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Resumen de actividades

RESUMEN

En los dltimos afios una nueva clase de nanoparticulas de carbono, conocidas
como carbon dots (CDs) ha despertado el interés de los investigadores. Debido a sus
excelentes propiedades opticas y biocompatibilidad, los CDs han recibido una gran

atencion por sus potencialidades de aplicacion en estudios de sistemas FRET.

La transferencia de energia resonante de Forster es un proceso no radiativo en
el que la energia de excitacion electrénica de un donador (generalmente un fluoréforo)
se transfiere a un receptor en el estado fundamental a través de interacciones dipolo-
dipolo. Aunque hay numerosos reportes basados en sistemas FRET entre diferentes
puntos cuanticos (QDs) y colorantes, poco ha sido reportado sobre el uso de CDs en

este tipo de sistemas.

En el presente trabajo se llevo a cabo la sintesis de CDs con el objetivo de
utilizarlos en la deteccion de especies bioldgicas. Las propiedades épticas de los CDs
se estudiaron mediante espectrsocopia UV-Visible y fluorescencia molecular
determindndose su rendimiento cuantico. Se disefiaron sistemas FRET entre CDs
(donador) y diferentes especies (aceptores). Los sistemas FRET con mejores

caracteristicas se utilizaron para la deteccion de moléculas de interés bioldgico.
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I. Introduccion

|. INTRODUCCION

Como uno de los elementos esenciales del organismo, la industria y la sociedad,
el carbono siempre ocupa una posicion importante en el desarrollo de la ciencia y la
tecnologia modernas. En la dltima década los nanomateriales de carbono han sido
ampliamente estudiados y utilizados en aplicaciones diversas debido a sus
propiedades excelentes. Como nhanomateriales de carbono se pueden mencionar a los
nanodiamantes, grafeno, nanotubos de carbono de pared simple y maltiple, nanoconos
de carbono, fullerenos y los puntos de carbono o “carbon dots” (CDs por sus siglas en

inglés).!

En los ultimos afios se ha experimentado un auge en las investigaciones sobre
los CDs, tanto en relacibn a sus propiedades Opticas como de sus posibles
aplicaciones en éareas diversas. Los CDs comprenden dos tipos de nanomateriales
luminiscentes, los puntos cuanticos de carbono y los puntos cuanticos de grafeno,

CQDs y GQDs respectivamente por sus siglas en inglés.

Los CQDs fueron obtenidos accidentalmente durante la separacion y
purificacion de nanotubos de carbono de pared simple en el afio 2004 mediante
electroforesis preparativa.?3° Sin embargo no es hasta el afio 2006, con el trabajo de
Sun y colaboradores?, en que logra sintetizarse en grandes cantidades este tipo de
material, marcando un hito en las investigaciones sobre CQDs. Por otro lado, aunque
el grafeno se conoce desde el siglo XX, es durante la primera década del siglo XXI que
comienzan a investigarse las propiedades de los GQDs. Precisamente en el afio 2010
Pan* y colaboradores sintetizan, partiendo de hojas de grafeno, GQDs con
luminiscencia azul llevando las investigaciones sobre materiales luminiscentes de

carbono a un climax.

Estos nanomateriales (CQDs y GQDs) se han vuelto muy populares
desencadenando una gran cantidad de investigaciones con el fin de explorar sus
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I. Introduccion

propiedades luminiscentes. Muestran un rendimiento cuantico alto, buena estabilidad
fotoquimica, dispersabilidad en agua, biocompatibilidad, costo bajo y tienen la ventaja
de ser elementos no toxicos, de acuerdo a pruebas in vivo de toxicidad.® Estas
interesantes propiedades los convierten en materiales luminiscentes de nueva
generacion superiores a los colorantes organicos fluorescentes usados

convencionalmente y los puntos cuanticos inorganicos o “quantum dots” (QDs).

Una de las caracteristicas mas importantes de los puntos de carbono es la
dependencia existente entre la longitud de onda de emisién y la de excitacion. Es
importante destacar que, a pesar de ser materiales ampliamente estudiados en los
altimos afos, aln no existe consenso en cuanto al origen de sus propiedades 6pticas.
Pese a esto es innegable la influencia que ejercen los dominios sp? presentes en la
estructura de estos puntos de carbono (CQDs y GQDs) en el origen de sus
propiedades Opticas. Otro aspecto importante a tener en cuenta es la influencia del
tamafo de los puntos de carbono y la presencia de grupos funcionales en su superficie.
Segun estudios recientes el aumento del tamafio de los GQDs desplaza la longitud de
onda de emision desde el azul hasta el rojo y el infrarrojo cercano.® Por otro lado, ha
sido reportado en diversos trabajos como el aumento de la presencia de grupos
funcionales en la superficie de los CQDs desplaza la longitud de onda de emisién hacia
la region del rojo.”

Debido a sus propiedades oOpticas excelentes, los CDs han recibido una gran
atenciéon por sus potencialidades de aplicacion en estudios de sistemas de
transferencia de energia de resonancia de Forster.? La transferencia de energia de
resonancia de Forster, habitualmente abreviado como FRET por sus siglas en idioma
inglés, es un mecanismo mecdanico cuantico mediante el cual se transfiere energia de
un donador a un aceptor. Este mecanismo ha sido utilizado ampliamente en
aplicaciones biologicas debido a las distancias favorables (2-8 nm) para la

transferencia de energia.® Esta técnica es usada cominmente para evaluar la
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localizacion precisa y las interacciones entre dos moléculas especificas, lo cual no
puede ser evaluado con instrumentos convencionales debido a una resolucion limitada
(>200 nm).

En contraste con materiales fluorescentes convencionales como colorantes
organicos y los puntos cuanticos, el pico de emision de los CDs se puede controlar
facilmente en un intervalo de longitud de onda amplio, lo que los hace apropiados para
detectar diversos analitos de interés bioldgico. Por otra parte, la estructura superficial
de los CDs puede disefiarse facilmente para mostrar una fuerte union con los
aceptores especificos detectados, lo que permite un acercamiento a distancias muy
cortas entre los CDs y los aceptores.® Estas caracteristicas satisfacen los requisitos
del sistema FRET y hace de los CDs excelentes donantes potenciales con una alta

selectividad y sensibilidad.

Debido a sus propiedades excelentes, los puntos de carbono han recibido
numerosas aplicaciones en bioimagen, fotocatélisis, optoelectronica, cargado y
liberacion de farmacos y desarrollo de sensores. Como consecuencia de lo
anteriormente descrito en este trabajo se plantea la sintesis de nanoestructuras de
carbono con diferentes modificaciones superficiales y su utilizacién como sensores y
posibles acarreadores teragndésticos. La ubicacién de este proyecto es en el area de

analitica, especificamente en el desarrollo de hanosensores 6pticos.
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ll. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

2.1. Justificacion

La espectroscopia de fluorescencia ha emergido como una herramienta
analitica poderosa para la deteccion de biomoléculas, el andlisis no invasivo de células
individuales y la obtencién de imagenes biomédicas.®! En comparaciéon con las
técnicas convencionales, incluidas la tomografia computarizada, la tomografia por
emision de positrones y la resonancia magnética, la microscopia molecular de
fluorescencia logra resoluciones de profundidad de hasta 800 pm, proporciona
informacion tridimensional de la luz emitida por marcadores fluorescentes y
proporciona imagenes con resoluciones espaciales altas.'>® Actualmente, la
obtencién de imagenes moleculares mediante técnicas basadas en fluorescencia se
utiliza ampliamente en la deteccién de células cancerosas debido a su extraordinaria
sensibilidad y resolucion espacial. La imagen de fluorescencia visualiza la expresion y
la actividad de moléculas particulares, asi como las células y los procesos biolégicos
que influyen en el comportamiento del tumor y / o la respuesta a las drogas

terapéuticas.'4

El desarrollo de un método eficiente para distinguir las células cancerosas de
las células normales es un tema desafiante, y en este sentido, una medida factible
puede ser a través del monitoreo de las moléculas sobre expresadas en las células
cancerosas. El receptor de folato (RF) se sabe que esta regulado positivamente en
una variedad de células cancerosas humanas, incluida la neoplasia de ovario, glandula
mamaria, pulmoén, rifidn, cerebro, prostata y garganta; mientras que en las células
normales esta solo minimamente distribuida.'® El nivel de RF también parece aumentar
a medida que aumenta la etapa del cancer.’®> En la actualidad, las nanoparticulas
fluorescentes conjugadas con ligandos de afinidad biomolecular (péptidos, anticuerpos

0 moléculas pequeiias) se han usado ampliamente para imagenes moleculares y
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celulares tanto in vitro como in vivo, y tales estrategias también se han empleado como

una ruta importante para localizar células cancerosas.'6-1°

Para RF, el acido félico (AF) es un ligando ideal debido a su alta afinidad (Kd =
1010 M), estabilidad y compatibilidad con disolventes organicos y acuosos.!®20
Ademas, el ligando se internaliza facilmente en las células a través de endocitosis.?*
Estas caracteristicas hacen que el AF sea un agente prometedor para la deteccion de
RF, administracion de farmacos y terapia contra el cancer.?>?* Se han reportado
trabajos para la localizacién de células cancerosas, mediante la deteccion de RF,
utilizando materiales diversos conjugados con AF.?>28 Los materiales utilizados
incluyen nanoparticulas de oro, puntos cuanticos inorganicos, nanoparticulas de silice,
nanoparticulas lipidicas, nanoparticulas magnéticas fluorescentes, etc. Sin embargo,
algunos de estos nanomateriales funcionalizados tienen diametros grandes o efectos
potencialmente toxicos, que pueden limitar su accesibilidad a las células o conducir a
la intoxicacion celular. Por lo tanto, es deseable un tamafio mas pequefio y materiales

no toxicos.

Los CDs poseen propiedades Opticas excelentes, tamafios pequefios y son
materiales no toxicos. Ademas, en comparacion con otros materiales, los CDs son de
preparacion facil, presentan buena biocompatibilidad y estabilidad coloidal. Por lo
tanto, los CDs son candidatos idoneos para el desarrollo de sensores 6pticos y como

posibles agentes teragndésticos.
2.2. Objetivo general

Obtener y caracterizar nanoestructuras de carbono con diferentes

modificaciones superficiales para su utilizacion como sensores.
2.3. Objetivos especificos

1. Sintetizar nanoestructuras de carbono (CQDs) con carga negativa y carga positiva.
5
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10.

Caracterizar las nanoparticulas obtenidas por TEM, EDS y FTIR.

Realizar estudios por potencial Zy DLS.

Caracterizar las nanoestructuras obtenidas mediante espectroscopia UV visible y
fluorescencia molecular.

Determinar la influencia del pH en las propiedades fluorescentes de las
nanoestructuras sintetizadas.

Estudiar la influencia de las modificaciones superficiales en las propiedades de
citocompatibilidad de las nanoestructuras obtenidas.

Estudiar la formacion de ensambles acido félico con las diferentes nanoestructuras
de carbono.

Utilizar los diferentes ensambles en el reconocimiento de receptores de folato y
seleccionar el que presente mejores caracteristicas.

Evaluar la selectividad de la sonda fluorescente de receptores de folato en
presencia de iones metalicos como Na*, K*, Mg?*, Ca?* y Zn?*, moléculas de
interés bioldgico como glucosa, acido oxalico, urea, acido ascorbico, acido citrico
y aminoacidos como histidina, leucina, isoleucina, lisina, metionina, fenilalanina y
treonina.

Utilizar la sonda fluorescente para la determinacion de los receptores de folato
sobre expresados en la superficie de las células de cancer Hela por microscopia

confocal de fluorescencia
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lll. TOERIA GENERAL Y ANTECEDENTES

3.1. Fundamentos de luminiscencia molecular

La fotoluminiscencia es el proceso mediante el cual los &tomos o moléculas
emiten luz tras haberse excitado previamente mediante la absorcion de radiacion
electromagnética, siendo ésta de mayor energia que la emitida. La emision de luz
ocurre cuando las especies excitadas vuelven al estado fundamental a través de

procesos de relajacion.
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Figura 1. Diagrama de Jablonski.?®

Los procesos que ocurren entre la absorcion y emision de luz son usualmente
ilustrados mediante el diagrama de Jablonski (Figura 1).2° En este diagrama las lineas
horizontales de menor grosor representan los distintos niveles vibracionales de los
diferentes niveles electrénicos: el estado singulete base (So), los estados singuletes

excitados S1y S2 o los estados tripletes excitados T1y Te.
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Los procesos fotoluminiscentes se dividen en dos categorias, fluorescencia y
fosforescencia. La fluorescencia se diferencia de la fosforescencia en que las
transiciones electrénicas que producen la primera no llevan asociadas un cambio de
espin del electrén, mientras que la fosforescencia si. Dado que el cambio en la
multiplicidad, como consecuencia de la absorcion de radiacion electromagnética, es
un proceso prohibido por las reglas de la mecéanica cuantica, la fosforescencia
presenta un tiempo de vida mas largo que la fluorescencia, siendo del orden de
milisegundos a segundos frente a los nanosegundos habituales en la segunda. Una
caracteristica comun en los casos de emisidn de fotoluminiscencia (tanto fluorescencia
como fosforescencia) es que la emision ocurre a mayor longitud de onda que la

empleada para la excitacion.

Una molécula excitada puede también volver a su estado fundamental mediante
procesos no radiativos, los cuales se conocen con el nombre de procesos de

desactivacion.

En disolucion, el exceso de energia vibracional se pierde como consecuencia
de las colisiones entre moléculas de las especies excitadas y el disolvente (conversion
externa). Cuando dos niveles vibracionales de dos estados electronicos diferentes
estan suficientemente préximos, la molécula puede pasar de un estado electrénico a
otro de mas baja energia sin emision de radiacién (conversién interna). Si durante este
proceso se invierte el espin de un electron excitado, produciendo un cambio en la

multiplicidad de la molécula, el proceso se denomina cruce entre sistemas.

El camino mas favorable hacia el estado fundamental es aquel que minimiza el
tiempo de vida del estado excitado. Asi, si la desactivacion por fluorescencia es mas
rapida que los procesos no radiantes, se observara esta emision. Si por su parte, la
desactivacion no radiante tuviese una constante de velocidad mas favorable, la

fluorescencia desapareceria 0 seria menos intensa.
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En la actualidad, los métodos luminiscentes son ampliamente utilizados debido
a sus amplios intervalos de linealidad y a sus limites de deteccion bajos, del orden de
las partes por billon (ppb), entre uno y tres 6rdenes de magnitud inferiores a los que
caracterizan a la espectroscopia de absorcion.

3.2. Puntos de carbono
3.2.1. Estructura

Hace ya mas de 10 afios desde que una nueva familia de nanomateriales,
posteriormente denotados como puntos de carbono (CDs), han sido inicialmente
sintetizados y caracterizados.3°% Desde entonces, el campo de los CDs ha sido testigo
de un desarrollo impresionante, en particular centrado en la mejora de sus propiedades

luminiscentes.

