccidon axial, estd dado por zo. El volumen focal
efectivo puede definirse como

Vo =m/2.1¢ .2, (E10)

Hay que tener en cuenta que los pardmetros rg y zo sirven para caracterizar el tamafo y
la forma del volumen de deteccién. El volumen de deteccion no solo depende del haz
de iluminacidn sino también de otros parametros dpticos.

Considerando solamente la difusidn traslacional para especies simples y en un elemento

de volumen Gaussiano tridimensional, la funcion de autocorrelacion es

1 1 1
(C).Voy 14T/,

G(7) = (E11)

148/ 2Cry)

Primero, el tiempo de difusion lateral Tp que una molécula permanece en el volumen
focal depende de la dimensidn ro y del coeficiente de difusién (Dc) independiente de la
configuracion:

T

4.D

T, = (E12)

(para la excitaciéon con un fotdn)

Para propiedades conocidas de las particulas, la viscosidad local puede derivarse del
coeficiente de difusidn, el cual es inversamente proporcional a la viscosidad ny del
medio:

kT

- (E13
6y R )

i

(Ecuacidn de Stokes-Einstein)

donde R, es el radio hidrodindmico de la particula, T es la temperatura, y k es la
constante de Boltzmann. Para temperatura y viscosidad constante, el coeficiente de
difusién es inversamente proporcional al radio hidrodinamico.

Aunque las curvas de FCS son faciles de obtener, su interpretacién puede no ser sencilla.
Muchos parametros libres en el procedimiento del ajuste arrojaran resultados
aparentemente buenos, incluso si los valores para esos parametros no reflejan las
propiedades de la muestra o no tienen significado fisico alguno. Conocimientos previos
sobre el sistema bioldgico puede, de esta manera, ayudar a eliminar conclusiones
incorrectas. Las sustancias a utilizar deben ser caracterizadas lo mas cuidadosamente
posible antes de comenzar con las medidas de FCS.
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volumen focal

sefial de fluorescencia curva de correlacion
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Figura 23. A laizquierda se representa el volumen focal en el cual se analiza el movimiento del fluoréforo.
En el centro de la imagen tenemos un grafico de intensidad de fluorescencia en funcion del tiempo (es la
sefial cruda que recoge el detector). A la derecha, tenemos la funcion de autocorrelacidn en funcidn del
tiempo.

Ademas, los cambios en la masa molecular, causada por la unién tiene que ser
suficientemente grande para tener una influencia resoluble en el coeficiente de difusion.
Dado que el coeficiente de difusion es inversamente proporcional al radio
hidrodinamico, el cual, en parte, depende de la raiz cibica de la masa molecular de las
particulas esféricas, un aumento en la masa en un factor de 8 solo reducira a la mitad al
coeficiente de difusidon. Este efecto es dificilmente visible en la escala de tiempo
logaritmica usada para las curvas de FCS. Por el contrario, la unién de pequeiias
moléculas fluorescentes a grandes moléculas no marcadas o a receptores de membrana
de baja difusién serd facilmente discernible.

Cualquier cambio en la forma o el tamafio molecular por unidén o ruptura que afecte al
radio hidrodinamico de la particula se ve también reflejado en el coeficiente de difusién
y, de este modo, en el tiempo de difusién promedio a través del volumen de
observacién. Para estudios de unién o interaccion, en el cual solo el ligando pequefio
estd marcado, al menos dos especies difusoras distintas deben ser tenidas en cuenta.

De las sefiales de fluorescencia dependientes del tiempo en el volumen focal es posible
obtener funciones de autocorrelacién para determinar el tiempo de difusién de una
sonda fluorescente. De esta informacidn luego se calculan los coeficientes de difusion.

Hay que ser cuidadosos cuando se realizan experimentos de FCS con suspensiones
coloidales de nanoparticulas porque ademads de las fluctuaciones de fluorescencia
detectadas con esta técnica, el movimiento Browniano de una particula simple en un
pequefio volumen focal de deteccién (menos de 1,0 fL) genera fluctuaciones de
dispersion de luz resonante°.
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Por las razones anteriores, hemos realizado varios ensayos de FCS con suspensiones de
NPs de SiO,@Ag, soluciones del fluoréforo y mezclas de ambos, de manera de
diferenciar entre las senales surgidas de la fluorescencia y de la dispersidn. El criterio
empleado para esta distincidn se basé en la intensidad de la sefial, la cual se espera que
sea mucho mas alta para la fluorescencia que para el efecto de dispersion.

En este trabajo, la técnica de FCS se utilizé para determinar el grado de asociacidén de la
droga con las nanoparticulas. Midiendo FCS es posible distinguir entre la droga libre
(difusién répida) y la droga asociada a las nanoparticulas, cuya difusién es mas lenta.

Las funciones de correlacion obtenidas de los experimentos de FCS (Aexc = 458 nm; Aem
en el rango de 500 — 700 nm) realizados con soluciones de Rf de concentracién 9,3 uM
a 37 °C fueron ajustadas con una ecuacidon de una componente, la cual arrojé un
coeficiente de difusién Dc1 = (485 + 15) um?s™. Este valor puede ser atribuido a la
difusion de las moléculas libres en solucion. Ensayos similares fueron llevados a cabo
con muestras conteniendo 9,3 uM de Rfy 13,905 a 41,715 uM de Ag en las NPs SiO,@Ag.
Bajo estas condiciones, la funcion de autocorrelacidn se ajustd con una ecuacién de dos
componentes evidenciando la existencia de una segunda especie fluorescente con un
coeficiente de difusién D2 = (4,2 + 0,4) um?s?, el cual estd relacionado a la difusién de
la droga adsorbida sobre las NPs (Figura 24). De hecho, los tamafios calculados para las
especies difusoras a partir de los coeficientes de difusion aplicando la ecuacién de
Stokes- Einstein es muy similar a los tamafios medidos por TEM y DLS, confirmando que
el coeficiente de difusion determinado corresponde a la droga unida sobre la NP (Figura
24 y Tabla 4).

Experimentos de FCS realizados con RB? no arrojaron buenos diagramas de correlacion
debido al bajo rendimiento cudntico de este colorante.®® Por lo tanto, no fue posible
emplear la técnica de FCS con esta droga para ver su unién a las NPs SiO,@Ag.

o Rf
md : O RfISI0,@Ag NPs

Normalized Correlation curve git)

T T TAT 1 1 719 T TTTT

w0 10 107 10¢ 107 10°
iag time 7 {5}

Figura 24. Curvas de autrocorrelacion normalizadas de Riboflavina sola (circulos negros) y Riboflavina con
NPs SiO,@Ag (circulos rojos). Las lineas sélidas son los respectivos fiteos.
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tpz (Ks) D.; (km?/s) D, (km?/s)
Rf 16,2 +0,5 485 + 15
Rf-Si0,@Ag 16,2 +2,5 1886 + 166 485 + 75 42+0,4

*El ajuste se obtiene fijando el tiempo de difusion del primer componente al tiempo de difusién de la
especie libre.

Tabla 4. Datos de FCS obtenidos a partir del fiteo de las funciones de correlacién de la Figura 24. Los
tiempos de difusion (tp) se obtienen por ajuste de los datos crudos por el Modelo de Difusién Normal-3D
con uno o dos componentes. El volumen confocal fue estimado utilizando una solucién 25 nM de
Rodamina 6G.

3.4.2 Estudio de la interaccion de los estados fundamental y excitado singlete con las
nanoparticulas, por medio de espectroscopia UV-visible y de Fluorescencia.

Para poder comprender el efecto de los nanomateriales sintetizados en esta tesis sobre
la fotofisica de colorantes utilizados en PDT, es necesario estudiar la interaccion de las
particulas con los diferentes estados electrénicos de los fotosensibilizadores organicos.
Por este motivo, utilizamos, en primer lugar, la espectroscopia UV-visible para evaluar
lainteraccion del estado fundamental de los fotosensibilizadores con las nanoparticulas.
Medimos espectros de extincion (absorcién y dispersion) de Rf, RB?2 y MB* a una
concentracion fija (Abs de 0,1 aproximadamente en la longitud de onda del maximo de
absorcidn) en ausencia y en presencia de cantidades crecientes de nanoparticulas (ver
Tabla 5). Todos los volimenes de nanoparticulas de la suspension original se llevaron a
un volumen final de 2 mL.

Muestra Vol NP (uL) [SiO,] (M)
SiO,@Ag o Au 1 7,50 1,1x10*
SiO,@Ag o Au 2 15,0 2,1x10
SiO,@Ag o Au 3 30,0 4,3x10*
SiO,@Ag o Au 4 45,0 6,4x104
SiO,@Ag o Au 5 60,0 8,5x10*
SiO,@Ag o Au 6 75,0 1,1x103
SiO,@Ag o Au 7 90,0 1,3x103
SiO,@Ag 0 Au 8 300 4,3x10°3

Tabla 5. Volumenes de nanoparticulas utilizados en las medidas de los espectros de extincion y
fluorescencia. Las concentraciones se expresan para el SiO, ya que ambas nanoparticulas contienen la
misma cantidad de esferas de silice.

En las Figuras 25-27 se muestran los espectros obtenidos para los tres colorantes en presencia de
las NPs SiO,@Ag y SiO.@Au.
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Figura 25. Espectros de extincion de Rf sola y con cantidades crecientes de nanoparticulas a) SiO,@Ag y
b) SiO.@Au.
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Figura 26. Espectros de extincidn de RB2 sola y con cantidades crecientes de nanoparticulas a) SiO.@Ag
y b) Si0,@Au.
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Figura 27. Espectros de extincion de MB sola y con cantidades crecientes de nanoparticulas a) SiO,@Ag
y b) SiO,@Au.
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En todos los casos puede verse que al aumentar la cantidad de nanoparticulas se
produce un incremento en las bandas de absorcién de los colorantes. Este
comportamiento podria deberse a que las particulas metalicas generan un incremento
en la tasa de excitacion (incremento en Em, como se explico en la seccidn 3.1.2). Pero
esto se discutird mds adelante para cada caso en particular.

Ademads, podria existir una interaccion quimica entre los colorantes y las NPs que
produjera un cambio en la absorcién respecto del colorante libre. Para verificar la
posible interaccion quimica entre las nanoparticulas y los colorantes, en las Figuras 28-
30 se muestran los espectros obtenidos para las mezclas con la mayor concentracién de
nanoparticulas (4,3x103 M), la suma de los espectros de los colorantes y las
nanoparticulasy la diferencia entre los espectros de la mezcla y la suma de los espectros.

a) b)

1.2 0.8

—— RESIO,@Ag 8 —— RESIO,@Au 8
1.0 1 Rf + SiO,@Ag 8 074 Rf + Si0,@Au 8
RESIO,@Ag 8 - (Rf + SiO,@Ag 8) RESIO,@Au 8 - (Rf + SiO,@Au 8)

0.8
o o
5 0.6 =
- -
c
0.4 :5
£ g
s =
X 0.2 .3 4
b 0.2 m 0.3

0.0 - 0.2

0.2 q 0.1

-0.4 T T T T T 0.0 T T T T T

200 300 400 500 600 700 800 200 300 400 500 600 700 800
A [ nm A/ nm

Figura 28. Espectros de extincién obtenidos para las mezclas con la mayor concentracién de
nanoparticulas, la suma de los espectros de los colorantes y las nanoparticulas y la diferencia entre los
espectros de la mezcla y la suma de los espectros.

a) b) —— RB-SI0,@Au 8
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Figura 29. Espectros de extincién obtenidos para las mezclas con la mayor concentracién de
nanoparticulas, la suma de los espectros de los colorantes y las nanoparticulas y la diferencia entre los
espectros de la mezcla y la suma de los espectros.
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Figura 30. Espectros de extincidn obtenidos para las mezclas con la mayor concentracion de
nanoparticulas, la suma de los espectros de los colorantes y las nanoparticulas y la diferencia entre los
espectros de la mezcla y la suma de los espectros.

Como puede verse en las Figuras 28-30, los espectros diferencia no son nulos, por lo que
no puede descartarse la interacciéon quimica en ningun caso. La reaccion 18 esquematiza
esta interaccion:

Colorante + G 5 Complejo (R18)
Donde G representa un grupo reactivo superficial de las nanoparticulas.

Los grupos G podrian ser los grupos silanoles de las nanoparticulas o atomos metalicos
(Au o Ag). Se ha reportado la interaccién quimica entre Ag metdlica y distintos
compuestos organicos, como por ejemplo acidos organicos derivados del pireno®’,
melanina.’® En particular se ha encontrado evidencia experimental y tedrica sobre la
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interaccion de Ag metdlica con los colorantes: indigo,”* o-safranina,”> malva,’® rojo

allura,’® cianinas,’” entre otros.

Son menos numerosos los trabajos publicados sobre la interaccién quimica entre oro
metadlico y colorantes orgdnicos u organometdlicos. Entre ellos podemos mencionar los
complejos de Au con colorantes BODIPY (abreviatura de borodipirrometano),’® con
colorantes de rutenio’’ y la formacién de clusters de oro con colorantes perilénicos.’®

En resumen, existe bibliografia que respalda la posible interaccion quimica de plata u
oro metdlico con colorantes organicos.

Para cuantificar la interaccién quimica, cuando sea posible se aplicara el método de
Benesi Hildebrand.”®

El método emplea la ecuacion E14.

L S 1
(A - Ad) B (Ac - Ad) Kapp (Ac - Ad)[G]

(E14)
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donde A es la absorbancia corregida a la longitud de onda de analisis (Aan) de las
muestras de los colorantes en presencia de diferentes cantidades de nanoparticulas, y
Aq (del inglés: dye) y Ac (del inglés: complex) son las absorbancias del colorante y del
complejo en la Aan, respectivamente.

Segln este método el gréfico del miembro de la izquierda de la ecuacidén E14 vs. [NP]*
deberia ser lineal y del cociente entre la ordenada al origen y la pendiente puede
obtenerse la constante de equilibrio aparente para el complejo formado entre las NPs y
la concentracién de SiO; como

el colorante. En todos los casos utilizaremos

representativa de la concentracién de nanoparticulas.

Este método supone una estequiometria 1:1 entre el colorante y los sitios de las NPs
gue formen el complejo con el colorante. Ademas, para que este método sea valido la
concentracion inicial de los grupos presentes en las nanoparticulas capaces de complejar
al colorante debe ser mucho mayor a la concentracion inicial del colorante. En caso de
no cumplirse esa condicidon, que en nuestro caso es valida, habria desviaciones con
respecto a la linealidad.8°

Comencemos con el analisis de las nanoparticulas SiO.@Ag y SiO2@Au con Riboflavina.
En la Figura 31a, a medida que aumenta la concentracidon de nanoparticulas, puede
observarse un incremento en la absorcidon en todo el rango de longitudes de onda
evaluado (200 - 800 nm). Este cambio en el espectro de extincidon podria deberse a la
formacion de un complejo entre la Rf y las NPs que produjera un cambio en la absorcién
respecto de la Rf libre, o bien que las particulas metdlicas generen un incremento en la
tasa de excitacion (incremento en Em, como se explicé en la seccién 3.1.2). La aplicacién
del método de Benesi Hildebrand se muestra en la Figura 31b.
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Figura 31. a) Espectros de extincion de Rf sola y con cantidades crecientes de nanoparticulas SiO,@Ag.
b) Grafico de (A — Ao) vs. [SiO2] ! de la ecuacidn de Benesi-Hildebrand, a partir del cual puede obtenerse
la constante de unién (Kapp)-
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En la Figura 31b y en las siguientes en las que se aplicé el método de Benesi-Hildebrand
se optd por representar el grafico en funcién de [SiO] .

Segun el grafico de la Figura 31b, pudimos obtener una constante de unién (Kapp) de
72,58 M7, lo cual indicaria la formacién de un complejo de la Riboflavina en el estado
fundamental con las nanoparticulas de silice recubiertas con plata (Rf-SiO,@Ag). Los
espectros diferencia entre la mezcla de Rf con las diferentes cantidades de
nanoparticulas y los correspondientes espectros de extincion de las nanoparticulas solas
(Figura 32), contienen informacién sobre la absorcion del colorante libre y ligado a las
nanoparticulas (complejo).

— Rf
— (RESIO,@Ag 1) - (SIO,@Ag 1)
(R-SI0,@Ag 2) - (SIO,@Ag 2)
(RF-SI0,@Ag 3) - (SIO,@Ag 3)
— (RFSIO,@Ag 4) - (SIO,@Ag 4)
— (RFSIO,@Ag 5) - (SIO,@Ag 5)
( ) - (SIO,@Ag 6)
( )
( )

0.2

0.1 1

(
(
(
(
(
RE-SIO,@Ag 6) - (

Ri-SI0,@Ag 7) - (SIO,@Ag 7)
Rf-SI0,@Ag 8) - (

SiO,@Ag 8)

0.0 -

Extincion / u.a.

200 300 400 500 600 700 800

A [l nm

Figura 32. Espectros diferencia entre las mezclas de Rf con diferentes cantidades de SiO,@Ag y los
correspondientes espectros de extincion de las nanoparticulas solas.

Como puede inferirse de la Figura 32, el complejo Rf-SiO,@Ag tiene menor absorciéon
que el colorante libre, dado que a medida que aumenta la cantidad de nanoparticulas (y
por ende la cantidad de complejo con el colorante) disminuye la absorcién.

Ahora que hemos determinado la interaccidn existente entre la Rf y las NPs SiO,@Ag,
estudiaremos si esto tiene efecto en la formacion del estado excitado singlete del
colorante. Para este estudio, utilizamos la espectroscopia de fluorescencia y realizamos
medidas de los espectros de emisién de las mismas muestras utilizadas en la
espectroscopia UV-visible. Como vimos en el diagrama de Jablonski de la Figura 13,
cualquier interaccién entre el estado S; del fotosensibilizador organico y la
nanoparticula tendria como consecuencia un efecto en el decaimiento radiativo
(fluorescencia) o no radiativo al estado fundamental, que se veria evidenciado en los
espectros de emisién. Teniendo en cuenta esto, existen, en principio, tres posibles
efectos: por un lado, que la presencia de las NPs genere un aumento en la fluorescencia
del colorante (fluorescencia aumentada por metales, MEF), por el otro, que el metal
genera una disminucién en la emisidon (desactivacién no radiativa del estado excitado,
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guenching), o que forme un complejo con fluorescencia diferente de la del colorante

libre.
a) b)
G lev6 1.7
S —Rf ] Rf + SiO,@Ag J
Z —— RESIO,@Ag 1 6] = —— Auste -
3 RF-SI0,@Ag 2 PR
o 851 RESIO,@Ag 3 15 PR
‘s- —— RESIO,@Ag 4 : -
3 —— RESIO,@Ag 5 el P
S 6e+s 4 RF-SIO,@Ag 6 : -
§ RF-SI0,@Ag 7 e s -
g Riso@ags | = 3 ° - e
[
_g 4e+5 1.2 1 P ’
o "
3
1.1
B 2e+5 1 i
k=]
? 1.0
c
2
=0 . . e 0.9 + . . . .
500 600 700 800 0.000 0.001 0.002 0.003 0.004
A/ nm [Si0,] / M

Figura 33. a) Espectros de emisién de Rf en ausencia y en presencia de cantidades crecientes de
nanoparticulas SiO,@Ag, con correccion de filtro interno. b) Grafico de la relacién de la intensidad de
fluorescencia (en el maximo de emisidn) corregida de las mezclas y la Rf libre vs. la concentraciéon de
nanoparticulas (en funcion de la concentracion de silice).

En la Figura 33a vemos los espectros de emision corregidos de la Riboflavina en ausencia
y en presencia de nanoparticulas SiO,@Ag, los cuales se obtuvieron aplicando la
siguiente ecuacidn (2)®! a los espectros crudos obtenidos de las muestras utilizadas en
espectroscopia UV-visible:

I, =1, 10 exctAem)/2 (E15)

donde I es la intensidad de fluorescencia corregida, lo es la intensidad de fluorescencia
de la mezcla, Aexc Y Aem SON la absorbancia de la mezcla en la longitud de onda de
excitacion y en la longitud de onda del maximo de emisidn, respectivamente. El factor 2
considera que la absorcién y la emision tienen lugar en el centro de la celda. Si
graficamos la relacion entre la intensidad de fluorescencia corregida para las mezclas y
la intensidad de fluorescencia de la Rf libre vs. la concentracién de nanoparticulas
(expresada en funcidn de la concentracion de SiO;), tal cual se muestra en la Figura 33b,
observamos que la emisién de la mezcla aumenta a medida que se incrementa la
cantidad de NPs SiO,@Ag.

Luego de analizar los resultados obtenidos de la espectroscopia UV-visible y de
fluorescencia para las mezclas de Rf y NPs SiO,@Ag, podemos concluir que se forma un
complejo entre el estado fundamental de la Riboflavina y las particulas de silice
recubiertas con plata, que tiene una absorcién menor que la Rf libre, pero que produce
un aumento en la fluorescencia de la misma. Este resultado podria deberse a una
disminucion de la constante de velocidad de la desactivacion no radiativa del estado
singlete del complejo comparada con la del colorante libre, lo que resulta en un
aumento de su rendimiento cudntico de fluorescencia.
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Podemos realizar el mismo analisis general para la Riboflavina en presencia de NPs
SiO2@Au. En este caso vemos nuevamente un incremento en la absorcién en todo el
rango de longitudes de onda evaluado (Figura 34a). Sin embargo, cuando analizamos la
formacion de complejo entre el colorante y las particulas utilizando la ecuacién de
Benesi y Hildebrand (Figura 34b), no somos capaces de determinar una constante de
unién, ya que de la pendiente y la ordenada al origen del grafico (A -Ao)? vs. [SiO2]?
obtenemos un valor negativo de Kapp. Este es el resultado indica que el complejo no se
forma o que es muy débil.®?

a) —_—R b)
—— RESIO,@Au 1
RF-SI0,@Au 2
0.8 RF-SIO,@Au 3 140
—— RESIO,@Au 4 (] Experimental 444 nm
= RE-SIO,@Au 5 120 4 ——— Regresion Lineal ]
RESIO,@Au 6 P
0.6 | RF-SI0,@Au 7 ,
. RF-SI0,@Au 8 100 4 -,
o
3 7
=z < 80 7
2 -
s < 60 ,
$
w 7
40 4 7
0.2 AP
20 ‘ [}
0¢”
0.0 : : : : : 0+ @ 2 : : :
200 300 400 500 600 700 800 [} 1000 2000 3000 4000 5000
A [ nm [Sio," / M"

Figura 34. a) Espectros de extincidn de Rf solay con cantidades crecientes de nanoparticulas SiO,@Au. b)
Gréfico de (A — Ao)? vs. [SiO2] de la ecuacion de Benesi-Hildebrand.

Si graficamos los espectros diferencia entre las mezclas de Rf con diferentes cantidades
de NPs SiO.@Au y los correspondientes espectros de absorcion de las particulas solas
vemos que (Figura 35), a diferencia de lo que ocurria con las NPs SiO,@Ag, la absorcion
del colorante aumenta a medida que se incrementa la cantidad de nanoparticulas.

0.35
—_Rf
—— (RESIO,@Au 1) - (SI0,@Au 1)
0.30 1 (RESIO,@Au 2) - (SIO,@Au 2)
(RESIO,@Au 3) - (SIO,@Au 3)
—— (RE-SI0,@Au 4) - (SIO,@Au 4)
—— (RESIO,@Au 5) - (SI0,@Au 5)
(RESIO,@Au 6) - (SIO,@Au 6)
(RE-SI0,@Au 7) - (SI0,@Au 7)
(RE-SI0,@Au 8) - (SIO,@Au 8)

Exticion / u.a.

200 300 400 500 600 700 800

A/ nm
Figura 35. Espectros diferencia entre las mezclas de Rf con diferentes cantidades de SiO,@Au y los

correspondientes espectros de extincion de las nanoparticulas solas.
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Si bien es cierto que luego del agregado de la minima cantidad de NPs la absorcidn de la
Rf es mucho menor respecto a la Rf libre, a medida que subimos la concentracién de
particulas en la mezcla, la absorcidon del fotosensibilizador aumenta paralelamente.

Dado que podriamos descartar la formacion de un complejo entre el estado
fundamental de la Rf y las NPs SiO,@Au, o que en caso de formarse este seria muy débil
y que observamos un incremento en la absorcion del colorante en presencia de las
particulas, pasamos a estudiar el efecto de las mismas en el estado excitado singlete.

Q
—

1e+6

8e+5

—— RESIO,@Au 1
RE-Si0,@Au 2
RE-Si0,@Au 3

b)

1.8

Rf + SiO,@Au

Ajuste

1.6

—— RESIO,@Au4 -
—— RESIO,@AU5 -
RESIO,@Au 6 1.4 -
RF-SI0,@Au 7 -
RESIO,@Au 8

6e+5 -

",
?
([}

4e+5 1.2 4

2e+5 -

Intensidad de Fluorescencia corregida / u.a.

T T T
0.002 0.003 0.004

[Si0,] / M

T T = T
500 600 700 800 0.000 0.001

A/ nm

Figura 36. a) Espectros de emisién de Rf en ausencia y en presencia de cantidades crecientes de
nanoparticulas SiO,@Au, con correccién de filtro interno. b) Grafico de la relacién de la intensidad de
fluorescencia (en el maximo de emisidn) corregida de las mezclas y la Rf libre vs. la concentracidn de
nanoparticulas (en funcion de la concentracion de silice).

Como podemos observar de los graficos de la Figura 36, la intensidad de fluorescencia
corregida de la Rf aumenta a medida que incrementamos la cantidad de NPs SiO,@Au.
Teniendo en cuenta que, de los espectros de extincién, concluimos que las
nanoparticulas no forman un complejo con la Riboflavina, sino que producen un
aumento en la tasa de excitacion del colorante, descartamos la posibilidad de que esté
ocurriendo MEF. Esto se debe a que el aumento en la fluorescencia del
fotosensibilizador es a causa del incremento en la tasa de excitacion, lo cual incrementa
la poblacién del estado excitado singlete y hace que un nimero mayor de moléculas
decaigan radiativamente al estado fundamental, sin modificar ni la constante de
decaimiento radiativo, ni el tiempo de vida de fluorescencia (lo que produciria un

cambio en el rendimiento cuantico de fluorescencia).

