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RESUMEN

Nuevos enfoques en el desarrollo de nanoparticulas magnéticas fluorescentes

para aplicaciones biomédicas y ambientales

Por

Arturo Ivan Pavéon Hernandez

Doctor en Ciencias en Quimica

Tecnologico Nacional de México, campus Tijuana B.C. 2020

Dra. Georgina Esther Pina Luis

Directora de Tesis

Dr. Manuel Alatorre Meda

Codirector de Tesis

En los Ultimos afios, se ha tenido una gran atencion en el disefio de nuevos
sistemas basados en nanoparticulas magnéticas fluorescentes (NPMsF) con
caracteristicas multifuncionales. Un aspecto muy atractivo de esta clase de
nanomateriales es que pueden ser manipulados mediante un campo magnético
externo y al mismo tiempo ser monitorizadas por fluorescencia. Tienen aplicacién
potencial en el area biomédica como plataformas multifuncionales para liberacién de
farmacos, marcado celular y acarreadores de farmacos. En el area biomédica son
usados como sensores para el reconocimiento y deteccion de especies metalicas. En

el presente trabajo se describe la fabricacibn de nanoparticulas magnéticas
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fluorescentes utilizando aminoacidos como agentes espaciadores, por una sintesis
covalente por esterificacion mediada por una carbodiimida. Primeramente, se obtienen
nanoparticulas modificadas con aminoacidos (AA): Triptéfano (Trp), Tirosina (Tyr),
Fenilalanina (Phe), Arginina (Arg), Lisina (Lys) y Glicina (Gly) bajo un método por
coprecipitacion en solo paso sin usar un agente espaciador. La ventaja del uso de
aminoacidos se debe a la biocompatibilidad que estas presentan, y se demostro tener
sitios activos para el anclaje de los puntos cuanticos (QDs) de CdTe modificados con
3-acidomercaptopropiénico (AMP) mediante una reaccion covalente. Los sistemas
generados fueron NPMsF con la siguiente arquitectura FesOs@AA@QDs. Los
sistemas Fe30s@Arg@QDs, FesOs@Lys@QDs y Fe3s04@Gly@QDs fueron cargados
con doxorrubicina, recubiertas con polimeros biocompatibles y funcionalizados con
acido folico (FA) con posible aplicacion dual para diagndstico y tratamiento en cancer.
Para el sistema, Fe304@ Trp@QDs mostro un efecto de fluorescencia mejorada debido
a una Transferencia de Energia Resonante de Forster (FRET) donde el Trp funciona
como un donador de energia y los QDs de CdTe@AMP como aceptores de energia.
Basado en estos resultados, se evaluaron los parametros FRET del Trp y QDs de
CdTe@AMP y se usaron como sensores radiométricos para el reconocimiento de
Cu?*. Estos nanocompositos fueron caracterizados por Espectroscopia infrarroja por
Transformada de Fourier (FTIR), Potencial Z, Espectroscopia de fluorescencia,
Espectroscopia de UV Vis, Microscopia Electrénica de Trasmision en resolucion alta
(TEM), Difraccion de Rayos X (DRX), Analisis termogravimétrico (TGA) y

Magnetometria de Muestra Vibracional (VSM).
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ABSTRACT

New approaches in the development of fluorescent magnetic nanoparticles for

biomedical and environmental applications

by

Arturo Ivan Pavon Hernandez

Ph. D. In Chemical Sciences

Tecnoldgico Nacional de México, campus Tijuana B.C. 2020

Dra. Georgina Esther Pina Luis

Thesis advisor

Dr. Manuel Alatorre Meda

In recent years, great attention has been paid to the design of new systems
based on fluorescent magnetic nanoparticles (NPMsF) with multifunctional
characteristics. A very attractive aspect of this class of nhanomaterials is that they can
be manipulated by an external magnetic field and at the same time be monitored by
fluorescence. They have potential application in the biomedical area as multifunctional
platforms for drug delivery, cell targeting, and drug carriers. In the biomedical area, they
are used as sensors for the recognition and detection of metallic species. In the present
work, the manufacture of fluorescent magnetic nanoparticles using amino acids as
spacing agents, by a covalent synthesis by carbodiimide-mediated esterification is

described. Firstly, amino acid modified nanoparticles (AA): Tryptophan (Trp), Tyrosine
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(Tyr), Phenylalanine (Phe), Arginine (Arg), Lysine (Lys) and Glycine (Gly) are obtained
under a single-step coprecipitation method use a spacer. The advantage of the use of
amino acids is due to their biocompatibility, and it was demonstrated to have active
sites for the anchoring of quantum dots (QDs) of CdTe modified with 3-
mercaptopropionic acid (AMP) by means of a covalent reaction. The systems
generated were NPMsF with the following architecture Fe3Os@AA@QDs.
FesO0s@Arg@QDs, Fe301s@Lys@QDs y Fes04@Gly@QDs systems were loaded with
doxorubicin, coated with biocompatible polymers and functionalized with folic acid (FA)
with possible dual application for cancer diagnosis and treatment. For the system,
Fes04@Trp@QDs showed an enhanced fluorescence effect due to a Forster Resonant
Energy Transfer (FRET) where Trp functions as an energy donor and CdTe@AMP QDs
as energy acceptors. Based on these results, the FRET parameters of Trp and QDs of
CdTe @ AMP were evaluated and used as radiometric sensors for Cu?* recognition.
These nanocomposites were characterized by Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (FTIR), Z Potential, Fluorescence Spectroscopy, UV Vis Spectroscopy,
High Resolution Transmission Electron Microscopy (TEM), X-ray Diffraction (DRX),

Thermogravimetric Analysis (TGA) and Vibrational Sample Magnetometry (VSM).
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I. INTRODUCCION

|. INTRODUCCION

En las ultimas décadas, se ha dado gran importancia al desarrollo de
nanoparticulas multifuncionales con propiedades magnéticas y épticas.! Un tipo de
nanomaterial basado en este concepto son las nanoparticulas magnéticas (NPMs)
fluorescentes. Esta clase de nanomateriales estan constituidos por algun tipo de
nanoparticula magnética y puntos cuanticos (QDs) o fluoréforos organicos. Una de
las principales ventajas es que pueden ser manipuladas mediante un campo
magnético externo y al mismo tiempo ser monitorizadas por fluorescencia. Ademas,
se resalta el efecto sinérgico de los grupos funcionales presentes y el efecto del
tamafio asociado a una escala nanométrica, o que permite tener aplicaciones

potenciales en el &rea biomédica y ambiental.

En relacion con lo anterior, son una clase de nanomateriales muy
prometedoras, pero no es una tarea facil obtenerlas, ya que hay que considerar
algunos desafios en su fabricacion. Uno de los detalles principales para el disefio
de estos nanocompuestos, es que envuelven etapas multiples de sintesis y el riesgo

de que el nlicleo magnético o las especies involucradas apaguen al fluoréforo.?

Los métodos de sintesis mas utilizados son el autoensamblaje de capa por
capa (LbL), reacciones covalentes, encapsulacion en una matriz de silice o
polimeros que contienen un fluoréforo, sin embargo, en la mayoria de los casos, las
propiedades magnéticas y fluorescentes se ven reducidas. Es por ello por lo que se

buscan nuevas alternativas para la obtencién de este tipo de nanocompuestos.
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En los Ultimos afios, se ha tenido un gran interés en la obtencion de
nanoparticulas magnéticas (NPMs) funcionalizadas directamente con aminoacidos
(AA), debido a que dan estabilidad coloidal, son moléculas biocompatibles con
afinidad alta a sistemas biolégicos, ademas, proveen grupos funcionales activos
para la interaccion con otras moléculas.>® Tienen aplicacién potencial en el
reconocimiento y captura de bacterias, remocion de contaminantes metalicos y han
sido utilizados para el tratamiento de células tumorales. Aunque hay estudios como
su uso en la incorporacion de moléculas o fluoréforos fluorescentes, por enlace
covalente directo. No existe reportes sobre el potencial del AA como conector de

otras nanoparticulas para formar nanocompuestos fluorescentes.

Por otra parte, los QDs son semiconductores nanocristalinos con didmetros
entre 2 y 10 nm, presentan propiedades épticas y electrénicas Unicas debido al
confinamiento cudantico. A diferencia de los fluoréforos organicos éstas exhiben
mejor estabilidad fotoquimica, rendimientos cuanticos y absortividad molar altos. Es
importante mencionar que, dependiendo del tamafio, son capaces de emitir
fluorescencia a distintas longitudes de onda.® Se ha demostrado que los QDs de
CdTe modificados con acido 3-mercaptopropionico (AMP), presentan carga
superficial negativa debido a que los grupos &cidos del AMP quedan expuestos en

la superficie, lo que permite que tengan mejor dispersion en medios acuosos.