Desde un punto de vista estructural, se distinguen dos tipos de estos materiales,
los GQDs y los CQDs (Figura 2). Los primeros, son nanoparticulas cuasi esféricas,
con tamafios generalmente inferiores a 10 nm y comdnmente poseen una coraza
amorfa con nudcleo nanocristalino, observandose la presencia de hibridaciones sp? y
sp3.31.% Por otro lado, los GQDs, estan compuestos por varias capas de grafeno con
dimensiones laterales que pueden llegar hasta los 100 nm.3? La forma de la mayoria
de los GQDs es circular o eliptica, aunque también se han obtenido con formas
triangulares, cuadradas y hexagonales .32

Tanto para los CQDs como para los GQDs, se ha revelado el espaciado reticular
grafitico en el plano de 0.18 — 0.24 nm (correspondiente a diferentes planos de
difraccién) y el espaciado entre capas de 0.334 nm (o mayor debido a la presencia de
grupos funcionales) por mediciones HRTEM y XRD.23¥ Dependiendo de las rutas
sintéticas, se introducen varios defectos, heteroatomos y grupos funcionales, lo que

puede alterar significativamente sus propiedades estructurales y fisicoquimicas.®®
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Figura 2. Representacion estructural de A) CQDs y B) GQDs.343%

3.2.2. Estrategia de sintesis de CDs

Muchas son las rutas de sintesis para obtener CDs, siendo todas de manera
general sencillas y donde al menos uno de sus reactivos funciona como fuente de
carbono. La sintesis de CDs puede ser dividida, desde un punto de vista operacional,

en tres etapas:3!

1. Sintesis de nanoparticulas en bruto,
2. Operaciones de pasivacion y
3. Reacciones de funcionalizacion.
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La sintesis de CDs en bruto puede clasificarse en dos categorias, los métodos
de “top down” (arriba hacia abajo) y de “bottom up” (abajo hacia arriba). Los enfoques
“top down” se basan en reducir el tamafio de las estructuras de grafito/grafeno hasta
que los productos muestran las caracteristicas de nanopatrticulas fluorescentes. Estos
meétodos incluyen técnicas como descarga de arco eléctrico, ablacion laser de fuentes
de carbono, impacto electroquimico de nanotubos de carbono, exfoliacion
electroguimica de grafito, irradiacion laser de nanoparticulas de carbono (<50 nm)
dispersas en un solvente organico luego de haber sido sonicadas.®'3¢ El tamafio de
los CD resultantes suele variar entre 2 y 25 nm, con rendimientos cuanticos que

pueden alcanzar hasta 28% después de los procesos de pasivacion superficial.36:38

En pocas palabras, en los enfoques “bottom up” todo lo que es de naturaleza
carbdgena que puede "arder" puede producir CDs. Por esta razén, los CDs se han
encontrado en caramelo® o en Nescafé® café3®. Una ruta sintética mas conveniente
implica la oxidacién térmica de diferentes precursores organicos que puede producir,
en una sola etapa, CDs altamente fluorescentes sin necesidad de realizar operaciones
de pasivacion superficial. 4041 La oxidacion térmica de precursores organicos también
puede llevarse a cabo en solucidon acuosa calentando en un microondas,*?>*3 0 en
autoclave** y en presencia de acidos* produciendo CDs altamente fluorescentes. El
control de las condiciones de carbonizacién a través de la seleccion de precursores
permite el ajuste del color de fluorescencia de los CD resultantes. Una caracteristica
importante de los métodos “bottom up” es que normalmente no requieren agentes de
pasivacion en la superficie (por ejemplo, polietilenglicol, polietilenimina) para obtener

materiales fluorescentes como en el caso de los métodos “top down”.

Las operaciones de pasivacion se aplican cuando se han obtenido CDs con
rendimientos cuanticos pobres y tienen como finalidad mejorar las propiedades 6pticas
de las nanoparticulas sintetizadas. Con este fin se recurre a tratamientos quimicos que

incluyen la oxidacion de la superficie de estas nanoparticulas con acido nitrico, dopaje

11
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con sales inorganicas y el recubrimento con polimeros organicos.3! Es muy probable
que estas operaciones tengan el mismo efecto que la pasivacion en los

semiconductores del tipo QDs.

Con el fin de estabilizar y maximizar la emision de fluorescencia en los QDs,
estos son recubiertos con una envoltura inorganica. Esta operacion concentra los
portadores de carga en el nacleo nanocristalino alejandolos de la superficie. Con esto
se minimiza el impacto que tienen los defectos superficiales y las trampas de energia
sobre la eficiencia en la emisién de fluorescencia y ademas disminuye la influencia de

los factores del entorno sobre las propiedades fluorescentes de la nanoparticula.*®

La dltima etapa de sintesis involucra a las llamadas reacciones de
funcionalizacion que engloban todas las transformaciones quimicas que se realizan
después de las operaciones de pasivacion. Desde el punto de vista quimico analitico,
el objetivo de las etapas de funcionalizacién es el de proveer a la nanoparticula de una

reactividad quimica determinada segun el uso final deseado.

En el afio 2013 Xu y colaboradores*’ reportaron la sintesis de CDs dopados con
nitrégeno (N-CDs) para su aplicacion como sensores de bioimagen. Este trabajo
muestra una estrategia facil y general para preparar N-CDs y con bajo nivel de
oxidacion utilizando como precursores de carbono L-DOPA, L-histidina y L-arginina.
Los N-CDs son obtenidos mediante un proceso de carbonizacion térmica de los
precursores y posterior extracciobn con solventes organicos diferentes, presentando
estos una estructura tipo nucleo coraza (Figura 3 C) con un nucleo de carbono y una
capa amorfa con grupos que contienen oxigeno. En las imagenes TEM (Figura 3) de
los N-CDs se muestra la uniformidad y monodispersidad de estas nanoparticulas con
un diametro medio de 3.64 nm. La Figura 4 muestra el espectro de fluorescencia de
los CDs obtenidos en DMF. Los autores estudiaron la dependencia entre la longitud

de onda de excitacién y emisién excitando en un intervalo comprendido entre 320 y

12
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480 nm. Aungue la banda de emision se movié desde 475 a 555 nm, se obtuvo un

maximo de emision al ser excitado a una longitud de onda de 400 nm.

0 -
225335445555
Tamaho (nm)

Figura 3. A) TEM. B) Distribucién de tamafio N-CDs. C) HRTEM.*®
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Figura 4. A) Espectro UV-Vis N-CDs. B) Dependencia de la emision de fluorescencia
con la longitud de onda de excitacién N-CDs.*’
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Zhu y colaboradores*® en el afio 2013 sintetizaron CDs a partir de acido citrico
y etilendiamina mediante tratamiento hidrotérmico, realizando una sintesis sencilla en
un solo paso con un rendimiento de 58 %. Los autores variaron las condiciones de
sintesis para estudiar la influencia de ciertas variables (reactivos, temperatura) en el
rendimiento cuantico de los CDs, obteniendo nanoparticulas con rendimientos

cuanticos de hasta 80 %.

Los CDs sintetizados que presentaron mejor rendimiento cuantico fueron
caracterizados por diferentes técnicas. La estructura y morfologia de las
nanoparticulas fue determinada mediante microscopia electronica de transmision
(TEM) (Figura 5), observandose una uniformidad en la dispersion de las nanoparticulas
sin presentar una aparente agregacion. Los CDs mostraron una distribucion de tamafo
entre 2 y 6 nm. Las propiedades épticas fueron estudiadas mediante espectroscopia
UV-Visible y espectroscopia de fluorescencia. El espectro UV-Visible en solucion
acuosa muestra un maximo de absorcién en 344 nm (Figura 6 A). En el espectro de
fluorescencia se observa una excitacion 0ptima a 360 nm y una emision a los 443 nm
(Figura 6 A). En la Figura 6 B puede observarse el espectro de emision de los CDs a

diferentes longitudes de onda de excitacion.

100 nm

Figura 5. Imagenes TEM (izquierda) y HRTEM (derecha).*®
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Figura 6. A) Espectro UV-Vis (). Fluorescencia, excitacion (---), emision (-.-.). B)
Emision de fluorescencia a diferentes longitudes de onda de excitacion.*®

3.2.3. Propiedades 6pticas de los CDs

Quizas la propiedad mas llamativa de los CDs (CQDs y GQDs) es la
dependencia que existe entre la longitud de onda de emisién y la longitud de onda de
excitacion. Un ejemplo de esto puede observarse en la Figura 7,° el amplio intervalo
espectral y las intensidades relativamente altas de los picos de emision resaltan las
propiedades multicolores de los CDs. En efecto, el hecho de que la banda de emision
de fluorescencia pueda desplazarse en funcién de la longitud de onda de excitacion
gue se utilice es una de las propiedades Unicas de los CDs y ha sido explotado en

aplicaciones diversas.

Mientras que la variacién en la emisién de fluorescencia de los ampliamente
estudiados QDs, corresponden a los efectos del confinamiento cuantico y se
correlacionan con el tamafio de las nanoparticulas,*¢° |a variacion en las propiedades
fluorescentes de los CDs no puede explicarse a través de este mecanismo. La
variacion en la emision de fluorescencia en CDs se ha atribuido, a estados de energia

asociados con defectos superficiales sobre las nanoparticulas grafiticas. La Figura 8
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ilustra este concepto, que muestra las emisiones de fluorescencia generadas a partir

de distintos niveles de energia asociados con la superficie de los CDs.

Wavelength (nm)
400 500 600 700 800

A) B)

Aysuaju| pazijeuuon

Normalized Intensity

300 400 500 600 700 800
Wavelength (nm)

Figura 7. Dependencia entre la longitud de onda de emision y la de excitacion de los
CDs. A) Fotografias de CDs pasivados con polietilenglicol (PEG) excitados a 400 nm
(), y registrados en diferentes filtros de emision, o excitados en las longitudes de onda
indicadas (b). B) Espectros de emision de fluorescencia de los CDs excitados a
incrementos crecientes de 20 nm. El recuadro muestra los espectros de emision a
intensidades normalizadas.3

Muchos estudios han proporcionado evidencia experimental que respalda el
modelo de luminiscencia ilustrado en la Figura 8 y que muestra que la modulacion de
los "estados superficiales” de los puntos de carbono es la fuente subyacente de las
propiedades de luminiscencia dependientes de la excitacién. De hecho, las primeras
investigaciones en el campo de CDs han demostrado que la luminiscencia solo puede
lograrse después de la pasivacion superficial de las nanoparticulas de carbono a través
de reacciones quimicas posteriores a la sintesis. De hecho, varios estudios han
demostrado que CDs que exhiben longitudes de onda de emision Unica (por ejemplo,
sin luminiscencia dependiente de la excitacién) se pueden sintetizar modificando
cuidadosamente la superficie de los CDs, eliminando o reduciendo las concentraciones

de los "defectos superficiales" responsables de los diferentes niveles de energia.
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Figura 8. Emision de fluorescencia de CDs atribuida a diferentes estados de energia
superficiales.3*

La modulacion de las propiedades Opticas de los CDs a través de medios
quimicos ha sido una direccion de investigacion prominente en el area, dirigida a
controlar los perfiles de emisiébn dependientes de la excitacion de CDs. Lin y
colaboradores en el Instituto de Tecnologia e Ingenieria de Materiales de Ningbo,
China, por ejemplo, sintetizaron CDs para los cuales los espectros de emision
exhibieron intensidades de pico similares incluso con la excitacién en longitudes de
onda significativamente diferentes (Figura 9).5° Dichos CDs son, de hecho, diferentes
a la abrumadora mayoria de los sistemas de CDs reportados en la bibliografia, en los
gue se han observado generalmente altas intensidades maximas de emision solo
dentro de una "ventana" de fluorescencia especifica y bastante estrecha con
disminucion rapida de las sefiales de emision de fluorescencia tras la excitacion fuera
de la ventana espectral, véase, por ejemplo, la Figura 9. Desde el punto de vista
mecanicista, las propiedades o6pticas de los CDs presentados en la Figura 9 se
remontan a la abundancia relativa de grupos funcionales en la superficie de las
nanoparticulas, particularmente residuos aromaticos y enlaces como C=N, C=0 y C-

N. De hecho, los autores demostraron que al cambiar las condiciones de sintesis
17
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generadas por la formamida se obtuvieron CDs que exhiben diferentes distribuciones
de las unidades quimicas sobre la superficie y los cambios correspondientes en los

colores de emision.

La estrecha relacion entre la emision de fluorescencia y los grupos funcionales
presentes en la superficie de los CDs se ha manifestado en muchos otros estudios. Un
ejemplo interesante de fluorescencia "on-off" en CDs, logrado a través de reacciones
de esterificacion en la superficie, se describe en la Figura 10.5?

Los CDs, preparados por Chowdhury y sus colegas en el Instituto de Estudios
Avanzados en Ciencia y Tecnologia, India, a partir del &cido citrico como precursor de
carbono, mostraron una disminucién en la intensidad de fluorescencia en condiciones
muy &cidas.>® Sin embargo, tras la esterificacion de los grupos —OH y —COOH
presentes en la superficie, mediante reaccion con alcoholes, los CDs se volvieron
altamente fluorescentes. Curiosamente, el proceso fue reversible: la acidificacion de
los CDs esterificados dio como resultado la extincion de fluorescencia, la
reesterificacion posterior recuperé nuevamente la emision de fluorescencia. Si bien el
mecanismo responsable de este fendbmeno no se ha aclarado, se ha atribuido la
modulacién de intensidad de fluorescencia a cambios en los estados de energia de la
superficie, directamente afectados por las reacciones quimicas.
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Figura 9. A) Esquema de sintesis de CDs; B) emision de fluorescencia a diferentes
longitudes de onda de excitacion; C) espectro de absorbancia UV-vis.*°

Heated for ~1h

Aqueous
acid/base

Figura 10. Modulacion de la fluorescencia de CDs inducida por esterificacion. La
fluorescencia fue baja en los CDs generados con &cido citrico a pH=1 (izquierda); tras
la esterificacion, la fluorescencia aumento significativamente (derecha).5!