Para comprobar si estos efectos que vemos sobre la fotofisica de la Rf se deben a la
presencia de las nanoparticulas metalicas, hicimos los mismos ensayos espectroscopicos
para mezclas del colorante con cantidades crecientes de nanoparticulas de SiO; sin
recubrimiento.

/8




Tesis Doctorall Capitulo 3

a) b)
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Figura 37. a) Espectros de extincién de Rf sola y con cantidades crecientes de nanoparticulas SiO,. b)
Gréfico de (A — Ao)? vs. [SiO,] ! de la ecuacidn de Benesi-Hildebrand.

De los parametros obtenidos del grafico de la Figura 37b, calculamos el valor de Kipp
para formacion del complejo Rf-SiO, la cual dio un valor de 1,45x10® M. Esto nos dice
gue, no solo se forma un complejo entre el estado fundamental del colorante y las
particulas de silice, sino que ademas la afinidad del fotosensibilizador por las NPs SiO»
es mucho mayor que por las NPs SiO,@Ag ya que el valor de Kipp €s 2 érdenes de
magnitud mayor que el obtenido para las particulas recubiertas con Ag.

Cuando analizamos los graficos de la Figura 38, vemos que en los espectros de absorcién
diferencia no hay ningun efecto de las nanoparticulas sobre la Riboflavina, por lo que
podemos concluir que los cambios observados anteriormente para las NPs SiO.@Ag y
SiO2@Au son causados por la interaccién del colorante con las nanoparticulas metalicas.

0.25

—_ Rf

—— (RF-SI0, 1) - (SiO, 1
(RFSI0, 2) - (SO0, 2
(RESIO, 3) - (S0, 3

i —— (RFSIO, 4) - (SI0, 4

—— (RESIO, 5) - (S0, 5
(RESIO, 6) - (SIO, 6
(RS0, 7) - (SI0, 7
(RESIO, 8) - (SI0, 8

0.20

Extincion / u.a.

T

400 500 600 700 800

Al nm

Figura 38. Espectros diferencia entre las mezclas de Rf con diferentes cantidades de SiO; y los
correspondientes espectros de extincion de las nanoparticulas solas.
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Ahora pasemos al andlisis de la interaccion entre las nanoparticulas SiO,@Ag y SiO.@Au
con el Rosa de Bengala. Comenzamos, del mismo modo que para la Rf, con el estudio de
espectroscopia UV-visible del RB2 con diferentes cantidades crecientes de NPs
SiO,@Ag.

a) — ke b)
— RB-Si0,@Ag 1
1.0 RB-SIO,@Ag 2 80
RB-Si0,@Ag 3 [} Experimental 550 nm
— RB-SiO,@Ag 4 ——— Regresion Lineal
i @
081 — FESI0,@A95 Kopp =313,26 M1 e
RB-SiO,@Ag 6 60 | 7
R RB-SiO,@Ag 7 P 7
©
; RB-SiO, 8
S 06 @08 | P -
= —
S { 40 1 s
2 < e
£ 04 = P s
w
T -,
20 7
0.2 p 2
A
[ )
—
0.0 . . . ; : 0 . . .
200 300 400 500 600 700 800 0 2000 4000 6000 8000 10000
P | -1
Al nm [sio" /' m

Figura 39. a) Espectros de extincidn de RB2 sola y con cantidades crecientes de nanoparticulas SiO,@Ag.
b) Grafico de (A — Ao)? vs. [SiO,]? de |a ecuacidn de Benesi-Hildebrand.

En la Figura 39a vemos que hay un aumento en todo el espectro de absorcion del RB2 a
medida que se incrementa la cantidad de nanoparticulas en la mezcla. Cuando
aplicamos la ecuacién de Benesi y Hildebrand a este sistema obtenemos un valor de
Kapp de 313,26 M7, lo cual es indicativo de la formacién de complejo entre las NPs y el
estado fundamental del colorante (Figura 39b).
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—— (RB-SiO,@Ag 1) -
(RB-SI0,@Ag 2) -
(RB-SI0,@Ag 3) -
—— (RB-SI0,@Ag 4) -
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)_
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)_
)_

Extincion / u.a.

-0.05
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Figura 40. Espectros diferencia entre las mezclas de RB? con diferentes cantidades de SiO,@Ag vy los
correspondientes espectros de extincion de las nanoparticulas solas.
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Si analizamos los espectros diferencia (Figura 40) podemos ver que ocurre algo similar a
lo que observamos para el complejo Rf-SiO,@Ag, dado que a medida que
incrementamos la concentracién de NPs, y por ende la del compejo, hay una
disminucién en la absorcién.

Las medidas de los espectros de fluorescencia de los complejos RB-SiO.@Ag se
muestran en la figura 41a. A medida que aumentamos la concentracién de NPs en la
mezcla vemos que hay un incremento en la intensidad de emision corregida del
colorante, cuando graficamos 1/lo vs [SiO2] (Figura 41b).

b)

3e+5 1.8
— RB @ RBSIO,@Ag
—— RB-SIO,@Ag 1
RB-Si0,@Ag 2
RB-Si0,@Ag 3
—— RB-SIO,@Ag 4
—— RB-SIO,@Ag 5
RB-Si0,@Ag 6
RB-Si0,@Ag 7
RB-Si0,@Ag 8

QU

Regresion Lineal
3e+5 -

164 — — Intenalo de Confianza -

2e+5

",

2e+5 -

1e+5

5e+4 -

Intensidad de Fluorescencia corregida / u.a.

T T T T = T T T T
550 600 650 700 750 800 0.000 0.001 0.002 0.003 0.004
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Figura 41. a) Espectros de emision de RB en ausencia y en presencia de cantidades crecientes de
nanoparticulas SiO,@Au, con correccién de filtro interno. b) Grafico de la relacién de la intensidad de
fluorescencia (en el maximo de emisidn) corregida de las mezclas y la RB libre vs. la concentracion de
nanoparticulas (en funcion de la concentracion de silice).

Por lo tanto, concluimos que el estado fundamental del RB2 forma un complejo con las
NPs SiO.@Ag, el cual tiene una absorcion menor que la del colorante libre y, ademas, la
formacion de este complejo aumenta la intensidad de emisidn del Rosa de Bengala.

Para las mezclas de RB% con NPs SiO,@Au, vemos que ocurre algo similar al caso
anterior. Los espectros de extincion del colorante con las distintas cantidades de
nanoparticulas muestran una vez mds un incremento en la intensidad de absorcién a
medida que aumenta la cantidad de NPs (Figura 42a). La Kapp calculada a partir del
grafico de (A — Ao)™ vs [SiO2] ™ de la Figura 42b dio un valor de 373,55 M, muy similar al
obtenido para el complejo RB-SiO.@Ag.
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Figura 42. a) Espectros de extincion de RB sola y con cantidades crecientes de nanoparticulas SiO,@Au.
b) Grafico de (A — Ao) ™ vs. [SiO2] ™ de la ecuacion de Benesi-Hildebrand.

Del mismo modo, los espectros de absorcién diferencia (Figura 43) para el complejo RB-
SiOo@Au presentan una disminucién en la intensidad de absorcion a medida que
aumenta la cantidad de nanoparticulas en la mezcla, indicando que la formacién del
complejo disminuye la absorcién del RB™.
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Figura 43. Espectros diferencia entre las mezclas de RB con diferentes cantidades de SiO,@Au y los
correspondientes espectros de extincion de las nanoparticulas solas.

Sin embargo, a diferencia de lo que ocurre con el complejo RB-SiO,@Ag, podemos ver
en la Figura 44 que la emisién del complejo aumenta a medida que incrementamos la
cantidad de nanoparticulas en la mezcla. Como vimos que el complejo tiene una
absorcién menor que el del colorante libre, en este caso la fluorescencia aumentada
estaria ocurriendo a causa del fenédmeno conocido como MEF.
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Figura 44. a) Espectros de emision de RB en ausencia y en presencia de cantidades crecientes de
nanoparticulas SiO,@Au, con correccién de filtro interno. b) Grafico de la relacién de la intensidad de
fluorescencia (en el maximo de emisidn) corregida de las mezclas y la RB libre vs. la concentracién de
nanoparticulas (en funcion de la concentracion de silice).

Por lo tanto, lo que podemos concluir de estos resultados es que las NPs SiO,@Au
forman un complejo con el estado fundamental del Rosa de Bengala que tiene una
absorciéon menor que el colorante libre, y que, a diferencia de lo que ocurre con las
nanoparticulas recubiertas por Ag, aumentan la emisién del fotosensibilizador debido a
la interaccidn de fotosensibilizador con las nanoparticulas de Au en la superficie de la
silice.

Nuevamente, para corroborar que estos efectos se deben a la presencia de las NPs
metalicas, repetimos los experimentos para mezclas de RB2 con cantidades crecientes
de NPs SiO:. El espectro de absorcion del RB2 en ausencia de nanoparticulas (Figura 45)
muestra un pico a 550 nm, el cual es caracteristico del monémero, con un hombro en

510 nm asignado al dimero.8384
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Figura 45. Espectros de extincidon de RB? sola y con cantidades crecientes de nanoparticulas SiO,.
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Cuando adicionamos NPs SiO3, incluso en pequefias cantidades, se produce un cambio
significativo en el espectro de absorcién: la banda del monémero aparece truncada,
mientras que el hombro permanece aproximadamente constante. Por ende, la
presencia de las nanoparticulas lleva a la dimerizacién del colorante en la interfaz
agua/silice.

Experimentos similares realizados con NPs SiO,@Ag y NPs SiO,@Au en lugar de NPs SiO3
(Figura 46) muestran un incremento gradual del hombro en 510 nm acompafiado de una
disminucion en la relacidn Asso/Asi0, como una medida de la agregacion del colorante
(Figura 46a y 46b). Estos resultados muestran que la agregacion es indicativa de la
adsorcion del RB? sobre las nanoparticulas, y de la comparacion de las Figuras 45y 46
se concluye que hay una menor afinidad del colorante por las NPs SiO.@Ag y SiO.@Au
gue por las NPs SiO».

a) b)
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Figura 46. Grafico de la relacidn Asso/Asio como medida de la agregacion vs. [SiO,] para a) NPs SiO,@Ag,
y b) NPs SiO,@Au.

Por ultimo, analizaremos los resultados del analisis espectroscépico para el Azul de
Metileno, el ultimo de los colorantes estudiados, en mezclas con cantidades crecientes
de las nanoparticulas.

Comenzaremos con los espectros de extincion del MB* en ausencia y en presencia de
cantidades crecientes de NPs SiO.@Ag.

Podemos ver en la Figura 47a que a medida que aumentamos la cantidad de
nanoparticulas, se produce un incremento de la absorcidon en todo el rango de
longitudes de onda experimental, al igual que lo que viene ocurriendo en los casos
anteriores.
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Figura 47. a) Espectros de extincién de MB sola y con cantidades crecientes de nanoparticulas SiO.@Ag.
b) Grafico de (A — Ao) vs. [SiO2] ™ de la ecuacion de Benesi-Hildebrand.

Cuando analizamos estos incrementos con la ecuacion de Benesi y Hildebrand (Figura
47b) a la Aan = 715 nm, obtenemos una Kapp de 265,82 M, indicando la formacion del
complejo MB-SiO.@Ag. Los espectros de absorcidn diferencia del complejo (Figura 48)
muestran una disminucién en la intensidad de absorcidn respecto al MB* libre.

-_— MB

—— (MB-SiO,@Ag 1) - (Sloz@Ag 1)
(MB-SiO,@Ag 2) - )
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Figura 48. Espectros diferencia entre las mezclas de MB* con diferentes cantidades de SiO,@Ag vy los
correspondientes espectros de extincion de las nanoparticulas solas.

Para evaluar el efecto de la formaciéon del complejo en la fluorescencia del MB
graficamos los espectros de emisidn para la mezcla del colorante con las nanoparticulas,
los cuales estan presentes en la Figura 49a. Observamos que hay un incremento en la
intensidad de emisidon corregida por filtro interno, a medida que aumenta la cantidad de
particulas SiO,@Ag, lo cual queda mas evidente al graficar la intensidad de fluorescencia
corregida en el maximo de emision sobre la intensidad de emisidn corregida del
colorante libre en funcién de la concentracién de nanoparticulas (Figura 49b).
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Figura 49. a) Espectros de emision de MB en ausencia y en presencia de cantidades crecientes de
nanoparticulas SiO,@Ag, con correccion de filtro interno. b) Grafico de la relacion de la intensidad de
fluorescencia (en el maximo de emisidn) corregida de las mezclas y la MB libre vs. la concentracién de
nanoparticulas (en funcion de la concentracion de silice).

Dado que la formacién del complejo MB-SiO,@Ag disminuye la absorcién del colorante,
y que, a pesar de esto, la fluorescencia aumenta a medida que aumentamos la cantidad
de complejo, podemos decir que estamos en presencia del fendmeno de MEF, como
ocurrio con el complejo RB-SiO,@Au.

Realizamos el mismo analisis para los resultados espectroscopicos obtenidos de las
mezclas de MB con cantidades crecientes de NPs SiO,@Au.
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—_— MB (] Experimental 715 nm
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Figura 50. a) Espectros de extinciéon de MB sola y con cantidades crecientes de nanoparticulas SiO,@Au.
b) Grafico de (A — Ao) vs. [SiO2] ! de la ecuacidn de Benesi-Hildebrand.

Aligual que lo que ocurre para las NPs SiO,@Ag, a medida que aumentamos la cantidad
de NPs SiO;@Au vemos un incremento de la absorcién en todo el rango de longitudes
de onda estudiado (Figura 50a). A partir de los pardmetros obtenidos de la ecuacion de
Benesi y Hildebrand obtuvimos un valor de Kapp de 374,50 M2, indicando la formacién
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de un complejo MB-SiO,@Au (Figura 50b). Ahora vemos que ocurre con la absorcion del
complejo al graficar los espectros de absorcidn diferencia.
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Figura 51. Espectros diferencia entre las mezclas de MB con diferentes cantidades de SiO,@Au y los
correspondientes espectros de extincion de las nanoparticulas solas.

En la Figura 51 vemos que, a medida que aumentamos la cantidad de NPs SiO,@Au, la
intensidad de absorcién también aumenta.

Los espectros de emisidon corregidos de las mezclas de MB con las nanoparticulas (Figura
52a) muestran un incremento en la intensidad de fluorescencia a medida que aumenta
la cantidad de NPs SiO.@Au, al igual que queda evidenciado en el grafico de I/lo vs [SiO2]
(Figura 52b).
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Figura 52. a) Espectros de emision de MB en ausencia y en presencia de cantidades crecientes de
nanoparticulas SiO,@Au, con correccién de filtro interno. b) Grafico de la relaciéon de la intensidad de
fluorescencia (en el maximo de emisién) corregida de las mezclas y la MB libre vs. la concentracién de
nanoparticulas (en funciéon de la concentracién de silice).
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Teniendo en cuenta que los espectros de absorcion aumentan a medida que se
incrementa la concentracidn de nanoparticulas, el efecto de aumento en la emision del
colorante puede explicarse debido a una mayor tasa de excitacién producida por las NPs
metalicas (aumento de Em), que generan una mayor fluorescencia por haber una mayor
poblacién del estado excitado singlete.

Finalmente, con la intensién de poder asignar estos efectos observados sobre la
absorcién y la emisién del MB a las particulas metdlicas, repetimos los ensayos para
mezclas de MB con cantidades crecientes de NPs SiO;. Del analisis de los espectros de
extincidn de las mezclas (Figura 53a) y del grafico de la ecuacién de Benesiy Hildebrand
(Figura 53b), donde obtenemos una Kapp = 484,80 M, podemos establecer la formacion
de un complejo MB-SiO,, del mismo modo que ocurre con las otras NPs.
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Figura 53. a) Espectros de extincién de MB sola y con cantidades crecientes de nanoparticulas SiO,. b)
Gréfico de (A — Ao)? vs. [SiO2]? de la ecuacion de Benesi-Hildebrand.

Para ver el efecto de la formacién de este complejo entre el estado fundamental del MB
y las nanoparticulas de silice sobre la absorcién del colorante, graficamos los espectros
de absorcion diferencia (Figura 54).
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Figura 54. Espectros diferencia entre las mezclas de MB con diferentes cantidades de SiO; y los

correspondientes espectros de extincion de las nanoparticulas solas.
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Como podemos observar, no hay diferencias practicamente en los espectros de
absorcién diferencia para las distintas cantidades de nanoparticulas, por lo que nos
estaria indicando que la formacidn del complejo no tiene efectos sobre la absorcién del
fotosensibilizador.

En resumen, teniendo en cuenta los valores de Kapp presentados en la Tabla 6, vemos
que todos los colorantes Rf, RB? y MB* se adsorben preferentemente sobre los sitios del
SiO2 (silanoles), siendo los valores de Kapp mayores para estas nanoparticulas que para
las recubiertas con Ag o Au (si bien para las mezclas de RB con NPs SiO2 no pudimos
obtener un valor de Kaipp esto es a causa de la dimerizacién del colorante sobre las
nanoparticulas, pero observamos claramente que la adsorcién del RB2 es mayor en la
silice que en las NPs SiO;@Ag y SiO.@Au).

Colorante Nanoparticula Kapp (M)
Sio, 1,45x103
Riboflavina (Rf)@ Si0,@low-Agt 198
SiO,@Ag 72,58
Si0,@Au
Sio,
Rosa de Bengala (RB-2)(©) Si0,@Ag 313,26
SiO,@Au 373,55
Sio, 484,80
Azul de Metileno (MB)(@ Si0,@Ag 265,82
Si0,@Au 374,50

(a)Datos obtenidos a Aan = 440 nm. (b) Muestra preparada con el precursor SnCl, de menor concentracion.
(c) Datos obtenidos aAsn = 400 nm y 550 nm. (d) Datos obtenidos a Aan = 715 nm.

Tabla 6. Valores de K,pp a las longitudes de onda de andlisis A.n para los colorantes en presencia de los
diferentes tipos de NPs.

En el caso particular de la Rf vemos que los valores de Kapp siguen la tendencia SiO; >
SiO,@Ag-low > SiO,@Ag (no pudimos determinar una Kapp para SiO.@Au), la cual es
indicativa de la preferencia de la Rf por la adsorcidn sobre los sitios de SiO, comparado
con los de Ag y Au. Para el caso del RB2 vemos que los valores de Kapp para las NPs
SiO,@Ag y SiO,@Au son practicamente iguales, siguiendo la tendencia SiO; > SiO,@Ag
= Si0;@Au. A medida que aumenta la cantidad de nanoparticulas en la mezcla aumenta
la relacién Asso/Asi0 nm, lo que indica un incremento en la dimerizacién del colorante.
Por ultimo, para el MB* los valores de Kapp Obtenidos para las mezclas con las NPs siguen
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la tendencia SiO; > SiO,@Au > SiO@Ag, aunque las 3 constantes tienen valores
similares (del mismo orden).

El esquema de la Figura 55 muestra cualitativamente este comportamiento.

Rf-SiO, @Ag-low Rf-SiO,@Ag

MB-SiO, RB-Si0,@Ag RB-Si0,@Au

Figura 55. Esquema representativo de la adsorcion de: (a) Rf sobre NPs SiO,; (b) Rf sobre NPs SiO,@Ag-
low; (c) Rf sobre NPs SiO,@Ag; (d) Rf sobre NPs SiO,@Ag; (e) RB% sobre NPs SiO,; (f) RB* sobre NPs
SiO,@Ag; (g) RB* sobre NPs SiO,@Au; (h) MB sobre NPs SiO»; (i) MB sobre NPs SiO.@Ag; y (j) MB sobre
NPs SiO,@Au.

3.4.3 Estudio del efecto de las nanoparticulas sobre los estados transientes de los
colorantes mediante la técnica de Laser Flash Fotdlisis.

La técnica de Flash Fotdlisis (si bien la palabra fotdlisis implica la ruptura de enlaces
guimicos, en flash fotdlisis no siempre se rompen los enlaces. No obstante, el término
“flash fotdlisis” es comuinmente usado incluso si no hay ruptura de enlaces y se utilizara
de esta manera a lo largo de esta tesis) introducida en 19498, es un instrumento muy
potente para estudiar los efectos fisicoquimicos iniciales de la luz sobre la materia. La
técnica consiste en la irradiacién de una muestra con un pulso muy corto de luz con alta
intensidad, detectando los cambios resultantes en la absorcion de la luz siendo
monitoreada tanto fotograficamente en un amplio rango de longitudes de onda por
medio de una segunda irradiacidn mas débil activada un tiempo determinado después
del pulso de fotélisis de alta intensidad, o, mas comidnmente, fotoeléctricamente como
una funcion del tiempo a una longitud de onda especifica, utilizando una fuente
continua de luz para monitorear la muestra.
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Figura 56. En la parte superior de la imagen vemos un esquema del sistema éptico utilizado en el ensayo
de LFP. En la parte inferior, una imagen del equipo LP 980 de la empresa Edinburgh Instruments.

El principio de Flash Fotdlisis con deteccion fotoeléctrica se ilustra en la Figura 56. La
ldmpara de analisis provee un haz de luz continuo, el cual atraviesa la muestra,
generalmente en angulo recto con el camino del pulso de irradiacion de excitacion. El
pulso corto de radiacion resulta en la formacidn de especies transientes. Se utiliza un
monocromador para seleccionar la longitud de onda a la cual los intermediarios
transientes absorben. La transmitancia de la muestra antes, durante y luego del pulso
de radiacion es entonces escaneado por un fotodetector, el cual convierte cambios en
intensidad de luz en sefiales eléctricas que son observadas en un osciloscopio. Los
cambios en la trasmisién son normalmente transformados en cambios de absorbancia.

Llevando a cabo estas medidas para una variedad de longitudes de onda es posible
trazar un espectro de absorcién del transiente. En regiones espectrales donde el
transiente y la especie original se solapan se obtiene un espectro diferencia, y el cambio
en la absorbancia observada es:

A = (er —gg5)cl  (E16)

donde €7 es el coeficiente de extincion molar del transiente, €gs el coeficiente de
extincion molar del estado fundamental, c es la concentraciéon del estado fundamental
convertido en transiente y | es la longitud del camino éptico.

En la literatura fisica, la relacién entre la intensidad de un haz incidente lo y el haz
transmitido a través de un material de espesor /, I(/), es

(D) = I,e ™ #WMt (E17)

donde p(A) es el coeficiente de atenuacion lineal del medio material.
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En la literatura quimica, sobre todo al tratar con soluciones (diluidas), la relacién entre
la intensidad de un haz incidente lp y el haz transmitido a través de un espesor / de
solucion, I(/), es

I(1) = Iye~C9s(t sl (E£18)

donde cgs(t-) es la concentracion del estado fundamental de la especie que se encuentra
en solucion; gg (A) es un coeficiente andlogo al coeficiente de atenuacidn lineal, llamado
coeficiente de extincién molar o absortividad molar.

Se define la absorbancia A del siguiente modo:

A = cys(t7)egs(MD1l = —log <%> = —log(T) (E19)

Previo al disparo del laser, se tiene la siguiente intensidad registrada por el detector para
una cierta longitud de onda A:

I(L,A) = [ye~Cas(tegs(ML (E20)

Luego del disparo del laser, se han producido especies excitadas (ver un esquema del
diagrama de Jablonski para moléculas organicas en la Figura 57), y se tiene para todo t:

Cgs(t7) = cgs(t) + c5(t) +cr(t)  (E21)

donde cgs(t) es la concentracion del estado fundamental para el tiempo t, cs(t) es la
concentracion del estado singlete para el tiempo t, y cr(t) es la concentracidn del estado
triplete para el tiempo t. Como el singlete tiene un tiempo de vida muy corto, si t >> 1ns,
entonces

Cgs(t™) = cgs(t) + cr(t) (E22)

Luego de varios ns del disparo del laser, se tiene la siguiente intensidad registrada por
el detector para la misma longitud de onda A:

I 4, ) = Iye~[cas®egs@rter@er@t = 1 o=[(egs@I=er(O)egs A +er@erlt
](l,l, t) — 10e_[Cgs(t_)ggs(/l)+(£T(/’D_£gs(l))CT(t)]l — Ioe_cgs(t_)sgs(/l)le_(ST(A)_Sgs(A))CT(t)l
I(l, A, t) = 10e_Cgs(t_)egs(/l)le_(ST(/’D_Egs(/D)CT(t)l = I(l’A)e_(ST(/l)_Sgs(/l))CT(t)l (E23)

Se define el delta de absorbancia, AA(At), o ADO, del siguiente modo

I l,l I e_cgs(t_)ggs(ﬂ)l
AA(/L t) = 10g< ( ) ) = ]0g< 0 (E24)
Ioe_[

I, 4, 1) cgs(tT)egs M +(er (M —2gs (D) )er ()]t

e_Cgs(t_)Sgs()l)l >

_ (er-egs))er (o)t
o [cas(tegsH(er(W~egs(D))er(D]: log (e ’ )(EZS)

AA(A ) = log(
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AAME) = (e (D) = £4s(A)) cr (D)1 (E26)

Por lejos, los intermediarios inestables mas comunes inducidos por radiacidon detectado
por Flash Fotélisis son estados excitados electrénicamente o radicales libres.