Ademas, ofrecen la posibilidad de emitir en el infrarrojo cercano permitiendo
aplicaciones en el area biomédica como agentes de contraste y en el area ambiental
como sensores de encendido o apagado de la fluorescencia para el reconocimiento

de especies biolégicas o metalicas.’
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En este trabajo, se describe por primera vez la conjugacion de QDs de CdTe
modificados con AMP en la superficie de NPMs modificadas con AA mediante una
reaccion de amidacion, obteniendo NPMsF sin usar materiales poliméricos ni
precursores de silice. Ademas, se disefi6 como una nanoparticula multifuncional
con aplicacion potencial en el area ambiental como su uso en sensores para el
reconocimiento de Cu?* y con posible aplicacion biomédica para liberacion de
farmaco y el reconocimiento en células de céncer, para este ultimo, cargando
doxorrubicina como agente terapéutico mediante el autoensamblaje de polimeros

biocompatibles y usando como elemento de orientacion el acido folico.
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Il. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

2.1 Justificacion
Actualmente, se tiene la necesidad de desarrollar nuevos materiales
nanoestructurados multifuncionales que presenten propiedades magnéticas y
Opticas para aplicaciones potenciales en el area biomédica y ambiental. De especial
interés, para este proposito, es la sintesis de nanoparticulas magnéticas
fluorescentes capaces de manipular mediante campos magnéticos externos y de
emitir sefiales detectables para el reconocimiento de especies biolégicas o iones

metalicos.

2.2 Objetivo general
El objetivo de este proyecto es desarrollar nuevos sistemas basados en
nanoparticulas magnéticas fluorescentes, con caracteristicas multifuncionales
portadoras de farmacos/agentes de contraste y conjugadas con receptores para
posible aplicacion en células de cancer y su uso como sensores para aplicaciones

en el area ambiental.

2.3 Objetivos especificos
. Sintetizar NPMs de Fez0a4 funcionalizadas con aminoacidos mediante

sintesis por coprecipitacion directa.
o Sintetizar QDs de CdTe modificadas con AMP.
o Sintetizar NPMs fluorescentes mediante reacciones de amidacion.

o Evaluar las NPMs fluorescentes como posibles sensores para el

reconocimiento de iones metalicos.
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Evaluar conjugados de QDs y Trp como sensores para el

reconocimiento de Cu?.

Estudiar métodos diferentes de conjugacion del acido folico en

nanoparticulas magnéticas fluorescentes.

Incorporar un agente terapéutico (doxorrubicina) para cancer.

Estudiar el cargado y perfil de liberacion de farmaco.

Caracterizar en cada etapa de sintesis por espectroscopia de UV-
visible, espectroscopia de infrarrojo (FT-IR), fluorescencia molecular,
analisis termogravimétrico (TGA), espectroscopia de energia

dispersiva (EDS) y microscopia electronica de transmision.

Obtener las curvas de magnetizacion en cada etapa de sintesis.
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3.1 Magnetismo

El magnetismo es un fendmeno fisico que presentan algunos materiales y
que se caracteriza por las fuerzas de atraccién o repulsiéon sobre otros materiales.®
Entre los materiales mas conocidos que presentan propiedades magnéticas estan
el hierro, niquel, cobalto y algunas aleaciones. La manifestacion mas sorprendente
de magnetismo en solidos es la magnetizacidbn espontanea de materiales
ferromagnéticos, tales como el hierro o magnetita. Sin embargo, los principios
basicos y los mecanismos que explican el fenbmeno magnético son complejos y

son objeto de estudio hasta nuestros dias.

3.1.1 Momento magnético

El momento angular orbital y el momento angular de espin dan origen al
momento magnético el cual se define como la efectividad del campo magnético
asociado a un electrén.® Decir que los electrones y nlcleos poseen un momento

magnético, significa que en cierto modo se comportan como pequefios imanes.

3.1.2 Permeabilidad magnética

La permeabilidad magnética se define como la capacidad de un material a
ser magnetizado como respuesta al campo magnético aplicado.® Matematicamente

se expresa mediante la siguiente ecuacion:

p=7 (1)
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donde B representa la induccion magnética, pu representa la permeabilidad
magnética absoluta del material situado en el campo y H representa la intensidad

del campo magnético.

3.1.3 Ciclo de histéresis

El ciclo de histéresis es una representacion gréafica de los diferentes estados
por los que pasa un material ferromagnético (Figura 1). Su comportamiento depende
de la permeabilidad y susceptibilidad magnética del material en cuestién. Una curva
de histéresis de un material ferromagnético inicialmente describe un estado no
magnetizado.!! En este estado los dominios magnéticos presentan una orientacion

aleatoria y por lo tanto una magnetizacion resultante nula.

M
Magnetizacion Magnetizacion
de Remanencia (M) de Saturacion (M)
\ /;,r)—..__
Campo
Coercitivo (H,)
\ H

Figura 1. Parametros importantes de una curva de histéresis magnética. Se
esquematizan la magnetizacion de saturacion (Ms), la magnetizacidbn remanente

(Mr) y el campo coercitivo (Hc).
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Cuando el material es sometido a un campo magnético H, los dominios
magneéticos del material ferromagnético se orientan al campo inducido. Mientras
mayor sea el campo, los dominios crecen y aumenta la magnetizacion neta. La
mayor cantidad de magnetizacion que puede tener un material se produce cuando
los dominios estdn orientados apropiadamente, este valor maximo de
magnetizacion se le conoce como magnetizacion de saturacién (Ms) (Figura 1).1?
Se le denomina magnetizacién remanente (Mr) cuando H = 0, en este punto el
material ferromagnético retiene un grado considerable de magnetizacién. Cuando B
= 0 presenta un valor de Hc que se denomina campo coercitivo, que es el campo

opuesto necesario para desmagnetizar la muestra (Figura 1).12

3.2 Tipos de magnetismo
Entre los distintos tipos de magnetismo se incluyen el diamagnetismo,
paramagnetismo y ferromagnetismo. Todos los materiales presentan por lo menos
uno de estos tipos de magnetismo,*® y el comportamiento depende de la respuesta
de los dipolos magnéticos atdbmicos y electronicos a la aplicacion de un campo

magnético externo.*

3.2.1 Diamagnetismo

El diamagnetismo es una forma muy débil de magnetismo que no es
permanente y persiste s6lo mientras el campo externo esta presente. Es inducido
por un cambio en el movimiento orbital de los electrones debido al campo magnético
aplicado. La magnitud del momento magnético inducido es extremadamente
pequefia y en una direccién opuesta a la del campo aplicado.'® En la Figura 2a se
ilustra de forma esquematica las configuraciones de los momentos magnéticos

8
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dipolares para un material diamagnético con y sin campo magnético externo

aplicado.

a) H=0 H b) H=0 H

O00 ©®L® O®® @O
000 ®0® O OO®
O00 ®O® ®BVE ®HOV®

Figura 2. a) Configuracion dipolar atdmica para un material diamagnético con y sin
campo aplicado, b) configuracion de dipolos atbmicos con y sin campo aplicado para

un material paramagnético.

3.2.2 Paramagnetismo

En algunos materiales sélidos, cada atomo posee un momento magnético
dipolar permanente en virtud de la cancelacion incompleta del spin de los electrones
y/o de los momentos magnéticos orbitales. En ausencia de un campo magnético
aplicado, las orientaciones de estos momentos magnéticos atomicos son al azar, de
tal manera que una pieza de material no posee una magnetizacion neta
permanente.’® Estos dipolos atémicos son libres para girar y se produce
paramagnetismo cuando se alinean de forma preferente a un campo externo, tal

como se muestra en la Figura 2b.

3.2.3 Ferromagnetismo

Una muestra ferromagnética de dimensiones macroscopicas contiene en

general un nimero de regiones pequefias (denominadas dominios magnéticos) que
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estan magnetizadas espontaneamente, dentro de cada dominio la imanacién
espontanea se debe a la existencia de un campo molecular que tiende a producir

una alineacion paralela de los dipolos atémicos.*®

3.2.4 Nanomagnetismo

Recientemente se ha suscitado un gran interés en el nanomagnetismo debido a
sus propiedades y a la gama amplia de aplicaciones potenciales. El
superparamagnetismo se basa en el comportamiento similar al paramagnetismo.
Sin embargo, la diferencia radica en la estructura del material (dominios
magneéticos), ya que los materiales superparamagnéticos presentan un régimen de
monodominio por debajo de un didmetro critico.!” Segun la teoria del dominio
magnético, el monodominio se ve afectado por varios factores como la saturacion
magnética, anisotropia cristalina y morfologia de las particulas.® En un material
ferromagnético sus propiedades magnéticas son bien descritas en una curva de
histéresis (Figura 1); los parametros mas importantes para su estudio son la
remanencia y la coercitividad.'® Para materiales magnéticos que se encuentran en
la escala nanométrica la coercitividad es la propiedad de mayor interés, debido a
gue es dependiente del tamafio de la particula. A medida que se disminuye el
tamafo de una particula los dominios magnéticos se van compactando hasta llegar
al régimen de un solo dominio (Figura 3). Debido a la disminucion de tamario, la
coercitividad aumenta hasta un punto maximo y luego disminuye hasta cero
presentandose en esta etapa el fendmeno del superparamagnetismo, el cual

describiremos a continuacion.

10
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Figura 3. Relacion de tamafio-coercitividad a medida que disminuyen las particulas.

3.3 Nanoparticulas magnéticas
Una de las caracteristicas mas distintivas que presentan las nanoparticulas
magnéticas (NPMs) sobre otras, es que pueden ser manipuladas bajo la influencia
de un campo magnético externo. Esto se debe a que presentan un tipo de
magnetismo llamado superparamagnetismo. Gracias a esta caracteristica, se tiene
que las NPMs solo presentaran sus propiedades magnéticas cuando son expuestas

a un campo magnético externo sin presentar magnetizacion remanente.

Este tipo de nanoparticulas ofrecen aplicaciones atractivas en diferentes
areas de investigacibn como en catdlisis,’® almacenamiento de datos,®

biotecnologia/biomédica,?®° MRI?! y remediacién ambiental.??