19



lll. Teoria general y antecedentes

Muchos estudios han propuesto mecanismos de la luminiscencia dependiente
de la excitacion de CDs. Urban y colaboradores en Ludwig-Maximilians-Universitaet,
Alemania, llevaron a cabo una cuidadosa comparacion entre las propiedades épticas
de los CDs incrustados dentro de una matriz polimérica y los hidrocarburos poli-
aromaticos (HPA) que se encapsularon de manera similar dentro del polimero
huésped, permitiendo controlar las concentraciones y composiciones de la especie
emisora.®? El modelo propuesto por los investigadores, delineado en la Figura 11, trata
los puntos de carbono como un "céctel" de fragmentos de HPA bidimensionales (por
ejemplo, unidades moleculares que contienen carbono con hibridacion sp?)
incrustados dentro de una matriz de carbono amorfo. La luminiscencia en esta
configuracion se debi6é a la excitacion de las especies arométicas, y los diferentes
colores de emision surgieron de ligeras modificaciones estructurales de las unidades
de HPA, particularmente la funcionalizacion de carbono con oxigeno y nitrégeno. Las
diferencias estructurales entre los HPA dieron lugar a brechas de energia distintas,

que corresponden a las diferentes longitudes de onda de emision.

hV Carbon dots
CX.

PL (a.u.)

400 500 600
Wavelength (nm)

Figura 11. Modelo del mecanismo de emision de fluorescencia de CDs. El esquema
de la izquierda muestra la excitacion de los puntos de carbono a una longitud de onda
especifica y la emision en varias longitudes de onda. Los espectros de la derecha
reflejan las diferentes emisiones de fluorescencia.>°
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Por otro lado, Sk y colaboradores,>® usando célculos DFT dependientes del
tiempo, demostraron que la fotoluminiscencia de GQDs se origina esencialmente a
partir del confinamiento cuantico de electrones 1 conjugados en la red de carbonos
sp? y puede ajustarse con sensibilidad segln varia su tamafio, configuracion de borde,
forma, funcionalidades quimicas asociadas, dopaje de heteroatomos y defectos.>3
Especificamente, este trabajo revela que los GQDs pristinos con bordes en zigzag
emiten desde el UV profundo (235.2 nm) hasta el infrarrojo cercano (999.5 nm)
mientras varian el diametro de 0.46 a 2.31 nm debido a la disminucion de la banda
prohibida inducida por deslocalizacion 1 (Figura 12 A). El dopado con nitrégeno
desplaza hacia el azul la emisién de fluorescencia de los GQDs, mientras que la
oxidacion y los defectos causan el desplazamiento hacia el rojo (Figura 12 B). La
emision de fluorescencia de GQDs de gran tamafio y con hibridacion heterogénea esta

dictada por los dominios pequefios aislados de hibridacién sp?.
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Figura 12. A) Longitud de onda de emision calculada utilizando DFT en funcién del
diametro de los GQDs con bordes en zigzag; B) longitud de onda de emisién de GQDs
oxidados en funcién de la cobertura de los grupos -OH y -COOH.53
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Figura 13. CDs que exhiben emision de fluorescencia especifica; A) sintesis
purificacion de CDs; B) colores de diferentes fracciones de CDs; C) longitudes de onda
de emision; D) mecanismo hipotético que vincula la emision con el grado de oxidacion
superficial.>*

Otros estudios tuvieron como objetivo delinear los mecanismos responsables
de la generacion de estados de energia superficial en CDs. Una clave en muchos de
estos estudios ha sido aislar eficazmente los CDs que exhiben caracteristicas quimicas

y fotofisicas definidas. Xiong y colaboradores prepararon CDs con emisiones de
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fluorescencia que cubren todo el intervalo espectral visible (Figura 13).>* De manera
crucial, esos CDs podrian separarse en particulas Opticamente puras que emitan
colores luminiscentes distintos utilizando la cromatografia en columna de silice, porque
cada especie de puntos de carbono exhibié una polaridad distinta. Los CDs aislados
se analizaron y sus emisiones de fluorescencia se correlacionaron directamente con
el grado de oxidacion superficial de los mismos, en lugar de parametros como el
tamafio (excluyendo asi los posibles efectos de "confinamiento cuéntico" similares a
QDs). La Figura 13 D representa la relacion propuesta entre los colores de los puntos

de carbono y el grado de oxidacién de la superficie.
3.2.4. Toxicidad in vitro e in vivo de CDs

Al igual que los semiconductores QDs tradicionales, los CDs ofrecen
propiedades Unicas favorables en imagenes celulares o seguimiento celular a largo
plazo, a diferencia de los colorantes fluorescentes, son muy fotoestables.3*% Otro
requisito previo crucial para la formacion de imagenes celulares, ademas de las
propiedades Opticas adecuadas, es su baja citotoxicidad. Se han realizado muchos
estudios in vitro e in vivo que muestran una citotoxicidad muy baja o nula incluso en
concentraciones mucho mas altas que las necesarias para la obtencion de imagenes
celulares.?*%¢ Las células de carcinoma hepatocelular humano muestran una tasa de
supervivencia >90% después de la exposicion a CQDs con una concentracion de 0,5
mg/ml (Figura 14).5” También se ha demostrado que los CDs presentan una

citotoxicidad insignificante para muchas otras lineas celulares. [poner varios articulos]

Ajayan y colaboradores, han demostrado que las GQDs, con una dosis de hasta
50 pg/mL, no presentan una toxicidad significativa para las lineas celulares de cancer
de mama humano (Figura 15).58 Una investigacion mas detallada realizada por Fan y
colaboradores, demostroé que no hay cambio significativo en la viabilidad, proliferacion,

actividad metabdlica, capacidad de autorrenovacion y potencial de diferenciacién de
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las células madre neuronales humanas después del tratamiento con GQDs (250
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Figura 14. Citotoxicidad de CQDs para células HepG2 estudiadas mediante ensayos
de MTT y azul de tripano.>’
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Figura 15. Citotoxicidad de CQDs para células HepG2 estudiadas mediante ensayos
de MTT y azul de tripano.®
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Se han realizado estudios de toxicidad in vivo de CQDs en ratones.®® Después
de la exposicion a CQDs pasivados con PEG 1500N (40 mg, inyectados por via
intravenosa), los ratones evaluados no mostraron anormalidades en la ingesta de
alimentos, peso corporal, actividades, funcion renal y hepatica e indicadores
bioquimicos séricos (alanino aminotransferasa, acido Urico, nitrdgeno ureico en

sangre, etc.).

Los criterios para usar nanomateriales para el diagnostico in vivo y la terapia
dirigida son mas desafiantes que aquellos para el etiquetado celular. Parametros
importantes a tener en cuenta, ademas de la baja toxicidad y la captacion celular
suficiente, son hemocompatibilidad, diametro hidrodinamico pequefio, baja absorcién
de proteinas no especificas y extraccion rapida del cuerpo con administracion
suficiente al tejido diana (generalmente cancer).6! Huang y colaboradores, rastrearon
el destino in vivo de los CQDs en ratones a través de tres vias de inyeccion utilizando
fluorescencia en el infrarrojo cercano y tomografia por emisién de positrones.®? Se
observo una excrecién rapida y eficiente de CQDs en las tres vias de inyeccion. La
velocidad de eliminacion se puede ordenar como intravenosa > intramuscular >
subcutanea. Los CQDs tenian una retencion relativamente baja en el sistema reticulo-

endotelial y mostré un alto contraste en las areas del tumor.

La toxicologia in vivo y la biodistribucion a largo plazo de las GQDs
funcionalizados con PEG se han estudiado en ratones. Los GQDs no causaron una
toxicidad apreciable para los ratones a una dosis de 20 mg/kg durante tres meses.
Estos se acumularon principalmente en el higado y el bazo y se eliminaron
gradualmente.®® Todos estos experimentos sugieren el gran potencial de los CQDs y

GQDs para aplicaciones biomédicas in vitro e in vivo.
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3.2.5. Transferencia de energia resonante de Forster (FRET) y CDs

Debido a sus excelentes propiedades épticas, mejor fotoestabilidad, fabricacion
sencilla, costo bajo y mejor biocompatibilidad, los CDs han recibido una gran atencion
por sus potencialidades de aplicacion en estudios de sistemas FRET.

FRET son las siglas en inglés de transferencia de energia resonante de Forster
en honor al cientifico aleman Theodor Forster, quien originalmente describié este
fendmeno.%4®5 Los procesos FRET involucran una transferencia de energia desde un
fluoréforo en el estado excitado a un segundo fluoréforo a través de una transferencia
no radiativa de energia. Para entender este fendmeno se puede pensar en un
experimento clasico de FRET entre una proteina fluorescente (Venus) que funciona
como aceptor y un colorante (CFP) que funciona como donador. En este caso, luego
de la excitacion del CFP ocurre una emision de luz de color azul cian; sin embargo, si
la energia es transferida a la proteina Venus, entonces se observa también
fluorescencia de color amarilla (Figura 16) aun cuando la proteina no fue directamente
excitada por la luz de la lampara.

Para que ocurra un proceso FRET entre un donador y un aceptor son
necesarias una serie de condiciones. En primer lugar, debe existir un significativo
solapamiento entre el espectro de emisién del donador y espectro de absorcién del
aceptor (Figura 16 A). Segundo, la distancia entre el aceptor y el donador debe estar
en un intervalo comprendido entre 1 y 10 nm (Figura 16 B). Tercero, los momentos
dipolares del donador y el aceptor deben tener una orientacion correcta (Figura 16
C).64,65

En contraste con materiales fluorescentes convencionales como colorantes
organicos y los puntos cuanticos, el pico de emisién de los CDs se puede controlar
facilmente en un intervalo de longitud de onda amplio, lo que los hace apropiados para
detectar diversas biomoléculas. Por otra parte, la estructura superficial de los CDs

puede disefarse facilmente para mostrar una fuerte unién con los aceptores
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especificos detectados, lo que permite una distancia corta entre los CDs y los
aceptores.® Estas propiedades satisfacen los requisitos del sistema FRET y hace de

los CDs donantes excelentes en los sistemas épticos FRET con alta selectividad y

sensibilidad.
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Figura 16. Diagrama esquematico con las condiciones necesarias para que ocurra un
FRET.64.65

Qiu y colaboradores®’ obtienen CDs con luminiscencia azul a partir de acido
citrico y son reducidos térmicamente utilizando un analizador termogravimétrico.
Luego de la reduccion térmica los CDs experimentan un aumento en su rendimiento
cuantico, por lo que pueden ser utilizados como donadores excelentes en procesos
FRET. Los CDs obtenidos fueron utilizados como sensores 6pticos de vitamina Biz.
Estos emiten fluorescencia a una longitud de onda de 431 nm y en presencia de la

vitamina se establece un sistema FRET entre ambos (Figura 17) trayendo como
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consecuencia el abatimiento de la intensidad de florescencia de los CDs. El intervalo
de concentracion utiliizado fue de de 1 a 12 ug/mL con un limite de deteccién de 0.1
pg/mL. Esta técnica de deteccion resultd ser simple, rentable, sensible y selectiva para

la deteccion de vitamina Biz.
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Figura 17. A: Espectros de emisién de CDs (a) y de absorcion de vitamina B2 (b). B:

Abatimiento de fluorescencia de los CDs en presencia de vitamina B12.%”

Por otro lado, Huang y colaboradores®® establecen un sistema FRET entre CDs
(donador) y QDs (aceptor), proponiendo una plataforma novedosa para la
determinacién de clortoluron de manera sensible y selectiva. Mediante estudios de
intensidad de fluorescencia se evidencioé un abatimiento del sistema FRET a medida
gue aumentaba la concentracion del clortoluron. EI método propuesto fue utilizado para

la deteccion de clrotolurén en agua mostrando resultados satisfactorios.

En la Figura 18 se muestra la superposicion entre la banda de emision de los
CDs y la banda de absorcion de los QDs. La Figura 19 muestra el FRET entre CDs y

QDs y el abatimiento del mismo en presencia de concentraciones de clortoluron.
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Figura 18. Espectros de absorcion y emision de CDs y QDs (a 'y b: absorcion y emisién
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3.2.6. Aplicaciones en el desarrollo de sensores y en bioimagen

Las propiedades Opticas de los CDs, especificamente su emision de
fluorescencia, es sensible a varios parametros quimicos experimentales que, si se

pueden controlar, transforman los CDs en nanosensores con gran potencial analitico.

En varios trabajos publicados se han utilizados CDs, sintetizados por estrategias
experimentales diferentes, como sensores de pH. Los CDs derivados del hollin de las
velas seguido de tratamiento con acido, mostraron una intensidad de fluorescencia
maxima a pH = 7 y, para los valores de pH acido y basico, se observé una marcada
disminucion (40-89%) en la fluorescencia, junto con un desplazamiento de la banda de
emision hacia el azul (Figura 20 A).%° Los CD obtenidos por electro oxidacion de grafito
mostraron una intensidad de fluorescencia maxima a pH = 4.5 y una disminucion
reversible para valores de pH mas bajos y mas altos, y el espectro de emision no se

modificé con los cambios de pH (Figura 20 B).”°
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Figura 20. Efecto del pH en la intensidad de fluorescencia de los CDs en diferentes
trabajos; A,%° B.70
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Figura 21. A) Espectros de fluorescencia de FITC-CDs a diferentes pH; B) Gréficos de
calibracion radiométrica de pH de la relacion de emision Is24/la70 € ls24/lses de FITC-CDs
en funcién del pH."*

También se han usado los CDs para el desarrollo de sensores radiométricos de
pH. En este tipo de trabajo generalmente se establece un sistema entre los CDs y
algun colorante orgénico y se estudia la variacion en las intensidades de fluorescencias
de ambos, mientras se varia el pH. En la Figura 21 se muestra un ejemplo de este tipo

publicado por Zhang y colaboradores en el afio 2014.7*

Aungue los CDs sintetizados a partir de diferentes precursores se han utilizado
para detectar diferentes iones, incluidos Cu?*, Hg?*, Ag?*, Ag*, Cr®*, Fe3*, K*, Cl'y
H*,72.73,74,75,76,77,78,79,93,9597 |os mecanismos de deteccién son similares. Los grupos
funcionales presentes en la superficie de los CDs presentan afinidades distintivas a
iones diferentes, lo que da como resultado el abatimiento de la intensidad de
fluorescencia a través de un proceso de transferencia de electrones o energia. Por
ejemplo, Qu y colaboradores usaron la dopamina como precursor para sintetizar CDs,
que podria usarse como sensor de Fe3* con un excelente limite de deteccién de 0.32
M. El mecanismo fundamental se representa de manera simple en la Figura 22. La

interaccion entre los CDs y el Fe®* resulta en el abatimiento de la intensidad de
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fluorescencia y esta se recupera cuando la interaccion se rompe mediante la fuerza

E> Abatimiento

Fe3+ — DA

Transferencia

electrénica

Figura 22. Representacion esquematica del mecanismo de deteccion de Fe3*y
dopamina (DA) utilizando CDs.#°

externa.