Los estados excitados encontrados normalmente son tanto estados singletes, los cuales
no contienen electrones desapareados, como tripletes, los cuales contienen dos
electrones desapareados (Figura 57). Los estados triplete tienen tiempos de vida mas
largos que los estados excitados singlete. Los estados excitados singlete y triplete a
menudo decaen emitiendo luz, esta radiacién se conoce como fluorescencia vy
fosforescencia, respectivamente. Las transiciones entre estados electrénicos de la
misma multiplicidad (conversién interna IT, del inglés: internal conversion) estan
permitidas por spin.
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Figura 57. Diagrama de Jablonski de una molécula organica con los tiempos correspondientes a los
diferentes procesos fotofisicos que pueden tener lugar en un proceso de excitacion. Para cada estado
electronico se detalla el apareamiento (o no) de los electrones.

Las transiciones entre estados de diferente multiplicidad (cruzamiento entre sistemas
ISC, del inglés: intersystem crossing) estan prohibidas por spin, aunque usualmente
algunos cruzamientos si ocurren. Aunque muchos estados excitados tripletes tienen
tiempos de vida intrinsecos de segundos cuando son medidos atrapados en vidrio rigido
a temperatura de nitrégeno liquido (77 K), en solucién a temperatura ambiente tienden
a tener tiempos de vida experimentales que caen en alglin lugar dentro del rango de
microsegundos — nanosegundos, debido a las reacciones de quenching. Los estados
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excitados singlete, por otro lado, siempre tienen tiempos de vida mas cortos que 1
microsegundo.
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Figura 58. a) Decaimiento de la sefial de AA a una longitud de onda determinada y obtencion de una
matriz 3D a partir del escaneo a diferentes longitudes de onda. b) Obtencidn de los espectros de absorcién
de transientes a partir de cortes en el plano A-AA a diferentes tiempos de la matriz 3D.

Las especies transientes observadas en Flash Fotdlisis son, generalmente, debido tanto
a radicales libres como a estados excitados.

El oxigeno reacciona con la mayoria de los estados excitados y los radicales, por lo tanto,
en las medidas de LFP se llevan a cabo algunos pasos previos para remover el aire de las
soluciones. Esto puede realizarse por repetidos congelamientos de la solucién,
evacuando el espacio sobre el sélido congelado y volviendo a fundir ("freeze-pump-
thaw"), o por un método mas rdpido, que consiste en burbujear la solucién con
nitrégeno puro, argén o helio. El oxigeno desactiva la mayoria de los estados excitados
triplete muy rdpidamente (constante de velocidad ~ 10° dm3mol?s?). Los estados
excitados singlete mas bajos, por supuesto, no son facilmente desactivados por el
oxigeno a pesar de tener una constante de velocidad de quenching de ~ 10*° dm3mols-
1 simplemente porque el tiempo de vida del estado S1 es demasiado corto.
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Los datos obtenidos con soluciones de Rf 27 uM saturadas en Ar, en ausencia de NPs
SiO,@Ag muestran valores positivos de AA en el rango de longitudes de onda de 500-
770 nm utilizando una ventana de tiempo de 0 - 40 us. La fotofisica de la Rf es compleja
y por lo tanto, varias especies contribuyen a las sefiales observadas, tales como el estado
triplete (3Rf*), su radical catién (Rf*), y su radical neutro (HRf), formado por la répida
protonacion del radical anidn (Rf").83 Este tipo de andlisis se usa en sistemas complejos,
aun en casos en los que se sabe que el mecanismo de reaccién no corresponda
exactamente a uno secuencial como el de la Figura 59.8¢

@ . @ e g -

Figura 59. Modelo secuencial de tres especies utilizado en el programa Glotaran® para realizar los analisis
de LFP. En este modelo la especie transiente 1 decae formando la especie 2, la cual luego decae generando
la especie 3, cada una con sus tiempos de vida 13, T2 y T3, respectivamente.

Como los espectros obtenidos en estas escalas de tiempo cortas muestran la
contribucion de varias especies, los analisis de estos resultados se realizaron de forma
global. Se presentan espectros diferencia asociados al decaimiento (DADS, del inglés:
Decay-Associated Difference Spectra). Los errores asociados a los tiempos de vida
obtenidos son <5%.

La Figura 60a muestra el DADS de la especie con el tiempo de vida mas corto (3,4 us), el
cual manifiesta una contribucidén del espectro del 3Rf* y el Rf-*. La segunda especie decae
con un tiempo de vida de 10,9 us y tiene DADS muy similar al espectro de absorcién del
Rf* (Figura 60b), y por tanto se lo asigha a este radical cation.?® La tercera especie (Figura
60c) se atribuye al HRf%3 y, como era esperado, decae con un tiempo de vida més largo
(> 50 ps).
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Figura 60: DADS normalizados correspondiente a los tiempos de vida de: 3,4 ps (a), 10,9 us (b), y>1ms
(c), obtenidos de los experimentos de laser flash fotdlisis ([Rf] = 27 uM) bajo saturacion de Ar luego de
excitacion a 355 nm. Las lineas discontinuas representan los espectros de absorcién reportados para 3Rf*
(rojo), Rf* (azul), and HRf- (verde).?”

95




Tesis Doctoral Capitulo 3

Los volumenes de suspensiones de nanoparticulas utilizados para estos ensayos se
muestran en la Tabla 7. La concentracidn de nanoparticulas se expresa en funcién de la
[SiO2].

Muestra Vol NP (pL) [SiO,] (mM)
NP1 25,0 0,1775
NP2 50,0 0,3550
NP3 75,0 0,5325
NP4 100 0,7100
NP5 125 0,8875
NP6 150 1,065

Tabla 7. Volumenes de nanoparticulas utilizados en las medidas de LFP. Las concentraciones se expresan
para el SiO; ya que ambas nanoparticulas contienen la misma cantidad de esferas de silice.

El andlisis con el programa Glotaran de las sefiales de LFP obtenidas con muestras de Rf
27 uM (A3 = 0,5) en suspensiones de nanoparticulas SiO,@Ag-low también dieron
como resultado tres DADS. El espectro con el tiempo de vida mas corto (15 - 40 ns) con
contribuciones negativas en todo el rango de longitudes de onda, es atribuido a la
respuesta electronica del set-up de nuestro LFP a la dispersion de las muestras. El
segundo DADS (Figura 61a) tiene un tiempo de vida de 9 ps. Este DADS es muy similar al
espectro de absorcion reportado del Rf* y es asignado a este radical. La tercera especie,
asignada al HRf- (Figura 61b) muestra un tiempo de vida mas largo (50 ps).

a) b)

——e——— RFSIO,@Ag-low 5 ——e——— RFSIO,@Ag-low 5
-— . - Radical cation -_ - - Radical neutro
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Figura 61: DADS correspondientes a las especies de Rf en presencia de NPs SiO,@Ag-low: Rf* (a) y HRf
(b) obtenidos de los experimentos de laser flash-photolysis bajo saturacidn de Ar luego de excitacién a
355 nm. Los experimentos fueron realizados con [Rf] =27 uM y [SiO;] = 0,8875 mM. Las lineas discontinuas
representan los espectros de absorcidn reportados para Rf* (azul), y HRf (verde).

La razén por la cual el estado triplete de Rf no se observa en presencia de las NPs
SiO,@Ag-low podria ser una eficiente transferencia de carga desde las nanoparticulas
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de plata al estado excitado singlete de Rf (*Rf*) (reaccién 19). La competencia de esta
reaccion con el proceso de cruzamiento entre sistemas (20) obstaculiza la deteccién del
3Rf* en los ensayos de LFP.

Rf*+ Ag = Rf+Ag* (R19)
IRf* S 3Rf* (R20)

La reaccidn (19) es termodinamicamente favorable, como lo indica la energia de Gibbs
calculada de la ecuacién de Rehm-Weller?®: AgrG® = -111 k/mol. La existencia de esta
reaccion implica un descenso del tiempo de vida del estado singlete (ts) en presencia de
las nanoparticulas. Sin embargo, ts no fue afectado por las nanoparticulas (ver Tabla 8).

Muestra [Si0,] (M) . (ns)
Rf — 4,70

Rf-5i0, 4 B,4x10* 4,66
Rf-5i0; 8 4 3x10-3 4.62
RE-5i0.@Ag-low 4 6 Ax104 4,70
RESI0@Ag-low B 4 3x10°3 4,72

Tabla 8: Tiempos de vida de fluorescencia de Rf en ausencia y en presencia de nanoparticulas.

Estos resultados apoyan la idea de que la transferencia de carga desde las
nanoparticulas de plata al estado excitado singlete de Rf en solucién (*Rf*) no es la
responsable de la ausencia en la sefial del estado triplete en los ensayos de LFP
realizados con las NPs SiO.@Ag-low. Una posible explicacién involucra la reaccién de
transferencia de carga (21) desde la Ag al estado excitado del complejo no-fluorescente
entre Rf y las nanoparticulas (*Rf-NP).

*Rf-NP + Ag S Rf-NP + Ag* (R21)
Rf*-NP representa el radical anidn adsorbido de Rf.

De la reaccién 21, podemos concluir que la presencia de Rf e irradiaciones del laser
posteriores van a inducir la generacién de iones Ag*, los cuales pueden tener
interesantes aplicaciones antimicrobiales.

Con el fin de investigar el efecto en el grado de cobertura de plata sobre la superficie de
la silice, se realizé otra serie de experimentos de LFP con Rf en presencia de NPs
SiO,@Ag con mayor contenido de Ag. Sorprendentemente, en este caso los resultados
fueron diferentes de los obtenidos con NPs SiO,@Ag-low. El andlisis de Glotaran® arrojo
tres especies con DADS y cinéticas similares a los datos de la Figura 18 (Figura 62). La
especie con el tiempo de vida mas corto (11,50 ns) fue asignada a la componente de
dispersion. La segunda especie (Figura 62a) con un tiempo de vida de 12,54 ps muestra
una contribucion inequivoca del 3Rf*. Este resultado estd en linea con la menor afinidad
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de la Rf por las NPs core-shell con menor cantidad de grupos silanoles superficiales, lo
cual es desfavorable para que ocurra la reaccién (21). El tercer componente (99,68 pus)
puede ser asignado al radical neutro de la Rf (Figura 62b).
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Figura 62. DADS normalizados correspondientes a los tiempos de vida: 12,54 ps (2), y 99,68 us (b),
obtenidos de los experimentos de laser flash-fotdlisis bajo saturacion de Ar luego de excitacion a 355 nm.
Los experimentos fueron realizados con [Rf] = 27 uM y [SiO,] = 0,8875 mM de las NPs SiO,@Ag. Las lineas
discontinuas representan los espectros de absorcién reportados para 3Rf* (rojo) y HRf (verde).

Cuando realizamos los ensayos de LFP para muestras de Rf 27 uM en presencia de
cantidades crecientes de NPs SiO,@Au obtenemos, al igual que para las NPs SiO,@Ag,
dos especies, una con un tiempo de vida 11 de 10,21 ps y el otro con un 1; de 85,29 ps,
los cuales pueden ser asignados al triplete (3Rf*) y al radical neutro (HRf),
respectivamente (Figura 63).
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Figura 63. DADS normalizados correspondientes a los tiempos de vida: 10,21 ps (a), y 85,29 us (b),
obtenidos de los experimentos de laser flash-fotdlisis bajo saturacion de Ar luego de excitacion a 355 nm.
Los experimentos fueron realizados con [Rf] = 27 uM y [SiO;] = 1,065 mM de las NPs SiO,@Au. Las lineas
discontinuas representan los espectros de absorcion reportados para 3Rf* (rojo) y HRf (verde).
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Si bien, el ver los espectros obtenidos, nos hace pensar que posiblemente las NPs
SiO,@Au no tienen ningun efecto sobre los transientes de la Rf, cuando analizamos los
espectros DADS sin normalizar, vemos que hay un leve incremento en la cantidad de
triplete generado (Figura 64a), el cual se evidencia al graficar el cociente entre la AA de
las mezclas y el AAp (de la Rf sin NPs) vs la concentracién de nanoparticulas (Figura 64b),
a la longitud de onda del maximo de absorcidn del triplete.
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Figura 64. a) DADS correspondientes al tiempo de vida 10,21 us obtenidos de los experimentos de laser
flash-fotdlisis bajo saturacion de Ar luego de excitacion a 355 nm, realizados con [Rf] =27 uM y cantidades
crecientes de NPs SiO,@Au. b) Relacién entre AA de las mezclas y el AA de la Rf sin NPs en funcion de la
concentracion de nanoparticulas. Los AA fueron tomados a la longitud de onda del maximo de absorcidn
del triplete (705 nm).

Experimentos de LFP fueron realizados con muestras de RB2 en presencia y ausencia de
NPs SiO.@Ag en los rangos de longitudes de onda de 350 - 480 nm y 580 - 700 nm con
una ventana temporal para cada rango de 0 — 1 ms y 0 — 100 us, respectivamente. En la
segunda regidén la Unica especie transiente que absorbe en la ventana de tiempo de
nuestros experimentos es el estado triplete del colorante, 3RB%* (Figura 65a). En la
regién de longitudes de onda mds cortas el estado triplete también absorbe junto con
el radical semi-reducido (RB*") y semi-oxidado (RB~) (Figuras 65b, 65c y 65d). Estos
radicales se formaron a través de la desproporcidn del estado triplete y el estado basal
del RB (RB?).%’

3RB2* + RB> = RB~ + RB (R22)
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Figura 65. DADS normalizados correspondiente a los tiempos de vida de: 10,25 ps (a) y (b), 22,56 us (c), y
239,4 us (d), obtenidos de los experimentos de laser flash fotdlisis ([RB?] = 147 uM) bajo saturacién de Ar
luego de excitacidn a 355 nm. Las lineas discontinuas representan los espectros de absorcidn reportados
para 3RB%** (rojo), RB~ (azul), and RB" (verde).?°

El andlisis global de los experimentos realizados bajo saturacién de Ar en el rango de 580
— 700 nm mostraron la contribucién de una especie solamente con un tiempo de vida
de 10,25 psy un espectro de absorcidn que coincide con el del 3RB?* (Figura 66a). Tanto
el tiempo de vida como los espectros fueron independientes de la presencia de NPs
SiO,@Ag. Enelrango de 350 - 480 nm el programa detectd tres componentes: el tiempo
de vida del primer componente fue 10,25 ps nuevamente y el DADS mostré absorciéon
positiva en ausencia de particulas, mientras que aparecid una regién negativa alrededor
de 420 nm en presencia de NPs SiO,@Ag. Recordemos que los espectros DADS se
interpretan en términos de la pérdida o ganancia de absorcién asociada a un cierto

tiempo de vida.
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Figura 66. DADS normalizados correspondiente a los tiempos de vida de: 10,25 ps (a) y (b), 22,56 us (c), y
239,4 us (d), obtenidos de los experimentos de laser flash fotdlisis ([RB?] = 147 uM) bajo saturacién de Ar
luego de excitacidon a 355 nm con cantidades crecientes de NPs SiO,@Ag.

Como puede verse en la Figura 66b, los espectros DADS que corresponden al tiempo de
vida 11 = 10,25 ps asociado al triplete en la zona de 350 - 480 nm se hacen cada vez mas
negativos en la zona de 420 nm donde presenta el maximo de absorcién el radical semi-
reducido RB-*.° Esto se debe a que el decaimiento del triplete da lugar a la formacién
del radical RB-*. Andlogamente, para el DADS asociado al tiempo de vida t3 = 239,4 ps,
con contribucién mayoritaria del radical RB-*, se espera una ganancia de absorcidon en
la zona de 420 nm, como puede verse en la Figura 66d. El segundo componente con un
tiempo de vida de 22,56 ps muestra un DADS con contribuciones de los radicales RB-y
RB3 (Figura 66c¢), mientras que el DADS del tercer componente con un tiempo de vida
de 239,4 ps coincide con el asignado al radical RB3" (Figura 66d).°* Estos resultados
concuerdan con el tiempo de vida mas largo reportado para el radical semi-reducido
RB* comparado con el del radical RB-.%2

El andlisis Glotaran de los datos obtenidos de los experimentos realizados con muestras
de RB? en presencia y en ausencia de NPs SiO,@Ag en el rango de longitudes de onda
de 580 - 700 nm saturadas en aire, dio como resultado un componente con un tiempo
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de vida de 2,150 us. Con este tiempo de vida, el decaimiento obtenido del triplete en
muestras saturadas en Ar (10 ps), y la concentracion de oxigeno molecular de soluciones
saturadas en aire (0,29 mM)*°, se obtuvo una constante de velocidad de quenching del
3RB2* por el oxigeno de 1,3x10° Ms?, en excelente coincidencia con el valor reportado
de 1,6x10° Mst.°1 El DADS también fue coincidente con el espectro reportado del
estado triplete (Figura 67).

En resumen, a pesar de que el RB* se adsorbe sobre las NPs SiO.@Ag, no puede
observarse ningun efecto sobre el estado triplete del colorante.
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Figura 67. DADS normalizado correspondiente al tiempo de vida de: 2,150 ps (a) y (b) obtenidos de los
experimentos de laser flash fotdlisis ([RB?] = 147 uM) bajo saturacidn de aire luego de excitacion a 355
nm con cantidades crecientes de NPs SiO,@Ag.

Los experimentos de LFP realizados con muestras de RB2 en presencia y ausencia de NPs
SiO2@Au en los mismos rangos de longitudes de onda anteriores (350 - 480 nm y 580 -
700 nm) muestran, en la segunda regidn, una Unica especie transiente que absorbe en
la ventana de tiempo de nuestros experimentos correspondiente al estado triplete del
colorante, 3RB** (Figura 68a). En la regién de longitudes de onda mds cortas el estado
triplete también absorbe junto con el radical semi-reducido (RB*3") y semi-oxidado (RB")
(Figuras 68b, 68c y 68d) al igual que lo que encontramos para las NPs SiO,@Ag.
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Figura 68. DADS correspondiente a los tiempos de vida de: 9,980 ps (a) y (b), 23,73 us (c), y 285,1 us (d),
obtenidos de los experimentos de laser flash fotdlisis ([RB?] = 147 uM) bajo saturacidn de Ar luego de
excitacion a 355 nm con cantidades crecientes de NPs SiO,@Au.

Como puede verse en la Figura 68b, nuevamente los espectros DADS que corresponden
al tiempo de vida t1 = 9,98 us asociado al triplete en la zona de 350 - 480 nm se hacen
cada vez mas negativos en la zona de 420 nm donde presenta el maximo de absorcidn
el radical RB* al igual que ocurria con las nanoparticulas recubiertas con plata. Estos
cambios relativos de los DADS asociados a los tiempos de vida 11 = 9,98 us y 13 = 285,1 us en
la zona de 420 nm en funcidn de la concentracién de nanoparticulas pueden explicarse de
la misma manera que para los ensayos realizados con SiO,@Ag NPs.

Si analizamos lo que sucede cuando graficamos la relacién entre el AA de las mezclas y
el AAo del RB% sin particulas vs la concentracién de SiO,, vemos que la cantidad de
triplete 3RB?* no se ve afectada por la presencia de las NPs SiO.@Au (Figura 69).
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Figura 69. Relacién entre AA de las mezclas y el AA de la RB? sin NPs en funcién de la concentracién de
nanoparticulas. Los AA fueron tomados a la longitud de onda del maximo de absorcion del triplete (380

nm).
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Por lo tanto, al igual que lo que sucede con las NPs SiO,@Ag, a pesar de formar un
complejo con el RB?, las NPs SiO.@Au parecieran no tener efecto sobre el estado
triplete del colorante.

El analisis con el programa Glotaran de las sefiales de LFP obtenidas con muestras de
MB* 412 UM (A3%> = 0,5) en suspensiones de nanoparticulas SiO,@Ag dieron como
resultado un Unico DADS con valores positivos de AA en el rango de longitudes de onda
de 370 — 470 nm utilizando una ventana de tiempo de 0 - 200 ps. El espectro, con un
tiempo de vida de 17,30 s, es atribuido al triplete 3MB** (Figura 70).
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Figura 70. DADS normalizado correspondiente al tiempo de vida de 17,30 us obtenido de los experimentos
de laser flash fotdlisis ((MB*] = 412 uM) bajo saturaciéon de Ar luego de excitacion a 355 nm con cantidades
crecientes de NPs SiO,@Ag.

Si analizamos el decaimiento del 3MB** en ausencia de NPs, podemos establecer un
ajuste monoexponencial, con un tiempo de vida de 17,39 s, en total coincidencia con
el valor arrojado por Glotaran. En presencia de las NPs, si ajustamos las sefiales con un
decaimiento monoexponencial, los tiempos de vida son bastante mas largos que para el
MB* solo (25,07 us). Esto va en contra de la posibilidad de un quenching colisional, por
lo que realizamos un ajuste biexponencial de los datos con NPs y vimos que hay un
tiempo de vida igual al del triplete de MB* solo y otro 3 veces mas largo (50,95 ps). Dado
gue solo obtuvimos un espectro DADS en todos los casos analizados, este segundo
tiempo de vida fue asociado al MB* adsorbido sobre las nanparticulas SiO,@Ag.

Cuando observamos lo que sucede con la cantidad de triplete 3MB**, encontramos que
a medida que aumentamos la concentracién de nanoparticulas hay un incremento en la
absorcion del triplete (Figura 71a), lo cual se confirma cuando graficamos la relacién
entre el AA de las mezclas y el AAg del MB* sin particulas en funcién de la concentracién
de SiO; (Figura 71b), lo cual nos estaria indicando un aumento muy leve en la cantidad
de triplete formado en presencia de las NPs.
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Figura 71. a) DADS correspondientes al tiempo de vida 17,30 us obtenidos de los experimentos de laser
flash-fotdlisis bajo saturacién de Ar luego de excitaciéon a 355 nm, realizados con [MB*] = 412 uM y
cantidades crecientes de NPs SiO,@Ag. b) Relacidn entre AA de las mezclas y el AA de la MB* sin NPs en
funcidn de la concentracion de nanoparticulas. Los AA fueron tomados a la longitud de onda del maximo
de absorcion del triplete (420 nm).

Por ultimo, estos mismos ensayos de LFP fueron realizado para soluciones de MB* 412
MM saturadas en Ar, en presencia y en ausencia de NPs SiO,@Au. Las sefiales obtenidas
muestran valores positivos de AA en el rango de longitudes de onda de 370 - 470 nm
utilizando una ventana de tiempo de 0 - 200 ps. Del mismo modo que en el caso anterior,
un Unico DADS fue generado del analisis en Glotaran. Este espectro (Figura 72), con un
tiempo de vida de 29,64 us, puede ser asignado al triplete del colorante (3MB**).

Cuando analizamos el decaimiento del 3MB** en ausencia de NPs, establecimos
nuevamente un ajuste monoexponencial, con un tiempo de vida de 28,66 ps,
practicamente el mismo valor arrojado por Glotaran.
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Figura 72. DADS normalizados correspondiente al tiempo de vida de 29,64 us obtenido de los
experimentos de laser flash fotélisis ((MB*] = 412 juM) bajo saturacién de Ar luego de excitacién a 355 nm
con cantidades crecientes de NPs SiO,@Au.
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Luego realizamos un ajuste biexponencial de los datos con NPs y vimos que hay un
tiempo de vida igual al del triplete de MB* solo y otro mas largo de 71,48 us. Al igual
gue lo que ocurre para las nanoparticulas recubiertas con plata, solo obtuvimos un
espectro DADS en todos los casos analizados, por este motivo, el segundo tiempo de
vida fue asignado al MB* adsorbido sobre las nanoparticulas SiO,@Au.

Como podemos observar, pareceria que ambas nanoparticulas tienen el mismo efecto
sobre el estado triplete del azul de metileno.
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Figura 73. a) DADS correspondientes al tiempo de vida 28,66 us obtenidos de los experimentos de laser
flash-fotdlisis bajo saturacién de Ar luego de excitacidon a 355 nm, realizados con [MB*] = 0,82 mM y
cantidades crecientes de NPs SiO,@Au. b) Relacidn entre AA de las mezclas y el AA de la MB* sin NPs en
funcién de la concentracion de nanoparticulas. Los AA fueron tomados a la longitud de onda del maximo
de absorcion del triplete (420 nm).

Sin embargo, cuando analizamos los DADS de las muestras de MB* con diferentes
concentraciones de NPs SiO,@Au, vemos que a medida que aumenta la cantidad de
nanoparticulas se produce una disminucion en la absorcion del colorante (Figura 73a), a
diferencia de lo que ocurre para las NPs SiO,@Ag (Figura 71a). Este descenso puede
verse mas claramente en el grafico de la Figura 73b, lo cual nos indica una disminucién
en la cantidad de triplete generado en presencia de las NPs SiO;@Au.

La comparacion de los datos obtenidos con ambos colorantes indica que la Rf y el RB>
se adsorben mas favorablemente sobre NPs SiO,, mostrando una preferencia por los
grupos silanoles de las nanoparticulas comparado con los sitios del metal. Las constantes
de velocidad aparente Kapp Obtenidas para la complejacién son similares. Cuando se
utilizaron las nanoparticulas con bajo recubrimiento de plata (NPs SiO,@Ag-low) en los
ensayos de LFP, no fue posible observar la absorcién del estado excitado triplete de la
Rf (3Rf*) y este comportamiento se explicé en términos de una reaccién de transferencia
de carga desde la Ag al estado excitado del complejo no fluorescente entre la Rf y la
nanoparticula (*Rf-NP) (reaccidn 21). Sin embargo, ni la cantidad ni el decaimiento del
estado triplete del Rosa de Bengala (3RB?*) fueron afectados por la presencia de las NPs
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SiO,@Ag. Este resultado indica que el complejo de este colorante con las nanoparticulas
(*RB%>-NP) es incapaz de transferir electrones a las nanoparticulas de plata en una
reaccion similar a la (21). Estos resultados se explican en términos de la factibilidad de
la transferencia de un electrén desde la nanoparticula al estado triplete de ambos
colorantes.