Cabe mencionar, que existen varios tipos de NPMs, entre las mas comunes
se encuentran las de 6xido de hierro, aleaciones de hierro-platino, cobalto-niquel y

de Oxidos de cobalto. Sin embargo, la utilizacién de dicho material dependera de la

11
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aplicacion que se le desee asignar. Un aspecto importante que se considera al
trabajar con las NPMs es que la superficie es muy susceptible para modificarse con
moléculas orgénicas, dandoles opciones de aplicacion en varias disciplinas. La
modificacion superficial sobre la nanoparticula magnética es muy importante en el
area biomédica, debido a que estas modificaciones permiten que las nanoparticulas
sean compatibles con organismos vivos. Para aplicaciones biomédicas, algunos
materiales que pueden ser utilizados para el recubrimiento de NPMs son receptores
biolégicos, corazas poliméricas, &cidos nucleicos, bicapas lipidicas, moléculas
fluorescentes, entre otros. La incorporacion de mas de un material sobre las NPMs

las hace sistemas multifuncionales (Figura 4).22

Receptores
bioldgicos

Coraza polimérica

receptores abidticos
Moléculas

fluorescentes

Acidos nucleicos
Silice
Receptores
abioticos
() Puntos cuanticos

Monocapas

Figura 4. Nanoparticulas magnéticas multifuncionales.
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3.3.1 Sintesis de nanoparticulas magnéticas

En las ultimas décadas, se ha tenido un gran interés en la obtenciéon de NPMs
de magnetita (FesOas) ya que este tipo de materiales tienen aplicacion potencial en
diversas areas de investigacion. Las NPMs de FesOs4 presentan una estructura
cristalina de espinela inversa (Figura 5), la cual esta constituida por 32 aniones de

O (esferas rojas), 16 cationes de Fe®* (esferas azules), y 8 cationes de Fe?* (esferas

amarillas).?

Figura 5. Estructura cristalina espinela inversa de magnetita.

La mitad de los iones Fe3* se encuentran coordinados en forma tetraédrica,
y la otra mitad junto con los iones Fe?* se encuentran coordinados octaédricamente,

generando un celda unitaria de (Fed"),or(Fedt — FeZt) et 0322

Para la produccion de NPMs de FesOs, se han desarrollado una gran
variedad de métodos de sintesis para la obtencion de nanoparticulas
monodispersas. Entre los métodos de sintesis mas comunes se tiene: la sintesis

por microemulsién,?* sintesis por descomposicién térmica,?® sintesis por una via

13
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hidrotérmica?® y la sintesis por coprecipitacion.?6 Cabe mencionar que los aspectos
mas importantes que se deben tomar en cuenta de los métodos de sintesis para la
obtencién de las NPMs son que éstos proporcionen un control de tamario eficiente,
valores de magnetizacion altos, distribucion de particulas estrechas y estabilidad
coloidal. En términos generales, en la Tabla 1 se aprecian las ventajas y desventajas
que hay entre los cuatro métodos de sintesis mas utilizados reportados por Lu A.-H

y colaboradores en 2007.%7

Tabla 1. Ventajas y desventajas de los métodos de sintesis de NPMs.

] .. . Descomposicion y . o
Parametros | Coprecipitacion o Microemulsion Hidrotérmico
térmica
T (°C) 20-90 100-320 20-50 220
Tiempo minutos horas-dias horas horas-dias

compuestos compuestos
Solvente agua o o agua-etanol
organicos organicos
Distribucion
. bueno muy bueno bueno muy alto
de tamafio
Control de
. moderado muy alto bueno muy alto
tamafio
Propiedades _ )
. altas altas bajas medias
magneéticas

En resumen, se muestra que la sintesis por coprecipitacion es la ruta mas
viable para la obtencién de NPMs, esto se debe a la simplicidad del método ya que
la reaccion se lleva a cabo en cuestion de minutos, a temperaturas no mayores a

los 100 °C, en medios acuosos y permite obtener propiedades magnéticas altas. Un

14
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aspecto importante es que este método se basa en una ruta de sintesis por quimica
verde; mientras tanto para los otros métodos de sintesis es necesario la utilizacién

de compuestos organicos o en algunos casos se utilizan temperaturas elevadas.

3.3.2 Sintesis por coprecipitacion de nanoparticulas magnéticas de

Fes0a.

La sintesis por coprecipitacion de Fe3Oa4 consiste en la formacion de cristales
mixtos en que (iones Fe?*/Fe®*) se incorporan para formar una red cristalina. Es un
meétodo de sintesis muy bien estudiado para la obtencion de NPMs de Fes3Os se
destaca por ser versétil y sobre todo que es una sintesis por quimica verde, ya que

no genera contaminantes para el medio ambiente.

Cabe mencionar, que la reaccion de formacién de la magnetita se muestra

en la Ecuacién2 y ha sido discutida por Schuth, F y colaboradores. 28
Fe?* + 2Fe3* + 80H™ - Fe;0, + 4H,0 (2

Para que se lleve a cabo esta reaccion, se debe tomar en cuenta algunas
consideraciones como el tipo de sales de hierro a utilizar (nitratos, sulfatos o
cloruros), la relacién molar (Fe?*/Fe®*)), el pH de la solucién y la fuerza iénica.?® Sin
embargo, la magnetita tiende a oxidarse en presencia de oxigeno y se transforma
en maghemita, es por ello que se recomienda burbujear con gas de nitrogeno a la

solucion para prevenir dicha oxidacion.

Por otro lado, para llegar a la estructura de magnetita mediante esta via de
sintesis, se ha reportado por Jong-Duk Kim y colaboradores3® que ésta se

transforma en fases diferentes antes de llegar a su estructura iniciando por
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akaganeita, goethita, hematita, maghemita y finalmente magnetita. También, otros
autores reportan que los mecanismos de reaccion se pueden elucidar por olacién u

oxolacién dependiendo del medio de la reaccion.?®

3.3.3 Modificacion superficial de nanoparticulas magnéticas

A pesar de que se han reportado numerosos avances en la sintesis de NPMs
de Fes304, el prevenir la oxidacion y controlar su estabilidad contra la aglomeracion
0 precipitacidon constituye un reto aun por resolver. Por ello, es necesario modificar
la superficie de estos nanomateriales para lograr su estabilidad quimica. Una de las
alternativas mas viable es crear una capa impenetrable, la importancia de esta
modificacion radica en dos aspectos: una que el oxigeno no pueda alcanzar la
superficie de las particulas, previniendo la oxidacion y dandoles estabilidad
quimica,?® y la otra es que el tipo de recubrimiento seleccionado generaria sitios
activos para la funcionalizacion de otras especies o0 que permita el reconocimiento

de analitos de interés.

Para aplicaciones biomédicas y biolégicas es necesario que el tipo de
recubrimiento en NPMs de FesO4 sea biocompatible. Algunos ejemplos involucran,
el uso de SiO2,*! polietilenglicol,3* quitosano,® polisacaridos,3* acidos nucleicos,®

albdimina de suero bovino (BSA),%¢ celulosa®’ y aminoacidos.38
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3.3.3.1 Modificacion superficial de nanoparticulas magnéticas con
silicio

Uno de los materiales mas utilizados para la modificacion superficial de las
NPMs de Fe3O4 es el 6xido de silicio (SiO2). Se ha demostrado que este material es
biocompatible e inerte sobre la superficie, evitando el contacto directo del nucleo
magnético con otras especies e interacciones no deseadas.®® Una de las
caracteristicas mas importantes de la utilizacion de SiO2 es que tiene una gran
cantidad de grupos silanoles en su superficie, lo que permite una amplia variedad
de reacciones y la unién de moléculas biolégicas como antigeno-anticuerpos,
péptidos, proteinas, acidos nucleicos y proteinas. Existen tres metodologias ya
reportadas para el recubrimiento de nanoparticulas con silice. El primer método se
basa en el conocido proceso de Stober,*° en donde la silice es formada in situ a
través de la hidrolisis (Ecuacion3) y condensacion (Ecuacion4) de un precursor sol-

gel, tal como el TEOS (ortosilicato de tetraetilo).
Si(0C,Hs), + 4H,0 — Si(OH), + 4C,HsOH ()
Si(OH), - Si0, + 2H,0 (4)

El segundo método se basa en la deposicion de silicio de una solucion de
acido silicico.*! El tercer método se basa en un método de emulsién, en la que las
micelas o micelas inversas se utilizan para confinar y controlar el recubrimiento de
silice.*? El espesor del recubrimiento de silice puede ajustarse mediante la variacion

de la concentracion de amonio y la relacion de TEOS en agua. La superficie de las
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NPMs recubiertas con silice adquiere un caracter hidréfilo y se modifica facilmente

con otro grupo funcional.

3.3.3.2 Modificaciéon superficial de nanoparticulas magnéticas con

guitosano

El quitosano es un biopolimero que puede ser utilizado para el recubrimiento
de NPMs. Es un poli aminosacéarido producido por la des acetilacion de la quitina
obtenida de la cascara de camarén.*® Es biodegradable, biocompatible, bioactivo y
un hidrogel policatiénico.*® Los grupos reactivos que le confieren estas propiedades
son los grupos OH y NH2. Estos grupos pueden estar involucrados en la formacién
de especies mediante enlaces de hidrogeno de manera intra o intermolecular.44 Uno
de los métodos mas sobresalientes para la incorporacion de quitosano en
nanoparticulas magnéticas es mediante una ruta hidrotérmica, el quitosano
carboximetilado es unido por enlace covalente en la nanoparticula magnética
mediante el uso de una carbodiimida.*® Este biopolimero puede ser utilizado en
diferentes areas de investigacion como la medicina, biotecnologia e industria

farmacéutica.