En el afio 2015 Yang et al. sintetiz6 CDs y los recubrié con un oligonucle6tido
(ODN) y a través de un sistema FRET con 6xido de grafeno (OG) desarrollé un sensor
optico para detectar Hg?*.8! En detalle, la fluorescencia de CDs-ODN se inactivd
eficazmente con Oxido de grafeno (OG) mediante transferencia de energia de
resonante de Forster (FRET). Con la adicion de Hg?*, la intensidad de fluorescencia
se recupero liberando CDs-ODN de OG (Figura 23).

f\/\/ s 2 ‘ NHS

CDs CDs-ODN

FRET 4!!:\'
— R
RS

Figura 23. Representacion esquematica del mecanismo de deteccion de Hg?*
utilizando CDs y OG.8!
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Los sensores basados en CD han recibido amplios intereses para detectar
biomoléculas que incluyen vitaminas y aminoacidos. En el afio 2015, se publicé el
disefio un sensor novedoso basado en CDs para detectar cisteina con excelente
selectividad y sensibilidad.?? Ademas, en el 2015 se disefié un nanosensor compuesto

de CDs y nanoparticulas de oro para detectar cisteina con mdltiples sefales.

Los CDs también han encontrado aplicaciones numerosas en el area de
biomimagen. Aunque los QDs y otras nanoparticulas nucleo-coraza relacionadas se
han investigado para aplicaciones de bioimagen in vitro e in vivo, los problemas graves
de salud y las preocupaciones ambientales limitan sus aplicaciones biologicas debido
a la existencia de metales pesados.®® Con una fotoestabilidad superior y baja
citotoxicidad, los CDs, se han estudiado ampliamente en aplicaciones de imagenes
Opticas como alternativa a los QDs. Tanto las evaluaciones in vitro como las in vivo
indican que los CDs son candidatos excelentes en bioaplicaciones debido a sus

propiedades o6pticas.%®
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Control CDs CDs-AH CDs-AH (w/AH)

Figura 24. Imadgenes microscoépicas de barrido laser confocal de A) células B16F1 y
B) HEK293 después de la incubacién a 37 ° C durante 24 h con CDs y conjugados
CDs-AH en ausencia y presencia de un exceso 100 veces molar de AH. La barra de

escala indica 30 um.&

Se han realizado muchos estudios mediante fluorescencia de CDs en bioimagen
de varias lineas celulares, incluidas células Caco-2,%¢ células de carcinoma de ascitis
de Ehrlich,*” HEK293,8* linea celular de rifién de cerdo,®® B16F1,%* células progenitoras
de P19 murinas,®® células Hela,®” A549,2 células glioma C6% etc. Hahn y
colaboradores, sintetizaron CDs recubiertos con polietilenglicol (PEG) diamina para
marcar las células B16F1 y HEK293. Las imagenes microscopicas de barrido laser
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confocal de células B16F1 y HEK293 después de la incubacién con CDs se

representan en la Figura 24.84

Recientemente Yang y colaboradores, obtuvieron CDs que emiten fluorescencia
en todo el espectro visible mediante un método de quimica verde.®® Estos CDs
presentaron buena fotoestabilidad y una citotoxicidad notablemente baja lo que
permiti6 su aplicacion exitosa en la obtencion de imagenes de la adhesion de
eritrocitos (RBCs) a células endoteliales demostrando la gran aplicabilidad de los CDs
como reactivos de bioimagen (Figura 25). La investigacion no solo ofrece un método
facil, verde y de un solo paso para la preparacion de CDs, sino que también presenta
un nuevo modo de investigacién experimentalmente conveniente para estudiar las

funciones celulares.

u.._._-m
e i : =

Figura 25. Imagen de campo claro (A) e imagenes de fluorescencia de los CDs en

células endoteliales bajo excitacion con laser de 380 (B), 455 (C) y 555 nm (D),

respectivamente, barra de escala = 10 um.#°
3.3. Hipotesis

El uso de puntos cuanticos de carbono con diferentes modificaciones superficiales
permitira su uso en ensambles supramoleculares para el desarrollo de sensores de
especies bioldgicas y como acarreadores de biocompatibilidad alta para la terapia y el

diagnéstico.
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V. EXPERIMENTAL

4.1. Generalidades

El trabajo experimental se realiz6 en el laboratorio de Quimica Supramolecular
y Nanosensores Opticos del Centro de Graduados e Investigacion en Quimica del
Instituto Tecnolégico de Tijuana. La caracterizacion por TEM y EDS de las
nanoparticulas fue desarrollada en el Centro de Investigacion en Materiales
Avanzados (CIMAV) en la ciudad de Chihuahua, Chih.

4.1.1. Materiales, reactivos y solventes

Los materiales, reactivos y solventes utilizados fueron obtenidos de las

companias Sigma Aldrich y VWR con grado de pureza alta.

4.1.2. Instrumentos

o Espectrofluorimetro Cary Eclipse de Agilent Technologies
o Espectrometro UV-Visible UV-2700 de Shimadzu

o Microscopio electronico de transmision Jeol JEM2200FS con modo STEM

° Malvern Zetasizer Nano ZS 3600
o Espectrometro de infrarrojo PerkinElmer FT-IR/FT-NIR
. Microondas Milestone START D

4.2. Etapas experimentales

Las etapas experimentales se realizaron como se muestra en la Figura 26. La
primera etapa contempla la obtencion de CDs y el recubrimiento de los mismos con
diferentes polimeros, asi como su caracterizacion. Los calculos tedricos mediante DFT

conforman la segunda etapa. La tercera etapa consiste en la formacion de ensambles
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CDs-AF, ensambles FRET y los estudios analiticos. Finalmente, como cuarta etapa,

los estudios de citocompatibilidad y microscopia confocal.

~
+ Sintesis de CDs y recubrimiento con polimeros (PEl y PEG)
+ Caracterizacion

J
» Calculos tedricos

J

» Formacion de ensambles CDs-AF
.« Estudios analiticos

+ Estudios de citocompatibilidad
+» Estudios mediante microscopia confocal

Figura 26. Etapas experimentales.

4.3. Sintesis de puntos de carbono (CDs) y recubrimiento con polimeros

La sintesis de CDs se realiz6 utilizando dos metodologias de sintesis diferentes,
aunque utilizando los mismos precursores. La primera sintesis basdé en una
metodologia reportada en la literatura*® (con ciertas modificaciones), en la cual se
obtienen CDs mediante tratamiento hidrotérmico utilizando &cido citrico y
etilendiamina. Para la segunda metodologia se utilizan los mismos precursores, pero

se realiza la sintesis asistida por microondas.
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4.3.1. Sintesis de CDs mediante tratamiento hidrotérmico

Primeramente, se pesaron 1.0507 g de acido citrico, se mezclaron con 335 uL
de etilendiamina en 10 mL de agua desionizada y se sometio la mezcla a sonicacion
durante 15 minutos. Luego la solucion fue transferida a un vial de teflon la cual se
introduce en un reactor de acero inoxidable y se calienta en horno a 200 °C durante 5
h (Figura 27). Después de ese tiempo el reactor es enfriado a temperatura ambiente.
El producto obtenido se purifica mediante didlisis en agua desionizada durante 10 h.
Finalmente, la solucion purificada se somete a un proceso de liofilizacion para eliminar

el solvente. Los CDs obtenidos se denominaron CDs ACEH.

=] =

== _
.@; Sonicacion » .

15 min. Enfriamiento
Acido citrico + Calentamiento Solucion cruda
Etilendiamina + Agua 200 °C, 5h. de CDs.

Figura 27. Esquema de sintesis de CDs mediante tratamiento hidrotérmico.
4.3.2. Sintesis de CDs asistida por microondas

Para la sintesis asistida por microondas se utilizaron &cido citrico y
etilendiamina en las mismas proporciones que en la metodologia anteriormente
descrita. La sintesis se llevo a cabo en un horno de microondas a una temperatura de
180 °C, 1000 W de potencia y 15 minutos de reaccién (Figura 28). El producto obtenido
se purifica mediante dialisis en agua desionizada durante 10 h para obtener los CDs.
Finalmente, la solucioén purificada se somete a un proceso de liofilizacion para eliminar

el solvente. Para los CDs obtenidos se utilizd la denominacion CDs ACEM.
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L) ¢ L) [}
Acido citrico + Calentamiento Solucién cruda
Etilendiamina + Agua 180 °C, 15 min. de CDs.

Figura 28. Esquema de sintesis de CDs asistida por microondas.
4.3.3. Recubrimiento con polimeros

Para recubrir la superficie de los CDs con polietilenimina (PEI) y polietilenglicol
(PEG) se siguié una metodologia similar a la reportada por Zboril y colaboradores.®®
Se mezclaron 100 mg de polimero con 20 ml de CDs (concentracién de 1 mg/ml) y la
mezcla se calento a reflujo en agua en condiciones atmosféricas durante dos horas.
La solucion resultante se dializ6 en agua desionizada (3.5 kDa cut-off) para eliminar el
polimero no unido y luego se paso a través de un filtro Millipore de 200 nm para eliminar
posibles aglomerados y contaminacion por microorganismos. Los CDs recubiertos con
los polimeros se denominaron CDs ACEM@PEI y CDs ACEM@PEG.

4.4. Sintesis de quantum dots (QDs)

La sintesis de QDs de CdTe se llevo a cabo directamente en agua a partir de una
modificacion a la metodologia reportada en 2014 por Oluwatobi y colaboradores.?

La ruta sintética es muy simple ya que consiste en un solo paso y no es
necesaria la presencia de una atmosfera inerte. El procedimiento consistio
primeramente en disolver 0.4 mmol de CdCIl2 y 0.4 mmol del ligando tiolado (LT)

correspondiente, se utilizaron: 3-acido mercatopropiénico (AMP) y cisteamina (CA), en
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100 mL de H20 dentro de un matraz de 3 bocas, una vez disuelto se ajusto el pH entre
5y 6 utilizando una soluciéon de NaOH (1 M). Después de una agitacion vigorosa por
5 min, se afiadieron 100 mL de una solucion de 0.08 mmol de K2TeOs y 4.2 mmol de

NaBHa. La solucion se agitoé por otros 5 min, para posteriormente someterla a reflujo a

100 °C. Se tomaron alicuotas a diferentes tiempos de reflujo. Las muestras se enfrian
rapidamente en un bafio de hielo y agua para detener el crecimiento de las
nanoparticulas. Los QDs fueron purificados mediante precipitacion con etanol y

centrifugacion a 3300 rpm y re-dispersados en agua. Los QDs obtenidos se
denominaron como QDs CdTe@AMP y QDs CdTe@CA.

4.5. Caracterizacion de los materiales
4.5.1. Espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Visible)

Para la caracterizacion de los CDs por espectroscopia UV-Visible se utilizé un
equipo Shimadzu UV-2700. Se utilizaron dispersiones de concentracion 0.01 mg/mL

en agua.
4.5.2. Espectroscopia de fluorescencia

Los estudios de fluorescencia molecular se realizaron en un espectrofluorimetro
Cary Eclipse. Para ello se prepararon dispersiones a concentraciones de 0.01 mg/mL

en agua.
4.5.3. Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier FT-IR

Los CDs obtenidos por las diferentes vias de sintesis fueron caracterizados por
espectroscopia de infrarrojo. (Espectrometro de Infrarrojo. Perkin Elmer FT-IR/FT-NIR
modelo spectrum 400). Los estudios se realizaron en un barrido de 700 cm™ a 4000

cm en modo ATR.
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4.5.4. Potencial Z

Los estudios de potencial Z se realizaron en un equipo Malvern Zetasizer Nano
ZS 3600. Se preparé una dispersion a una concentracion de 0.01 mg/mL para la
determinacién de la carga superficial de los materiales y para los estudios de pH se
prepararon dispersiones con la misma concentracion a diferentes valores de pH (3, 4,
5,6,7, 7.4y 8).

4.5.5. Microscopia electrénica de transmision (TEM)

Los estudios de microscopia electrénica de transmision se realizaron en un
Microscopio Electronico de Transmision (TEM): Jeol JEM2200FS con modo STEM,
con detector Bruker. Se prepar6 una dispersiéon de CDs en metanol y se aplic6 sobre

una rejilla de cobre con pelicula de SiO, se dejé secar.
4.6. Determinacion de rendimientos cuanticos0®

La determinacion de los rendimientos cuanticos se realiz6 utilizando la ecuacion

(1).

0. =0, (Gradx) (n}c) )

Grades) \n2g

Donde Grad es la pendiente de la recta que resulta de graficar la fluorescencia
integrada contra absorbancia (es: estandar y x: muestra problema) y n es el indice de
refraccion del solvente utilizado. Tomando al sulfato de quinina como estandar o patrén

de grado espectroscopico con un rendimiento cuantico de 0.54 en H2SO4 (0.1 M).
4.7. Evaluacion del proceso FRET

La seleccion de los donadores de energia (CDs) se realizd6 de acuerdo al

solapamiento espectral de sus bandas de emisién con las bandas de absorcion del
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donador. Para el estudio FRET, utilizando como donador a CDs ACEM@PEI, se
utilizaron como especies aceptoras al colorante organico fluoresceina (100 uM) y QDs
CdTe@AMP (2.64x10° M). También se evalu6 el proceso FRET utilizando como
donador CDs ACEM y como aceptor QDs CdTe@CA (8.52x10° M). El pH de la
solucion se mantuvo en 7.4 utilizando buffer de fosfatos (PBS), garantizando de esta

forma que donador y aceptor presenten carga superficial diferente.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

Para la sintesis de CDs se utilizaron rutas de sintesis distintas que se
diferencian solo por el método utilizado, manteniéndose los precursores. Con el fin de
exponer las ideas de forma organizada y clara se trataran los resultados en funcién de

la ruta de sintesis utilizada.
5.1. Sintesis de CDs mediante tratamiento hidrotérmico y su caracterizacion

Los CDs obtenidos presentaron buena dispersiéon en agua, lo cual resulta
atractivo para su aplicacion en la determinacion de especies bioldgicas. En la Figura
29 se muestra una fotografia de una muestra sélida de CDs (izquierda), una solucion
de CDs frente a luz blanca (centro) y luz UV (derecha) observandose sus propiedades

fluorescentes.

Figura 29. Muestra de CDs sintetizados mediante tratamiento hidrotérmico.
5.1.1. Caracterizacion por FT-IR

En la Figura 30 se muestra el espectro de infrarrojo por transformada de Fourier
de los CDs ACEH donde se marcan las principales bandas de absorcion. La banda
ancha que se observa entre 3500 y 3200 cm™ es atribuida a las vibraciones de
estiramiento de los enlaces O-H y N-H. En 3070 cm™ se observa la absorciéon de

estiramiento del enlace =C-H y en 2933 cm™ la absorcién de estiramiento de —C-H. La
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banda correspondiente al estiramiento vibracional del enlace C=0 esta presente en
1650 cm y alrededor de 1544 cm™ puede observarse la vibracion de estiramiento del

enlace C=C.