La Tabla 9 lista los valores de la energia del estado triplete (Et), estado fundamental y
potenciales redox del estado triplete de los sensibilizadores, y la energia de Gibbs (AerG°)

y las constantes de equilibrio para el proceso de transferencia de un electron (23) para
35* - 3Rf* 0 3RBZ—*'

35* + Ag =» S--NP + Ag* (R23)
. . Potencial Redox del Potencial Redox del DGO/
Muestra Er/ Kj-mol"  gstado Fundamental vs Estado Triplete Kj.mol-2
ENH/V VSENH/V (a)
RBZ 175,6 (0 E°(RBZ/RB3) =-0,78 (¢}  E° (3RBZ"/RB3)= 1,04(") -25,1 2,5 x 10*
MB* 138 © E° (MB*/MB) =-0,062 (@ E° (3MB**/MB)=1,43@ 62,7  1,0x 10
Rf 209,0 (@ E° (Rf/Rf")= -0,546(¢ E° (3Rf*/Rf7)= 1,62 -81,0 1,6 x 1014

(@) Calculado a partir de la ecuacion de Rehm-Weller” tomando 0,78 V para el potencial redox E° (ag./ag) Vs. NHE, el cual
es el valor reportado para nanoparticulas de plata de aprox 10 nm de didametro.93 () De |a ref 33. () De la ref 38. () De
la ref 39. (e) De la ref 40. ) De la ref 6.

Tabla 9. Energia del estado triplete (Er), potenciales redox del estado fundamental y triplete de los
sensibilizadores, energia libre de Gibbs (AerG®) y constantes de equilibrio (K) de la reaccion (6) para S =
RBZ, MB* y Rf.

Asumiendo que los potenciales redox de estado triplete de los sensibilizadores son
similares cuando estan libres o adsorbidos sobre las nanoparticulas, podemos predecir
la reaccién (24), un proceso termodinamicamente factible, tiene una constante de
equilibrio K diez ordenes de magnitud menor que el de la reaccion (21). Esta podria ser
la razén por la cual no se observa efecto de las NPs SiO,@Ag-low en el estado triplete
del Rosa de Bengala, mientras que las nanoparticulas tienen un efecto de quenching
drastico en el estado triplete de la Rf.

*RBZ-NP + Ag & RB*-NP + Ag* (R24)

Es notable también que aunque el RB? se dimeriza en la superficie de las NPs SiO,,
nuestros ensayos de absorcidn transciente muestran claramente que el dimero se
disocia en el estado excitado triplete, en completa coincidencia con los datos reportados
de estados excitados del RB% en la superficie de la silice.®* Esta concordancia apoya la
ausencia, bajo nuestras condiciones experimentales, de cualquier efecto de las
nanoparticulas de plata en la fotofisica del RB*. En el caso de MB*, aunque la
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transferencia de carga sea posible (ver Tabla 9), no tenemos evidencia experimental de
que ocurra.

3.4.4 Estudio de la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) utilizando la
técnica Resonancia Paramagnética de Electrones.

La Resonancia Paramagnética de Electrones (EPR, del inglés: Electron Paramagnetic
Resonance) es una técnica espectroscépica que detecta especies que poseen electrones
desapareados. A esta técnica a menudo se la Ilama Resonancia de Spin Electrénico (ESR,
del inglés: Electron Spin Resonance).

Solo la EPR detecta electrones desapareados inequivocamente. Otras técnicas tales
como fluorescencia, pueden proveer evidencia indirecta de radicales libres, pero solo
EPR arroja evidencia incontrovertible de su presencia. Ademas, EPR tiene el poder Unico
de identificar las especies paramagnéticas que detecta. Las muestras de EPR son muy
sensibles al entorno local. Por lo tanto, esta técnica arroja informacién sobre la
estructura molecular cercana al electron desapareado. En ciertos casos, los espectros
de EPR exhiben cambios dramaticos en patrones de lineas, dando una idea de procesos
dinamicos tales como movilidad molecular o fluidez. La técnica de EPR con trampa de
spin (EPR spin-trapping), detecta radicales libres reactivos, de tiempo de vida cortos.
Esta técnica ha sido vital en el campo de la biomedicina para elucidar el rol de los
radicales libres en muchas patologias y toxicidades. La EPR con marcaje de spin (EPR
spin-labelling) es una técnica utilizada por bioquimicos donde una molécula
paramagnética (el marcador de spin) es empleada para marcar macromoléculas en
regiones especificas. Del espectro de EPR reportado para el marcador de spin, se puede
determinar el tipo de entorno (hidrofobicidad, pH, fluidez, etc.) en el cual esta
localizado.

EPR es una técnica de resonancia magnética muy similar a la Resonancia Magnética
Nuclear (NMR, del inglés: Nuclear Magnetic Resonance). Sin embargo, en vez de medir
transiciones nucleares en la muestra, se detecta las transiciones de los electrones
desapareados en un campo magnético aplicado. Aligual que el protén, el electrén posee
“spin”, el cual le otorga la propiedad magnética conocida como momento magnético. El
momento magnético hace que el electrén se comporte como un pequeiio iman. Cuando
se aplica un campo magnético externo, los electrones paramagnéticos pueden
orientarse tanto en direccién paralela o perpendicular a la direcciéon del campo
magnético. Esto crea dos niveles de energia distintos para los electrones desapareados
y nos permite medirlos a medida que se desplazan entre los dos niveles. Inicialmente,
habra mas electrones en el nivel de menor energia (paralelo al campo) que en el nivel
superior (perpendicular). Utilizamos una frecuencia fija de radiacién de microondas para
excitar algunos electrones del nivel de menor energia al nivel superior de energia. Para
gue esta transicion ocurra debemos tener el campo magnético externo a una intensidad
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especifica, de manera que la separacion entre los estados de menor y mayor energia
esté exactamente emparejada con la frecuencia de las microondas. De manera de lograr
esta condicidn, barremos el campo magnético externo mientras exponemos la muestra
a una radiacién de microondas de frecuencia fija. La condicion en la que el campo
magnético y la frecuencia de microondas son las “justas” para producir la resonancia
EPR (o0 absorcion) se conoce como condicidn de resonancia.

Las muestras contienen un gran numero de spines distribuidos en el campo magnético
continuo entre los dos estados de energia permitidos de acuerdo con el equilibrio
térmico. La poblacién relativa de los dos niveles se describe por la distribucién de
Boltzmann

+
x— =e(hr)  (B27)

Donde k es la constante de Boltzmann y T es la temperatura de la muestra. El campo
magnético oscilante a la frecuencia resonante Qg induce transiciones de abajo hacia
arriba o de arriba hacia abajo con la misma probabilidad. Sin embargo, la poblacién de
baja energia es mayor que la del nivel superior, conduciendo a un mayor nimero de
transiciones al nivel superior, y, como consecuencia, a una absorcidon de energia por
parte de la muestra. Este efecto es la base del enfoque experimental mas simple y
ampliamente utilizado, conocido como experimento de EPR de onda continua (CW, del
inglés: continuous wave), en el cual la muestra que contiene las especies
paramagnéticas es irradiada por microondas con una frecuencia fijada por la fuente, y
el campo magnético es variado para buscar la absorcion de microondas. La dependencia
de la absorcién de microondas en el campo magnético observado en estos experimentos
es el espectro de EPR.
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\ —
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Figura 74. Modos de dispersion (linea punteada) y absorcion (linea continua) de las transiciones
magnéticas resonantes en funcién de la frecuencia.
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Para determinar la presencia de radicales generados a partir de la irradiacion de los
fotosensibilizadores Rf y RB?, en presencia de las NPs SiO,@Ag-low y SiO:@Au,
realizamos medidas de EPR spin-trapping utilizando 5,5-dimetil-1-pirrolina-N-6xido
(DMPO, del inglés: 5,5-dimethyl-1-pyrroline-N-oxide) y 2,2,6,6-tetrametilpiperidina
(TMP, del inglés: 2,2,6,6-tetramethylpiperidine) como trampas para radical OH vy
oxigeno singlete, respectivamente.

a) b)
—— DMPO t = 0 min —— DMPOt = 0 min

0.03 —— Ri+DMPO t = 20 min ) 0.03 Rf + DMPO t = 20 min
RF-SI0,@Ag + DMPO t = 20 min RF-SIO,@Au + DMPO t = 20 min
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Figura 75. Espectros EPR de Riboflavina irradiada con lampara de luz negra (Amsx = 350 nm) en presencia
de a) NPs SiO,@Ag-low y b) NPs SiO,@Au.

La Figura 75 muestra los espectros del DMPO antes y después de ser irradiado con luz
de 350 nm en presencia de Rf con nanoparticulas de silice recubiertas con plata u oro.
Como podemos observar, tanto en la Figura 75a y 75b, cuando se irradia la Rf en
presencia o ausencia de NPs, aparecen nuevos picos que no estan presentes en el
espectro del DMPO solo (marcados con flechas) y las seiales originales de la trampa
disminuyen. Hay reportes que indica que las sefiales iniciales del DMPO sin irradiar
podrian deberse a productos de oxidacién de la trampa (DMPOox).°>°® Las nuevas
sefales corresponden a un cuarteto 1:2:2:1 similar al que se observa para los aductos
de DMPO con OH' 0 HO,.°” Sin embargo, si bien el nuevo espectro obtenido podria estar
dado por la contribucidn de ambos aductos, es probable que se deba principalmente al
aducto DMPO-0OH, ya que el aducto con HO> tiene una duracién muy corta y decae
rapidamente a hacia la forma del aducto DMPO-OH (Figura 76).%8

Un parametro especifico en el espectro de cada especie en una condicién determinada
es la distancia (o separacién) entre los picos. En el caso del aducto DMPO-OH, estas
constantes de acoplamiento hiperfino (aH y aN) estan entre 14 y 15 G (Gauss, unidad
del campo magnético). En los espectros obtenidos para Rf irradiado en presencia y
ausencia de NPs SiO;@Ag-low y SiO,@Au, la separacién de los picos que forman el
cuarteto del aducto DMPO-OH es de 17 G, en excelente concordancia con los valores
reportados en bibliografia.®® Estos resultados confirman la generacidn de radical OH: en

las muestras irradiadas.
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Figura 76. Esquema de generacién de los aductos DMPO-OH y DMPO-HO,, y el decaimiento de este
ultimo hacia la forma del aducto DMPO-OH.

Si al espectro EPR de la Rf irradiada en presencia de NPs y DMPO le restamos el espectro
del DMPO sin irradiar (afectado por la relacién de picos entre ambos espectros a 3391

G), obtenemos un espectro como el que se observa en la Figura 77.

En estos espectros diferencia se puede ver claramente la forma del cuarteto 1:2:2:1
correspondiente al aducto DMPO-OH vy la separacion de sus picos caracteristicos.
Ademas, podemos ver la presencia correspondiente a un triplete que también se ha
observado en otros estudios (marcados con flechas).1% Estas sefiales podrian surgir a
partir de diferentes procesos tales como: la descomposicion del aducto DMPO-OH via
apertura del anillo de pirrolina en el enlace C-N, la descomposicion de un dimero de
DMPO que con el radical OH- daria un compuesto paramagnético, entre otros.

a) ‘ (RESIO,@Ag + DMPO t = 20 min) - (DMPO t = 0 min) b) ‘ (RF-Si0,@Au + DMPO t = 20 min) - (DMPO t = 0 min)
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Figura 77. Espectros EPR de la diferencia entre el DMPO irradiado en presencia de Rf + NPs SiO,@Ag-low
(a) y Rf + SiO@Au (b) y el DMPO sin irradiar afectado por la relacién de picos entre ambos espectros a
3391 G.

Cuando comparamos el efecto producido por las nanoparticulas SiO;@Ag-low y
SiO,@Au sobre la generacidon del radical OH' por parte de la Rf, a partir de las
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intensidades de los picos del cuarteto 1:2:2:1 en el grafico de la figura 78, vemos que se
cumple la relacién Rf + SiO,@Ag-low > Rf sola > Rf + SiO,@Au.

—— Rf+DMPO t = 20 min
0.020 —— RESIO,@Ag + DMPO t = 20 min
RE-SiO,@Au + DMPO t = 20 min
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3380 3400 3420 3440 3460
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Figura 78. Espectros EPR del aducto DMPO-OH para la Rf sola, Rf + SiO,@Ag-low y Rf + SiO,@Au.

La formacion del radical anion de Rf a partir de la transferencia de carga desde el triplete
de Rf a las NPs SiO,@Ag-low (ver resultados de LFP) resulta en un aumento en la

concentracion de Rf-. Este radical por reaccion con el oxigeno molecular puede generar

0,", precursor de H,0,.101:102

Rf~+ 0, #Rf +05  (R25)
205 +2H* = H,0,+0,  (R26)
H,0, +0; #HO-+ HO~ +0,  (R27)

Estos mismos ensayos de EPR se realizaron para el colorante RB%" en ausencia y en
presencia de NPs SiO,@Ag y SiO,@Au arrojando resultados similares.

a) b)

—— DMPO t = 0 min —— DMPOt = 0 min
0.03 —— RB + DMPO t = 20 min 0.03 —— RB + DMPO t = 20 min
RB-Si0,@Ag + DMPO t = 20 min RB-Si0,@Au + DMPO t = 20 min
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Figura 79. Espectros EPR de Rosa de Bengala irradiada con ldmpara de luz blanca (Amsx = 575 nm) en
presencia de a) NPs SiO,@Ag y b) NPs SiO,@Au.
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Como vemos en la Figura 79 nuevamente aparecen las sefales caracteristicas del
cuarteto 1:2:2:1 correspondiente al aducto DMPO-OH. Si graficamos el espectro
diferencia entre el RB% irradiado en presencia de las NPs y el DMPO, y el DMPO sin
irradiar (Figura 80), como hicimos anteriormente para la Rf, volvemos a obtener, para
ambas particulas, el espectro caracteristico del aducto DMPO-OH con la sefial del
triplete ya mencionada. La separacion de los picos del cuarteto es de 17 G, lo que
confirma la sefal asignada al aducto. Sin embargo, a diferencia de lo obtenido para Rf,
la intensidad de la sefial del cuarteto es mucho menor en el caso del RB?, incluso es
menor que la intensidad correspondiente al triplete de interferencia.

a) ‘ (RB-SiO,@Ag + DMPO t = 20 min) - (OMPO t = 0 min*0.121) b) ‘ (RB-SiO,@Au + DMPO t = 20 min) - (DMPO t = 0 min*0.121)
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Figura 80. Espectros EPR de la diferencia entre el DMPO irradiado en presencia de RB2 + NPs SiO,@Ag
(a) y RB2 + SiO,@Au (b) y el DMPO sin irradiar afectado por la relacién de picos entre ambos espectros a

3391G.

Estos resultados estdn de acuerdo con los de LFP, ya que en este caso no se observé
transferencia de carga desde el triplete del fotosensibilizador a las NPs, y por ende no
hubo cambios en la generacidn del triplete ni de los radicales de la RB%.

Como es sabido, el RB* no genera radicales OH' ni radical anién superdxido por
irradiacion. La explicacién de la aparicidn de la seial correspondiente al aducto DMPO-
OH puede ser el siguiente mecanismo propuesto para otros sensibilizadores'%, inclusive

para el Rosa de Bengala®®:

10, + DMPO —— [DMPO-10,] *[DMPO-'0,] aducto de corto tiempo de
vida entre DMPO y el oxigeno singlete
[DMPO-10,] —— DMPO/OH + OH-

lDMPO

DMPO-OH-

Figura 81. Esquema de generacién del aducto DMPO-OH a partir de 10,
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Si ahora comparamos las intensidades de los picos correspondientes al aducto DMPO-
OH para el RB? en ausencia y en presencia de NPs SiO2@Ag y SiO.@Au, obtenemos el
grafico de la Figura 82, donde no se observan diferencias entre el colorante solo y las

mezclas con nanoparticulas.
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Figura 82. Espectros EPR del aducto DMPO-OH para la RB solo, RB2 + SiO,@Ag y RB2 + SiO,@Au.

Cuando analizamos la produccién de oxigeno singlete mediante EPR spin-trapping, con
el TMP como trampa para este radical, para la Rf irradiada en ausencia y en presencia
de NPs SiO;@Ag-low y SiO,@Au obtenemos los espectros de la Figura 83. En estos
graficos vemos la sefial caracteristica del aducto TMP-10,, la cual consta de un triplete
cuya constante de acoplamiento hiperfino an es de 15,04 G (separacion entre los picos).
En nuestro caso, la distancia entre los picos del triplete es de 18 G, muy similar a la
reportada en bibliografia. La aparicion de estas sefiales indica la formacién de oxigeno
singlete por parte del fotosensibilizador luego de la irradiacién a 350 nm, tanto en

ausencia como en presencia de las nanoparticulas.

a) =—— TMP t = 0 min
—— Rf+TMP t = 20 min

1.2 Rf-Si0,@Ag + TMP t = 20 min [

b)

1.0 A

0.8 -

0.6 -

0.4

0.2 -

0.0

0.2

Intensidad / u.a.

0.4 q

0.6 q

-0.8 q

Intensidad / u.a.

-1.0 T T T T T
3380 3400 3420 3440 3460

Campo / G

1.2
1.0 A
0.8 -
0.6 -
0.4
0.2

0.0 Jr———— A—J

0.2

0.4 q

0.6 q

-0.8 q

= TMP t = 0 min
= Rf+ TMP t = 20 min
Rf-SiO,@Au + TMP t = 20 min [

-1.0 T T
3380 3400

T

3420

Campo / G

3440 3460

Figura 83. Espectros EPR de TMP con Riboflavina irradiada con lampara de luz negra (Amzx = 350 nm) en
presencia de a) NPs SiO,@Ag-low y b) NPs SiO,@Au.
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Cuando comparamos las intensidades de los espectros del aducto TMP-10, generados
para la Rf sola y en presencia de las NPs SiO,@Ag-low y SiO;@Au en un mismo grafico
(Figura 84), podemos observar la Riboflavina sola es la que mayor cantidad de oxigeno
singlete produce, luego le sigue la mezcla de Rf con SiO;@Ag y por ultimo la mezcla de
Rf con NPs SiO,@Au. Es probable que la existencia de la via de decaimiento del triplete
del sensibilizador mediante la transferencia de carga ocurra en detrimento de la
transferencia de energia al oxigeno molecular y por esa razén la produccién de 0, se
vea disminuida. Aunque no podria descartarse un fenémeno de quenching de 10, por
las NPs.

En el caso de las NPs SiO,@Au se registro un leve aumento de la absorcion del triplete
en presencia de las NPs, la Unica explicacion posible seria mediante quenching de 0,
por parte del nanomaterial.

= Rf+ TMP t = 20 min
Rf-SiO,@Ag + TMP t = 20 min

1.2 RESIO,@AU + TMP t = 20 min [
1.0
0.8 -
0.6 -
L]
S 04
o 0.2 ‘
3
G 0.0 ——— | A | | —
g \
g 0.2 -
.0_4 4
-0.6
0.8 -
1.0 . . . . .
3380 3400 3420 3440 3460
Campo / G

Figura 84. Espectros EPR del aducto TMP-10; para la Rf sola, Rf + SiO,@Ag-low y Rf + SiO,@Au.

El mismo ensayo fue realizado para las mezclas de RB en presencia de nanoparticulas
SiO,@Ag y SiO;@Au. En este caso, para los dos sistemas estudiados, volvimos a observar
la sefial del triplete del aducto TMP-10, con una separacién de los picos de 18 G,
confirmando la generacién de oxigeno singlete por parte del colorante al ser irradiado
en ausencia y en presencia de las particulas (Figura 85).
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Figura 85. Espectros EPR de TMP con Rosa de Bengala irradiado con lampara de luz blanca (Amsx = 575
nm) en presencia de a) NPs SiO,@Ag y b) NPs SiO,@Au.

Cuando comparamos las intensidades de los espectros del aducto TMP-0, formados
para RB? solo, RB + SiO,@Ag y RB2 + SiO.@Au en el mismo gréfico (Figura 86), vemos
que practicamente no hay diferencias entre el RB solo y la mezcla con nanoparticulas

recubiertas con plata.

Si bien en la mezcla de RB2 con SiO>@Au vemos una diferencia mayor respecto de los

otros dos espectros, sigue siendo una diferencia pequefa.

Por lo tanto, podemos decir que no hay un efecto notorio en la produccion de oxigeno
singlete por parte del Rosa de Bengala en presencia de las particulas. Estos resultados
estdn de acuerdo con los de LFP ya que para ninguno de las dos nanoparticulas (SiO.@Ag
y SiO.@Au) vimos cambios en los espectros DADS ni en la cantidad del triplete 3RB2*,
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Figura 86. Espectros EPR del aducto TMP-10, para la RB solo, RB + SiO,@Ag y RB2 + SiO,@Au.
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La leve disminucidn en la sefial del aducto TMP-10; para el caso de la mezcla de RB? con
NPs SiO,@Au podria deberse, del mismo modo que para la Rf, en un quenchig del 10,
por parte de las nanoparticulas metalicas.

3.5 Conclusiones parciales

Hemos logrado sintetizar nanoparticulas core-shell SiO,@Ag y SiO2@Au por un método
de dos etapas, las cuales involucran la formacién de nuicleos homogéneos de plata u oro
sobre esferas de silice coloidales, seguida de un proceso fotoquimico empleado para el
crecimiento de nanoparticulas de Ag y Au a partir de las semillas metalicas.

Las nanoparticulas fueron caracterizadas por varios métodos y se investigd su
interaccion con los estados fundamental y excitado triplete del Rosa de Bengala, la
Riboflavina y el Azul de Metileno, tres fotosensibilizadores tipicos con actividad
fotodinamica. Se observé que todos los colorantes se adsorben sobre las nanoparticulas,
preferentemente sobre las NPs SiO;, indicando una mayor afinidad por los grupos
silanoles que por las regiones metalicas.

Los experimentos de espectroscopia de absorcion de transientes mostraron que en
muestras que contienen Rf y NPs SiO,@Ag-low, la absorcion del estado excitado triplete
de la Riboflavina no se observa debido a un proceso de transferencia de electrones
desde la Ag al estado excitado del complejo formado entre la Rf y las nanoparticulas
SiO,@Ag-low. Este resultado significa que bajo estas condiciones luego de la
fotoirradiacion se liberan iones Ag* al medio acuoso. Cuando analizamos los espectros
de EPR para esta muestra observamos una disminucion en la generacién de 'O respecto
a la Rf, en total acuerdo con la desaparicién de la sefial del triplete en las medidas de
LFP; y vimos también un aumento en la generacidn de radical OH: posiblemente debido
al incremento en la produccion de radical Rf" durante la reaccidon de transferencia
electronica mencionada anteriormente. Las NPs SiO.@Ag no mostraron efectos sobre
los estados transientes de la Rf probablemente por la menor interaccion de las particulas
con el colorante debido al mayor recubrimiento metdlico de la superficie de la silice.

Por el contrario, en las muestras con Rf y NPs SiO,@Au, los resultados de LFP mostraron
un incremento (leve) en la generacion del triplete (3Rf*). Sin embargo, los espectros de
EPR evidenciaron una disminucion en la formacion de radical OH' y 03, posiblemente
como consecuencia de un posible quenching por parte de las particulas metalicas.

No se observé efecto de las NPs SiO;@Ag ni de las NPs SiO,@Au en el estado excitado
triplete del Rosa de Bengala, siendo la transferencia electrénica mucho menos favorable
en este caso. Esto mismo quedd reflejado en los ensayos de EPR donde no hubo
diferencias en la generacion de radicales entre el RB% solo y las mezclas de colorante
con las nanoparticulas.
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Por ultimo, en el caso del Azul de Metileno el efecto de las NPs SiO,@Ag y SiO.@Au fue
el opuesto. Los resultados de LFP mostraron un incremento en la produccién de triplete
(3MB**) para las mezclas con nanoparticulas de SiO; recubiertas con Ag, mientras que
para las recubiertas con Au los espectros DADS mostraron una disminucién de la
cantidad de 3MB**. Quedaron pendientes los estudios de especies reactivas para
entender mejor el comportamiento del MB* en presencia de estas nanoparticulas.

Es sabido que la liberacién controlada de iones Ag* en las cercanias de las paredes
celulares de microorganismos contribuye a la actividad bactericida de los
nanomateriales de plata.!%*'% Por esta razén, las NP score-shell SiO.@Ag-low son
candidatos prometedores para la inactivacién fotodinamica (PDI) de microorganismos.
La fotoirradiacién de la Riboflavina en suspensiones de nanoparticulas deberia liberar
iones Ag*, incrementando el efecto bactericida intrinseco de los materiales no-
irradiados.
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4.1 Introduccion

4.1.1 Desventajas de la utilizacion de las Terapias Fotodinamicas y
Fototérmicas convencionales.

Como hemos mencionado anteriormente, se han desarrollado numerosas estrategias
para matar células cancerigenas, entre las cuales nos hemos centrado, en esta tesis, en
la terapia fotodinamica (PDT) y la terapia fototérmica (PTT).

Sin embargo, vale aclarar que, como todas las terapias, estas también presentan ciertas
desventajas. La principal debilidad de las fototerapias es que la luz debe penetrar a
través del tejido para excitar a los sensibilizadores. En el mejor de los casos, la luz solo
atraviesa cerca de 1 cm del tejido, por lo tanto, la PDT y PTT solo son viables para la
destruccién de células dentro o cerca de tejidos accesibles a una iluminacién superficial,
o via dispositivos de fibra dptica transportados a través de agujas dentro de tejidos
profundos. El rango dptimo de longitudes de onda para la excitacion de los
fotosensibilizadores en PDT es de aproximadamente 750 hasta alrededor de 850 nm. El
tejido es relativamente opaco ala luz de A < 750 nm, mientras que a longitudes de onda
mayores es mas transparente (la penetracién de la luz de 800 nm de longitud de onda
es el doble que el de la luz de 630 nm). Las mayores limitaciones de los sensibilizadores
hidrofilicos utilizados en PDT son: (i) la baja absorbancia en el rango de 750 - 850 nm
combinada con (ii) la baja eficiencia de generacidn de oxigeno singlete por excitacion en
este rango de longitudes de onda. Esta afirmacidn se basa en la publicacién de los
sensibilizadores para PDT que estan aprobados por la FDA (cinco en total, porfimero de
sodio, ALA, MAL, HAL, y BPD-MA) todos los cuales tienen el maximo de absorcién en
longitudes de onda por debajo del rango de 750-850 nm.