3.4 Nanoparticulas magnéticas como plataformas teragndésticas
La palabra teragndstica es un término que se define como la combinacion de
técnicas de diagnostico y terapia en un solo material para el tratamiento de cancer,
y fue mencionado por primera vez por Funkhouser en el afio 2002.4¢ En contraste,
Este tipo de materiales deben de cumplir los siguientes requisitos como son: ser

selectivos hacia el tejido, tener sensibilidad a estimulos externos, suministrar un
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agente terapéutico y un aspecto muy importante es que sean

biodegradables/biocompatibles.*’

Basado en este concepto, las nanoparticulas teragndsticas tienen como
objetivo diagnosticar en tiempo real algun tipo de tumor y si este se detecta realizar
la terapia de manera simultdnea. Sobre la base de las consideraciones anteriores,
es necesario que el tipo de nanoparticula a utilizar tenga la capacidad de ser
modificada en su superficie, dotandolas con materiales biocompatibles y que
generen grupos funcionales para el anclaje de elementos de orientacion que
permitiran la captacion de las células de cancer, asi mismo definir su composicion

y la morfologia de la nanoparticula como se muestra en la Figura 6.4

Curiosamente un tipo de nanoparticula que cumple con estos requisitos son
las NPMs, estos materiales tienen ventaja sobre otras debido a sus propiedades
superparamagnéticas, lo que permite manipularlas bajo un campo magnético
externo. Anteriormente, se menciondé que un material teragndéstico es aquel que
presenta caracteristicas de diagnosticar y realizar terapia frente a células de cancer.
Las NPMs pueden ser utilizadas con este fin, ya que con un fin de diagndstico éstas
pueden ser usadas como agentes de contraste, utilizando la resonancia magnética
por imagen (MRI) o de lo contrario soportar materiales luminiscentes (puntos
cuanticos o fluoréforos organicos) que pueden ser monitorizadas por microscopia
de fluorescencia confocal. Por la parte terapéutica, las NPMs pueden ser cargadas
con farmacos y llevar a cabo su liberacion de forma controlada mediante hipertermia

o utilizar las técnicas de fototerapia.
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Figura 6. Caracteristicas para considerar en NPs teragndsticas.

Por otra parte, se sabe que el acido fdlico tiene afinidad hacia los receptores
de folato, estos son un tipo de glicoproteina que se encuentra anclado en la
membrana celular. En la literatura se ha reportado que este folato tiene interaccién
con la glicoproteina mediante enlaces de hidrégeno,*® y como consecuencia de
esto, el acido félico es usado como elemento de orientacién para el reconocimiento
de células de cancer. Esto se logra debido a que en una célula de cancer se sobre

expresa en mayor cantidad las glicoproteinas que en una célula sana.

Como antecedentes, Pramanik y colaboradores reportaron la sintesis de

nanoparticulas magnéticas fluorescentes conjugadas con acido félico,> para el
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reconocimiento de células de cancer. Los autores reportan la utilizacién del acido 3-
fosfonopropanoico como agente espaciador y utilizaron la fluoresceina como
material luminiscente. Tanto el &cido félico como la fluoresceina fueron anclados
covalentemente mediante la utilizacién de una carbodiimida, la cual funciona como

un agente entrecruzante, ampliamente usado para conjugar sustancias biolégicas.

En las investigaciones de Hong y colaboradores reportaron la conjugacion de
acido folico en NPMs sin la incorporacion de un marcador luminiscente, ya que
aprovecharon las propiedades de la magnetita como agente de contraste. Las NPMs
fueron modificadas con dextrano y posteriormente con acido trifloro acético, el
acoplamiento mediante enlace covalente del acido folico fue llevado a cabo

utilizando el agente entrecruzante carbodiimida (EDC).%!

3.5 Puntos cuanticos de CdTe y su aplicacién en entornos bioldgicos
Los puntos cuanticos (QDs) son semiconductores nanoestructurados con
tamafos entre 2-20 nm. Debido al confinamiento cuantico, presentan propiedades
Opticas y electronicas Unicas como: bandas de emisién estrecha, fotoestabilidad,
rendimientos cudnticos y coeficientes de absortividad altos; ademas, otro aspecto
gue resalta es que su emision de fluorescencia puede ser modulada con el tamafio

de la particula.®?

En la literatura se han reportado una gran variedad de QDs, entre los mas
caracteristicos son los de tipo binario CdS, CdSe, CdTe;>*> los de tipo nulcleo
coraza como CdTe@CdSe y INP@ZnS 57 y algunos dopados como Mn:ZnS,58 por
mencionar algunos. Dependiendo de la naturaleza de los QDs tendran aplicacion
potencial en algunas areas de investigacion.
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Los QDs de CdTe se han manejado ampliamente en el &rea biologica y
médica, debido a su emision de rojo intenso a infrarrojo cercano (NIR) en intervalos
de longitudes de onda entre 650 a 900 nm. La ventaja de usar este tipo de QDs es
que tienen gran profundidad de penetracion en tejidos, minimizan la auto

fluorescencia y tienen un contraste alto.5:60

Por lo general, la obtencion de QDs de CdTe se lleva a cabo por rutas de
sintesis organometdlicas, ya que exhiben excelentes propiedades Opticas; sin
embargo, en la mayoria de los casos son procesos que involucran de especies
qguimicas fuertes que son muy téxicas para los ambientes fisiologicos. Una de las
alternativas, es la sintesis quimica coloidal, ya que esta se lleva a cabo en medios
acuosos Yy resulta conveniente debido a la naturaleza hidrofilica en las células y
tejidos. Para la fabricacion de QDs de CdTe se utilizan como agentes de proteccion,
ya gue se usa para prevenir la recombinacién no radiactiva de electrones y huecos
en los sitios de la superficie, para controlar la cinética del crecimiento de particulas
y para prevenir la agregacion mediante impedimento estérico.®! Los agentes de
proteccion mas utilizados son el 3-acido mercaptopropionico (AMP) y acido

tioglicdlico y glutation.

En términos generales, se sabe que los QDs de CdTe muestran una toxicidad
alta para aplicaciones biomédicas. Sin embargo, existen alternativas para su uso en
esta area de investigacion. Las estrategias mas utilizadas es el uso de
recubrimientos de materiales biocompatibles como biopolimeros, silice, proteinas y

polisacéaridos; con estas caracteristicas se ha disminuido la toxicidad de los QDs.
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Los QDs de CdTe tienen aplicacién potencial en imagen celular, en el trabajo
reportado por Jackie Y. Ying y colaboradores, describen la sintesis de QDs de CdTe
estabilizados con glutation (GSH) en solucién acuosa. Demuestran la obtencién de
rendimientos cuénticos del 45%, similares a los QDs sintetizados por vias
organometalicas, los tamafios de particula obtenidos fueron de 4 nm. Ademas,
debido a la reactividad de la superficie de los QDs, estas fueron conjugadas con

biotina para inmunotincion y con péptidos para el reconocimiento de células vivas.®?

Otro estudio es el reportado por Vandana Ghormade y colaboradores, en su
trabajo demuestran la biocompatibilidad de los QDs de CdTe estabilizados con MPA
(CdTe@MPA), el cual fueron embebidos en nanoparticulas de quitosano. El
proceso de sintesis utilizado es basado en la union electrostatica. Por una parte, las
nanoparticulas de quitosano son de naturaleza cationica formadas por quitosano y
trifosfato de sodio, estos interaccionan con los QDs de CdTe@MPA anidnicos que
los atrapa en la malla polimérica. La citocompatibilidad fue evaluada en linea celular
de fibroblastos embrionarios de ratdbn NIH3T3 durante 24 y 48 h. Los estudios
demostraron, que los CdTe@MPA embebidos en quitosano no presentaron

citotoxicidad a concentraciones de 1 a 10 pg/mL.%3
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3.6 Nanoparticulas magneticas fluorescentes
En las dltimas décadas, se ha tenido un gran interés en el desarrollo de
nuevos nanocompuestos con caracteristicas multifuncionales capaces de tener dos
0 mas propiedades en un solo material.®4 Las nanoparticulas magnéticas
fluorescentes (NPMsF) destacan bajo este concepto, debido a las propiedades
magnéticas y Opticas que presentan. Por lo general, estdn constituidos por un
ndcleo magnético derivado de NPMs de 6xidos de hierro o algun tipo de aleacién, y

de fluoréforos organicos o semiconductores nanocristalinos como los QDs.55-67

Una de las ventajas atractivas de las NPMsF es su uso potencial en diversas
areas de investigacion que impliqgue monitorizar y manipular al mismo tiempo.%8 Tal
es el caso en el area biomédica, donde el objetivo es usarlos como sistemas de
agentes de contraste y como soportes de acarreadores de farmacos para el
tratamiento con células de cancer.®® En el area ambiental pueden ser usados como
sensores para el reconocimiento y remocion de metales pesados en aguas
residuales.”® Uno de los aspectos mas importantes de las NPMsF es el control del
espacio entre las especies que emiten fluorescencia y las magnéticas, por lo que se
busca, mantener ambas propiedades inalteradas o al menos no muy reducidas en

el sistema hibrido.
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3.6.1 Sintesis de nanoparticulas magnéticas fluorescentes

Uno de los desafios en la obtencion de nanoparticulas magnéticas
fluorescentes es que envuelven etapas multiples de sintesis. Por una parte, implica
obtener nanoparticulas magnéticas y por otro lado un fluoréforo organico o QDs. La
seleccion de los materiales es crucial en el disefio del nanocomposito fluorescente,
ya que de ello dependerd la aplicacion al cual se quiera asignar. Por lo general, en
cuestiones biomédicas se requiere que sean biocompatibles, que presenten una
susceptibilidad magnética alta y que las propiedades fluorescentes no se vean
afectadas. Los candidatos mas prometedores es el uso de NPMs de Fes3Oas con
recubrimientos biocompatibles, ya que éstos han sido aprobados por la FDA.®> Para
la seleccién del fluor6foro los QDs son los materiales mas adecuados, debido a sus
propiedades Opticas, el cual presentan bandas de emision estrechas, estabilidad
fotoquimica, rendimientos cuénticos y coeficientes de absortividad molar altos,
ademas, su fluorescencia no se apaga facilmente en entornos fisiolégicos y no son

radioactivos a diferencia de los fluoréforos organicos.