100 -

4 =C-H -C-H -C=0 -C=C-
95 -A\ N/ / ./
90 OHy NH

T (%)

85

80

75 d T . T X T y T ' T v T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Numero de onda (cm-1)

Figura 30. Espectro FT-IR de CDs ACEH.

5.1.2. Caracterizacion por TEM

En la Figura 31 se aprecian las imagenes de TEM para CDs ACEH. El
histograma de distribucién de tamafios muestra didmetros entre 2.0 y 10.0 nm, con un

didmetro promedio de 6.1 + 2.1 nm.
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4 5 6 7
Tamafio de particula (nm)

Figura 31. Imdgenes TEM e histograma de distribucién de tamafios para CDs ACEH.
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Figura 32. Espectro de EDS de la muestra CDs ACEH.

La Figura 32 muestra el espectro de EDS para la muestra de CDs obtenidos
mediante sintesis hidrotermal (CDs ACEH). Se pueden observar sefales
caracteristicas de C y O, elementos presentes en la muestra debido a la naturaleza de
los precursores utilizados en la sintesis de CDs. También aparecen sefiales de Cu y
Si, debido a la naturaleza de la rejilla utilizada para la medicion, la cual es de Cu y
presenta una capa de SiO.

5.1.3. Caracterizacion Optica

En la Figura 33 se muestra el espectro UV-Vis de CDs ACEH donde puede
observarse un maximo de absorcidbn en 261 nm atribuido a las transiciones
electronicas 1-11*, las cuales se ven favorecidas por la presencia de grupos amino
electrodonadores. También se observa una banda de absorcion de intensidad mas

débil en 340 nm atribuida a transiciones electrénicas del tipo n-1r*.
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Figura 33. Espectro de absorcién UV-Vis de CDs ACEH.

En las Figuras 34 y 35 se muestran los espectros de emision de fluorescencia
2D, 3Dy el contorno de emision de fluorescencia de la muestra CDs ACEH, obtenidos
al realizar la excitacion a diferentes longitudes de onda. Los espectros se obtuvieron
en un intervalo de excitacion comprendido entre 300 y 460 nm. La emision de
fluorescencia se registré en un intervalo de 370-650 nm con un maximo de emision
cercano a 450 nm al excitar a 360 nm. Como puede observarse, la dependencia entre
la longitud de onda de emisién y la longitud de onda de excitacion en estos CDs no es
tan evidente, lo cual esta relacionado con la pasivacion de la superficie de la

nanoparticula.*®

La pasivacion de la superficie esta controlada por los grupos -NHz, los cuales
son inestables y a temperaturas elevadas abandonan la superficie de los CDs. La poca
dependencia observada entre la longitud de onda de emisién y de excitacibn nos
puede indicar que la mayor parte de los estados de energia superficiales se encuentran

pasivados.*®
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Figura 34. Espectros de emision de fluorescencia 2D de CDs ACEH a diferentes
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Figura 35. Espectro de emision de fluorescencia 3D y contorno de emision de

fluorescencia CDsACEH a diferentes Aexcitacion.
5.1.4. Determinacion de rendimiento cuantico®

El rendimiento cuantico de fluorescencia es quizas una de las caracteristicas
mas importantes de un fluoroforo. Se define como el nimero de fotones emitidos en
relacion con el nimero de fotones absorbidos. Las sustancias con los mayores
rendimientos cuanticos, que se aproximan a la unidad, como las rodaminas, muestran

las emisiones de fluorescencia mas intensas. La forma mas facil de estimar el
48



V. Resultados y discusion

rendimiento cuéntico de un fluoréforo es en comparacion con estdndares de
rendimiento cuantico conocido. Los rendimientos cuanticos de estos compuestos son
en su mayoria independientes de la longitud de onda de excitacion, por lo que los
estdndares pueden usarse donde sea que muestren una absorcion util. La
determinacion del rendimiento cuéntico generalmente se lleva a cabo mediante la
comparacion de la intensidad de fluorescencia integrada de la muestra con la del
estandar. El rendimiento cuantico se calcula usando la ecuaciéon 1 (seccion

experimental).

90000 ~ -
e Sulfato de quinina

e CDsACEH

)

(o))
o
o
(=)
o
1

30000

IF Integrada (u.a.

T I T I T T T I T 1
0.000 0.015 0.030 0.045 0.060 0.075
Absorbancia (u.a.)

Figura 36. Comparacion de la intensidad de fluorescencia integrada de muestra (CDs
ACEH) y estandar.

En la Figura 36 se muestra la comparacion de la intensidad de fluorescencia
integrada de muestra y estandar; el rendimiento cuantico determinado para la muestra
de CDs ACEH fue de 51%.
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5.1.5. Efectodel pHenlalFypZ

Con el fin de estudiar la influencia del pH en las propiedades Opticas de los CDs
ACEH se midio la emision de fluorescencia de soluciones preparadas a valores de pH
comprendidos entre 3y 10 (Figura 37). Al aumentar el pH se observa un aumento en
la intensidad de fluorescencia hasta pH=5 y luego es notable una disminucion de la
fluorescencia a valores de pH mayores (medio basico). Este resultado es
consecuencia de la estructura quimica superficial de los CDs que cuenta con la
presencia de grupos —OH y —COO'. La emision de fluorescencia se ve fuertemente
afectada por factores externos presentes en el medio que rodea a las nanoparticulas;

tal es el caso de medios muy basicos y acidos.!?
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Figura 37. Efecto del pH en la intensidad de fluorescencia de CDs ACEH.

Otro parametro importante estudiado fue el potencial Z, este se evalu6 en un
intervalo de pH de 3 a 10 (Figura 38). Los CDs presentaron una carga superficial
positiva a un pH de 3y 4 y una carga negativa de pH 5 - 10. La presencia de grupos —
COOH en la superficie de los CDs juega un papel muy importante a la hora de explicar

la variacion de la carga superficial de estas nanoparticulas. Estos grupos acidos con
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valores de pKa bastante bajos, se encontraran disociados a medida que aumenta el

valor del pH. En su forma disociada, estos grupos presentan carga negativa.

10 5

-10

pZ (mV)

-15 4

-20 4

254

Figura 38. Efecto del pH en el potencial Z (pZ) de CDs ACEH.

5.2. Sintesis de CDs asistida por microondas y su caracterizacién

La sintesis se realiz6 con los mismos precursores que en el método anterior.

Luego de la eliminacion del solvente se obtuvo un solido de color amarrillo dorado. Los

CDs obtenidos también presentaron buena dispersion en agua, lo cual resulta atractivo

para posibles aplicaciones bioldgicas. En la Figura 39 se muestra una fotografia de

una muestra soélida

de CDs (izquierda), una solucion de CDs frente a luz blanca

(centro) y luz UV (derecha) observandose sus propiedades fluorescentes.
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Figura 39. Muestra de CDs sintetizados mediante microondas.

5.2.1. Caracterizacion por FT-IR
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Figura 40. Espectro FT-IR de CDs ACEM.

En la Figura 40 se muestra el espectro de infrarrojo por transformada de Fourier de los
CDs ACEM donde pueden observarse las principales bandas de absorcién. La banda ancha
gue se observa entre 3500 y 3200 cm™ es atribuida a las vibraciones de estiramiento de los
enlaces O-H y N-H. En 3080 cm™ se observa la absorcién de estiramiento del enlace =C-H y
en 2920 cm™ la absorcién de estiramiento de —C-H. La banda correspondiente al estiramiento
vibracional del enlace C=0 esta presente alrededor de 1700 cm™, en 1650 cm™ aparece una
banda correspondiente a la flexion del enlace N-H y alrededor de 1540 cm™ puede observarse

la vibracion de estiramiento del enlace C=C.
5.2.2. Caracterizacion por TEM y EDS

Por otro lado, se caracterizaron las muestras por microscopia electrénica de
transmision (TEM) y andlisis elemental por medio de la técnica de EDS. En la Figura
41 se aprecian las imagenes de TEM para CDs ACEM. En estas imagenes se observa

buena dispersion del material y que presentan morfologia cuasi-esférica. El histograma
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de distribucion de tamafios (Figura 42) muestra diametros comprendidos entre 1.0 y
10.0 nm, con un diametro promedio de 5.32 £ 2.04 nm. Estos resultados fueron
obtenidos haciendo 150 mediciones en las diferentes imagenes obtenidas para esta

muestra.

Figura 41. Imagenes TEM de CDs ACEM.
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Figura 42. Histograma de distribucion de tamafos para CDs ACEM.
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Figura 43. Espectro de EDS para la muestra CDs ACEM.

La Figura 43 muestra el espectro de EDS para la muestra de CDs obtenidos
mediante microondas (CDs ACEM). Se pueden observar sefales caracteristicas de C,
O y N, elementos presentes en la muestra debido a la naturaleza de los precursores
utilizados en la sintesis de CDs. También aparecen sefiales de Cu y Si, debido a la

rejilla utilizada para la medicion, la cual es de Cu y presenta una capa de SiO.
5.2.3. Caracterizacion oOptica

En la Figura 44 se muestra el espectro UV-Vis de CDs-AC@EDA. Es de esperar
que presente un espectro idéntico al anterior, ya que se estan usando los mismos
precursores. Puede observarse un maximo de absorcion en 240 nm atribuido a las
transiciones electrénicas -1 de los sistemas aromaticos de estos nanomateriales.
También se observa una banda de absorcion en 340 nm atribuida a transiciones
electrénicas del tipo n-11* debido a la presencia de grupos carbonilo en la superficie del

nanomaterial.
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Figura 44. Espectro de absorcion UV-Vis de CDs ACEM.
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En las Figuras 45 y 46 se muestra el espectro de emmisién fluorescencia 2D,

3D y el contorno de emision de fluorescencia de CDs ACEM, obtenidos al realizar un

barrido de longitudes de onda de excitacidn. Los espectros se registraron en un

intervalo de excitacion comprendido entre 280 y 400 nm. La emision de fluorescencia

se registro en un intervalo de 370-650 nm con un maximo de emision cuando se excita

a 360 nm. En estos espectros puede observarse, la dependencia entre la longitud de

onda de emision y la longitud de onda de excitacion, aunque no de manera muy

marcada.
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Figura 45. Espectros de emision de fluorescencia de CDs ACEM a diferentes Aexcitacion.

La poca dependencia observada entre la longitud de onda de emision y de
excitacion nos puede indicar que la mayor parte de los estados de energia superficiales

se encuentran pasivados.
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Figura 46. Espectro de emision de fluorescencia 3D y contorno de emision de CDs
ACEM a diferentes Aexcitacion.

5.2.4. Determinacion de rendimiento cuantico
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Figura 47. Comparacion de la intensidad de fluorescencia integrada de muestra (CDs
ACEM) y estandar.

La determinacion del rendimiento cuantico fue realizada por la metodologia ya
descrita. En la Figura 47 se muestra la comparacion de la intensidad de fluorescencia
integrada de muestra y estandar; el rendimiento cuantico determinado para la muestra

de CDs ACEM fue de 53 %.

5.2.5. Efecto del pH en la intensidad de fluorescencia y el potencial Z

También se estudio la influencia del pH en las propiedades Opticas de los CDs
ACEM, se midi6 la emision de fluorescencia de soluciones preparadas a diferentes
valores de pH (Figura 48). Al variar el pH en el intervalo estudiado, se observa una
clara disminucién de la intensidad de fluorescencia a valores de pH bajos (medio acido)
y altos (medio basico); obteniéndose un maximo de emisién a un pH=7. Este resultado
es consecuencia de la estructura quimica superficial de los CDs que cuenta con la
presencia de grupos —OH y —COO'. La emisién de fluorescencia se ve fuertemente
afectada por factores externos presentes en el medio que rodea a las nanoparticulas;

tal es el caso de medios muy basicos y acidos.!?
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Figura 48. Efecto del pH en la intensidad de fluorescencia de CDs ACEM.

Otro pardmetro importante estudiado fue el potencial Z, la carga superficial de
los CDs ACEM se evalud en un intervalo de pH de 3 a 10 (Figura 49). Los CDs
presentaron una carga superficial positiva a pH 3 y 4 y una carga superficial negativa
en el resto de intervalo de pH estudiado. La presencia de grupos —COOH en la
superficie de los CDs juega un papel muy importante a la hora de explicar la variacion
de la carga superficial de estas nanoparticulas. Estos grupos acidos con valores de
pKa bastante bajos, se encontraran disociados a medida que aumenta el valor del pH.

En su forma disociada, estos grupos presentan carga negativa.
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Figura 49. Efecto del pH en el potencial Z de CDs ACEM.

5.2.6. Recubrimiento de la superficie de los CDs con polimeros

Los CDs obtenidos presentaron, segun los estudios de potencial Z, una carga
superficial negativa en un amplio intervalo de valores de pH. Como se puede constatar
por los estudios realizados, los CDs sintetizados por las diferentes técnicas no
muestran diferencias significativas en cuanto a propiedades fluorescentes y
rendimiento cuantico. Basados en esto, se decidié continuar con los experimentos y
estudios posteriores utilizando los CDs ACEM, debido a la relativa facilidad con lo que

se pueden sintetizar estos CDs mediante microondas.

Con el fin de modificar la carga superficial de los CDs ACEM, se procedio a
recubrirlos con PEI y PEG. El recubrimiento de la superficie de los CDs con los dos
polimeros se realiz6 segun la metodologia descrita en el capitulo IV. El cambio en la
carga superficial de los CDs se estudid mediante potencial Z, antes y después del
recubrimiento. Las medidas de potencial Z se realizaron preparando las soluciones a

un pH de 7.4, emulando el pH fisiolégico.
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Figura 50. Diagramas de fase obtenidos en la determinacion del pZ a pH 7.4.

En la Tabla 1 se puede observar que la solucion de CDs ACEM preparada a un pH

7.4, mostro un pZ de -17.97 mV. El nanomaterial al ser recubierto con PEG present6

una carga superficial casi neutra de -0.55 mV. Por otra parte, al ser recubierto con PEI

se observa un cambio drastico en la carga superficial del nanomaterial, pasando de -

17.97 mV a 18.5 mV. La Figura 50 muestra los diagramas de fase para cada

determinacién de potencial Z, corroborando los resultados obtenidos.

Tabla 1. Valores de pZ de CDs ACEM antes y después de recubrir.

Potencial Z (mV)

Muestra

CDs ACEM
-17.97

-0.55

CDs ACEM@PEG CDs ACEM@PEI

18.5
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Teniendo en cuenta el potencial Z obtenido a un pH de 7.4 para la muestra de
CDs ACEM@PEL, se decidié realizar un estudio del potencial Z en un intervalo de pH
comprendido entre 4.0y 11.2. Como puede observarse en la Figura 51 a medida que
aumenta el valor del pH el potencial Z comienza a disminuir de forma progresiva. Este
comportamiento esta estrechamente relacionado con los grupos amino del polimero

PEIl y que recubren la superficie de los CDs.