Por lo tanto, es necesario desarrollar nuevos sistemas transportadores de drogas (PS)
gue aumenten la selectividad del tratamiento y reduzcan los efectos secundarios de la
PDT.

La terapia fototérmica (PTT) es otro tratamiento utilizado contra el cancer cuyos efectos
secundarios son practicamente despreciables. Sin embargo, solo se puede atacar al
tumor en la zona irradiada por el ldser y no es posible eliminar el tumor de todo el

cuerpo.b?3

Debido a los inconvenientes recientemente mencionados que presentan ambas
terapias, entendemos que, tanto la PDT como la PTT no son, generalmente, suficientes
para lograr una terapia altamente eficiente contra el cancer cuando se aplican
individualmente. Por lo tanto, es necesario integrar la PDT y la PTT dentro de una misma
plataforma para obtener una terapia combinada, la cual se espera que mejore
significativamente la eficiencia terapéutica contra el cadncer.*
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Las nanoparticulas hibridas inorganicas han emergido en los ultimos afios para
diferentes aplicaciones biomédicas, tales como tratamiento de enfermedades>®’,
delivery de drogas®®1°, diagndstico por imagenes'®'213 vy transfeccién génica.'*'> En
particular, el desarrollo de nanoplataformas de alta eficiencia para terapias contra el
cancer es de gran interés.

4.1.2 Indocianina Verde (ICG)

La indocianina verde (ICG, del inglés: Indocyanine green), es ampliamente utilizada
como colorante y fotosensibilizador del infrarrojo cercano (NIR, del inglés: Near-
Infrarred), el cual estad aprobado por la Administracion de Alimentos y Medicamentos
(FDA, del inglés: Food and Drug Administration) de los Estados Unidos para aplicaciones
clinicas.'®'” Este colorante es también utilizado como agente de contraste para la
determinacién del gasto cardiaco, funcién del higado, volumen de plasma, y aplicaciones
clinicas como angiografias oftalmicas.'®° Dado que la ICG se excita al ser irradiada con
luz NIR que posee una mayor penetracion en el tejido y una menor interferencia de
fondo de fluorescencia?® puede, por absorcidon de radiacidn en esta zona del espectro,
generar especies reactivas de oxigeno (ROS) para terapia PDT o calor para PTT.2%%/

Otro aspecto importarte a tener en cuenta, es la acumulacidon tumoral de la Indocianina
verde, la cual ha sido discutida en numerosos articulos.?%23242> Onda y colaboradores
reportaron que la retencidn intracelular de la ICG en células tumorales persistié por al
menos 24 h, mientras que fue rdpidamente eliminada en el tejido normal.?® Este mismo
estudio mostréd que la distribucion de la Indocianina Verde fue citoplasmatica. De
manera similar, Abels y colaboradores detectaron la localizacidn citoplasmatica de este
colorante en células de la piel utilizando microscopia de fluorescencia.?’” También se
observaron algunos cambios tales como, condensacidon de la cromatina en el nucleo,
dilatacion del reticulo endoplasmatico rugoso, en el complejo de Golgi, y otros, luego de
la activacion de la ICG con un diodo laser. Estos descubrimientos estructurales fueron
interpretados por los autores como una prueba de los efectos fotoquimicos de la terapia
basada en la Indocianina Verde.

La ICG ha ganado un gran atractivo en el Gltimo tiempo por sus excelentes propiedades.
Varios nanotransportadores cargados con ICG han sido disefiados para imagenes vy
terapias de tumores.??¢7 Sin embargo, la inestabilidad en solucién acuosa y el
fotoblanqueamiento de la ICG limitan sus aplicaciones.?® Es por esta razén que deben
proponerse nuevas estrategias para aumentar la estabilidad y permitir una distribucion
mas efectiva de la ICG.
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Figura 1. Espectro absorcion UV-visible del ICG. En la parte superior izquierda del grafico se observa la
estructura molecular del colorante.

4.1.3 Nanomateriales de oro

En los ultimos afios, los nanomateriales de oro, principalmente las nanoparticulas de oro
(NPs Au), han sido empleadas activamente en aplicaciones biomédicas. Es de comun
acuerdo que las NPs Au son las nanoparticulas metalicas mas estables y pueden ser
facilmente sintetizadas con diferentes formas.3° Ademas, las NPs Au tiene propiedades
Opticas sintonizables, una quimica superficial flexible, y un amplio rango de posibilidades
de funcionalizacion con anticuerpos, péptidos, y polimeros para aplicaciones en
diferentes campos. Por otra parte, una de las principales ventajas de las NPs Au es la
habilidad de convertir la luz o la radiofrecuencia en calor, debido al fenédmeno de
resonancia superficial del plasmdn del oro, el cual habilita el uso de estas nanoparticulas
en terapias de ablacion laser.31,3233

Las NPs Au son utilizadas principalmente en el tratamiento térmico del cancer,
empleando ablacion por radiofrecuencia o ablacion fototérmica con laser. La diferencia
entre la hipertermia convencional y la terapia fototérmica es que, durante el proceso de
calentamiento fototérmico, el incremento de calor ocurre alrededor de las NPs de oro,
provocando un aumento local de la temperatura de decenas o cientos de grados por
encima de la temperatura fisioldgica.3*

El tamano de las nanoparticulas de oro utilizadas en ablacién térmica varia entre 5-40
nm, dependiendo del tipo de ablacién y de la linea celular. Para la terapia térmica del
cancer son preferibles NPs Au pequefas ya que absorben mas luz, y ademads, tienen
mayor relacion area/volumen, lo cual ofrece mas oportunidades a los elementos
bioldgicos o proteinas de pegarse a la superficie de las particulas.3! Finalmente, las
nanoparticulas pequefias pueden ser facilmente removidas del sistema circulatorio
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humano. La forma, el tipo celular, y la cobertura superficial, junto con el tamafio, son
parametros vitales para la destruccién de células cancerigenas cuando se emplean

nanoparticulas de Au.

La posibilidad de funcionalizar la superficie del oro permite diferenciar entre células
cancerigenas y sanas para poder dirigir especificamente las NPs Au a la region del tumor
deseada. Es decir, el recubrimiento de la superficie de las nanoparticulas de oro es
importante para hacer a las particulas selectivas a un cancer especifico, y efectivas en el
tratamiento térmico.

Existen diferentes disefios de nanomateriales de oro, las cuales presentan diferentes
propiedades dependiendo de la forma y el tamafio:

4.1.3.1 Nanovarillas de Au

Las nanovarillas de oro (ver Figura 2) son la Unica clase de nanoestructura metalica con
dos bandas de absorcidn superficial del plasmdn, una de longitud de onda corta y otra
de longitud de onda larga. La fuerte banda de longitud de onda larga cae en la regidn
NIR debido a la oscilacion longitudinal de los electrones de conduccién, y la banda de
longitud de onda corta esta alrededor de los 520 nm debida a la oscilacién transversal
de los electrones. El campo eléctrico superficial resulta aumentado debido a la
excitacidn superficial del plasmon, la cual facilita la fuerte absorcién y dispersidon de la
radiacion electromagnética por parte de las nanovarillas de oro. Estas nanoestructuras
pueden ser utilizadas en biomedicina ya que, sus propiedades dpticas de absorcion y
dispersion pueden ser selectivamente ajustadas.3>3® Las nanovarillas de oro han ganado
una gran atencion en la terapia fototérmica debido a la posibilidad de sintetizarlas con
varias relaciones de aspecto, lo cual permite una absorcion selectiva en la regién NIR.37:38

-

Figura 2. Imagenes obtenidas a través de un microscopio electrénico de transmisién de diferentes tipos
de nanomateriales de oro utilizadas en PTT: nanovarillas a), nanoshells b), y nanoestrellas c).

4.1.3.2 Nanoshells

Los nanoshells (hanocoberturas o nanocascaras) son una clase de nanoparticula con una
fina cobertura que va de 1-20 nm sobre un nucleo que puede ser fabricado de un
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material diferente. Las propiedades de los nanoshells pueden ser ajustadas variando la
relacién nucleo/cobertura3®4°, Cambiando el espesor del nicleo y la cobertura, los
nanoshells pueden ser producidos para tener propiedades de absorcién y dispersién en
la longitud de onda deseada a lo largo de la regién visible y NIR del espectro
electromagnético.*! Dado que absorben en el NIR, los nanoshells son muy robustos
Opticamente; su estructura rigida y su superficie de metal noble les confiere una
estabilidad frente a la desnaturalizacién quimica y térmica, y al efecto de fotoblanqueo
que los colorantes NIR convencionales no tienen.3° Los nanoshells pueden acumularse
en el area del tumor, absorber luz NIR, y producir calor localizado para destruir células

cancerigenas.3

La composicion del tipo de nanoshell mds comun es silice-oro. El tamano
frecuentemente utilizado para estas nanoparticulas es 100—150 nm para el nicleo y 8—
10 nm para el recubrimiento. El tamafio de los nanoshells se basa en la habilidad de
absorber luz en la primera y segunda ventana NIR. En estas zonas, la luz puede penetrar
el tejido normal y alcanzar a los nanoshells unidos al tumor.*? Estudios demuestran que
la longitud de onda utilizada principalmente es 800 nm, porque en esta ventana NIR, la

luz puede penetrar el tejido de manera segura.3%41,4243

4.1.3.3 Au Nanoestrellas

Las nanoestrellas de oro (AuNS, del inglés: Au NanoStar) son particularmente
interesantes debido a que sus propiedades intrinsecas resultan de la hibridacién del
plasmén localizado del ntcleo con los de las puntas de las nanoparticulas. El ndcleo
actlia como una antena, produciendo incrementos en el campo electromagnético de los
plasmones de las puntas.***>% |3 morfologia de los picos (longitud y angulo de
apertura) y el nimero de estos tienen también un fuerte efecto sobre la frecuencia e
intensidad del plasmén. Recientemente se han reportado numerosos métodos de
sintesis de nanoparticulas de oro ramificadas con diferentes tamafios y nimero de
puntas.***®47 Adicionalmente, se ha demostrado que este tipo de nanoestructuras
exhibe una fuerte actividad de la dispersién Raman incrementada por superficie
(SERS).47:48

4.1.4 Eficiencia de conversion fototérmica (N)

La eficiencia de conversidn (o transduccidon) fototérmica (n) es la relacion entre la
absorcidn y la extincidn y suele utilizarse para describir la eficiencia de conversidon de luz
en calor. Wang y colaboradores® reportaron un estudio sistematico para investigar la
eficiencia de conversién fototérmica en nanovarillas de oro. La temperatura fue
monitoreada insertando una termocupla en una dispersién acuosa de nanovarillas.
Luego de ser irradiadas con un laser continuo (809 nm, 30 min) se observé un aumento
de temperatura de 55-76 °C cuando la LSPR estaba localizada en 810 nm y por lo tanto

134




Tesis Doctoral Capitulo 4

resonante con la longitud de onda del laser. La temperatura aumentdé 5 °C menos
cuando el LSPR de las nanovarillas estaba 50 nm corrido hacia el azul o el rojo respecto
a lalongitud de onda del laser y esto puede ser atribuido a la disminucion en la extincion
y la absorcién en el NIR.*®

Eficiencia de

conversion
Fototérmica (N)

Formade las Tamafiio de las NPs

Referencia NPs Au (nm)

Amsx del LSPR (nm)

Richardson8! Nanoesferas 20 0,28 W, CW, 532 nm 97 -103 %
Chens® Nanovarillas 10 x 38 810 CW, 809 nm 95 %
Huang®* Nanocampanillas 145x 123 x 10 800 1 W/cm2, 808 nm 74 %
Zeng® Nanocajas 45 Iads;fezspesor 805 -810 0,4 W/cm2, 808 nm 64 %
2
Ayala-Orozco®® Nanomatrioskas 88 783 w2 \Ar:/:]m 810 63 %
Nanoshells
88 0,
Cole Au/AuS 50 810 815 nm 59 %
Nanodiscos CW, 0,1 W/mm?2
87 , O, ) ®
Santos’ bOrosos 400 1100 700-900 nm 56 %
Cole® Nanovarillas 13x44 780 815 nm 55 %
Cheng® Nanobipirdmides 77 x 173 809 CW, 809 nm 51%
Pattani®® Nanovarillas 7 x26 770 2 W/cm?, 808 nm 50 %
2
Ayala-Orozco®® Nanoshells 152 796 w2 \Ar:/n:m 810 39 %
Vesiculas de Au
86 2 0,
Huang biodegradables 207 800 1 W/cm?, 808 nm 37%
Nanoshells
88 0,
Cole 5i0,/Au 154 815 815 nm 30 %
Zeng® Hexapods 60 810 0,4 W/cm2, 808 nm 30 %
Pattani®® Nanoshells 145 780 2 W/cm2, 808 nm 25 %
Zeng® Nanovarillas 17 x 56 810 0,4 W/cm2, 808 nm 25 %

Tabla 1. Eficiencias de Conversién Fototérmicas () determinadas experimentalmente, encolumnadas de
mayor a menor, para nanoparticulas de diferentes formas y tamafios, excitadas en la zona cercana a la
Anmax del LSPR. Tabla tomada de la referencia *°.

Los valores de n en la Tabla 1 no fueron calculados in vitro o in vivo (es decir, que no se
midieron en cultivo celular ni en animales vivos), por lo cual es posible que la exposicién
a condiciones fisioldgicas podria cambiar el estado de agregacién y potencialmente el
LSPR de las nanoparticulas. Potencialmente, alguna de estas variaciones en los valores
reportados, podrian deberse a diferentes condiciones de irradiacién con el laser y de la
dosis de nanoparticulas. Sin embargo, salvo en el caso del volumen de las
nanoparticulas, no se observa una tendencia con la forma de las particulas. Es dificil
comparar eficiencias entre diferentes estudios debido a las diferencias en las
condiciones experimentales; por ende, no podemos sacar una conclusién definitiva
sobre la forma dptima para el calentamiento. Debido a esta variacidn, se sugiere que
seria mas apropiado calcular/estimar la eficiencia de conversion fototérmica para una
forma dada de nanoparticula en un ambiente fisiolégico antes de considerar su
aplicaciéon en terapia fototérmica.
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Es razonable pensar que un incremento en la concentracion de nanomateriales de oro,
por ejemplo, nanovarillas, deberia resultar en una absorcidon de luz mas fuerte y un
calentamiento fototérmico mayor, pero hay un limite para este efecto en suspension.
Algunos investigadores han demostrado que el aumento en la densidad dptica de
nanovarillas de oro puede disminuir la penetracion de la luz, resultando en una
profundidad mas restringida para el calentamiento fototérmico.>!

Las nanoestrellas de oro (AuNS) con una fuerte absorciéon en la regiéon NIR del
espectro®°3 tienen una eficiencia de conversién fototérmica mas alta que otras NPs de
Au con formas particulares (por ej. nanovarillas de Au >* y nanoshells de Au *°). Por este
motivo, las AuNS han sido ampliamente usadas en PTT para cancer.>3°%57

Debido a la gran variedad en los métodos de distribucién de nanoparticulas, dosaje, y
condiciones de irradiacion en el tratamiento fototérmico, la respuesta celular a esta
terapia también parece ser muy variada. Laseres de alta potencia y laseres pulsados
parecieran desencadenar necrosis, mientras que laseres de baja potencia y laseres
continuos provocan apoptosis.’®>® El calentamiento con ldser continuo resulta en
apoptosis, el mismo mecanismo observado en la hipertermia tradicional. Esto es debido,
potencialmente, a cambios similares en la temperatura cercana a las células
cancerigenas, la cual puede ser influenciada por las condiciones de calentamiento. Sin
embargo, la localizacién de las nanoparticulas de oro en la superficie, en el citoplasma,
o en el nucleo celular también influye en la terapia fototérmica.%%°8

Por otra parte, se sabe que el tejido tumoral es mas hipdxico, mas acido, y deficiente de
nutrientes comparado con el tejido normal.?! Estos rasgos pueden hacer que algunas
células cancerigenas sean mas sensibles al calor. Sin embargo, se ha observado en
algunos tipos de cancer la sobreexpresion de proteinas de choque térmico (HSP, del
inglés: Heat Shock Proteins).? Estas proteinas podrian entonces hacer a las células mas
resistentes a las terapias basadas en calor, por lo que los efectos de la terapia térmica
no son universales en todos los tipos de cancer.%3

Por todo lo expuesto hasta aqui, es dificil hacer predicciones sobre cual sera el efecto
del tratamiento fototérmico sobre las células cancerigenas. Dependerd exclusivamente
del tipo de nanoparticula utilizada, del método de incorporacién y su localizacién
intracelular, del sistema de irradiacion, del tipo de tumor, entre otras variables.

4.1.5 Ultimos avances en PTT con nanoparticula de oro.

Algunos investigadores también han explorado, in vitro, nanocompositos
multifuncionales que contienen oro para impartir funcionalidad de imagen celular o
diagnéstico ademas del tratamiento fototérmico. La terapia fototérmica in vitro ha
progresado en muchas direcciones en los ultimos afos. Se han desarrollados
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innovadores ligandos para las nanoparticulas de oro para una direccionalidad celular
mas eficiente, y la terapia fototérmica ha sido combinada con imagen/diagndstico
celular,546>6667 quimioterapia,®®%7° y terapia fotodindmica’*’%2’3 para lograr un
tratamiento mas efectivo contra el cancer.

La terapia fototérmica contra el cdncer con nanoparticulas de oro es deseable por varias
razones. Primero, con los desarrollos en la sintesis, los cientificos han sido capaces de
escalar las preparaciones de nanoparticulas de oro de varios tamanos y formas. La
mayoria de estos procedimientos son en solucién acuosa, por lo que la transferencia
desde solventes organicos ya no es un problema.’®’> Esto permite un rango de
aplicaciones mas amplio para las nanoparticulas de oro. Segundo, comparado con otros
metales, el oro es quimicamente mas inerte, haciendo que el nicleo de la nanoparticula
sea biocompatible. Estudios de corto plazo de exposicidon de nanoparticulas de oro a
diferentes tipos celulares sugieren que no son citotdxicas ni inmunogénicas a
concentraciones clinicamente relevantes.”®”” Sin embargo, se han reportado cambios
en la funcidn celular dependientes de la quimica superficial, tales como la expresion
génica’® y la migracién.”® También se ha observado que ciertas moléculas utilizadas en
la sintesis de las nanoparticulas (ej: surfactantes) pueden ser citotéxicas.®® Por lo tanto,
el efecto del ligando superficial elegido sobre la viabilidad y el comportamiento celular
es una consideracion importante antes de la exposicidn bioldgica. Tercero, dado que es
posible ajustar el tamano, la forma y la quimica superficial de las nanoparticulas de oro,
es posible optimizarlas para obtener una maxima acumulacién en el tumor in vivo.?! Las
nanoparticulas con diametros de 60-400 nm pueden extravasarse en los tumores
solidos debido a la permeabilidad de la vasculatura del tumor, provocando una forma
pasiva de direccionamiento al tumor. Este es el efecto EPR mencionado anteriormente.
Finalmente, como ya se menciond, las nanoparticulas de oro pueden ser disefiadas para
ser direccionadas mas activamente hacia el sitio del tumor a través de modificaciones
en su quimica superficial. Una amplia coleccién de moléculas pequeiias, proteinas, y
péptidos han sido desarrollados para unirse especificamente a receptores en las células
tumorales con variacién en el grado de acumulacién en el tumor.®? Los ligandos de
direccionamiento pueden incluir anticuerpos que se unen a proteinas

8 aptdmeros de RNA/DNA que se pliegan en conformaciones 3D

sobreexpresadas,
Unicas a través de interacciones intermoleculares y se unen a moléculas especificas en
la superficie celular,®8> o moléculas tales como folato para facilitar la traslocacién
dentro de las células cancerigenas que sobreexpresan receptores de folato via
endocitosis mediada por receptores.8® Entonces, una vez que las nanoparticulas de oro
se unen o se acumulan en las células/tumor, la radiacion NIR puede provocar el
calentamiento fototérmico.!’” La LSPR de las nanoparticulas y las condiciones de
irradiacién pueden ser disefiadas para maximizar la eficiencia de calentamiento.® Sin

embargo, la terapia fototérmica también puede ser utilizada en conjunto con otros
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tratamientos contra el cdncer, tales como la quimioterapia, para aumentar la
destruccion del tumor.5?

4.1.6 Ensamblado por el método Capa por Capa (LbL, del inglés: Layer by
Layer).

En los ultimos afios, la deposicion de nanoparticulas metdlicas sobre superficies se ha
incrementado debido al desarrollo de diferentes estrategias de ensamblado tales como
la modificacién de la superficie por la pre-adsorcion de polielectrolitos,® cominmente
Ilamada técnica de deposicién capa por capa, donde las interacciones electrostaticas son
las fuerzas que gobiernan este proceso de ensamblado.

La fabricacion por LbL es una herramienta poderosa que permite la construcciéon de
materiales compuestos basados en polielectrolitos a través de ciclos iterativos de
adsorcion.®®%%%2 Esta naturaleza secuencial permite la incorporacién de mdltiples
blogues de construccién funcionales cargados a lo largo de las capas, formando arreglos
estructurales de manera muy controlada.?1?394%

La polialilamina (PAH) y el poliestireno sulfonato (PSS) son polielectrolitos ampliamente
utilizados para la construccion de diferentes tipos de recubrimientos por ensamablado
LbL.°®8% En esta tesis, utilizaremos al PAH y PSS como nuestros blogques positivos y
negativos, respectivamente, en el proceso de fabricacion de nuestro material. El PAH
también se utilizara para intercalar al ICG y permitir que se deposite sobre la superficie
de la silice. El hecho de que el ICG en solucién tenga carga negativa, y que las AuNS
tengan un potencial-{ negativo (dependiendo del recubrimiento), hace posible utilizar
este método de ensamblado para incorporar estos componentes en nuestra
nanoparticula. El ensamblado con AuNs por el método LbL crea una deposicion uniforme
en la capa de interés sin la formacidn de agregados polidispersos, permitiendo, en
conjunto, la fabricacion controlada de nanoestructuras de AuNS reproducibles. La Figura
3 muestra un esquema representativo del proceso de autoensamblado LbL para la
obtencidn de las nanoparticulas SiO,-ICG@AuUNS.

D

Figura 3. Esquema del ensamblado LbL de las NPs SiO,-ICG@AuUNS.
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4.2 Objetivos

(2) Sintetizar y caracterizar nanoparticulas hibridas de silice y nanoestrellas de oro,
cargadas con el colorante Indocianina Verde, por el método de ensamblado capa por

capa.

(2) Obtener informacidn cinética sobre la generacién de especies reactivas de
oxigeno y la produccion de aumento de temperatura de suspensiones de las
nanoparticulas cargadas con la droga.

(3) Investigar mediante microscopia confocal y espectroscopia de fluorescencia la
localizacidn celular de los nanomateriales.

(4) Evaluar la citotoxicidad de las nanoparticulas mediante ensayos de viabilidad
celular MTT y Rojo Neutro.

(4) Estudiar el efecto fotodindmico y fototérmico de los nanomateriales incubados

en células tumorales, bajo irradiacién con luz NIR durante diferentes tiempos.

4.3 Materiales y métodos

4.3.1 Reactivos

Nanoparticulas de silice de 500 nm de diametro, hidrocloruro de polialilamina (PAH),
poliestireno sulfonato (PSS), cloruro de sodio, indocianina verde (ICG), Rosa de Bengala,
metanol, azida de sodio, alcohol furfurilico, sulfato de cobre, 5,5-dimetil-1-pirrolina-N-
oxido (DMPO, del inglés: 5,5-dimethyl-1-pyrroline-N-oxide) vy 2,2,6,6-
tetrametilpiperidina (TMP, del inglés: 2,2,6,6-tetramethylpiperidine) fueron comprados
en Sigma Aldrich. Las nanoestrellas de oro (AuNS) recubiertas de PVP fueron aportadas
por el grupo Bionanoplasmonics del CICbiomaGUNE (San Sebastian, Espafia). La sonda
de 10, Singlet Oxygen Sensor Green (SOSG) fue adquirida en ThermoFisher Scientific. El
kit enzimatico Colestat AA se comprd a Wiener lab. Para todas las soluciones se utilizd
agua ultrapura.

4.3.2 Sintesis de nanoparticulas SiO,@AuNS

Inicialmente, para obtener una suspensidon de NPs SiO;, en una soluciéon de NaCl 0,5 M,
se coloco una alicuota de stock de silice (40 pL, 50 mg/mL) en un Eppendorf que contenia
la solucién de la sal (960 pL), luego se centrifugd a 13.400 rpm, se descarté el
sobrenadante y se resuspendieron las NPs (mediante sonicacién y agitacidon con vortex)
en la solucién de sal. Este procedimiento se repitid tres veces. La incorporacion de capas
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de polimeros se realizdé resuspendiendo estas nanoparticulas de silice dentro de un
Eppendorf que contenia en primer lugar solucidn del polielectrolito PAH (1 mL, 1 mg/mL
en 0,5 M NaCl), seguido de agitacion en shaker durante 15 minutos. Luego las particulas
se lavaron tres veces con solucidon de NaCl 0,5 M por centrifugacion como se menciond
anteriormente. Posteriormente las nanoparticulas se resuspendieron en solucidn del
segundo polielectrolito cargado negativamente, el PSS (1 mL, 1 mg/mL en 0,5 M), se
agitd y luego se lavé de la misma manera que para el polielectrolito anterior. Esta
secuencia se repitié siguiendo el orden: PAH/PSS/PAH, y asi sucesivamente hasta
alcanzar 11 capas de polielectrolitos, terminando con una capa de PAH para que
interaccione con las AuNS ya que estas presentan carga negativa. 250 puL de la
suspension de estas NPs se mezclaron con 300 uL de suspension acuosa de AuNS y se
llevé a un volumen final de 2 mL con agua ultrapura. Se dejé a la suspensién bajo
agitaciéon magnética durante 1 hy luego se realizaron 3 lavados de la misma manera que
en los casos anteriores, pero esta vez utilizando agua ultrapura, dado que las
nanoparticulas metalicas tienden a aglomerarse dependiendo la fuerza iénica del medio.