La sintesis de NPMsF aun se encuentra en una etapa de desarrollo lo que
implica cierta dificultad en obtenerlas. En general en la literatura se han reportado
hasta ocho tipos principales de hanocompuestos magnéticos fluorescentes como:
() los derivados de un nucleo magnético recubiertas con una coraza de silice que
contenga un componente fluorescente; (i) NPMs recubiertas con polimeros
funcionalizadas con moléculas fluorescentes; (iii) agregados iénicos que contienen
un nucleo magnético y compuestos idnicos fluorescentes; (iv) NPMs recubiertas con

bicapas lipidicas etiguetadas con especies fluorescentes; (v) de un nucleo
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magnético enlazado covalentemente a una entidad fluorescente mediante el uso de
un agente espaciador; (vi) de un nacleo magnético recubierto directamente de una
coraza de semiconductor; (vii) de nanocompositos magnéticos dopados con QDs y
(vii) de NPMs y QDs encapsuladas con una matriz de silice o polimero.! Dada la
dificultad de algunos métodos de sintesis, las estrategias mas utilizadas para la
obtencién de estos nanocompositos magnéticos fluorescentes son aquellas que
involucran el uso de una matriz de silice o polimérica, estructuras nucleo coraza y

la sintesis covalente.

3.6.1.1 Nanoparticulas magnéticas fluorescentes basadas en una

estructura nucleo-coraza

Una de las virtudes del uso de SiO2 como recubrimiento en NPMs es que le
confiere estabilidad y biocompatibilidad, ademés, que funciona como un agente
espaciador entre las NPMs y los fluoroforos para evitar el abatimiento de ésta por
los nucleos magnéticos. Otro punto importante, es que la coraza de SiO: es inerte
y Opticamente transparente, lo que permite la incorporacién de fluoréforos organicos
o QDs. Ademas, permite la funcionalizacién de otras especies mediante los grupos

silanoles que presenta en la superficie.

En la investigacién por Daxiang Cui y colaboradores, reportan la obtencion
de nanocompositos magnéticos fluorescentes con una coraza de silice
funcionalizadas mediante una sintesis por microemulsion inversa a temperatura
ambiente. Como es de esperar, todo el proceso implica etapas multiples de sintesis,

desde la obtencion de NPMs mediante un método por coprecipitacion, la obtencion
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de QDs de CdTe por sintesis coloidal y finalmente la sintesis por microemulsién

inversa basado en la catalisis de hidrdlisis de TEOS. 71

Otro trabajo es el reportado por Wenhai Huang y colaboradores en el que
describen la obtencidén de nanocompositos magnéticos luminiscentes basado en la
combinacion del proceso sol-gel y técnicas de autoensamblaje. Para esta
metodologia, la NPMs de Fes0s fueron recubiertas con silice, formando una
estructura nucleo coraza (Fe3Os@SiO2), posteriormente utilizaron  3-
aminopropiltrimetoxisilano para funcionalizar la superficie de las Fe304@SiO2 con
grupos amino. Finalmente, los QDs de CdSe modificados con acido tioglicélico
fueron ensamblados electrostaticamente en la superficie de las NPMs recubiertas

con silice.”?

Otro trabajo que involucra NPMsF es el estudio reportado por Yoon-Sik Lee
y colaboradores, ellos llevaron a cabo la fabricacion de QDs embebidos en una
coraza de silice que contiene un nucleo de NPMs de Fes3Os. Como primera
estrategia de sintesis fue la obtencion de NPMs estabilizadas con PVP,
posteriormente el recubrimiento con silice fue basado en el método de Stéber con
algunas modificaciones. Seguido a esto, la superficie fue funcionalizada con 3-
mercaptopropiltrietoxisilano, dejando grupos -SH en la superficie para la
inmovilizacion de los QDs de CdSe@CdS@znS, finalmente realizaron un
recubrimiento con TEOS para encapsular a los QDs. Los tamafios de particula
obtenidos fueron de 100 nm. En el presente trabajo demostraron la separacion de

células de cancer de mama humano MDA-MB231.73
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3.6.1.2 Nanoparticulas magnéticas fluorescentes basadas en una matriz

polimérica o silice

Otra de las estrategias para la obtencion de NPMsF es la utilizacién de una
matriz polimérica o de silice que encapsulen a las NPMs y QDs, donde estos estan
distribuidos homogéneamente en el nanocomposito. Un ejemplo de ello es el
estudio reportado por Moustapha Hassan y colaboradores en 2014, en el que
desarrollaron vesiculas poliméricas como sistemas nanoacarreadores para imagen
multimodal y liberacion de farmacos anticancerigenos. El sistema esta basado en el
disefio de vesiculas de Poli (acido lactico-co-glicélico) que encapsulan agentes de
contraste como NPMs de Fe30s4, QDs de Mn:ZnS y el farmaco anticancerigeno

busulfan por un método de evaporacién-emulsion. 4

En el trabajo reportado por Yufang Zhu y colaboradores llevaron a cabo el
disefio de nanoparticulas de silice mesoporosa magnética con QDs de grafeno
como plataformas multifuncionales para la liberacion controlada de farmaco,
hipertermia magnética y terapia fototérmica. El disefio de su plataforma se basa en
la encapsulacion de NPMs de FeszO4 en una matriz de silice mesoporosa a traves
de un proceso sol-gel, posteriormente fue modificado con grupos amino utilizando
3-aminopropiltrietoxisilano, el cargado de doxorrubicina fue adsorbido en la
superficie (electrostatico). Los QDs de grafeno fueron modificados con grupos
hidroxilo, epoxi y carboxilo para sellar las salidas de los canales mesoporosos y
evitar que se filtre la doxorrubicina, estos fueron conjugados covalentemente

usando carbodiimidas.”
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3.6.1.3 Nanoparticulas magneticas fluorescentes basada en una

sintesis covalente

Una de las ventajas del uso de carbodiimidas como agentes reticulantes
es gue no se requiere de una matriz polimérica o de silice para conjugar dos tipos
de nanoestructuras. Estas tienen como funcion mediar la formacion de enlaces
amida entre grupos amino y &cidos carboxilicos, basta con que ambas

nanoestructuras tengan los grupos funcionales adecuados para la conjugacion.

En el trabajo reportado por Paresh Chandra Ray y colaboradores demuestran
la obtencion de NPMsF multifuncionales para la separacion selectiva, identificacion
y erradicacion de superbacterias resistentes a medicamentos. Las metodologias
empleadas son menores en comparacion a las rutas de sintesis de ndcleo-coraza o
en el uso de una matriz polimérica. Su proceso experimental parte de la obtencién
de NPMs de Fes3Oas funcionalizadas con acido hexanoico empleando una sintesis
por coprecipitacion, cabe mencionar que los grupos acidos quedan en la superficie
de las NPMs de Fes04 disponibles para reaccionar con grupos amino. Los QDs de
carbono con emision en rojo fueron sintetizados por microondas asistida utilizando
como precursor fenilendiamina, estos quedan funcionalizados con grupos amino. La
obtencion de las NPMsF se llevé a cabo utilizando una sintesis por esterificacion

mediada por 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC).”®
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Hipotesis

El desarrollo de nanoparticulas magnéticas recubiertas con aminoacidos y
modificadas con puntos cuanticos fluorescentes permitird su uso como sensores de
metales de interés bioldgico y ambiental. Su modificacion con agentes terapéuticos

y moléculas afines a receptores le conferirdn potencialidad para su posterior

aplicacion en el diagndstico y la terapia contra cancer.
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IV.EXPERIMENTAL

4.1 Generalidades

El desarrollo experimental de este proyecto se realizd en el laboratorio de

nanosensores opticos y fotoluminiscencia molecular en el Centro de Graduados e

Investigacion en Quimica del Instituto Tecnolégico de Tijuana, a cargo de la Dra.

Georgina Esther Pina Luis.

41.1

Materiales reactivos y solventes

Los materiales y reactivos utilizados fueron obtenidos de las compafiias

Sigma Aldrich y VWR con grado de pureza alta.

4.1.2

Instrumentos

Los instrumentos utilizados para las respectivas caracterizaciones se
muestran a continuacion:

Para la obtencion de los espectros de infrarrojo se utilizo el equipo:
Espectrometro de Infrarrojo Perkin Elmer FT-IR/FT-NIR modelo
Spectrum 400 (PerkinElmer Inc. Boston, MA, USA).