3
25 S
20-: °\

15-_ N

10 4 \
5_

pZ (mV)

Figura 51. Efecto del pH en el potencial Z de CDs ACEM@PEI.
5.2.6.1. Determinacion del rendimiento cuantico

La determinacién del rendimiento cuantico fue realizada por la metodologia ya
descrita. En la Figura 52 se muestra la comparacion de la intensidad de fluorescencia
integrada de muestra y estandar; el rendimiento cuantico determinado para la muestra
de CDs ACEM@PEI fue de 35 %. El recubrimiento de los CDs con PEI conllevé a una

disminucioén en el rendimiento cuantico.
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Figura 52. Comparacion de la intensidad de fluorescencia integrada de muestra (CDs

ACEM@PEI) y estandar.

5.3. Sintesis de puntos cuanticos (quantum dots, QDs)

Los QDs han sido ampliamente estudiados y los métodos de sintesis mas
reportados involucran generalmente solventes organicos, lo cual implica una segunda
etapa en donde se modifique la superficie del QD para solubilizarlo en agua,
ocasionando en la mayoria de las veces una reduccion drastica en las propiedades
opticas del semiconductor.®® Por dicha razén, se realizé6 en esta investigacion la
sintesis directa en agua de QDs de CdTe utilizando una metodologia en un solo paso

y en atmosfera ambiente.19?

El mecanismo de la formacion de los QDs puede describirse de la siguiente
manera; durante la primera etapa el ligando tiolado (AMP o CA) se coordina con los
iones Cd?* para formar el complejo Cd-LT (una solucién turbia) y prevenir la deposicién
de compuestos de Cd sin disolver. La adicion de NaBH4 en la solucién provoca la
reduccion de TeO3* en Te?. El precursor Te (Te?) reacciona rapidamente con el

complejo Cd-LT para formar QDs de CdTe/LT.
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5.3.1. Caracterizacion por UV-Vis y fluorescencia

La caracterizacion Optica se llevd a cabo obteniendo primeramente los

espectros de absorcion y fluorescencia de los QDs de CdTe/CA a los distintos tiempos

de reflujo (Figura 53). Al incrementarse el tiempo de reflujo, los espectros de absorcion

y de emisién se desplazaron a mayores longitudes de onda indicando un incremento

en el tamafio de las nanoparticulas. Esto se atribuye al efecto del confinamiento

cuantico.
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Figura 53. Espectros normalizados de absorcion UV-Vis y de fluorecencia de QDs
CdTe@CA.

La Figura 54 muestra la fotografia de los QDs CdTe@CA bajo la irradiacién UV,

y se puede observar que el color de los QDs puede ser facilmente obtenido desde

verde, amarillo, anaranjado, hasta rojo.
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Figura 54. Fotografia de QDs CdTe@CA bajo radiacion UV.

Los diametros y las concentraciones de los QDs CdTe@CA se estimaron
utilizando los picos de absorcion y la ecuacién empirica reportada previamente por
Peng y colaboradores.'®* Los resultados demostraron que los tamafios de las
nanoparticulas a los distintos tiempos de reaccion fueron de 2.42 nm (5 min.) a 3.57
nm (80 min). En la Tabla 2 se muestran estos resultados.

Tabla 2. Propiedades oOpticas de los QDs CdTe@CA.

Tiempo (min.) 5 10 | 20 | 30 | 40 | 50 | 60 | 70 | 80

Amaxab 465 | 490 | 500 | 523 | 544 | 554 | 564 | 574 | 581
Aem 507 | 534 | 551 | 561 | 569 | 582 | 590 | 596 | 599
Dabuv (NM) 2.42 | 260 | 2.85 | 3.01 | 3.24 | 3.34 | 352 | 353 | 3.57

5.4. Estudios de transferencia de energia resonante de Forster (FRET)

El uso de CDs como donadores o aceptores de energia en sistemas de
transferencia de energia resonante de Forster ha generado un marcado interés en los
altimos afios. En contraste con materiales fluorescentes convencionales como
colorantes organicos y los puntos cuanticos, el pico de emisién de los CDs se puede
controlar facilmente en un intervalo de longitudes de onda amplio, lo que los hace
apropiados para detectar diversas biomoléculas. Por otra parte, la estructura

superficial de los CDs puede disefarse facilmente para mostrar una fuerte interaccion
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con los aceptores especificos detectados, lo que permite una distancia corta entre los
CDs y los aceptores®. Estas excelentes propiedades satisfacen los requisitos del
sistema FRET y hace de los CDs excelentes donadores potenciales en los sistemas

opticos FRET con alta selectividad y sensibilidad.

En el presente estudio se ha explorado el potencial de los CDs ACEM y CDs
ACEM@PEI como donadores fluorescentes en ensayos FRET. Teniendo en cuenta la
carga superficial positiva de la muestra CDs ACEM@PEI, se decidio realizar los
ensayos FRET utilizando como aceptores fluoresceina y QDs CdTe@AMP. Por otro
lado, la muestra de CDs ACEM presenta carga superficial negativa y se estudié el
proceso FRET utilizando como aceptores riboflavina (vitamina B2) y QDs CdTe@CA.
Los estudios se realizaron a un pH de 7.4 garantizando de esta forma que las especies
donadoras y las especies aceptoras presentaran cargas superficiales contrarias. Bajo
estas condiciones se forma un ensamble supramolecular a través de interacciones
electrostaticas permitiendo que el donador y el aceptor se cologuen a una distancia
apropiada que garantice la transferencia de energia, lo que ocurre a una distancia

comprendida entre 2 y 10 nm.202
5.4.1. Evaluacion del proceso FRET utilizando CDs ACEM@PEI

Como se ha sefalado anteriormente, para que exista un proceso FRET debe
existir una superposicion entre la banda de emision del donador y la banda de
absorcion del aceptor. Esta condicion se cumple para los sistemas basados en CDs
ACEM@PEI (donador) con especies aceptoras como fluoresceinay QDs CdTe@AMP

como puede observarse en las figuras 55 y 56.
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Figura 57. Titulacion FRET de CDs ACEM@PEI con fluoresceina.
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Figura 58. Titulacion FRET de CDs ACEM@PEI con QDs CdTe@AMP.
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Se realizd la titulacion de los CDs ACEM@PEI con fluoresceina y QDs
CdTe@AMP. Los intervalos de concentracion utilizados fueron de 0-2.00 x 10° M para

el primero y de 0-2.65 x 10" M para el segundo.

Al realizar la titulacién se observé una disminucion en la banda de emision de
los CDs ACEM@PEI y un aumento en la banda de emision de la fluoresceina y QDs
CdTe@AMP, indicando la presencia del proceso FRET en ambos sistemas. Las
Figuras 57 y 58 muestran las titulaciones sucesivas de los CDs ACEM@PEI con la

fluoresceina y QDs CdTe@AMP a una longitud de onda de excitacion de 360 nm.

Con el objetivo de analizar el sistema FRET, se obtiene la dependencia de la
intensidad de fluorescencia relativa de los CDSACEM@PEI a la longitud de onda de
maxima emision en funcién de la concentracion de la especie aceptora. En las Figuras
59 y 60 se puede apreciar la disminucién de la sefial de fluorescencia de los CDs y el
incremento de la sefal de fluorescencia de la fluoresceina y de los QDs CdTe@AMP

a medida que aumenta la concentracion de estos ultimos.

Un andlisis detallado de estas graficas muestra que el aumento de la intensidad
de fluorescencia en la titulacién con fluoresceina no presenta signos de saturacion lo
que puede indicar que la titulacién se podria realizar a mayores concentraciones de
especie aceptora. Por otro lado, en la titulacion con los QDs CdTe@AMP si se
observan signos de saturacion a medida que aumenta la concentracién de QDs, es

decir, el incremento en la sefial fluorescente del CDs presenta una menor variacion.

A diferencia de un par FRET basado en colorantes organicos convencionales,
los cuales se encuentran confinados a un simple par donador-aceptor y en los cuales
la interaccion se produce molécula a molécula, los ensambles FRET CDs-QDs
presentan la ventaja de tener mayor nimero sitios de interaccion puesto que tanto la
especie donadora como la aceptora presenta muchos grupos funcionales en su

superficie.
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5.4.2. Evaluacion del proceso FRET utilizando CDs ACEM

En las figuras 61 y 62 se muestran las gréaficas de superposicion de la banda de
emision del donador y la banda de absorcion del aceptor para los sistemas CDs ACEM/
QDs CdTe@CA y CDs ACEM/VB2.

La titulacion FRET de CDs ACEM con QDs CdTe@CA se llevo a cabo
aumentando la concentracion de este Ultimo desde 0 hasta 2.9x10¢ M. Por otro lado,
para el sistema CDs ACEM/VB2 se increment0 la concentracion de VB2 desde 0 hasta
6.26x10° M. Ambas titulaciones fueron llevadas a cabo utilizando una longitud de onda
de excitacién de 360 nm. La gréfica de la Figura 63 muestra una disminucion en la
banda de emisién de los CDs ACEM y un aumento en la banda de emision de QDs

CdTe@CA, indicando la presencia de un proceso FRET.
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Figura 61. Superposicion de espectros (UV-Vis/Fluorescencia). Sistema CDs
CEM/QDs CdTe@CA.
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Figura 64. Titulacion FRET de CDs ACEM con VB2 (Riboflavina).
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Figura 65. Graficas de IF Normalizada Vs [QDs CdTe@CA|].
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Figura 66. Graficas de IF Normalizada Vs [VB2].

Las variaciones en la intensidad de la sefal de fluorescencia debido a las

interacciones que se establecen entre la especie donadora y la especie receptora de

energia, se muestran de manera muy clara en las graficas de las figuras 65 y 66.

Haciendo un andlisis detallado de estas gréficas se observa como disminuye la

intensidad de fluorescencia del donador (CDs) y aumenta la sefial del aceptor (QDs

CdTe@CA y VB2) con los incrementos sucesivos en la concentracion de este Ultimo;

no se observan signos de saturacion en ambas titulaciones.

5.4.3. Eficiencia del proceso FRET (E), integrales de solapamiento (J), constante de

enlace (K), distancia entre donador-aceptor (r) y distancia de Forster (Ro) de los

conjugados.

La transferencia de energia fluorescente o de Forster, (FRET) es un proceso

que involucra la transferencia de energia no radiativa de una molécula donadora

fotoexcitada, después de la absorcion de un foton de energia mayor, a una molécula
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aceptora de una especie diferente (colocada en estrecha proximidad), la cual puede
relajarse al estado base emitiendo un foton de energia menor. Este proceso resulta de
interacciones dipolo-dipolo y es fuertemente dependiente de la distancia de separacion
del centro del donador al centro del aceptor. Para esto se requiere que exista una
superposicion entre el espectro de emision del donador y el espectro de absorcion del
aceptor. Una seleccion apropiada del par donador-aceptor asegura una eficiencia alta
de la transferencia de energia. Ademas del solapamiento espectral mencionado y la
distancia donador-aceptor adecuada para que se produzca el proceso FRET (2-8 nm),
se requiere de un evento de enlace debido a una interaccién especifica. Una vez
establecido el par FRET y realizadas las titulaciones correspondientes es posible
calcular los principales parametros que caracterizan el proceso FRET, como son la
eficiencia (E), la distancia de Forster (Ro), la distancia donador-aceptor (r) y la integral

de solapamiento a partir de las Ecuaciones 2, 3 y 4 respectivamente:®?

F RS
E=1—-2>2=->
FD R0+I'6

)

donde E es la eficiencia del proceso FRET, Fpa es la intensidad de fluorescencia
integrada del donador en presencia del aceptor; Fp es la intensidad de fluorescencia
integrada del donador en ausencia del aceptor; Ro es la distancia de Forster, para la
cual ha ocurrido una transferencia de energia del 50 % y r es la distancia entre el

donador y el aceptor.
R§ = 8.79x1072°K2n~*®]J () (3)

donde K? es el factor de orientacion relativa en el espacio relacionado a las transiciones
de los dipolos del donador y aceptor, el cual se asume es igual a 2/3 para una
orientacion aleatoria; ® es el rendimiento cuantico del donador en ausencia del
aceptor; n es el indice de refraccion del medio y J(A) es la integral de solapamiento de

la emision del donador y la absorcién del aceptor que se calcula:
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JV = [y FpEA(A*dA @)

donde Fp(A) es la intensidad de fluorescencia integrada corregida del donador en el
intervalo de longitudes de onda de A a A + AAy €a es el coeficiente de absortividad del
aceptor a A.

Para la evaluacion del tipo de abatimiento de fluorescencia presente, dinamico
resultante de las colisiones, o estatico referente a la formacién de complejos en el
estado base, se utilizé la Ecuacion 5:%3

0 =1+ Ksy[Q] )

donde Fo es la intensidad de fluorescencia en ausencia del abatidor, F es la intensidad
de fluorescencia en presencia del abatidor, Ksy es la constante de Stern-Volmer y [Q]

la concentracion del abatidor.

Para el calculo de las constantes de enlace se utiliz6 una modificacion de la
ecuacion de Stern-Volmer, la Ecuacion 6 que explica el abatimiento estatico:
1 1 1

= —+
Fo—F Fp  KFo[Q]

(6)

donde K es la constate de enlace del complejo donador-abatidor.

5.4.3.1. Graficos de Stern-Volmer y célculo de la constante de enlace (K)

Se obtuvieron los graficos de Stern-Volmer a partir de la Ecuacion 5 para
determinar si se trata de un solo tipo de abatimiento o ambos en los procesos FRET
de los conjugados CDs ACEM@PEI/Fluoresceina, CDs ACEM@PEI/QDs
CdTe@AMP, CDs ACEM/QDs CdTe@CA y CDs ACEM/VB?2.
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CDs ACEM@PEI/Fluoresceina

F,JF

R?=0.9904

I T T T T T T
0.0 5.0x10° 1.0x10° 1.5x10° 2.0x10°
[Fluoresceinal]

Figura 67. Grafica de la ecuacibn de Stern-Volmer del conjugado CDs
ACEM@PEI/Fluoresceina.
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Figura 68. Grafica de la ecuacion de Stern-Volmer del conjugado CDs
ACEM@PEI/QDs CdTe@AMP.
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Figura 69. Grafica de la ecuacion de Stern-Volmer del conjugado CDs ACEM/QDs
CdTe@CA.
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Figura 70. Grafica de la ecuacion de Stern-Volmer del conjugado CDs ACEM/VB2.
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En la Figura 67 se muestra el grafico de la ecuacion de Stern-Volmer para el
conjugado CDs ACEM@PEI/Fluoresceina observandose linealidad en el intervalo de
concentraciones estudiado, indicando que existe un solo tipo de abatimiento. Para los
conjugados CDs ACEM@PEI/QDs CdTe@AMP, CDs ACEM/QDs CdTe@CA y CDs
ACEM/VB?2 las gréficas de Stern-Volmer (Figuras 68, 69 y 70) muestran que a bajas
concentraciones de la especie donadora existe linealidad, mientras que a medida que
aumenta la concentracion la curva se hace céncava hacia el eje de las Y. Esto indica
que a bajas concentraciones predomina solamente un tipo de abatimiento. Para
calcular las constantes de enlace del complejo donador-aceptor se utilizé una
modificacion de la ecuacién de Stern-Volmer (Ecuacién 6) que describe el abatimiento
estéatico y se obtuvo el grafico correspondiente de 1/Fo-F vs 1/[Q]. En las figuras 71,
72, 73 y 74 se pueden observar los graficos de los dos sistemas estudiados y los

valores de las constantes de enlace de cada uno.