NP SiO, PAH 1 mg/mL PSS 1 mg/mL AuNS 50 nm
500 nm (Stock) en NaCl0,5M o 10 mM en NaCl0,5Mo 10 mM EnH,0
\ \ \ \
Lavado a Lavado ; LBL a
NaCl0,5M NaCl0,5M
o10mM o010 mM
NP SiO,
2 mg/mL

Figura 4. Esquema de los pasos realizados durante el ensamblado de las nanoparticulas

4.3.3 Sintesis de nanoparticulas SiO>-ICG@AuUNS

Para obtener las nanoparticulas cargadas con ICG se procedié de la misma manera que
en el caso anterior hasta la quinta capa de polimero, quedando de esta manera el PAH
como ultimo polielectrolito sobre la superficie. A partir de esta instancia, el
polielectrolito negativo (PSS) fue reemplazado por la ICG que también tiene carga
negativa. Es decir, luego de agregar la tercera capa de PAH, las NPs se resuspendieron
en 1 mL de solucién de ICG 6,67 uM y se agitaron durante 15 minutos. Luego las NPs se
lavaron por centrifugacién a 13.400 rpm durante 2 min, descartandose el sobrenadante
y resuspendiendo las particulas en solucién de NaCl 0,5 M. Este procedimiento se repitié
tres veces. A continuacidn, se procedio a colocar la siguiente capa de PAH, de la misma
manera que se indicd en la seccién 3.2.2. hasta obtener 11 capas finales, nuevamente
terminando con el polielectrolito positivo para que pueda interaccionar con las
nanoparticulas de oro.
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Por ultimo, 250 puL de las nanoparticulas de SiO, cargadas con la ICG se mezclaron con
300 plL de suspensién acuosa de AuNS y se llevaron a un volumen final de 2 mL con agua
ultrapura. Se dejaron en agitacion magnética durante 1 h y se lavaron siguiendo el
procedimiento explicado anteriormente, pero esta vez utilizando agua ultrapura.

NP SiO,PAH/PSS/PAH/PSS/PAH PAH 1 mg/mL Au NS 50 nm
500 nm ICG 2x10”° mg/mL enNaCl 0,5M en H,0

\ \ i \

N
Y \
Lavado E Lavado E Lavado a
NaCl0,5M NaCl0,5M NaCl0,5M
LBL LBL

Figura 5. Esquema de los pasos realizados durante el ensamblado LbL de las nanoparticulas.

NP SiO,
2 mg/mL

4.3.4 Equipos y técnicas utilizadas

4.3.4.1 Espectroscopia de absorcion UV-visible. Las medidas de absorbancia se
realizaron en un espectrofotémetro de doble haz T90 + UV/Vis (PG Instruments Ltd.),
con ancho de banda entre 0,2 y 4,0 nm segun el ancho de rendija seleccionado y
velocidad de barrido de 300 nm/min. Las muestras, de concentracion 2 mg/mL, se
colocaron en celdas de cuarzo Helma de 1,0 cm de camino éptico y 1 mL de volumen
total.

4.3.4.2 Espectroscopia de Fluorescencia. Las medidas de fluorescencia fueron
realizadas con un fluorimetro HORIBA JOBIN-YVON Spex Fluorolog FL3-11. Para las
medidas en estado estacionario la longitud de onda de excitacidon fue 700 nm.

4.3.4.3 Potencial {. Las medidas de potencial { se llevaron a cabo con un equipo ¢-Sizer
Malvern Instrument. Todas las corridas se realizaron en modo automatico con
temperatura controlada a 25 °C. Se realizaron 3 medidas para cada muestra en cubetas
de poliestireno con electrodos de oro, que contenian 1 mL de suspensién de
concentracion 2 mg/mL aproximadamente.

4.3.4.4 Microscopia Electronica de Transmision (TEM). Las imagenes de microscopia
electrénica de transmision fueron adquiridas utilizando un microscopio JEOL JEM 1010
operado con un voltaje de aceleracion de 100 kV. Se usaron grillas con una malla de
cobre de 400 huecos, recubierta por una capa de carbén. Se colocaron 5 pL de
suspension sin diluir de NPs SiO,@AuNS y SiO,-ICG@AuUNS a la grilla y se incubaron por
1 min. El exceso de muestra se removid utilizando papel de filtro.
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4.3.4.5 Consumo de oxigeno. Las medidas de O, disuelto se realizaron con un electrodo
selectivo de O, multicanal, modelo Consort C932. 5 mL de muestra se colocaron en un
tubo de ensayos de vidrio y se coloco el electrodo de manera que no quede aire por
encima de la muestra, de manera de evitar la entrada de O, a la solucidn y alterar las
medidas. Las muestras se irradiaron durante 45 min con un laser Ti: sapphire Chirped
Pulse Amplification (CPA) de Spectral Physics (Mai-Tai Spitfire) de 800 nm.

4.3.4.6 Generacion de especies reactivas. Para la determinacién de 0, se utilizd la
sonda comercial SOSG®. Para ello, se resuspendid un vial del reactivo comercial (100 pg
SOSG®) en 33 uL de metanol y se afiadieron luego 297 uL de agua mQ. De esta solucion
madre se toman 3 pL por cada 1447 plL de muestra a determinar, de forma tal de tener
una concentracion 50 uM de la sonda. Luego se prepararon las siguientes mezclas:
Blanco (3 pL de solucion SOSG® + 1477 pL de agua), Muestra (3 pL de solucion SOSG® +
1477 pL de suspension de nanoparticulas de absorbancia conocida y cercana a 0,5 a 800
nm), Referencia (3 pL de solucion SOSG® + 1477 pL de una solucion de un
fotosensibilizador de absorcion conocida a 800 nm, en nuestro caso se utilizé el mismo
ICG). Cada mezcla se irradio con un laser Ti: sapphire Chirped Pulse Amplification (CPA)
de Spectral Physics (Mai-Tai Spitfire) a 800 nm a diferentes tiempos (0, 15, 30 y 45 min).
Se tomod luego el espectro de emisidon con excitacion a 505 nm.

La determinacién de radical anién superéxido se realizé en forma indirecta midiendo la
concentracion de H,0, en las muestras de reaccidon mediante un método enzimatico
colorimétrico empleando un kit comercial de Wiener para determinacién de
colesterol.”’ Se prepararon diluciones a partir H,0, comercial dentro del rango de 100 y
600 uM de H;0,. Un volumen de 400 uL de las diferentes diluciones y de un blanco de
agua destilada se mezclaron con 1,8 ml del reactivo comercial. Las diferentes diluciones
y el blanco se incubaron durante 5 minutos a 37°C (o durante 30 minutos a temperatura
ambiente). Transcurrido el tiempo de incubacion se midié la absorbancia a 505 nm. Se
armo la curva de calibracién y se procediod luego a la determinacion de las muestras. Se
determinaron muestras de ICG, NPs SiO,-ICG, NPs SiO,@AuNS y NPs SiO,-ICG@AuUNS
todas ajustadas a igual valor de absorbancia (0,5 a 800 nm). Las muestras se irradiaron
saturadas en oxigeno durante 30 min con un ldser de 800 nm. Luego se agregd un
volumen de 400 pL de cada muestra sobre 1,8 ml del reactivo y se incubd durante 30
minutos a temperatura ambiente. Se realizé la lectura de absorbancia a 505 nm y de la
curva de calibracion se obtuvieron los valores de concentracion de H,0,.

4.3.4.7 Resonancia Paramagnética de electrones (EPR, del inglés: Electron
Paramagnetic Resonance). Las medidas fueron realizadas en un Espectrémetro de
Resonancia Paramagnética Electronica EPR Bruker Elexsys E500 banda X, operado en
modo onda continua (CW, del inglés: continuous wave), y con muestras alojadas en
tubos cilindricos de cuarzo en cavidad estandar. Las concentraciones de DMPO y TMP
utilizadas en los ensayos fueron 50 mM. Se colocaron 5 pL del colorante en 1mL de
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volumen final ([ICG] = 6,67 uM) y 1,995 mL de NPs en 1mL volumen final ([NP] = 0,125
mg/ml de SiO,) se irradiaron durante 40 min con un LED LIU780A (THORLABS) de 780
nmy 0,3 W de potencia.

4.3.4.8 Eficiencia fototérmica. Las suspensiones de las nanoparticulas en agua pura (2
mL) se colocaron en vasos de precipitado de vidrio y se mantuvieron con agitacion
magnética mientras se irradiaron con pulsos de 170 fs de laser a una tasa de repeticién
de 1 kHz (800 nm, 600 mW) producida por un sistema Ti: sapphire Chirped Pulse
Amplification (CPA) de Spectral Physics (Mai-Tai Spitfire). El rayo laser (tamano del haz:
7 mm) se dirigio a la parte superior de los vasos colocados dentro de un recipiente de
poliestireno para evitar la fuga de calor. La temperatura se midié utilizando un
termdmetro digital Lutron PH-206.

4.3.4.9 Ensayo de internalizacidn celular. Para la determinacion de la incorporacion de
los nanomateriales a las células utilizamos un Microscopio Confocal y la linea celular
HepG2 de higado. La concentracidn de NPs utilizadas en el medio de cultivo fue 0,2
mg/mL (todas respecto a la silice) y se incubaron durante 1 h en oscuridad a 37°C en
estufa. Se realizd una segunda medida de internalizacién celular utilizando un
microscopio de epifluorescencia con mdédulo APTOME vy la linea celular HepG2 de
higado.

4.3.4.10 Ensayos de viabilidad celular. Para determinar la viabilidad celular se realizaron
ensayos de MTT en células HEK293T. Se incubaron 2,5x10* células por fosa en una placa
de 96 fosas en un volumen final de 100 uL. Solo se utilizaron las 8 calles centrales de la
placa (64 fosas) ya que era la zona irradiada por el LED. Luego de 24 h de incubacion a
37 °C en atmdsfera de CO, y humedad controlada, las células fueron incubadas durante
1 h con las nanoparticulas a dos concentraciones diferentes: 0,025 mg/mL y 0,050
mg/mL (respecto a la concentracion de SiO,). Luego cambiamos las células a medio
fresco, utilizando suero DMEM F12 (sin rojo neutro y sin suero) de manera que no haya
interferencias en la irradiacién a 780 nm. La placa con las células y las nanoparticulas
incorporadas fueirradiada (destapada) durante 2 h con un LED de 780 nm y una potencia
de 0,3 W ubicado a 20 cm de la placa. Pasado este tiempo se elimind el medio y se agregd
una dilucion 1 en 10 del reactivo MTT y se dejd en estufa durante 3 h. Por ultimo, se
realizé la medida de absorbancia a 570 nm en un espectrofotdmetro de placa.

4.4 Resultados y discusion

4.4.1 Caracterizacion

Al momento de planificar el disefio experimental del ensamblado, surgieron algunas
cuestiones a resolver como, por ejemplo, la cantidad de droga a cargar, o de qué manera
seria mas conveniente introducir la ICG en las nanoparticulas; es decir, si como solucidn
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del colorante libre, o formando un complejo con el polielectrolito positivo (PAH)
previamente formado. Para contestar estos interrogantes decidimos probar ambas
posibilidades, utilizando distintas cantidades de ICG a una concentracion fija de PAH.

En primer lugar, mezclamos la ICG con el PAH en diferentes relaciones molares (ICG/PAH
0,05; 0,10; y 0,50) y agitamos durante 15 minutos en un shaker para favorecer la
formacion del complejo ICG-PAH. Teniendo en cuenta que la concentracién de la
solucidn stock de PAH es 1 mg/mL (66,7 uM), la concentracidn resultante para la ICG en
las distintas relaciones molares fueron 3,34 uM, 6,67 uM y 33,4 uM, respectivamente.
Estas mismas concentraciones se utilizaron para las soluciones de colorante libre.

4.4.1.1 Determinacidn de la estrategia te ensamblado mediante Espectroscopia UV-
visible y de Fluorescencia.

En primer lugar, para definir cudl de las opciones era mas conveniente medimos los
espectros UV-vis de los 2 juegos de soluciones: un juego conteniendo ICG libre en
solucion (Figura 6a) y otro con los complejos ICG-PAH (Figura 6b).

a) b)
3.0 20
— 1CG 3,3 M —— ICG/PAH 0,05
—— ICG 6,67 yM —— ICG/PAH 0,10
25 ICG 33,4 yuM ICG/PAH 0,50
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Figura 6. a) Espectros UV-visible de soluciones con diferentes concentraciones de ICG libre. b) Espectros
UV-visible de soluciones de complejos ICG-PAH a diferentes relaciones molares.

Como podemos ver en la Figura 6a, las bandas de absorcidn del ICG son mucho mas
nitidas y angostas, ademas de ser mas intensas, cuando el colorante se encuentra libre
en solucién en comparacion con lo que se observa para el complejo ICG-PAH (Figura 6b).
Esto nos estaria indicando una interaccidn entre el fotosensibilizador y el polielectrolito
en el complejo, lo cual modifica su absorcion de luz.

Para verificar si esta interaccién tiene consecuencias en la fluorescencia del ICG,
realizamos medidas de los espectros de emision de los dos grupos de soluciones (Figura
7). En la Figura 7b podemos ver que la sefial de emisidn de los complejos ICG-PAH es
muy ruidosa (es por eso que debimos suavizar los espectros para poder compararlos) y

144




Tesis Doctoral Capitulo 4

de menor intensidad comparada con la fluorescencia de las soluciones de ICG libre

(Figura 7a).

o
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Figura 7. a) Espectros de fluorescencia de soluciones con diferentes concentraciones de ICG libre. b)
Espectros de fluorescencia de soluciones de complejos ICG-PAH a diferentes relaciones molares.

Esto puede deberse, posiblemente, a que el entorno polimérico de las moléculas de
colorante ejerce cierto efecto de quenching sobre la fluorescencia de la ICG, lo cual es
consistente con lo obtenido en los espectros de absorciéon. Ademas, observamos en la
Figura 6a que la intensidad de emisidn de la solucidon de ICG 6,67 uM es mayor que la de
la solucién 33,4 uM. Esto podria explicarse si consideramos que a 33,4 uM habria
moléculas de ICG interaccionando entre si formando dimeros o trimeros no
fluorescentes y que por ende disminuye la intensidad de emisidn, cosa que no ocurre (o
por lo menos no en la misma proporcién) en las soluciones de menor concentracion.

Conlos resultados de la espectroscopia UV-visible y de Fluorescencia hemos establecido
gue la manera mas conveniente de incorporar el colorante a las nanoparticulas durante
el ensamblado LbL es a partir de la solucidn de ICG libre, en lugar de hacerlo a través del
complejo ICG-PAH, y que la cantidad de droga mas adecuada para cargar al
nanodispositivo es la solucion de ICG 6,67 uM, ya que es la que presenta una mayor

intensidad de emision.

Una vez definida la estrategia de incorporacién del colorante a la nanoparticula, se
procedid a realizar el ensamblado de los componentes para obtener nuestro dispositivo.

Posteriormente, corroboramos si la ICG se habia incorporado al sistema. Para esto
medimos el espectro UV-visible de las NPs durante las diferentes etapas de adsorcion
del colorante, y de los diferentes controles utilizados en los ensayos.

Como podemos observar en la Figura 8a, a medida que incorporamos capas de ICG a las
NPs de SiO, vemos cémo aumenta la intensidad y la forma del pico de absorcién
correspondiente al ICG, respecto a la sefial de dispersién propia de las particulas de

silice.
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Figura 8. a) Espectros de extincion de NPs SiO, con diferentes capas de ICG en soluciéon 6,67 uM. b)
Espectros de extincion de NPs SiO, con diferentes capas de los complejos ICG-PAH con la relacién molar
ICG/PAH 0,10.

Si bien vale destacar que la intensidad total (extincidn) de las muestras disminuye a
medida que aumenta el nimero de capas de colorante, esto se debe a que en cada paso
de deposicion del polielectrolito y/o la ICG, y posteriormente con cada lavado, se pierde
material como consecuencia de la centrifugacion y resuspensién de las nanoparticulas.
Es decir, la diferencia entre los espectros de las tres muestras es la cantidad de particulas
gue tiene cada suspension, siendo la que tiene una capa de ICG la de mayor cantidad de
NPs, la que tiene dos capas de ICG la que posee una cantidad intermedia, y la de tres
capas de ICG laque tiene la menor cantidad de particulas. Sin embargo, la forma del pico
a aproximadamente 800 nm (con su hombro caracteristico a longitudes de onda
menores que el maximo) y la intensidad del mismo nos esta indicando que a medida que
aumentamos el nimero de capas de ICG aumenta la cantidad del colorante dentro de
las nanoparticulas. Los espectros de la Figura 8b nos confirman que la mejor manera de
incorporar el ICG a las esferas de silice sin perder sus propiedades originales es mediante
soluciones de fotosensiblizador libre, en lugar de hacerlo bajo la forma del complejo ICG-
PAH.

Otra manera de comprobar si el ICG se cargd correctamente en nuestro nanodispositivo
es midiendo los espectros de fluorescencia de las particulas para cada una de las etapas
de ensamblado. Dado que cuando incorporamos la ICG a las nanoparticulas lo hacemos
mediante el método LbL, las moléculas del colorante quedan adsorbidas por interaccién
electrostatica entre las capas del polielectrolito positivo (PAH), lo cual representa una
situacion similar a la que teniamos con el complejo ICG-PAH en solucién. Por lo tanto,
es de esperar que los espectros de emision de las nanoparticulas con las diferentes capas
de ICG presenten sefiales ruidosas, tal y como lo vimos para el complejo en solucién, y
como podemos observar en la Figura 9.
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SiO,-ICG capa 1
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Figura 9. Espectros de emision de las NPs durante el ensamblado de las capas de ICG y de las AuNS. Las
lineas gruesas corresponden a los espectros suavizados de las NPs para poder apreciar la forma de las
bandas de emision.

Una vez que los espectros fueron suavizados, podemos ver que la intensidad de emisién
también disminuye a medida que aumenta el nimero de capas del colorante. Esto se
debe, de la misma manera que para el caso de los espectros de extincion, a que en las
muestras tenemos una cantidad de particulas menor a medida que aumentan las capas
de ICG debido a la pérdida de material que se produce durante el ensamblado vy los
sucesivos lavados.

Cuando agregamos las AuNS al sistema, vemos que la intensidad de fluorescencia de las
particulas disminuye, ya que, posiblemente, las nanoparticulas de oro estén
desactivando la emision del ICG. Sin embargo, la intensidad de emisién es considerada
adecuada para mantener sus propiedades fotofisicas, lo cual veremos mds adelante con
otros ensayos (ver secciones 3.4.2,3.4.3 y3.4.4).

La Figura 10 muestra los espectros de extincion para nuestras particulas de interés (SiO--
ICG@AUNS), y para los diferentes sistemas utilizados como controles para el estudio de
sus propiedades 6pticas.

Como podemos observar, las NPs SiO,-ICG conservan la banda caracteristica a 780 nm
correspondiente al colorante (naranja). Las NPs SiO,@AuNS muestran una banda de
LSPR, perteneciente a las AuNS, muy ancha y que coincide con la posicién de los picos
de absorcion del ICG (verde claro). Las NPs SiO,-ICG@AUNS presentan un espectro muy
similar al de las NPs SiO,@AuNS (verde oscuro). Esto se debe a que la intensidad de
extincion es tan alta para las nanoparticulas de oro que apantalla totalmente la
absorcion del colorante, y por ese motivo no vemos la forma del pico a 780 nm.
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Figura 10. Espectros de extincién de los diferentes tipos de NPs ensamblados para el estudio de sus
propiedades dptocas.

4.4.1.2 Potencial-{

Otra técnica de caracterizacion que utilizamos para hacer un seguimiento de nuestra
estrategia de ensamblado y poder corroborar la correcta deposicion de los diferentes
componentes del sistema fue la medida del potencial C.

Para la sintesis de nuestra nanoparticula partimos, en primera instancia, de SiO,
desnuda (sin ninguin recubrimiento), la cual es de esperar que tenga potencial { negativo
debido a los grupos silanoles superficiales. En nuestro caso, el valor de potencial { para
la silice fue -60,2 mV (Tabla 2).

Como se menciond anteriormente (secciones 3.2.2 y 3.2.3), en el ensamblado LbL se
depositan polielectrolitos de carga opuesta, de manera alternada, hasta alcanzar un
espesor determinado. A medida que incorporamos las capas del polielectrolito PAH
vemos como el potencial { pasa a valores positivos. Del mismo modo, al colocar las capas
del polielectrolito PSS los valores de potencial T se vuelven negativos. Este
comportamiento se sigue manteniendo cuando, a partir de la sexta capa, reemplazamos
al PSS por la droga ICG (ver Figura 11 y Tabla 2).

En la ultima capa, colocamos las nanoestrellas de oro (cuyo potencial { es -22,7 + 0,4
mV), esperando obtener un valor de potencial C final negativo. Sin embargo, vemos que,
si bien el valor del potencial T disminuye, sigue siendo positivo.
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Figura 11. Potencial { de las NPs durante el ensamblado de cada una de las capas poliméricas. A partir
de la sexta capa se reemplaza al PSS por ICG. La Ultima capa corresponde al agregado de AuNS.

Esto podria deberse a que las AuNS no recubren completamente la superficie de las NPs
de silice, dejando zonas expuestas que contienen PAH, el cual tiene carga positiva. Dado
gue, el potencial zeta no es una medida directa de la carga superficial, sino que brinda
un valor promedio de la distribucién de cargas alrededor de una particula, el valor
+13,00 mV podria indicar un recubrimiento no homogéneo de la superficie de las
nanoparticulas.

s o) 2
5i0, -60,20 1,04
PAH-1 48,00 0,66
PSs-1 -48,00 0,80
PAH-2 42,70 101
PSs-2 -45,60 0,49
PAH-3 37,90 0,42
ICG-1 -49,10 321
PAH-4 43,90 4,10
ICG-2 -49,10 4,75
PAH-5 36,80 219
ICG-3 -52,30 436
PAH-5 38,50 375
AuNS 13,00 0,99

Tabla 1. Valores de potencial {y desviaciones estdndar de las NPs con el agregado de las diferentes capas
de polielectrolito. A partir de la sexta capa, se reemplaza al polielectrolito PSS por el colorante ICG. La
ultima capa corresponde al agregado de las AuNS.
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4.4.1.3 Microscopia Electronica de Transmision

Por ultimo, lo que nos quedaba por definir era la manera en la que ibamos a colocar las
AuNS en el sistema. Del mismo modo que nos paso con el colorante, debimos evaluar
gué cantidad colocar con el objetivo de lograr un recubrimiento homogéneo de la
superficie de las NPs SiO,-ICG. La otra cuestion por determinar era el tiempo de agitacidn
de las nanoparticulas para lograr una buena interaccién entre las NPs SiO,-ICG y las
AuNS, permitiendo asi, el recubrimiento metalico deseado.

Para resolver estas cuestiones utilizamos como herramienta de trabajo la microscopia
electrénica de transmision.

En primer lugar, utilizamos dos voliumenes distintos de stock de suspensiones de
nanoparticulas de oro con una cantidad fija de NPs SiO,-ICG, de manera de tener distinta
relacidn Nauns/Nsioz (relacion entre el nimero de nanoparticulas de oro y de silice).

a) b)

500 nm 500 nm

250 nm

200 nm

Figura 12. Micrografias de TEM para NPs SiO,@AuNS con: a) 75 L de stock AuNS (Nauns/Nsio2 = 7,8) y b)
150 HL de stock AuNS (NAUNS/NSiOZ = 15,6)

Los valores de NPayns ¥ NPsios se calcularon suponiendo que ambas nanoparticulas son
de forma esférica, y sabiendo la concentracién de las soluciones stock y la densidad del
SiO, y Au, respectivamente. Lo que podemos ver en la Figura 12 es que, a medida que
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aumentamos la relacién NPauns/NPsio, aumenta el grado de cobertura de las NPs SiO,,
como era de esperar. Segln las imagenes obtenidas, el volumen de stock con el cual
obtenemos un recubrimiento completo y homogéneo de AuNS es 150 pL.

De esta manera, definimos la cantidad de nanoparticulas de oro que debiamos colocar
para recubrir completamente a las esferas de silice. Sin embargo, nos quedaba definir el
tiempo de agitacién necesario para que se produzca la adsorciéon de las AuNS sobre la
superficie de las NPs SiO,. Algunos trabajos publicados sobre el ensamblado de sistemas
similares al nuestro®® dejan interaccionando 1 h las nanoparticulas de oro para que
formen un depdsito uniforme sobre microesferas de poliestireno. Para saber si en
nuestro dispositivo es necesario utilizar el mismo protocolo o necesitamos un tiempo
diferente, tomamos alicuotas de la suspension de nanoparticulas durante el depdsito de
la capa metalica a diferentes tiempos con la intencién de evaluar el avance de la
deposicion de las AuNS. La idea era determinar el tiempo en el cual las nanoparticulas
de silice estaban completamente recubiertas de oro, para lo cual decidimos tomar
imagenes de TEM a los 5, 15, 30 y 60 min de agitacion (Figura 13).

5 min 15 min 30 min 60 min

a) g c)

H T

€

*
4

S0 m.

:
H

200 200 200 nm

Figura 13. Micrografias de TEM para las NPs SiO,@AuNS a diferentes tiempos de agitacién: a) 5 min, escala
500 nm; b) 5 min, escala 250 nm; c) 15 min, escala 500 nm; d) 15 min, escala 250 nm; e) 30 min, escala
500 nm; f) 30 min, escala 250 nm, g) 60 min, escala 500 nm; y h) 60 min, escala 250 nm.