Para la obtencion de los espectros de absorcion se utilizé el equipo:
Espectrofotometro Shimadzu UV-2700 (Kyoto, Japan).

Para la obtencién de los espectros de fluorescencia se utilizé el
equipo: Espectrofotometro de fluorescencia Horiba Nanolog.

Para la obtencion de las micrografias se utilizo el equipo:

Microscopio electronico de transmision (TEM) Jeol JEM 2200 FS

(modo STEM, Akishima, Japon).
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Para la obtencion de los estudios de Potencial Z se utilizé el equipo:
Espectrofotometro de correlacion de fotones: Zetasizer Nano ZS
(Malvern Instruments, Worcestershire, UK).

Para la obtencion de los andlisis térmicos se utilizé el equipo: TGA
Q500 V20.13 Build 39 Universal V4.5A TA Instrument (159 Lukens
Drive,New Castle, USA).

Para la obtencion de los difractogramas se utilizé el equipo: Siemens
D-5000 diffractometer with Cu-Ka radiation at 34 kV and 25 mA
(Billerica, Massachusetts, USA).

Para la obtencion de las propiedades magnéticas se utilizé el equipo:
Versalab™ 3 T, Cryogen-free Physical Property Measurement System

by Quantum Design (San Diego, USA).
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4.2 Etapas experimentales
Las etapas experimentales de este proyecto se realizaron como se muestra

en el Esquema 1:

/

=

AN

Esquema 1. Metodologia experimental.
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4.2.1 Sintesis de nanoparticulas magnéticas

La obtencién de nanoparticulas magnéticas de magnetita (Fes0a4) se realizd
de acuerdo con la ruta de sintesis reportada en el 2016 por Farshad Yazdani y
MahdiehSeddigh con algunas modificaciones.”” Las NPMs fueron preparadas por
un meétodo convencional por coprecipitacion, con algunas modificaciones.
Previamente, se disolvieron 1.112 g (4 mmol) de FeSO4-7H20 y 3.232 g (8 mmol)
de Fe(NOs3)s -9H20, en 100 mL de agua desionizada bajo gas de argdn, con
agitacion vigorosa a 75 °C. A la solucion se le adicion6 20 mL de NH4OH (32 %). El
precipitado de magnetita fue lavado con agua desionizada (30 mL x 2) y con una
solucion de cloruro de sodio 2 mM (25 mL x 1) y separado por decantacion

magnética. En el 8x102 M la ruta de sintesis seguida.

NH4OH (32 %) (20 mL)
(NO3)3 9H20 (8 mmol)
+
FeSO4 7H,0 (4 mmol)

32 % = &.
QD .
° AgltaC|on wgorosa \ 10 min

Enfriar con
100 mL H,0 hielo en agua

\

Agua desionizada (20 mL x 3)
NaCl 0.02 M (20 mL x 1)

g = %

Decantacién
magnética

Desecador, 24 h

Esguema 2. Ruta de sintesis por coprecipitacion.
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4.2.2 Sintesis de nanoparticulas magnéticas funcionalizadas con

aminoacidos

La funcionalizacién de las nanoparticulas magnéticas con aminoécidos
(FesOs@AA) se llevd a cabo utilizando la ruta de sintesis por coprecipitacion
descrita por Davaran Soodabeh y colaboradores publicada en 2013.78
Primeramente, se disolvieron 1.112 g (4 mmol) de FeSO4-7H20 y 3.232 g (8 mmol)
de Fe(NOs3)s -9H20, en 100 mL de agua desionizada bajo gas de argdn, con
agitacion vigorosa a 75 °C. Después de 30 min, se adiciond el aminoacido
correspondiente. La relacion molar fue 4 Fe (11): 8 Fe (l11):8 aminoacido. Después de
otros 30 min, se adicionaron rdpidamente a la mezcla de reaccién 10 mL de NH4sOH
(32 %) y la reaccion continu6 con agitacion durante 1.5 h. La reaccion se detuvo
sometiéndola a un bafio de agua con hielo. El proceso de reaccién se muestra en

el Esquema 3.

Aminoacido

FE(NO3)3* 9 Hzo
+

FeSO4* 7 H20

10 mL

Ar NH4OH (32 %) ar 34

ata — 8 —

° Ar 30 min K

T

Agitacion vigorosa,
70°C
1.3 h l
% Agua destilada (20 mL x 3) g
Desecador, 24 h Metanol (20 mL x 1)
B Decantacion Lavados Enfriar con
magnética hielo en agua

Esquema 3. Ruta de sintesis para la modificacion de nanoparticulas magnéticas

con los respectivos aminoacidos.
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Las FesO4@AA fueron separadas por decantacidbn magnética y se hicieron
lavados con agua destilada (20 mL x 3) y con metanol (20 mL x 1). Finalmente, las

NPMs recubiertas con aminoacidos se dejaron en un desecador por 24 h.

4.2.3 Sintesis de puntos cuanticos de CdTe

Para la obtencion de puntos cuanticos (QDs) de CdTe, se utilizo la ruta de
sintesis reportada por Pina y colaboradores en 2017.7° En un matraz de tres bocas,
se disolvieron 0.4 mmol de &cido 3-mercaptopropionico (AMP) y 0.4 mmol CICd:2
2.5H20 en 100 mL de H20. Bajo agitacion magnética, se ajusto el pH de la solucion
a 10, adicionando gota a gota una solucion de NaOH (1 M). Después de 5 min de
agitacion vigorosa, se afiadio 100 mL de una solucion de K2TeOs (0,08 mmol) y 4.2
mmol de NaBH4 a la mezcla de reaccion. Después de otros 5 min de agitacion, el
matraz se conecto a un condensador y reflujo a 100 °C. La sintesis se dejo por un
tiempo de 2 h, ya que es de interés la obtencion de QDs que tengan emisién en el

infrarrojo cercano.

4.2.4 Evaluacion del proceso FRET por fluorescencia

Para evaluar el proceso FRET se llevo a cabo una titulacién por adicion
sucesiva de la especie aceptora (QDs de CdTe) frente la especie donadora (Trp).
Primeramente, se prepard una solucién de Trp a una concentracion de 100 uM en
solucion salina amortiguada por fosfatos (PBS), se tomaron 3 mL y se adicion6 en
una celda de fluorescencia. Posteriormente, se afiadieron cantidades crecientes de

una dispersion de QDs de CdTe partiendo de una concentracién de 1.46x10° M,
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bajo condiciones de agitacion y se obtuvieron los espectros de emision resultantes

de cada adicion.

4.2.5 Sensor radiométrico basado en FRET para el reconocimiento de

iones Cu?*

Tipicamente, se adicionaron 2 mL de los conjugados Trp-QDs en una celda
de cuarzo, que se utilizé como solucion de trabajo. Posteriormente, se adicionaron
cantidades Cu?* previamente calculadas. Las concentraciones finales presentadas
fueron de 4.74, 9.43, 14.08, 18.69, 23.26, 27.78, 32.26, 36.70, 41.10 y 45.40 pM.
Los espectros de fluorescencia fueron obtenidos bajo una longitud de onda de

excitacion de 378 nm. Todos los cambios de color fueron observados bajo luz UV.
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4.2.6 Sintesis de nanoparticulas magnéticas fluorescentes

Para la obtencién de nanoparticulas magnéticas fluorescentes (NPMsF) de
FesO4s@AA@QDs se siguid la ruta de sintesis reportada por Jiaoning Tang y
colaboradores publicada en 2016, con algunas modificaciones.° Se dispersaron 20
mg de QDs en 10 mL de una solucién buffer de PBS en un matraz Erlenmeyer,
posteriormente se prepararon soluciones de EDC (4 mg/mL) y NHS (2 mg/mL) las
cuales se adicionaron a la dispersion de QDs, la mezcla se dej6 agitando
mecanicamente (orbital) por 30 min. Pasado el tiempo de reaccion, se adicionaron
30 mg de los nanomateriales previamente sintetizados (FesO4@AA) y la reaccién
se dejo a temperatura ambiente por un tiempo de 2 h con agitacibn mecéanica
(orbital). Una vez que la reaccion fue finalizada, el producto se dejoé en reposo por
24 hy a continuacién se hicieron lavados con agua destilada (20 mL x 3), el material
fue recuperado por decantacion magnética y se dispersaron en 15 mL con agua

destilada para su almacenamiento (Esquema 4).