0.040 - CDs ACEM@PEI/Fluoresceina
] K = 5.03x10° I
0.035

0.030

0.025
G‘.\ 1
< 0.020

1(F

y = 9.14E-8 x -4.59E-9

0.015+ R, = 0.9984

0.010 +

0.005

0.000 - T - T T T T T
0 1x10° 2x10° 3x10° 4x10°

1/[Fluoresceina], M”

Figura 71. Grafica de la ecuacion de Stern-Volmer modificada para el conjugado CDs
ACEM@PEI/Fluoresceina (K=5.03x103).
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Figura 72. Grafica de la ecuacion de Stern-Volmer modificada para el conjugado CDs
ACEM@PEI/QDs CdTe@AMP (K=1.53x10°).
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Figura 73. Grafica de la ecuacion de Stern-Volmer modificada para el conjugado CDs
ACEM/QDs CdTe@CA (K=2.26x10°).
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Figura 74. Grafica de la ecuacion de Stern-Volmer modificada para el conjugado CDs
ACEM/VB2 (K=2.67x10%).

5.4.3.1.1. Calculo de la eficiencia del proceso FRET (E) y del grado de solapamiento

espectral (J).

Uno de los parametros que indica la eficiencia de un proceso de transferencia
de energia es el grado de superposicion entre el espectro de emision de fluorescencia
del donador con el espectro de absorcion del aceptor. Observando nuevamente las
figuras 55, 56, 61 y 62 se puede percibir el area de solapamiento entre la banda de
emision de fluorescencia de CDs ACE@PEI y la banda de absorcién UV de la
fluoresceina y QDs CdTe@AMP, asi como entre la banda de emision de CDs ACEM
y la banda de absorcion de QDs CdTe@CA y VB2.

En la Tabla 3 se muestran los datos tedricos de los sistemas FRET estudiados,

obtenidos a partir de las Ecuaciones 2-6.
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Tabla 3. Datos tedricos de los sistemas FRET estudiados.

Conjugados J (cm3Lmol?) | E(%) | Ro(nm) | r (nm) K
CDs ACEM@PEI/Fluoresceina 1.77x10 33 3.47 3.89 | 5.03x10°
CDs ACEM@PEI/QDs
2.17x10% 82 3.60 2.78 | 2.84X10°
CdTe@AMP
CDs ACEM/QDs CdTe@CA 3.35x1013 79 5.67 456 | 2.26x10°
CDs ACEM/VB2 3.32x10?%° 91 2.67 1.78 2.6x10%

5.5. Estudio de reconocimiento de analitos de interés biolégico

5.5.1. Reconocimiento de receptores de folato (RF)

Para el desarrollo de un posible sensor de receptores de folato se evalu6 la
interaccion entre los CDs ACEM@PEI y el acido folico (AF). Las soluciones de CDs y
AF se prepararon en un pH de 7.4. Se titulé una solucion de CDs ACEM@PEI con una
solucion de AF 2.29 x 103 M.

En la Figura 75 se puede observar la titulacion de CDs ACEM@PEI con AF
seguida por fluorescencia. La IF de los CDs se abate progresivamente a medida que
aumenta la concentracion de AF desde O hasta 6.88 x 10* M, alcanzandose un
abatimiento cercano a un 93 %. Se obtuvieron los graficos de Stern-Volmer a partir de

la Ecuacion 5 para determinar si se trata de un solo tipo de abatimiento o ambos.
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Figura 75. Titulacion de CDs ACEM@PEI con AF.
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Figura 76. Grafica de la ecuaciéon de Stern-Volmer para el conjugado CDs

ACEM@PEI/AF.
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En la Figura 76 puede observarse que la curva no presento linealidad existiendo
la presencia de los dos tipos de abatimiento (estatico y dindmico). Para determinar la

constante de asociacion en el abatimiento estatico se utilizo la siguiente ecuacion:

Fo—F

log = log K, + nlog[Q] (7)

Donde Ka es la constante de asociacion de CDs ACEM@PEI con AF y n es el

numero de sitios de interaccion.

La Figura 77 muestra el grafico de Log ((Fo-F)/F) Vs Log [Q] para calcular la Ka
del complejo CDs ACEM@PEI/AF y n. Se puede observar que la curva muestra dos
pendientes por lo que se calculan constantes de asociacion para cada intervalo de
concentraciones.

1.5 -

1.0 +

0.5+

0.0 +————1——

-0.54

Log ((F,-F)/F)

-1.0 4

-1.54

Log [AF]
-2.0 1

Figura 77. Gréfica Log-Log para el abatimiento de fluorescencia de CDs ACEM@PEI
por AF.

La grafica muestra dos pendientes; la primera comprendida en un intervalo de

concentraciones de 2.29 x 10° a 9.17 x 10°M y la segunda en un intervalo de 1.15 x
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10* a 6.88 x 10* M. Cada pendiente muestra buena linealidad con R? mayores a 0.99
(Tabla 4).

Tabla 4. Datos obtenidos para el sistema CDs ACEM@PEI/AF.

Intervalo de concentraciones (M) Log Ka n R?
2.29x10°-9.17 x 10° 2.95 1.05 0.9978
1.15x10*-6.88 x 10* 9.15 2.56 0.9965

Los resultados revelaron que los valores log Ka y el nUmero de sitios de union
(n) son mayores en un intervalo de concentraciones de AF mas altas. Cuando la
concentracion de AF es muy baja, los sitios de unién de baja afinidad son ocupados
(n=1.0515), mientras que a una mayor concentracion de AF, los sitios de union con
mayor afinidad pueden estar ocupados (n=2.5676). Esto explica que a mayor

concentracion de AF exista mayor constante de asociacion.

También se estudio la interaccion de CDs ACEM@PEI con AF a través de una
titulaciéon por potencial Z. En la Figura 78 se muestra la grafica obtenida y se puede
notar como al aumentar la concentracion de AF ocurre una disminucion de la carga
superficial positiva de los CDs, lo cual pone en evidencia que el AF tiene una carga
negativa al valor del pH de la titulacion (pH 7.4) y que adiciones sucesivas neutralizan
la carga superficial de los CDs. Este comportamiento también es evidencia de la
formacion de un complejo supramolecular entre los CDs modificados en su superficie

con PEl y el acido félico.
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Figura 78. Titulacién por pZ de CDs ACEM@PEI con AF.

Para el desarrollo de un sensor, es importante estudiar las posibles
interferencias. En este caso, se estudid el efecto que tiene sobre la IF de CDs
ACEM@PEI, adicionar diferentes moléculas de interés bioldgico. Las moléculas
utilizadas fueron, acido félico (AF), treonina (Thr), glutamina (GIn), acido citrico (AC),
leucina (Leu), isoleucina (lle), lisina (Lys), fenilalanina (Phe), acido ascérbico (AA) e
histidina (His).

En la Figura 79 se muestran los estudios de interferencia que se llevaron a cabo
utilizando soluciones de concentracién 2.29 x 103 M. Cémo puede observarse la IF de
los CDs experimenta un fuerte abatimiento solo en presencia de AF. Esto es evidencia

de una respuesta selectiva en el abatimiento de la IF de los CDs para AF.
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Figura 79. Estudios de selectividad frente a diferentes moléculas de interés bioldgico.

Luego de haber estudiado el abatimiento de la fluorescencia de los CDs
ACEM@PEI en presencia de AF, se continué con el estudio de reconocimiento de RF.
Basado en la alta afinidad entre AF y RF se estudio la recuperacion de la IF de CDs
ACEM@PEI mediante una titulacion del sistema CDs ACEM@PEI/AF con adiciones

sucesivas de RF.

En la Figura 80 A se muestra la titulacion seguida por fluorescencia y se puede
observar como a medida que aumenta la concentraciéon de RF, desde 0 a 7.01x10°8,
se va recuperando la intensidad de fluorescencia de los CDs ACEM@PEI. Como
resultado de la presencia de RF en la solucion, las moléculas de AF comienzan a
interaccionar con estos conduciendo a una recuperacion de la intensidad de
fluorescencia de los CDs ACEM@PEI. Ademas, la recuperacion de la IF se ajusta a
una buena relacién lineal con respecto al aumento de la concentracion de RF, como

puede observarse en la Figura 80 B.
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Figura 80. Titulacion de CDs ACEM@PEI/AF con RF.
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Figura 81. Grafica de Benesi Hildebrand para la titulacion de CDs ACEM@PEI/AF con
RF.

Para determinar la constante de asociacion entre AF y RF se realiz6 una gréafica
de Benesi Hildebrand como se muestra en la Figura 81. La constante de asociacion
fue de 7.50 x 106,

5.5.2. Reconocimiento de acido folico (AF).

Para el desarrollo de un posible sensor de AF se evaluo la interaccion entre el
sistema FRET CDs ACEM/QDs CdTe@CA y AF. Las soluciones se prepararon en un
pH de 7.4 y se titul6 una solucion de CDs ACEM/QDs CdTe@CA con una solucion de
AF 1.95 x 10* M.

En la Figura 82 A se muestra la titulacion seguida por fluorescencia y se puede
observar como a medida que aumenta la concentracién de AF, desde 0 a 2.29x107,
ocurre una interrupcién del sistema FRET, se recupera la intensidad de fluorescencia
de los CDs ACEM vy se abate la intensidad de fluorescencia de la sefial de QDs
CdTe@CA. Como resultado de la presencia de AF en la solucion, las nanoparticulas
de QDs CdTe@CA comienzan a interaccionar con estos conduciendo a una
recuperacion de la intensidad de fluorescencia de los CDs ACEM. Ademas, la relacion
entre las sefiales de fluorescencia de CDs y QDs, IFcps/IFops (sefial radiométrica)
presenta un buen ajuste lineal con respecto al aumento de la concentracion de AF,

como puede observarse en la Figura 82 B.
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Figura 82. Titulacion del sistema FRET CDs ACEM/QDs CdTe@CA con AF.
5.5.2.1. Sensor de acido folico (AF)

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la titulacion del sistema FRET
CDs ACEM/QDs CdTe@CA con AF, se decidid utilizar la relacion radiométrica
IFCDs/IFQDs para el desarrollo de un sensor de AF basado en la interrupcion del
sistema FRET entre CDs ACEM/QDs CdTe@CA.

Los sensores basados en sistemas FRET tienen como ventajas el hecho de que
se puedan hacer pruebas in situ, presentan una respuesta mas rapida, mayor
simplicidad, menor coste y mayor sensibilidad. Actualmente, los sensores basados en
FRET para biomoléculas e iones son principalmente sondas que se basan en la
modulacién de la intensidad de fluorescencia a una longitud de onda Unica (sistemas
de apagado o encendido). Sin embargo, los ensayos radiométricos aplican la relacion
de dos intensidades de emision a diferentes longitudes de onda, lo que es mas eficaz

para reducir la interferencia de fondo y la fluctuacién de diversas condiciones.%°
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5.5.2.1.1. Curva de calibracion y estudios de selectividad

En la Figura 83 se muestra la curva de calibracion obtenida para el sistema CDs
ACEM/QDs CdTe@CA/AF, ésta se realiz6 adicionando concentraciones crecientes de
AF que van de 0 a 23 pM. En la misma existe un comportamiento lineal con un
coeficiente de correlacion de 0.9913. El limite de deteccion (LD) se calculé utilizando
la ecuacion 8. Donde o es la desviacion estandar de la sefial del blanco medida diez
veces Yy S es la pendiente de la curva de calibracion. En la Tabla 5 se resumen los

parametros analiticos calculados.

LD =30 blanCO/S (8)

16

12 4
®

y = 0.6484x + 0.0165

y/ R*=0.9913

IF CDs/IF QDs

0 ' T v T v T g T v 1
0 5 10 15 20 25

[AF] (UM)

Figura 83. Curva de calibracién de AF basada en el sistema FRET CDs ACEM/QDs
CdTe@CA.
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Tabla 5. Pardmetros analiticos calculados para la curva de valoracion del sistema CDs
ACEM/QDs CdTe@CA - AF.

Variables CDs ACEM/QDs CdTe@CA - AF
Regresion lineal y = 0.6484 x + 0.0165
Coeficiente de correlacion 0.9913
Intervalo lineal (M) 0-23
Limite de deteccién (nM) 158

Para el desarrollo de un sensor, es importante estudiar las posibles
interferencias. En este caso, se estudid la influencia de 10 aminoacidos, acido
ascorbico y acido citrico sobre la relacion radiométrica IFCDs/IFQDs del sensor. Los
aminoacidos fueron afiadidos en una concentracién de 195 uM. Como se observa en

la Figura 84 el sensor radiométrico muestra una respuesta selectiva hacia AF.
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Figura 84. Estudios de selectividad para AF del sistema FRET CDs ACEM/QDs
CdTe@CA.
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En la Figura 85 se muestran los estudios de competitividad que se llevaron a
cabo con los aminoacidos, acido ascoérbico y acido citrico. Como puede observarse la
especie que mas interfiere al sensor es la lisina, pero no representa una interferencia

significativa.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
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Figura 85. Estudios de competitividad para AF del sistema FRET CDs ACEM/QDs
CdTe@CA.

5.5.2.1.2. Analisis en muestras reales

La determinacion de AF se llevé a cabo en una muestra de jugo de naranja
(Jumex) a partir del método de adicion estandar. El jugo no recibié ningun pre-
tratamiento, simplemente se ajusto el pH a 7.4 con buffer de fosfatos y se tomaron los
espectros de fluorescencia excitando a 360 nm para observar posibles interferencias
en la banda del sensor.
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Figura 86. Grafica de adicion de estandar en jugo de naranja (Jumex).

Tabla 6. Determinacion de AF en jugo de naranja (Jumex).