Si bien a partir de los 5 min ya se observa un buen recubrimiento de la superficie, dejar
agitando mds tiempo nos asegura que practicamente todas las NPs de oro se depositan
sobre la superficie de las esferas de SiO,, evitando que queden estrellas sin interaccionar
y que luego sean dificiles de remover de la suspensién.

Es por este motivo que decidimos mantener el tiempo de agitacién reportado para
poliestireno (1 h) para obtener el mejor recubrimiento posible.
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Teniendo todo el protocolo de ensamblado puesto a punto, observamos las NPs SiO,-
ICG@AUNS al TEM para terminar el proceso de caracterizaciéon (Figura 14).

Cuando analizamos estas imagenes, vemos que las AuNS no se depositan
homogéneamente sobre la superficie de la silice. Esto nos llamé la atencidn teniendo en
cuenta que, para el caso de las NPs SiO,@AuNS, la deposicion de las nanoparticulas de
oro fue uniforme en toda la superficie de las NPs SiO,. Pero, cuando nos pusimos a
revisar los resultados que obtuvimos en las medidas de potencial {, encontramos una
posible explicacion.

En el momento en que comienzan a depositarse las capas de ICG sobre la silice, la
desviacion estandar de las medidas de potencial { aumentan, indicando que hay una
mayor incertidumbre en el valor de la carga asociada a la particula (ver tabla 1). Este
comportamiento no lo observamos durante el ensamblado de las capas de
polielectrolitos positivo y negativo.

Ny

250 nm

‘ 250 nm BT —

Figura 14. Micrografias de TEM para SiO,-ICG@AUuNS: a) barra de escala 500 nm y b) barra de escala 250
nm.

En base a estos resultados de potencial {y de las imagenes de TEM proponemos que el
depdsito de la ICG durante el ensamblado no es homogéneo en toda la superficie de la
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nanoparticula, por lo cual, a medida que se agregan nuevas capas de polimero positivo,
se forman agregados poliméricos en zonas preferenciales de la superficie (aquellas
donde el ICG se haya adsorbido en mayor cantidad). Al repetir este procedimiento un
par de veces se obtiene como resultado espesores poliméricos heterogéneos
(irregulares) en una misma particula, lo cual hace que las AuNS se adsorban
mayoritariamente en las zonas de mayor cantidad de polimero, dejando expuestas
zonas con menor recubrimiento polimérico.

Esto también explicaria por qué al medir el potencial { de las NPs SiO,-ICG@AuNS
obtenemos un valor menor al de la Ultima capa de PAH, pero que sigue siendo positivo,
en lugar de ser negativo como era de esperar debido al recubrimiento por las AuNS.

4.4.2 Produccidn de especies reactivas de oxigeno (ROS)

4.4.2.1 Consumo de oxigeno

Una vez terminada la caracterizaciéon, y habiendo determinado el correcto ensamblado
de las nanoparticulas, pasamos a verificar si el dispositivo obtenido cumplia con las
propiedades deseadas para poder ser utilizarlas en PDT y PTT.

En primer lugar nos centramos en el andlisis de la capacidad de estas particulas de
generar especies reactivas de oxigeno (ROS). Pero antes de enfocarnos en la medicion
de las propias ROS, medimos el consumo de oxigeno disuelto para determinar si
realmente nuestro sistema estaba interaccionando con el O, molecular generando
alguna especie de oxigeno (Figura 15).

Para ello, irradiamos la suspension de las NPs SiO,-ICG@AuUNS con un laser de 800 nm a
0,6 W de potencia y medimos la concentracion de O, molecular disuelto con un
electrodo de oxigeno durante 45 min. Estas medidas también se realizaron para los
controles positivos y negativos. Para estos controles utilizamos una solucién de ICG que
se espera que genere ROS, y una suspension de NPs SiO,@AuNS que se espera no genere
ROS, respectivamente.

Entre las principales especies reactivas que se producen a partir del O, molecular
encontramos el oxigeno singlete (10,) y el radical anién superdxido (O;7). Dado que el
tiempo de vida del 0, es muy corto (aprox 4 ps) y decae, rapida y espontdaneamente,
regenerando el O, triplete, debemos colocar, en las soluciones a medir, un agente que
pueda reaccionar con el 'O, generado con la irradiacién de manera de consumirlo
irreversiblemente y poder observar una disminucién en la concentracién de O,. El
compuesto utilizado con este fin fue el alcohol furfurilico (FFA). Ahora bien, para
comprobar que realmente el consumo medido corresponde a la produccién de *0,,
agregamos otro agente que compite con el FFA por el oxigeno singlete, pero, a diferencia
del anterior, este compuesto no reacciona con la especie reactiva, sino que lo desactiva
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fisicamente, volviendolo al estado fundamental triplete. Este segundo agente es la azida
de sodio (NaNs). Por lo tanto, es de esperar que con el agregado de este segundo
compuestro, se reestablezca la concentraciéon de O, disuelto, si es que solo se esta
produciendo 10, como especie reactiva.

En la Figura 15 podemos observar, como era de esperar, que la muestra de ICG con FFA
y las de NPs SiO,-ICG@AuUNS con FFA fueron en las que se observd mayor consumo de
oxigeno. Luego, cuando analizamos las mismas muestras, pero con el agregado de NaNs,
vemos que disminuye el consumo de oxigeno, lo que nos estd indicando que la
disminucién en la concentracién de oxigeno en las primeras dos muestras se debe a la
formacion de oxigeno singlete. Sin embargo, de acuerdo a lo que explicamos
anteriormente, al agregar NaNs; a la solucion esperamos que se recupere la
concentracion de oxigeno disuelto y el consumo se haga cero, pero vemos que esto no
fue asi. Esto se analizard mas adelante en la seccién 4.4.2.4.

o
N"..
® ICG+FFA o Yo
o

ICG + FFA + NaN, o
S0, ICG@AUNS + FFA
Si0,-ICG@AUNS + FFA + NaN, ®%ee,
SIO,@AUNS + FFA

SIO,@AUNS + FFA + NaN,

In [0,]/[O5]max

-0.3

-0.4

0 500 1000 1500 2000 2500

t / min

Figura 15. Grafico del cambio en la concentracién de O, disuelto en funcidn del tiempo.

En el caso de las NPs SiO,@AuNS, si bien se esperaba que no hubiese cambios en la
concentracion de O, disuelto, se observa que, tanto para las muestras con FFA y con FFA
junto con NaNjs, hay un pequefio consumo de oxigeno, similares entre si, pero en mucha

menor proporcién que para las otras muestras.

4.4.2.2 Determinacidn de oxigeno singlete.

Ahora que ya hemos visto que las NPs estan generando especies reactivas, segun lo
indicaron las medidas con el electrodo de O,, pasamos a determinar la naturaleza y la

cantidad de las especies reactivas de oxigeno.
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La produccién de oxigeno singlete puede determinarse de manera directa, midiendo la
fosforescencia del 10, a 1275 nm, o de manera indirecta, siguiendo el cambio de alguna
propiedad de un compuesto que reacciona con el oxigeno singlete. Sin embargo, el
método de deteccidn directa de la luz emitida por el oxigeno singlete esta limitado por
el bajo rendimiento cudntico (10 en sistemas acuosos)®® y por la baja eficiencia de
emisidn intrinseca del 10,.1% Por estas razones las trampas quimicas del oxigeno singlete
se usan en gran medida, y los métodos de deteccidn incluyen fluorescencia, absorcidn y
resonancia electrénica de spin (ESR). Una de las sondas mas utilizada para la deteccién
de !0, es el sensor verde de oxigeno singlete (SOSG®, del inglés: Singlet Oxygen Sensor
Green).

Esta sonda estd formada por un sistema de dos componentes compuesto por una mitad
gue actla como agente atrapante acoplado a un croméforo emisor de luz. Previo a la
reaccion con el oxigeno singlete, la emisidn del cromdéforo estd desactivada por la
transferencia electrénica desde la mitad “atrapante” adyacente. Luego de la reaccion
con el oxigeno singlete, el aducto de oxigeno resultante ya no es un donor de electrones
intramolecular eficiente, y entonces reaparece la emision de luz.

TE TE

Baja Fluorescencia Alta Fluorescencia

SOSG SOSG-EP

Figura 16. Formacién del endoperdxido de SOSG® (SOSG-EP) debido a la reaccidn con oxigeno singlete.

Hay que aclarar que el SOSG® comercial es una mezcla de los acidos 2,4 y 2,5 dicarboxilicos, no solo del

isémero 2,4 como se muestra en la figura.%

La sonda SOSG® se compone de un donante de electrones (derivado de antraceno) y un
aceptor (derivado de fluoresceina) unidos covalentemente. El SOSG® exhibe débiles
picos de fluorescencia azul a 395 y 416 nm bajo excitacién a 372 y 393 nm. En presencia
de '0,, SOSG® emite fluorescencia verde con maximos de excitacién y emisién a 504 y
525 nm, respectivamente. La emisidon de esta fluorescencia verde corresponde a la
formacién de un endoperéxido generado por la interaccidon del 0, con el residuo de
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antraceno del SOSG®, como se observa para otras sondas fluoresceina-antraceno
similares, tales como DMAX o DPAX.

Evaluamos la produccién de 0, para la NPs SiO-ICG@AUuUNS y la comparamos con los
controles ICG, SiO,@AuNS vy SiO,-ICG.

Como podemos ver en la Figura 173, la solucidn de ICG produjo oxigeno singlete como

era de esperar, al igual que lo hicieron las NPs que contienen ICG, estas son SiO,-ICG
(Figura 17b) y SiO,-ICG@AUNS (Figura 17d). En el caso de las NPs SiO,@AuNS (Figura
17¢) no vimos produccidén de '0,, lo cual también esperdbamos que ocurriese ya que

estas particulas no estdn cargadas con el colorante.

Estos resultados estan en linea con los obtenidos en las medidas de consumo de

,
oxigeno.
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Figura 17. Espectros de emisién del SOSG-EP generado a distintos tiempos para las muestras: a) ICG, b)
Si0,-ICG, c) Si0,@AUNS y d) Si0,-ICG@AUNS.

Si bien no es facil cuantificar la cantidad de oxigeno singlete generado en cada muestra
ya que los graficos de A/AO vs tiempo (Figura 18) no son lineales, los datos parecen
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indicar que las muestras que contienen ICG producen 'O, siguiendo la tendencia SiO,-
ICG > ICG > SiO,-ICG@AUNS.
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Figura 18. Relacidn entre el area bajo la curva de los espectros de emisidn del SOSG a distintos tiempos y
el area a tiempo 0 vs. tiempo, para cada una de las muestras de la Figura 17.

Como mencionamos al comienzo de esta seccidn, otro de los métodos indirectos de
deteccién de oxigeno singlete es la resonancia electrdnica de spin. Al igual que hicimos
en el capitulo 3, utilizamos la técnica de EPR para estudiar la generacién de 10, utilizando

el TMP como trampa de spin para este radical.
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Figura 19. Espectros EPR de TMP con ICG, NPs SiO,-ICG y NPs SiO,-ICG@AUuNS, irradiadas con LED de luz
NIR (Amax = 780 nm) durante 40 min.

La Figura 19 muestra los espectros EPR de las mezclas de NPs SiO2-ICG@AuUNS con TMP
50 uM, y de los diferentes controles utilizados. Una de las muestras corresponde al TMP
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sin irradiar que presenta una muy pequefa senal. Notese que en los casos de Riboflavina
vy Rosa de Bengala (Figuras 83 y 85 del capitulo 3), esta sefial es despreciable respecto
de las sefiales de las muestras. Podemos observar que practicamente no hay diferencia
entre los espectros de las muestras analizadas, entre las que se incluye la del TMP sin
irradiar, por lo cual no somos capaces de evidenciar la presencia de oxigeno singlete,
posiblemente debido al bajo rendimiento cuantico del fotosensibilizador. Se ha
reportado que este rendimiento depende de la concentracion de ICG y varia entre 0,004
para 100 uM y 0,009 para 25 uM.0?

4.4.2.3 Determinacion de radical anién superoéxido (0;").

Como dijimos en la seccién 3.3.2, no podemos determinar directamente la generacién
de 0, midiendo consumo de oxigeno, ya que este radical vive muy poco tiempo. Por
esta razén agregamos el FFA, que reacciona con el oxigeno singlete consumiéndolo de
manera irreversible y podemos seguir la disminucién en la concentracion de oxigeno
disuelto. Cuando agregamos NaNs a las muestras con FFA, observamos que aumenta el
nivel de oxigeno en la solucién. Por lo tanto, podemos concluir que se esta generando
oxigeno singlete.

Otra especie reactiva de oxigeno, capaz de producirse por fotosensibilizacién (reaccion
3), es el radical aniéon superoéxido.

h CES
0Sens — Y » 1Sens* —— » 3Sens* + 30, _TE, Sens™ +0," (R3)

Por esta razdn, la generacién de radical anién superdxido se determind de forma
indirecta mediante la deteccion de perdxido de hidrégeno (H,0,) producido a partir de
las siguientes reacciones:

0,” + H;0* =—=— HO, + H,0  (R4)
2HO,” — 0, + H,0, (RY)

Hzo +OZ._ + HOZ. < Oz + HzOz + HO_ (R6)

La concentraciéon de H,0, en las diferentes muestras se determind por un método
enzimatico colorimétrico utilizando el kit comercial de Wiener para la determinacidn de
colesterol.”” Este kit comercial consiste en una solucién que contiene las enzimas
colesterol esterasa (CHE), colesterol oxidasa (CHOD) y peroxidasa (POD), ademas de 4-
aminofenazona (4-AF), buffer Good, fenol y colato de sodio. El método se basa en la
reaccion de H,O, con una mezcla de 4-AF y fenol, para dar como producto la
guinonaimina (4-(p-benzoguinona monoimino)-fenazona) que presenta un maximo de
absorbancia a 505 nm (gs05= 5035 Mlcm™).
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La reaccion catalizada por la POD se muestra a continuacién en la Figura 19.

(o]
H3C NH,
gt =
OH -
¥ _
HETTN °  POD '?1
H,0, + + N —_— TN ° + H,0 (R7)

C

Figura 19. Reaccién del H,0, con fenol y 4-aminofenazona, para dar 4-(p-benzoquinona monoimino)-
fenazona y agua. Esta reaccidn es catalizada por la enzima POD.

Es importante aclarar que las enzimas colesterol esterasa (CHE) y la colesterol oxidasa
(CHOD) solo intervienen en la secuencia de reacciones que involucra la determinacion

de colesterol, por lo tanto no interfieren en la determinacién de H,0,.

Para llevar a cabo las medidas, es necesario realizar en primera instancia una curva de
calibracion. Para ello, se prepararon soluciones de H,0, de concentracién conocida

como se indica en las siguientes tablas.

Solucion Volumen H,0, stock (pL) [H,0,] (mM)
ScA 10 9,8
ScB 20 19,6
ScC 40 32,9
ScD 80 78,4

Tabla 3. Soluciones stock de H,0,. Los volumenes finales de las soluciones fueron 10 mL.

Solucion Vol soluciones anteriores [ o N(TLY)}
Sc1 100 pL Sc A 98
Sc2 100 pL Sc B 196
Sc3 100 pL Sc C 392
Sc4 100 pL ScD 784

Tabla 4. Diluciones finales de H,0, utilizadas para armar la curva de calibraciéon colorimétrica. Los
volumenes finales de cada solucion fueron 10 mL. Las concentraciones se escogieron en base a protocolos
realizados en trabajos anteriores del grupo.

De cada una de las diluciones indicadas en la Tabla 4 y de un blanco de agua se toman
400 pL y se mezclan con 1,8 mL del reactivo comercial. Estas soluciones se incuban
durante 5 min a 37 °C (o durante 30 min a temperatura ambiente). Transcurrido el
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tiempo de incubacion se mide la Asps. Se arma la curva de calibracion y luego se miden
las muestras.

Cada una de estas muestras se irradié durante 30 min con un ldser de 800 nm. Luego,
400 plL de cada muestra se mezclan con 1,8 mL de reactivo y se incuba durante 30 min
a temperatura ambiente. Se realiza la lectura de absorbancia a 505 nm y de la curva de
calibracion (Figura 20b) se obtienen los valores de concentracién de H,0,.

a) b)

1.0 1.0

— Sc 0 [ ) Curva Calibracién H,0,
25; — —— Regresion Lineal
05 4 Sc3 08 -0
— SC 4 - ”
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. 7
< : ”
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o 0
£ 044 2 04 - -
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A/ nm [H,0,] / uM

Figura 20. a) Espectros de absorcién de las muestras patron mezcladas con el kit comercial de Wiener
para determinar la cantidad de H,0, generado. b) Curva de calibracién obtenida a partir de las soluciones
patrén de H,0,.

Como podemos ver en la Figura 21, los valores de absorbancia para las muestras ICG,
Si0,-ICG, SiO,@AUNS y SiO,-ICG@AuUNS son menores al obtenido para la solucién patrén
mas diluia (Sc 1) y similares al observado para el blanco de agua.

0.16

—ICG
Si0,-ICG

—— SIO,@AuNS

—— SI0,-ICG@AUNS

0.14
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0.10 1
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Figura 21. Espectros de absorcién de las muestras mezcladas con el kit comercial de Wiener para
determinar la cantidad de H,0, generado.
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Este resultado nos demuestra que nuestro nanodispositivo no esta generando radical
anion superéxido como especie reactiva, al ser irradiado con un laser a 800 nm.

4.4.2.4 Determinacidn de radical hidroxilo (OH').

Otro de los posibles radicales que podria formarse en solucidn es el hidroxilo (OH), que
tiene una gran participacion en reacciones de autooxidacién de biomoléculas para ser
utilizado en un potencial tratamiento de PDT.

Por este motivo, estudiamos la generacién de radical OH mediante la técnica de
Resonancia Paramagnética de Electrones (EPR), utilizando al DMPO como trampa para
este radical, del mismo modo que se explicd en el capitulo 3.

La Figura 22 muestra los espectros EPR para el DMPO sin irradiar y para una mezcla de
DMPO e ICG 6,67 uM, irradiadas con un LED de 780 nm a dos tiempos distintos: 10 y 40
min. Como puede observarse, para ninguna de las muestras irradiadas se observa el
espectro caracteristico del aducto DMPO-OH, lo cual indica que no se esta produciendo
el radical OH- durante la irradiacion.

Teniendo en cuenta que el fotosensibilizador en solucién no dio sefiales de generacidn
de radical OH- no fue necesario realizar las medidas para las muestras de NPs SiO,-
ICG@AUNS.

0.03 = DMPO't = 0 min
= ICG + DMPO t = 10 min
ICG + DMPO t = 40 min

0.02

0.01

0.00 ~ﬁ"~,ﬁ'q—

Intensidad / u.a.

-0.01

-0.02

-0.03 T T T T T
3380 3400 3420 3440 3460
Campo / G

Figura 22. Espectros EPR de DMPO sin irradiar e irradiado con LED de 750 nm en presencia de ICG 6,67
MM, durante 10 y 40 min.

4.4.3 Constante de reaccion de ICG con 10;.

Volvamos al grafico de consumo de oxigeno de la Figura 23. Como explicamos en la
seccidn 3.3.2, cuando colocamos NaNs (competidor del FFA por el *0,, que desactiva al
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estado excitado volviéndolo al estado fundamental triplete) a la solucidén de ICG y a la
suspension de NPs SiO,-ICG@AuUNS, vemos que la cantidad de O, disuelto aumenta, sin
embargo, no vuelve al valor inicial. Una explicacién posible a este comportamiento seria
la produccién de radical anion superdxido que pudiese generar H,0, y de esta manera
se estaria consumiendo oxigeno disuelto. Sin embargo, utilizando el kit comercial de
Wiener determinamos que el O, no se esta generando. Por lo tanto, hay otro fendmeno
gue estd ocurriendo durante el proceso de irradiacion.

Tang y colaboradores!®

propusieron al ICG como una sonda para determinar la
generacion de oxigeno singlete ya que observaron que la absorcién a 780 nm de este
colorante disminuye cuando se irradia con un laser a 660 nm en una solucidon
conteniendo clorina e6 (Ce6). Una vez irradiado con un laser a 660 nm, el Ce6 puede
producir 10,, el cual descompone al ICG. Ellos proponen que la reaccién ocurre mediante
una ruptura de un doble enlace en la cadena central (Figura 23), aunque no

determinaron los productos de reaccion.

o RPN
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102 O‘ g + %N OO
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Figura 23. Esquema tentativo de la descomposicién del ICG en presencia de 0,.1%3

Los resultados expuestos en este trabajo nos llevaron a pensar que esta seria la razén
de la disminucién en la concentracién de oxigeno disuelto en las muestras irradiadas
que contienen FFA y NaNs.

Por este motivo decidimos determinar la constante de velocidad para la reaccién entre
el ICG y el 10, Para esto, irradiamos soluciones de distinta concentracion de ICG a una
cantidad fija de Rosa de Bengala, el cual genera oxigeno singlete al ser irradiado con una
laser a 532 nm. La constante se determiné midiendo los cambios en el tiempo de vida
del oxigeno singlete producto de la reaccion con el ICG.

A partir de los tiempos de vida del 10, obtenidos del ajuste de los decaimientos de la
Figura 24 (Tabla 5), y sabiendo la concentracidén de ICG (desactivador) utilizada en cada

solucién, podemos calcular la constante de quenching de la ecuacidn de Stern-Volmer
T
?" =1+ ky7o. [ICG] = 1 + kp. [ICG] (E1)

donde 1o y T son los tiempos de vida de 0, en ausencia y en presencia de ICG,
respectivamente.
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Figura 24. Decaimiento de la sefial de fosforescencia de 10, a 1275 nm obtenido a partir de soluciones de
Rosa de Bengala en D,0 (A2 = 1) en presencia de diferentes cantidades de ICG: a) 0 uM; b) 25,8 uM, c)
51,6 uM; d) 77,4 uM; e) 103,2 uM; y f) 129,0 uM. Las lineas rojas representan ajustes monoexponenciales.

La Figura 25 muestra el grafico del cociente 1o/ t vs [ICG], de la ecuacidon mencionada
anteriormente. El tiempo de vida del 10, en D,0 fue 6,0x10° s en ausencia de ICG, en

104

completo acuerdo con valores reportados en este solvente,'** y la pendiente de la recta

6.2 M. Con esto valores obtuvimos una k, de 1,04x108 M!s.

Estos resultados indican que el ICG no solo acttia como fotosensibilizador generando 0,
al ser irradiado a 780 nm, sino que también es un desactivador de este radical.
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Capitulo 4

Tabla 5. Valores de concentracién de ICG utilizado para la determinacién de la constante de quenching y

los respectivos tiempos de vida del 'O, obtenidos a partir de las curvas de la Figura 24.
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Figura 25. Grafico de la ecuacidn de Stern-Volmer, a partir de la cual, con la pendiente de larectay el 1
podemos obtener el valor de la constante de quenching (k,) de 10, por ICG.

El proceso por el cual un quencher ejerce su efecto sobre el oxigeno singlete puede ser

tanto fisico como quimico. En el primer caso, el quencher desactiva fisicamente al 0, a

través de proceso de transferencia de energia, mientras que, en el segundo caso, el

guencher reacciona quimicamente con el oxigeno singlete generando un producto

determinado. Esta constante que obtuvimos es la constante de queching total, es decir,

del proceso global tanto fisico como quimico. Por lo tanto, para poder determinar las

constantes de quenching fisico (kq) y quimico (kq%), debemos obtener alguna de estas

dos constantes y luego despejar la otra a partir de la ecuacion

kD =k} + k!
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Cabe mencionar que para que la desactivacion de 0, dé lugar a consumo de oxigeno,
el proceso de desactivacion deberia tener una componente quimica, es decir ky% deberia
ser distinta de cero.

Se intentd medir el valor de kq" irradiando soluciones de Rosa de Bengala en presencia
de FFA o ICG. En estos ensayos (no mostrados) se realizaron medidas de consumo de
oxigeno usando FFA como referencia. Los resultados dieron una constante k,% mayor a
kq', lo que no tiene sentido. Esto podria deberse a la suposicidn de la estequiometria 1:1
entre 10, e ICG que puede no ser vélida. Para determinar ky" deberia medirse entonces
el consumo de ICG.

4.4.4 Eficiencia fototérmica

Ya hemos determinado que nuestro sistema es un potencial candidato para PDT, por lo
tanto, nos queda por saber si también puede serlo para PTT.

El calor generado por nanoparticulas semiconductoras y metdlicas no solo involucra la
absorcion de los fotones incidentes, sino también la conversidn de la energia del fotdn
en energia en forma de calor, asi como la transferencia de calor desde la NP hacia el
medio circundante.

Este efecto de calentamiento es especialmente fuerte en el caso de las nanoparticulas
metalicas dado que tienen una gran cantidad de electrones mdviles, y se vuelve aln
mayor cuando la frecuencia del Iaser incidente coincide con la resonancia colectiva del
plasmén de las NPs. Debido a que las nanoparticulas metdlicas tienen rendimientos
cuanticos opticos muy bajos (son emisores de luz muy pobres), la cantidad total de calor
generado se espera que esté relacionada con la tasa de absorcion déptica total de una
manera relativamente simple. Estos argumentos de balance de energia sugieren que si
el rendimiento cuantico dptico de las NPs es muy bajo (10°®) entonces deberia haber una
conversidn de energia del fotdn a energia caldrica cercana a la unidad.®

Como se menciond en la introduccidn de este capitulo, dado los diferentes factores que
determinan el proceso de conversion de energia foténica en energia calérica, tales como
forma y tamano de las nanoparticulas, el medio de la suspensidn, la potencia del laser,
etc., es conveniente determinar para cada sistema el valor de eficiencia de conversién
fototérmica (N). En la Figura 26 vemos un esquema representativo del sistema utilizado.
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—u

Figura 26. Esquema de la configuracidn experimental utilizada para medir los cambios de temperatura en

suspensiones de NPs irradiadas a 800 nm.