QDs CdTe 5mL EDC 5 mL NHS
(20 mg) (20 mg) (10 mg)

7 4 4

25 A
30 min é
=1 (=] e \ —
10 mL buffer PBS
Agitacién mecanica (orbital)
) Dialisis (1000 Da)
Nota: Dispersar las NPM-AA en 20 mL de buffer PBS 24 h

en ultrasonido por 30 min

Esquema 4. Ruta de sintesis para la incorporacion de puntos cuanticos en

nanoparticulas magnéticas.
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4.2.7 Incorporacién de materiales biocompatibles por el método de

capa por capa
4.2.7.1 Incorporacion de polimeros biocompatibles

La incorporacién de materiales poliméricos a las nanoparticulas magnéticas
fluorescentes (NPMsF) de FesOs@AA@QDs fue llevada a cabo mediante un
proceso de autoensamblaje de capa por capa (LBL), reportada por Duan Zhenfeng
y colaboradores en 2017, con algunas modificaciones.®? Primeramente, se
prepararon dos soluciones al 0.1% de alginato de sodio y de poli (cloruro de
dimetilamonio) (DADMAC) en una solucién tampon PBS. Posteriormente, se
adicionaron 1 mL de FesO*@AA@QDs y 1 mL de la solucién de DADMAC en un
vial de 25 mL, bajo agitacién por orbital a 250 rpm durante 15 min. Pasado el tiempo
se hicieron lavados con agua desionizada (3 mL x 3) y el material fue recuperado
por decantacién magnética. Para la incorporaciéon de la segunda capa de polimero,
se adicion6 1 mL de alginato de sodio, se agitd por orbital a 250 rpm durante 15
min, y posteriormente se hicieron lavados con agua desionizada (3 mL x 3). El
producto fue recuperado por decantacidbn magnética y almacenado en medio

acuoso. El estudio se llevo a cabo hasta la incorporacién de cuatro capas.
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4.2.7.2 Incorporacién de doxorrubicina y acido félico en nanoparticulas

magnéticas fluorescentes

La incorporacion del farmaco doxorrubicina (Dox) y el acido folico (FA) fue
llevada a cabo mediante el proceso de autoensamblaje de capa por capa,:
siguiendo los estudios previos de la incorporacion de los polimeros biocompatibles.
Primeramente, se prepararon soluciones de Dox y FA (1 mg/mL) en solucién salina

amortiguada por fosfatos (PBS) y una solucién al 0.1% de DADMAC.

Posteriormente, en un vial de 25 mL se adicionaron 2 mL de
FesO4s@AA@QDs y 2 mL de Dox, la mezcla se agitd por orbital a 250 rpm durante
15 min. Pasado este tiempo, se hicieron lavados con PBS (5 mL x3) y el producto
fue recuperado por decantacion magnética. A continuacion, se adicionaron 2 mL de
DADMAC y 2 mL de solucion PBS y se agit6 por orbital a 250 rpm durante 15 min.

Este mismo proceso se repite para la incorporacion del FA.
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V. RESULTADOS Y DISCUSIONES
5.1 Sintesis y caracterizacién de nanoparticulas magnéticas
5.1.1 Caracterizacién por microscopia electronica de transmision

La obtencion de NPMs de magnetita (FesOa) se llevd a cabo usando la ruta de
sintesis por coprecipitacion. En la imagen de TEM en resolucion alta (Figura 7), se
determind que el didmetro de las nanoparticulas es de 6.7 £ 1.3 nm con morfologia
semi esférica. Por otro lado, mediante estudios por espectroscopia de energia
dispersiva se observaron sefiales caracteristicas de hierro y oxigeno a 6.6 keVy 0.7
keV, respectivamente. La composicion atémica de hierro es de 92.43% y para
oxigeno de 7.57%, lo cual confirma que las NPMs de Fe304 se encuentran libre de

impurezas.
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Figura 7. a) Imagen TEM, b) histograma y c) EDS de NPMs de Fe3Oa.
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5.1.2 Caracterizacion por difraccion de rayos X

Para determinar la fase cristalina de las nanoparticulas magnéticas éstas fueron
caracterizadas mediante difraccion de rayos X (DRX). En la Figura 8a se aprecia el
patron de difraccion de las NPMs de Fes0s4 y el patron de difraccion de polvo
estandar correspondiente a la estructura cubica de espinela inversa (Figura 8b).
Previamente, se observan seis picos caracteristicos para las NPMs de Fe30a4 (28 =
30.25°, 35.58°, 43.34°,53.66°, 57.26° y 62.90°) con sus respectivos indices de Miller
((220), (311), (400), (422), (511) y (440)). Estos picos son similares a los reportados
con la base de datos en el archivo JCPDS (PDF No. 65-3107) corroborando la
obtencién de nanoparticulas magnéticas de FesOa. Los resultados obtenidos son

similares a los reportados por Bagherpour y colaboradores.??

(311)
a) NPMs de Fe, O,

E (511) (440)
3 (111)  (220) w00y (@22) j\
® ame A _‘A J& A “AA o
2 , o)
5 b) Estandar Fe,O,
=

(111)  (220) 400) (511) (440)

(422)
I ] C \ l l -

10 20 30 40 50 60 70 80
20 (angulo)

Figura 8. a) Patron de difraccion de Rayos-X estandar de magnetita (FesOa4) y b)

NPMs de Fe3Oa.
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5.1.3 Caracterizaciobn por espectroscopia de infrarrojo por

transformada de Fourier de nanoparticulas magnéticas de Fe3Oa4

Las NPMs obtenidas se caracterizaron por espectroscopia infrarroja con
transformada de Fourier (FT-IR). En la Figura 9 se observa el espectro de FT-IR
obtenido donde se destacan sefiales a 3280 cm de los estiramientos del enlace O-
H, también se muestra una sefial pequefia a 1622 cm debida a la vibracién de
flexion de los enlaces H-O-H y a 573 cm™ se observa la sefial de estiramiento del
enlace Fe-O caracteristica de la magnetita, como ha sido reportada por Mohamad

Ali y colaboradores en 2016.83
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v (FeO)
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Figura 9. Espectro de FT-IR de nanoparticulas magnéticas.
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5.1.4 Caracterizacion por analisis termogravimeétrico

Mediante andlisis termogravimétrico se determiné que las NPMs de Fes3Oas
liberan agua absorbida de 100 °C hasta 300 °C. La pérdida de masa de magnetita
pura se detiene en 400 °C con una sola etapa de descomposicion significativa y casi

ninguna evidencia de material organico (Figura 10).
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Figura 10. Analisis termogravimétrico de NPMs de Fe3Oa.
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5.2 Modificaciéon superficial de nanoparticulas magnéticas con

aminoacidos

5.2.1 Caracterizacion por microscopia electronica de transmision y

microscopia electrénica de barrido por emisién de campo.

La obtencion de nanoparticulas modificadas con aminoacidos (FesOs@AA)
se llevd a cabo mediante una sintesis por coprecipitacion de un solo paso, sin usar
un agente espaciador. En la Figura 11 se presentan las imagenes TEM en
resolucion alta de NPMs de Fes3Oa4, FesOs@Trp, FesO4s@Tyr y FesOs@Phe (arriba),
con su correspondiente histograma de distribucion de tamafo (abajo), las imagenes

muestran que todas las nanoparticulas presentan una morfologia cuasi esférica.
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Figura 11. Imagenes TEM en resolucion alta de a) Fesz04 b) FesOs@Trp c)
Fe:04@Tyr y d) FesOs@Phe.

Ademas, los estudios indican que hay un ligero incremento del tamafio de las
FesO4@AA en relacion con las NPMs de FesO4 (Tabla 2). Es conocido que los AA
actlan como un agente estabilizante con un efecto inhibitorio en el crecimiento de
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las nanoparticulas, por lo que, aunque el tiempo de reaccion se incremento, el
tamafio de las nanoparticulas modificadas con AA no aumenta
considerablemente.’”®8 Esto se debe a que el aminoéacido tiene un efecto

estabilizante sobre las NPMs.8°

Tabla 2. Efecto del tamano de las NPMs de FezO4 modificadas con AA.

Muestra Tamafio de particula
FesOa 6.7+£1.3nm
Fes04@Trp 8.0+x2.2nm
FesOs@Phe 7.0+£1.2nm
FesO0s@Tyr 75+2.9nm

Por otro lado, algo similar ocurre con las NPMs de FezOs@Arg, FesOs@Lys
y FesO4@Gly. Al ser estos aminoacidos de naturaleza no hidrofébica, en relacion
con los anteriores, no hay un efecto distinto a estos. Mediante estudios preliminares
por microscopia electrénica de barrido por emisién de campo (FESEM), se observa

gue estos nanomateriales tienen tamafos por debajo de los 20 nm (Figura 12).

a)

Figura 12. Imagenes FESEM de a) FesOs@Arg, b) FesOs@Lys y c) FesOs@Gly.
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5.2.2 Caracterizaciobn por espectroscopia de infrarrojo por
transformada de Fourier de nanoparticulas magnéticas modificadas con

aminoacidos

Los espectros de FT-IR de NPMs de FeszO4 y modificadas con aminoacidos
(FesO4 @AA) se muestran en la Figura 13. Para todos los espectros, una banda de
absorcion fuerte es observada a 572 cm* atribuido a las vibraciones de estiramiento
del enlace Fe-O sefiales que corresponden a las NPMs de FeszO4. Ademas, las
NPMs de Fe3Oa4 presentan una sefial fuerte a 3280 cm atribuida al estiramiento del
enlace O-H que corresponden a los grupos hidroxilo presentes en la superficie de

la nanoparticula (Figura 13a).
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Figura 13. Espectros de infrarrojo de a) Fes3Oa, b) FesOs@Arg, c) FesOs@Lys, d)
Fe30s@Gly, e) Fes0s@Trp, f) FesOs@Tyr, g) FesOs@Phe.
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Cabe resaltar que también se observa una banda de absorcion fuerte a 3150
cm! correspondiente a las vibraciones de estiramiento del enlace N-H, esto se ve
mayormente reflejado en FesO4s@Arg, FesO4@Gly y FesO4s@Tyr (Figura 13b, 13d,
y 13f). Por otro lado, cuando las NPMs se modifican con AA, aparecen dos bandas
representativas correspondientes al grupo carboxilato del AA: la vibracion de
estiramiento asimétrica COO- entre 1540 y 1650 cm™ y una vibracién de
estiramiento simétrica COO" entre 1300 y 1420 cm™. A partir de la diferencia entre
el nimero de onda de estas sefiales, se puede elucidar el tipo de enlace que se

lleva a cabo entre el Fe y el AA.