Anadido (uM) | Encontrado (uM) | Recobrado (pM) | Recobrado (%) | SD | RSD
229 4.38 101.16 0.04| 1.34
4.58 6.42 95.11 0.01| 0.27
6.86 8.75 97.40 0.03| 0.53
9.15 11.38 101.80 0.02| 0.23
11.44 207 13.02 95.72 0.01| 0.17
13.73 15.68 99.14 0.02| 0.18
16.02 17.59 96.94 0.01| 0.09
18.30 20.46 100.47 0.01| 0.10
20.59 22.94 101.38 0.02| 0.15

93



V. Resultados y discusion

Como puede observarse en la Figura 86, el andlisis de adicion de estandar
en jugo de naranja mostré6 una buena linealidad presentando un coeficiente de

correlacion alto.

Adicionalmente se hicieron los calculos de las concentraciones afadidas,
encontradas y porcentajes recobrados en cada punto del gréfico de adicion estandar
de cada muestra de vino (Tabla 7), los cuales resultaron satisfactorios ya que los
porcentajes de recobrado no deben ser mayores al 5% para considerar un buen
método de andlisis y en ninguno de los puntos se supera éste parametro, por tanto,
resulté ser un buen sensor para la deteccion de AF en jugo de naranja.

5.5.3. Sensor de riboflavina (VB2).

La riboflavina, comunmente llamada vitamina B2, es una de las vitaminas
hidrosolubles méas ampliamente distribuidas y es facilmente absorbida por los
micronutrientes que se absorben activamente en las células eucariotas.'®’ La
riboflavina esté presente en el cuerpo principalmente como un constituyente basico de
las coenzimas flavina adenina dinucleétido (FAD) y flavina mononucleétido (FMN).1%8
La vitamina B2 también se requiere para una amplia variedad de procesos celulares,
tales como metabolismo de grasas, cuerpos cetdnicos, carbohidratos y proteinas,

desempeiia asi un papel clave en la dieta humana.107.108

Teniendo en cuenta los valores obtenidos de eficiencia (E), integral de traslape
(J), distancia de Forster (Ro) y distancia entre donador y aceptor para el sistema FRET
CDs ACEM / VB2, se decidi6 disefar un sensor radiométrico para la determinacion de

riboflavina.
5.5.3.1. Curva de calibracion y estudios de selectividad

La curva de calibracion fue obtenida a partir de la medida radiométrica

(IFve2/IFCDs acem) del aumento de intensidad de emision de fluorescencia de la VB2 y
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el abatimiento de la intensidad de emision de fluorescencia del CDs ACEM a diferentes
concentraciones de VB2. El inserto de la figura 87 muestra la curva de calibracion
(promedio de tres repeticiones), con un coeficiente de correlacion de 0.9973 y un limite

de deteccion (LD) de 0.025 puM. EI LD fue calculado utilizando la ecuacion 8.

1400
y= 02143x+00047 3
=0.9973  .°
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ﬁ 15
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VB2 % s 0
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Figura 87. Variacion en la emision de fluorescencia del conjugado CDs ACEM/VB2 a
diferentes concentraciones de VB2 (0 - 11 pM). Inserto: relacion linear entre la sefial

radiométrica y la concentracion de VB2.

Tabla 7. Parametros analiticos calculados para la curva de valoracion del sistema CDs

ACEM/VB2.

Variables CDs ACEM/VB2
Regresion lineal y =0.2143 x + 0.0047
Coeficiente de correlacion 0.9973
Intervalo lineal (uM) 0-11
Limite de deteccion (UM) 0.025
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La influencia de posibles sustancias interferentes que de manera natural se
encuentran presentes en muestras alimenticias o biologicas, fue también estudiada.
Diferentes sustancias representativas como L-amino acidos (Lys, Trp, Asn, His, Gly,
Phe, Ala, GIn, Arg, Pro y Glu) y acido ascorbico (AA), fueron analizadas en un medio
de PBS a pH 7.4. A pH fisiologico las nanoparticulas de CDs estdn cargadas
negativamente (Figura 49) y el pH se encuentra por encima del punto isoeléctrico de
la VB2 (pl = 6). Bajo estas condiciones, las interacciones electrostaticas no son
esperadas. Sin embargo, todas las interferencias estudiadas presentan grupos con la
capacidad de formar puentes de hidrogeno con los grupos activos en la superficie de

las nanoparticulas.
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Figura 88. Estudios de selectividad para VB2 del sistema FRET CDs ACEM/VB2.

En la figura 88 puede observarse que la sefial radiométrica solamente muestra
un cambio significativo en el sistema CDs ACEM/VB2, mientras que para el resto de
las sustancias estudiadas no existe una variacién significativa de la sefal. La
selectividad del CDs por la VB2 esta basada en la transferencia de energia que ocurre

solamente entre estas dos especies. También se realizaron estudios de competencia
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con estas sustancias, manteniendo una relaciébn molar constante de 1:1 entre la VB2
y la sustancia interferente. En la figura 89 se puede observar que la relacién
radiométrica IFve2/IFcps en presencia de VB2 y la correspondiente interferencia,
muestra una clara selectividad hacia VB2 por encima de las otras sustancias bajo
estudio. Estas posibles interferencias en concentraciones de 20 uM no afectan la
formacion del conjugado CDs ACEM/VB2 y no interfieren con la sefial radiométrica.
Por tanto, el sensor propuesto muestra una alta selectividad para la determinacion de
VB2.
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Figura 89. Estudios de competencia para VB2 del sistema FRET CDs ACEM/VB2.
5.5.3.2. Analisis en muestras reales

Para la determinacién de VB2 en muestras reales se seleccionaron tres tipos
de bebidas, una bebida energética (Monster Energy), té verde (McCORMICK) y un
vino blanco (L.A. Cetto, Blanc de Blancs). El sensor propuesto fue aplicado en la
deteccion de VB2 directamente sin tratamiento previo de las muestras, utilizando el
método de adicion de estandar. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 8.
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Tabla 8. Determinacién de VB2 en muestras reales.

Afadido Encontrado Recobrado Recobrado

Muestra (M) (M) (M) (%) SD RSD
2.5 6.46 106.30 0.02 3.64

3.5 7.21 97.26 0.01 1.13

4.5 8.38 101.60 0.02 2.67

'\écr’]Zf;?r 5.5 3.81 9.22 98.37 0.03 | 3.40
6.5 1.01 97.59 0.01 0.75

7.5 1.16 104.50 0.02 1.28

8.5 1.20 96.58 0.01 0.69

2.5 3.94 104.50 0.02 3.07

3.5 4.76 97.95 0.01 1.62

4.5 5.81 99.51 0.01 1.74

Té verde 55 1.33 7.07 104.30 0.01 1.12
6.5 7.96 101.90 0.02 1.56

7.5 8.84 101.10 0.04 3.13

8.5 9.68 98.24 0.02 1.42

2.5 4.08 98.80 0.01 1.30

3.5 5.05 98.32 0.01 1.37

4.5 6.18 101.60 0.02 1.39

Vino blanco 55 1.61 7.21 101.80 0.03 1.79
6.5 8.33 103.50 0.02 1.48

7.5 8.97 98.23 0.03 1.49

8.5 1.00 99.06 0.07 3.19

Las pruebas de recobro se realizaron adicionando siete diferentes cantidades
de VB2 a cada muestra. Como se indica en la Tabla 8, se obtuvo una buena
concordancia entre las cantidades afadidas y encontradas de VB2 en muestras
enriquecidas de bebida energética, té verde y vino, con buenos porcentajes de
recuperacion (entre 96% y 106%) y una desviacion estandar relativa (RSD) inferior a
4 %, lo que indica la fiabilidad de esta sonda fluorescente FRET para la deteccion de
VB2. Las concentraciones de VB2 en estas tres muestras analizadas estan en el
mismo rango de concentracion que el reportado en trabajos previos sobre la
estimacion de concentraciones de VB2.10% 110 | os resultados son la media de tres

analisis paralelos.
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5.6. Estudios de citocompatibilidad

Las pruebas preliminares de citocompatibilidad se llevaron a cabo con la
exposicion directa, de CDs ACEM a concentraciones variables y un conjugado CDs
ACEM/VB2 seleccionado, a células MDA-MB 231 en cultivo. Con el objetivo de obtener
una informaciéon completa, las concentraciones superiores de CDs y su tiempo de
incubacion con las células se extendieron a valores mas altos en comparacién con
otras publicaciones!!! 112 y |os explorados en las caracterizaciones anteriores (hasta 5

mg/mL y 48 h, respectivamente).
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Figura 90. Viabilidad de las células de cancer de mama (MDA-MB-231) después de la
exposicidbn a CDs en concentraciones variables y un conjugado CDs ACEM/VB2
durante 24 y 48 h. La diferencia estadisticamente significativa entre los datos (p < 0.05)

se denota con *.

La Figura 90 muestra la viabilidad de las células cultivadas a las 24 h'y 48 h
posteriores a la exposicion. Puede observarse que los CDs ACEM muestran una
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citocompatibilidad dependiente de la dosis en ambos puntos de tiempo, lo cual es tipico
de los nanomateriales'!?. Analizando las muestras a las 24 h primero, se observa que
los CDs a la concentracibn mas baja (0.01 mg/mL) junto con el conjugado CDs
ACEM/VB2 dieron lugar a niveles sobresalientes de viabilidad celular (aprox. 90% y
80%, respectivamente) sin diferencia estadistica significativa entre ellos (p > 0.05). De
acuerdo con la escala de cinco puntos comUnmente utilizada para clasificar los
biomateriales en contacto con las células, ambas muestras pueden considerarse
citocompatibles en la medida en que los valores de viabilidad a los que conducen (en
el intervalo de 70-90%) corresponden a una reactividad leve.114115 Mientras tanto, se
encontré que el resto de las muestras de CDs (0.1 — 5 mg/mL) produjeron valores de
viabilidad celular ligeramente méas bajos en el rango de 50-65%, lo que corresponde

a una reactividad moderada. 114115

Con respecto a las muestras incubadas durante 48 h, por otro lado, tanto el
conjugado de CDs ACEM/VB2 como las muestras de CDs en el rango de 0.01-1 mg/mL
también reflejaron una reactividad moderada!!4'15, mostrando una viabilidad celular
con valores de aproximadamente 55-60%. Por el contrario, la muestra de CDs mas
concentrada (5 mg/mL) produjo una viabilidad celular de aproximadamente 17%, lo
que corresponde a una reactividad several#4!15. Como ya se menciond, vale la pena
sefalar que el procedimiento experimental aqui seguido implicé la incubacion de las
muestras durante toda la duraciéon de los experimentos (24 h y 48 h), lo que podria
haber contribuido a la moderada a severa reactividad mostrada por la muestra
concentrada a las 48 h. Otras publicaciones en el campo han considerado el
intercambio de medios de cultivo celular en periodos cortos después de la
administracion de los respectivos nanomateriales''>13, |o que podria ayudar a reducir
los escenarios probables de citotoxicidad. Cualquiera que sea el caso, es notable que
los CDs producidos en este trabajo demostraron ser citocompatibles en el régimen de
concentracion en el que se utilizan como sensores de VB2. Ademas, no se espera que
la VB2 confiera alguna citotoxicidad al conjugado CDs-RF dado que se ha demostrado

que es totalmente citocompatible en concentraciones de hasta 5 mM (una
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concentracion aproximadamente dos O6rdenes de magnitud mayor que la aqui
estudiada).''® Ademas del proceso de sintesis suave, aqui optimizado, la
citocompatibilidad observada de las CDs y el conjugado CDs ACEM/VB2 ciertamente
puede estar relacionada con la ocurrencia natural de la VB2 en el organismo y la
solubilidad adecuada de ambos (CDs y VB2) en PBS. La excelente citocompatibilidad
de la plataforma desarrollada en sus condiciones de trabajo, incluso después de un
largo tiempo de incubacion con células, hace que la consideremos muy atractiva para
otras aplicaciones en el campo biolégico, como la deteccién intracelular y la tincion
para microscopia de células vivas.'” En particular, la sonda CDs ACEM/VB2 se puede
probar para estudiar el transporte y la localizacion intracelular de VB2, de forma similar

a otras sondas basadas en el proceso FRET.18
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VI. CONCLUSIONES

Los métodos empleados resultaron eficientes para la obtenciéon de CDs con
buena dispersabilidad en agua y con diametros de 6.10 nm (CDs ACEH) y 5.32
nm (CDs ACEM).

El estudio de las propiedades Opticas no mostro diferencias significativas entre
los CDs ACEH y CDs ACEM, obteniéndose rendimientos cuanticos de 51 y 53%
respectivamente.

La técnica de sintesis directa de QDs en agua permitié obtener QDs CdTe@CA.
El tiempo de reaccion permitié preparar QDs que emiten en un intervalo de 507-
599 nm y con diametros desde 2.42 a 3.57 nm.

Mediante la formacion de ensambles electrostaticos se logré observar
transferencia de energia para los sistemas CDs ACEM@PEI/Fluoresceina, CDs
ACEM@PEI/QDs CdTe@AMP, CDs ACEM/QDs CdTe@CA y CDs ACEM/VB2.
Estos ensambles mostraron un proceso de transferencia de energia tipico con
eficiencias de 33, 82, 79 y 91% respectivamente.

Se estudio la interaccion de CDs ACEM@PEI con AF observandose que la IF de
los CDs se abate progresivamente a medida que aumenta la concentracion de
AF. La presencia de RF en el sistema CDs ACEM@PEI/AF provoc6 un encendido
de la fluorescencia producto de la alta afinidad AF-RF.

El sistema FRET CDs ACEM/QDs CdTe@CA fue utilizado para el desarrollo de
un sensor radiométrico de AF obteniéndose un limite de deteccion de 158 nM. El
método de adicién estandar fue aplicado satisfactoriamente en una muestra de
jugo de naranja, determinandose una concentracion de AF de 2.07 pM.

El sistema FRET CDs ACEM/VB2 fue utilizado para el desarrollo de un sensor
radiomeétrico de VB2 obteniéndose un limite de deteccion de 0.025 uM. El método
de adicion estandar fue aplicado satisfactoriamente en muestras Monster Energy,
té verde y vino blanco, determinandose concentraciones de VB2 de 3.81, 1.33y

1.61uM, respectivamente.
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Los estudios de citocompatibilidad a las concentraciones de trabajo, mostraron
que incluso después de largos tiempos de incubaciéon con células, la plataforma
desarrollada también puede contemplarse para otras aplicaciones de interés
biolégico, como la deteccion intracelular y la tincién para microscopia de células

vivas.
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Vil. TRABAJO A FUTURO

Estudiar la influencia de las modificaciones superficiales en las propiedades de
citocompatibilidad de las nanoestructuras obtenidas.

Evaluar la selectividad de la sonda fluorescente de receptores de folato en
presencia de iones metdlicos como Na*, K*, Mg?*, Ca?*y Zn?*.

Utilizar la sonda fluorescente para la determinacion de los receptores de folato
sobre expresados en la superficie de las células de cancer Hela por microscopia

confocal de fluorescencia.
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