La Figura 27 muestra los tipicos perfiles de temperatura de las diferentes soluciones y

suspensiones de nanoparticulas.
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Figura 27. Gréficos de los distintos perfiles de calentamiento y enfriamiento obtenido para los distintos
sistemas. En todos los casos, excepto para H,0 A% =0,2.

Haciendo un balance de energia en el sistema, podemos calcular la eficiencia de
transduccion fototérmica. El balance total de energia para este sistema es:

daT
Z m; Cp,i E = Qin,np + Qin,surr - Qout (E3)
i

Donde m y C, son la masa y la capacidad calorifica del solvente (agua) y T es la
temperatura de la solucién. Qinnp es la entrada de energia fototérmica de las

nanoparticulas

Qinnp = I1(1 — 10401 (E4)
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Donde / es la potencia del laser (en mW), A, es la absorbancia a la longitud de onda de
excitacion (800 nm), y n es la eficiencia de transduccion fototérmica, o la fraccion de
energia absorbida de la luz que es convertida en calor. Qjnsurr €s la entrada de calor (en
mW) debida a la absorcién de la luz por parte del solvente, la cual se mide de manera

independiente. Q. es el calor perdido, o cedido, hacia los alrededores.%®

Qout = hA(T - Tsurr) (ES)

donde h es el coeficiente de transferencia de calor, A es el area superficial del
contenedor, y T €s la temperatura ambiente del entorno. La cantidad agrupada hA
fue determinada midiendo la velocidad del descenso de temperatura luego de remover
la fuente de iluminacidn. En ausencia de excitacion laser, la ecuacién E3 se vuelve:

daT
Z miCp,i E = _Qout = _hA(T - Tsurr) (E6)
i

Reacomodando la ecuacién E6 tenemos:

mHZOCp H20 dT
dt = — - E7
hA (T - Tsurr) ( )

e integrando, obtenemos la expresion:

= (myzo Cp,H20

hA ) ln(T - Tsurr) (ES)

La constante de velocidad caracteristica puede definirse como Tou= (Mu20.Cp,120)/hA, tal
que:

hA t
T —Toyr =exp| ——————— | = exp ( ) (E9)
JH20

Mpyz0 Cp out

En el valor maximo de temperatura del estado estacionario, la velocidad del
calentamiento fototérmico es igual a la velocidad de transferencia de calor hacia afuera
del sistema:

Qin,np + Qin,surr = Qout (ElO)

1(1 - 10(_A)‘))r1 + Qin,surr = hA(Tmax - Tsurr) (Ell)

donde T,ax €s la maxima temperatura en el estado estacionario. Por lo tanto, la
eficiencia de transduccion fototérmica puede ser calculada directamente del
incremento de temperatura en el estado estacionario, como:
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_ hA(Tmax - Tsurr) - Qin,surr

(1 = 10C40) (£12)

A partir de los datos de la Figura 27, obtuvimos los valores de Tout ¥ el coeficiente de
transferencia de calor (hA) para cada muestra durante el enfriamiento de la solucién.
Estos resultados se muestran en la Tabla 6.

Muestra Tout (Min) hA /(W/°C) n (%)
SiO,-ICG 10,06 1,386x102 46
AuNS 8,339 1,672x102 56
SiO,@AuUNS 8,039 1,750x102 60
SiO,-ICG@AUNS 10,69 1,340x102 56

Tabla 6. Valores de la constante de velocidad y del coeficiente de transferencia de calor calculados a partir
de los perfiles de enfriamiento de las soluciones de la figura 27b.
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Figura 28. Eficiencia de transduccion fototérmica calculada para NPs SiO,-1CG, AuNS, NPs SiO,@AuNS y
NPs SiO,-ICG@AuNS.

Como puede verse en la Figura 28, los valores mas altos de eficiencia fototérmica (entre
56 y 60%) se obtuvieron para las NPs que contienen las nanoestrellas de Au, tal como
era de esperar.

Por ultimo, es necesario hacer un comentario respecto a los valores de AT obtenidos en
esta experiencia. Si bien se puede ver en la Figura 27 que los cambios de temperatura
para las suspensiones NPs SiO,-ICG@AuUNS no son significativamente mayores que los
observados para H,0, estas temperaturas corresponden a las del volumen total de
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solucidén, sin embargo, el aumento de temperatura alrededor de las NPs deberia ser
mucho mas grande.

La temperatura de las NPs (Tnp) aumenta durante la irradiacién con el didmetro de las
NPs desde 5 a 50 nm en proporcion al flujo del laser I, a la fraccion de energia absorbida
(1 —10tAV), y es inversamente proporcional a la capacidad calorifica de la muestra C,, a
la concentraciéon de Au y a la longitud del camino éptico o:

Io(1 — 10G40)

AT
x alAu]C,o

(E13)

Irradiacion con un laser de Ti/zafiro de muy alta potencia produjo un AT de 120 °C en

107

una suspension de NPs Aude 15 nm de didmetro con un solo pulso de 120 fs,*’ mientras

gue lairradiacidn continua de baja intensidad a NPs Au produjeron un AT de 15 °C en un

108

rango de tiempo de 5 5% a 6 min.>®

4.4.5 Internalizacion celular

Hasta aqui hemos demostrado que nuestro nanodispositivo es capaz de producir
especies reactivas de oxigeno (oxigeno singlete) y ademas generar aumento de
temperatura, luego de ser irradiado por un laser a 800 nm. Por lo tanto, consideramos
gue estas nanoparticulas son potenciales candidatos para ser utilizadas como un Unico
sistema capaz de realizar PDT y PTT al mismo momento.

Con la intencidon de seguir estudiando las potenciales aplicaciones terapéuticas de estas
particulas, nos propusimos evaluar la internalizacién celular de las mismas. Para lograr
una adecuada eficacia de las fototerapias, es importante que las nanoparticulas ingresen
a las células tumorales, de manera que las especies reactivas generadas por el
fotosensibilizador y el calor producido por las particulas tenga su efecto sobre los
componentes celulares, ubicados en el citoplasma y en los principales compartimentos
celulares tales como, mitocondria, lisosomas, nucleo, etc.

Experimentos de microscopia de epifluorescencia con médulo APOTOME se realizaron
con el fin de determinar si las células incorporaban las nanoparticulas en su interior.

El médulo APOTOME adaptado al microscopio de fluorescencia permite que este actie
como si fuese un microscopio confocal, obteniendo imdagenes de la misma calidad y
resolucion.

Para estos ensayos se utilizé la linea celular HepG2 de carcinoma hepatico.

Un primer cultivo de células se puso en contacto con 9 ulL de solucién stock de ICG 10
mM de manera de obtener una concentracién final de ICG 30 uM en el medio de cultivo.
Luego las células se incubaron en oscuridad a 37 °C en estufa durante 20 min, y
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posteriormente se observaron al microscopio. Por otra parte, se colocaron las NPs SiO,-
ICG en un segundo cultivo celular, con una concentracion final de 0,2 mg/mL. Las células
se incubaron en oscuridad a 37 °C en estufa durante 1 h. Por ultimo, a un tercer cultivo
celular se le agregé la suspension de NPs SiO,-ICG@AuUNS con una concentracion final
de 0,2 mg/mL (respecto a las NPs SiO,) y se incubd de la misma manera que en el caso
anterior. Para esta muestra, antes de observar al microscopio, se colocé el colorante
DAPI. Este fluoréforo es un marcador de nucleo celular y se utilizd para mejorar la
visualizacidn de las células y la localizacidn de las nanoparticulas.

Como podemos observar en la Figura 293, el color verde en las imagenes corresponde a
la autofluorescencia de las células que se observa cuando utilizamos un filtro de emisién
de paso de banda (BP, del inglés: Band Pass) de longitud de onda 690/50 nm. El color
rojo (o rosa) corresponde a la emisidn del ICG. Dado que, cuando observamos la
superposicién de la imagen de campo claro con la de fluorescencia, vemos que la
emisién del ICG se encuentra dentro de los limites celulares (imagen no mostrada),
concluimos que el colorante ha sido interiorizado por las células.

En la Figura 29b, vemos nuevamente que la fluorescencia del ICG, presente en las NPs,
junto con la autofluorescencia celular se encuentran dentro de la célula. A su vez,
cuando analizamos la imagen de fluorescencia, compuesta por la superposicion de las
imagenes tomadas con diferentes canales (cada uno para una emision determinada),
vemos zonas amarillas-anaranjadas las cuales resultan de la mezcla (superposicién) de
la emisién roja y verde, indicando de esta manera una colocalizacion de ambas
emisiones. De esta manera observamos que las NPs SiO,-ICG ingresan a las células
HepG2 al igual que el colorante en solucion.

Cuando analizamos la Figura 29c, vemos como primera diferencia, respecto a las
imagenes anteriores, la emisiéon azul correspondiente al DAPI, el cual nos estd
evidenciando la presencia de los nucleos celulares. Sin embargo, observamos
nuevamente zonas verdes, rojas y amarillas, correspondientes a la fluorescencia propia
de las células, del ICG en las NPs SiO,-ICG@AuUNS, y de la mezcla de ambas emisiones
respectivamente. Este resultado nos estaria indicando la internalizacidn de las NPs por
parte de las células.

No obstante, si nos enfocamos en las imagenes de campo claro, vemos que, debido al
gran contraste producido por las AuNS, no se logré enfocar bien a las células y por ende
no podemos definir los limites celulares. Esto hace que no podamos asegurar, en
primera instancia, que las NPs se encuentren dentro de las células o sobre su superficie.
Otra cosa interesante que observamos en esta imagen es que la fluorescencia roja no se
superpone en ningin momento con el azul del DAPI, lo que nos estaria indicando que
las NPs no ingresan al nicleo.
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Figura 29. Imagenes tomadas con microscopio de epifluorescencia con médulo APOTOME de células
HEPG2 incubadas con: a) ICG 30 uM durante 20 min, b) NPs SiO,-ICG 0,2 mg/mL durante 1 h, c) NPs SiO,-
ICG@AUNS 0,2 ng/mL durante 1 h, y d) NPs SiO,-ICG@AuNS 0,075 mg/mL durante 24 h.
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Para confirmar si las NPs SiO,-ICG@AuUNS se encuentran dentro de las células o no,
escogimos con el microscopio un campo visual donde estuviese una célula sola y
realizamos un andlisis en el eje z. Con la funcién Z-stack del microscopio, tomamos
imagenes de la célula seleccionada en el plano XY en diferentes posiciones a lo largo del
eje Z, de manera de poder obtener una representacién tridimensional de la célula.

Luego, uno puede elegir diferentes planos (XY, XZ e YZ) para analizar la fluorescencia

intracelular.

Figura 30. Micrografia de epifluorescencia con médulo APOTOME de células HepG2 incubadas con SiO,-
ICG@AUNS durante 1h. Los margenes que se encuentran a la derecha y en la parte superior de la imagen,
delimitados por las lineas amarillas, son las proyecciones de las imagenes tomadas en el plano XZ e YZ
respectivamente que estan marcados con lineas blancas. La interseccion entre los planos ocurre en una
zona donde se encentran las NPs, y como puede verse en las proyecciones del eje Z, estas particulas se
encuentran en el interior de la célula seleccionada para el andlisis.

En la Figura 30, el margen derecho y el margen superior de la imagen corresponden a
las proyecciones en el plano YZ y XZ seleccionados, respectivamente. La linea blanca
horizontal representa la posicion en el eje Y del plano XZ seleccionado, mientras que la
linea blanca vertical representa la posicidn en el eje X del plano YZ seleccionado. Como
podemos ver en la imagen 2D, la interseccién entre ambos planos corresponde a una
zona dentro de la célula donde se observa fluorescencia roja y amarilla, las cuales estan
asociadas, ambas, a la presencia de NPs. Dado que la emisién roja y amarilla se
distribuyen a lo largo del eje Z en ambas proyecciones, esto nos pone de manifiesto que
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la fluorescencia se encuentra (y por ende las NPs SiO,-ICG@AuUNS también) en el interior
de la célula.

Es sabido que algunos colorantes de la familia de las cianinas se localizan en los tejidos

109 110 111 112 glioblastoma,113'114 e

de tumores sélidos (prostata,'®® gastrico,!'° rifion,*! pulmon,
higado''®) pero no en tejidos y células normales.116117.118113 | 5 evidencia de varios
estudios realizados al respecto sugiere que esto se debe a que estos fluoréforos son
incorporados por proteinas transportadoras de aniones organicos (OATPs, del inglés:
organic anion transporter proteins).??° Estos receptores OATPs de la superficie de las
células son sobreexpresados en tumores sélidos; su funcién natural es introducir
aniones organicos (y algunos materiales neutros), los cuales son de importancia para la
célula, y balancear este flujo de ingreso. Los receptores OATPs expulsan bicarbonato

intracelular, glutation, y aductos de glutation.

121 proponen que la internalizacién de cianinas iodadas mediada

Usama y colaboradores
por OATPs determina el potencial para el aumento de la incorporacién en los tumores
por sobre el tejido sano que no expresa estos receptores. En su trabajo, realizaron una
serie de estudios de fluorescencia para establecer el mecanismo de internalizacién de
una cianina iodada en células HepG2. Los resultados obtenidos muestran que hay una
menor incorporacidon de la cianina cuando las OATPs son inhibidas, y una mayor

internalizacidn cuando se aumenta la sobreexpresion de los receptores.?!

4.4.6 Ensayos de PDTy PTT

Dependiendo del tipo de ensayo celular que se quiera realizar, puede ser importante
conocer la cantidad de células viables remanentes al final del experimento. Hay una gran
variedad de métodos de ensayo que pueden ser utilizados para estimar el nimero de
células eucariotas viables. Muchos de estos utilizan compuestos de tetrazolio, entre los
cuales se incluye: MTT, MTS, XTT y WST-1. El ensayo de reduccién de MTT (bromuro de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio) fue el primer ensayo homogéneo de
viabilidad celular desarrollado para un formato de placa de 96 fosas que resultd
adecuado para el andlisis de alto rendimiento (HTS, del inglés: high throughput
screening).'?? La tecnologia del ensayo de tetrazolio ha sido ampliamente adoptada y
sigue siendo popular en los laboratorios académicos, evidenciado por los miles de
articulos publicados con esta técnica. El sustrato MTT es preparado en una solucidn
fisioldgicamente balanceada, agregado al cultivo celular, generalmente en una
concentracion final de 0,2 — 0,5mg/mL, e incubado durante 1 a 4 h (usualmente 3 h). La
cantidad de formazan (directamente proporcional al nimero de células viables) se mide
recolectando los cambios en la absorbancia a 570 nm utilizando un espectrofotémetro
de lectura de placa. Algunas veces suele utilizarse una referencia de longitud de onda
640 nm, aungue no es necesario en la mayoria de las condiciones del ensayo. Las células
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viables con su metabolismo activo convierten al MTT en el producto coloreado formazan
(violeta) con un maximo de absorbancia cercano a 570 nm (Figura 31). Cuando la célula
muere, pierde la capacidad de convertir al MTT en formazan, por lo tanto, la formacion
de color sirve como un marcador muy util y conveniente de las células viables
solamente. El mecanismo celular exacto de la reduccién de MTT a formazan no se
conoce del todo, pero probablemente implica una reaccion con NADH o moléculas
reductoras similares que transfieran electrones al MTT.!23 Recientes reportes en la
literatura especulan con la participacién de enzimas especificas mitocondriales, lo cual
lleva a la asunciéon mencionada en numerosas publicaciones que el ensayo de MTT es
una medida de la actividad mitocondrial.1241%>
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Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (E,Z)-5-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-1,3-difenilformazano
(MTT) (Formazan)

Figura 31. Reaccion de reduccién del MTT al producto coloreado (violeta) formazan, con NADH como
agente reductor.

El formazan, producido por la reduccion del MTT se acumula como un precipitado
insoluble dentro de las células, depositdndose cerca de la superficie celulary en el medio
de cultivo. El formazan debe ser solubilizado antes de realizar las lecturas de
absorbancia. Muchos métodos han sido utilizados para solubilizar al formazan,
estabilizar el color, evitar evaporacion, y reducir la interferencia por el rojo fenol
(indicador de pH) y otros componentes del medio celular.26127.128 yarias técnicas de
solubilizacion incluyen la utilizacién de: isopropanol acidificado, DMSO
(dimetilsulfoxido), dimetilformamida, SDS (dodecilsulfato sddico), y combinaciones de
detergentes y solventes organicos.!2%126127.128 |5 gacidificaciéon de la solucidn
solubilizante tiene la ventaja de que cambia el color del rojo fenol al color amarillo que
podria tener menor interferencia en las lecturas de absorbancia. El pH de la solucién de
solubilizacidn puede ajustarse para proporcionar una maxima absorbancia, si es que hay
un inconveniente con la sensibilidad.?°

La cantidad de sefal generada es dependiente de varios parametros incluyendo: la
concentracion de MTT, la duracion del periodo de incubacién, el nimero de células
viables y su actividad metabdlica. Todos estos pardmetros deberian ser considerados
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cuando se quiere optimizar las condiciones del ensayo para generar una cantidad
suficiente de producto que pueda ser detectado por sobre la sefial de fondo.

Tiempos deincubacién muy prolongados resultan en acumulacién de color e incremento
de la sensibilidad hasta un cierto punto, sin embargo, el tiempo de incubacién estd
limitado debido a la naturaleza citotdoxica de los agentes de deteccidon que utilizan
energia (agentes reductores tal como el NADH) de la célula para generar una sefial. Para
una poblacién celular en fase de crecimiento logaritmica, la cantidad de formazan
producido es generalmente proporcional al nimero de células viables metabdlicamente
activas.

Para estudiar el efecto en la PDT y PTT de nuestras nanoparticulas, realizamos ensayos
MTT de viabilidad celular. La Figura 32 muestra los resultados obtenidos para las
muestras incubadas en oscuridad (Figura 32a) y para las muestras irradiadas durante 2
h a 780 nm (Figura 32b).
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Figura 32. Ensayos de MTT con células HEK293T incubadas con dos concentraciones de NPs SiO2-
ICG@AUNS y los controles pertinentes (0,025 mg/mLy 0,050 mg/mlL) sin irradiar (a) e irradiados durante
2 h con LED de 780 nm (b).

En nuestra metodologia de estudio, las NPs SiO,-ICG@AuUNS son las candidatas mas
adecuadas para ser utilizadas en una terapia combinada de PDT y PTT debido a la
presencia de la ICG y las AuNs en el mismo sistema, que permiten tanto la generacion
de especies reactivas de oxigeno como un aumento de temperatura del medio,

respectivamente.

Se ha reportado que la fotoirradiacion del ICG produce efecto fototérmico ademas del
efecto fotodindmico.3%131132 Este efecto seria el responsable del valor de 42% de
eficiencia fototérmica medido en esta tesis para las NPs SiO,-ICG (ver Tabla 6 de este
capitulo). Con fines comparativos ademas de las NPs SiO,-ICG@AuUNS, se realizaron
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medidas de la viabilidad celular en células incubadas con NPs SiO,-ICG, que al no tener
las nanoestrellas de oro se esperaba que la citotoxicidad generada por PTT sea menor.
Recordemos que los valores mas altos de eficiencia fototérmica fueron registrados para
los nanomateriales que incluyen a las nanoestrellas de Au en su formulacién (Tabla 6).
Por otro lado, las células también fueron incubadas con NPs SiO,@Au, para poder
estudiar, de manera exclusiva, el efecto fototérmico del sistema ya que, al no tener el
colorante, se esperaba que la citotoxicidad provenga solamente del aumento de
temperatura. Como podemos ver en la Figura 32a, ninguna de las muestras tiene efecto
sobre la viabilidad celular cuando las muestras son incubadas en oscuridad. Esto nos
estaria indicando que las particulas no son citotdxicas per se, lo cual es una caracteristica
deseable a la hora de pensar en un material para uso en tratamientos terapéuticos.

En la Figura 32b podemos observar, a diferencia de lo que ocurre en oscuridad, que
todas las muestras generan citotoxicidad luego de ser irradiadas por 2 h a 780 nm.
Cuando comparamos con las células control (sin NPs) vemos que los porcentajes de
viabilidad celular caen al 45 % aproximadamente (menos de la mitad), indicando el
efecto debido a los nanomateriales irradiados. Sin embargo, no podemos establecer
diferencias entre los distintos tipos de nanoparticulas, ni tampoco entre las diferentes
concentraciones de cada muestra. Por lo tanto, no somos capaces de comprobar un
efecto sinérgico de las NPs SiO,-ICG@AuUNS, ya que los efectos de la PDT y PTT
combinadas no muestran diferencias significativas con respecto a los efectos de PDT y
PTT por separado. Probablemente, es posible que en nuestras condiciones
experimentales no seamos capaces de obtener el efecto sinérgico esperado, pero esto
no significa que no ocurra. Nos queda como desafio probar nuevos arreglos
experimentales con el fin de estudiar mas a fondo las propiedades del sistema.

4.5 Conclusiones parciales

A lo largo de este capitulo hemos desarrollado un sistema capaz de generar por
fotoirradiacidn especies reactivas de oxigeno y aumento de temperatura, lo cual lo
coloca como un posible candidato para el desarrollo de un tratamiento combinado de
PDT y PTT. Establecimos las estrategias utilizadas para llevar a cabo el ensamblado de
este dispositivo, y estudiamos las propiedades dpticas resultantes de las nanoparticulas.

En base a todo lo expuesto podemos concluir que:

Hemos logrado ensamblar un nanodispositivo que contiene un fotosensibilizador (ICG)
y un agente fototérmico (AuNS) mediante el método LbL, utilizando NPs de silice como
soporte, y los polielectrolitos PAH y PSS como bloques de ensamblado para permitir la
incorporacion de los agentes terapéuticos.
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Hemos caracterizado estas nanoparticulas para asegurarnos el correcto ensamblado e
incorporacion de los componentes de interés, asi como también, para comprobar que
este nuevo sistema conserva las propiedades épticas de los componentes individuales.
Respecto a este ultimo punto, hemos observado la generacién de oxigeno singlete por
parte de las NPs asi como también un aumento de temperatura de la solucion de 12 °C
a 0,6 W de potencia del |aser.

También hemos demostrado, por medio de microscopia confocal, que nuestro
nanodispositivo es incorporado por células tumorales de la linea HepG2, lo cual es de
vital importancia para poder llevar a cabo los procesos terapéuticos.

Por dltimo, pudimos establecer en base a los resultados de viabilidad celular, que
nuestras particulas no son citotéxicas en oscuridad, mientras que producen una
disminucion de la viabilidad celular mayor al 50 % al ser irradiadas durante 2 h con un
LED de 780 nm. Si bien logramos obtener un efecto citotdxico de las muestras irradiadas,
no fuimos capaces de observar diferencias entre las NPs SiO,-ICG@AuNS (tratamiento
combinado de PDT y PTT) respecto a las NPs SiO,-ICG (tratamiento PDT) y a las NPs
SiO,@AuUNS (tratamiento PTT), por lo cual no pudimos evidenciar un efecto sinérgico de
nuestro nanodispositivo.
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Conclusiones del capitulo 3:

Se sintetizaron, mediante una nueva estrategia, nanoparticulas core-shell SIiO.@Ag y
SiO;@Au por un método de dos etapas, las cuales involucran la formacién de nucleos
homogéneos de plata u oro sobre esferas de silice coloidales, seguida de un proceso
fotoquimico empleado para el crecimiento de nanoparticulas a partir de las semillas.

Los experimentos de espectroscopia de absorciéon de transientes mostraron que en
muestras con Rf y NPs SiO,@Ag-low, la absorcién de estado excitado triplete de la
Riboflavina no se observa debido a un proceso de transferencia de electrones desde la
Ag al estado excitado del complejo formado entre la Rf y las nanoparticulas SiO,@Ag-
low. Este resultado significa que bajo estas condiciones luego de la fotoirradiacién se
liberan iones Ag* al medio acuoso.

Es sabido que la liberacion controlada de iones Ag* en las cercanias de las paredes
celulares de microorganismos contribuye a la actividad bactericida de los
nanomateriales de plata.*#* Por esta razdn, las NP score-shell SiO.@Ag-low son
candidatos prometedores para la inactivacién fotodinamica (PDI) de microorganismos.
La fotoirradiacién de la Riboflavina en suspensiones de nanoparticulas deberia liberar
iones Ag*, incrementando el efecto bactericida intrinseco de los materiales no-
irradiados.

Conclusiones del capitulo 4:

Se ensambld un nanodispositivo que contiene un fotosensibilizador (ICG) y un agente
fototérmico (AuNS) mediante el método capa por capa, utilizando NPs de silice como
soporte, y los polielectrolitos PAH y PSS como bloques de ensamblado para permitir la
incorporacion de los agentes terapéuticos.

La caracterizacion de las nanoparticulas demostré que este nuevo sistema conserva las
propiedades dpticas de los componentes individuales. Se verificé la generacién de
oxigeno singlete por parte de las NPs asi como también un aumento de temperatura de
la solucién de 12 °C al ser irradiada a 800 nm.

También hemos demostrado, por medio de microscopia confocal, que nuestro
nanodispositivo es incorporado por células tumorales de la linea HepG2, lo cual es de
vital importancia para poder llevar a cabo los procesos terapéuticos.

Ensayos de viabilidad celular demostraron que nuestras particulas no son citotdxicas en
oscuridad, mientras que producen una disminucién de la viabilidad celular mayor al 50
% al ser irradiadas durante 2 h con un LED de 780 nm.
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En conclusién, hemos desarrollado un sistema capaz de realizar PDT y PTT
simultdneamente, las estrategias utilizadas para llevar a cabo el ensamblado de este
dispositivo, y las propiedades dticas resultantes de las nanoparticulas.
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