En la Tabla 3 se muestran los modos de coordinacion caracteristicos y la
diferencia en el numero de onda de las sefales simétrica y asimétrica de los grupos

carboxilatos.86:87

Tabla 3. Modos de coordinacion exhibidos por el ligando carboxilato y un metal.

Tipo de interaccién Namero de onda (cm™)
Monodentado A(200-320)
Bidentado quelante A(140-190)
Bidentado puente A<110

Para estos estudios, el A(vas-vs) esta en un intervalo de 200 a 320 cm™ lo que
indica que el enlace entre el Fe y AA es de tipo monodentado. Un esquema
representativo se muestra en la Figura 14. Estos resultados indican que la unién de
los AA con las NPMs es mediante los grupos carboxilatos, dejando libres los grupos

aminos, como sitios activos, para modificaciones posteriores.
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0:.-0
NH2 I R

R™ "NHz

R: Arg, Lys, Gly, Trp, Tyr, Phe

Figura 14. Coordinacibn monodentada entre atomos de Fe de la magnetita frente
al grupo carboxilato del aminoacido.
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5.2.1 Caracterizacion

por

analisis

termogravimeétrico

de

nanoparticulas magnéticas de FesO4 modificadas con aminoacidos

las

Como se describié anteriormente, las NPMs de FesO4 sin modificar presentan

estabilidad térmica a temperaturas altas. Sin embargo, cuando son modificadas con

los respectivos aminoacidos en la superficie, se pueden apreciar etapas diferentes

de descomposicidn térmica, las cuales corroboran la incorporacioén del aminoacido

en la superficie de la nanoparticula magnética. La cantidad de incorporacion de Arg,

Lys, Gly, Trp, Tyr y Phe fue de 11.86%,

respectivamente (Figura 15ay 15b).
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Figura 15. a) y b) Analisis termogravimétrico (TGA) de nanoparticulas de Fez0s y

de FesO4@AA, c) y d) analisis térmico diferencial de nanoparticulas de FesOas y de

FesOs@AA.
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Con referencia a lo anterior, se obtuvieron los analisis térmicos diferencial
(DTG) para conocer las etapas de descomposicion de las NPMs modificadas con
aminoacidos. Para los sistemas FesOs@Arg, FesOs@Lys y FesOs@Gly se aprecian
dos etapas de descomposicion térmica. La primera etapa de descomposicidén ocurre
a una temperatura aproximadamente de 246 °C, ésta representa una ruptura por
desaminacion oxidativa y la segunda etapa de descomposicibn ocurre a una
temperatura de 336 °C que representa la descarboxilacion del acido. La etapa de
descomposicion por debajo de los 150 °C se atribuye a la pérdida de moléculas de
agua que se encuentran fisisorbidos en la superficie de las nanoparticulas
modificadas (Figura 15c). Para los sistemas Fes04@Trp y FesOs@Phe se presenta
la primera etapa de descomposicion a 202 °C y 205 °C, respectivamente (Figura
15d). Para Fe3Os@Phe se deriva una ruptura de CsHs y una desaminacion oxidativa
para FesO4@Trp. Por otro lado, la segunda etapa de descomposicién ocurre a 336
°C, atribuida a la liberaciéon del grupo NHs* para FesOs@Phe, mientras tanto en el
sistema Fe304@Trp ocurre a 359 °C correspondiente a la descarboxilacion del acido
y formacion de la molécula del indol. Para FesO4s@Tyr se muestran dos picos
maximos de descomposicion a 242°C y 443 °C, la primera se debe a la formacion

del acido p-hidoxibenzoico y la segunda a la formacion del fenol. 488
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5.2.2 Caracterizacion por potencial Z

Resulta importante determinar la carga superficial de las NPMs de FesOas y
FesO4@AA para su uso potencial en aplicaciones biologicas. Con este objetivo se
determind el potencial Z de las nanopatrticulas a un pH fisioldgico (7.4). Los estudios
muestran que las NPMs de Fe304 presentan una carga superficial negativa con valor
de -24.6 mV (Figura 16). Esto es debido a que los grupos OH presentes en la
superficie de las NPMs se encuentran desprotonados a pH 7.4, ya que, el punto
isoeléctrico de la magnetita es de 6.1.8° La funcionalizacién con los AA en su forma
de zwiterion, disminuye la carga negativa de las NPMs para todos los casos. La
union de los AA a la superficie de las nanoparticulas de FesO4 se produce como ya
se ha sefalado, por los grupos carboxilato del AA, dejando los grupos NH2 de los
AA libres. Estos grupos se encuentran protonados a pH 7.4, lo cual explica porque
la carga negativa de las nanoparticulas decrece después de la modificacién con los
AA. Consecuentemente, la modificacién con Arg, muestra la mayor disminucion de
la carga negativa, dado el caracter de este AA que posee un grupo guanidinio y una

pl de 10.76.789°
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Figura 16. Valores de potencial Z de NPMs de Fe304y FesOs@AA.
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5.2.3 Caracterizacion por magnetometria de muestra vibracional

Las propiedades magnéticas de las nanoparticulas fueron estudiadas por
magnetometria de muestra vibracional (VSM). La magnetizacidén de saturacion (Ms)
fue obtenida aplicando un campo magnético de -10000 < H (Oe) < 10000. Para las
NPMs de Fe3Os y FesOs @AA (Trp, Tyr, Phe) se observa que no hay histéresis
magnética y que las curvas son completamente reversibles sin remanencia y sin
campo coercitivo. Estos resultados demuestran el comportamiento
superparamagnético caracteristico de estas nanoparticulas. Los valores de
magnetizacion de saturacion obtenidos fueron de 89 emu/g para NPMs de Fe3zOa,
45 emu/g para FesOs@Phe, 39 emu/g para FesOs@Trp y 35 emu/g para FesOs

@Tyr (Figura 17).
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Figura 17. Curvas de magnetizacion de NPMs de a) Fes3O4, b) FesOs@Phe, c)
Fes0s@Trp y d) FesOs@Tyr.
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Estos valores de magnetizaciobn son suficientes para permitir que las
nanoparticulas de FesOs@AA sean atraidas por un iman pequefio.’®? La
disminucion de la magnetizacién de saturacion es atribuida a la densidad del
recubrimiento de los AA, que la que se presenta con otros recubrimientos, como los
polimeros biocompatibles que son moléculas de mayor tamafio, o con silice que

tiene caracter diamagnético.’0.93.94
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5.3 Caracterizacion de puntos cuanticos
5.3.1 Caracterizacion por microscopia electronica de transmision

La obtencion de QDs de CdTe recubiertos con el ligando &cido 3-
mercaptopropionico (AMP) fueron caracterizados por TEM de resolucion alta,
ademas, se muestra el histograma de distribucion de tamafio y el espectro de EDS
(Figura 18). La imagen TEM en campo claro revela que los QDs presentan una
morfologia esférica (Figura 19a) con tamafios homogéneos de 5.03 + 0.99 nm
(Figura 18b). Los resultados del analisis por EDS confirman la composicion
elemental de los QDs de CdTe@AMP, en el espectro se aprecian las transiciones

caracteristicas de Cd a 23 keV (Ka) y 26 keV (Kg) y para Te a 27 keV (Ka) y 30 keV

(Kg) (Figura 18c).

c)

5.03+£0.99 nm

3 4 5 6 7 8
Tamaiio de particula (nm)

Figura 18. Caracterizacion de QDs de CdTe@AMP: a) Imagen TEM en campo

claro, b) histograma de distribucién de tamafio y d) espectro de EDS.
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5.3.2 Caracterizacion por difraccion de rayos X

En la Figura 19a se muestra el patrén de difraccion de polvo estandar
correspondiente a CdTe macroscopico con estructura cristalina cubica (blenda de
zinc) y el patron de difraccidon de los QDs de CdTe (Figura 19b). Se observan tres
picos caracteristicos para los QDs de CdTe (26 = 25.45°, 42.00° y 50.20°) con sus
respectivos indices de Miller ((111), (220) y (311)), los cuales son semejantes a los
patrones de difraccion de CdTe macroscopico. Los resultados obtenidos son

similares a los reportados en la literatura.®®

a)CdTe  (111)

(220)

(311)

L

b) QDs CdTe@AMP

Intensidad (u.a.)

(220)  (311)

10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
20 (angulo)

Figura 19. Patron de difraccion de rayos-X de: a) estandar de CdTe y b) QDs de
CdTe.

57



V. RESULTADOS Y DISCUSIONES

5.3.3 Caracterizacion por UV Visible y fluorescencia

Los QDs de CdTe modificados con AMP fueron caracterizados por
espectroscopia de UV-Visible y fluorescencia molecular. En la Figura 20 se muestra
el espectro de fluorescencia normalizada de los QDs de CdTe con una banda de

emision maxima a 658 nm y una banda de absorcién maxima a 575 nm.
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Figura 20. Espectros de UV-Visible y de fluorescencia de QDs de CdTe.

Las determinaciones de tamafio, coeficiente de absortividad y concentracion
tedrica se realizaron usando las regresiones de Peng y colaboradores.®” Para este
caso, se utilizo la regresion especifica de QDs de CdTe para determinar el diametro

de la nanoparticula mostrada en la Ecuacién5s.

D =9.8127x10"723 — 1.7147x10732% + 1.00641 — 194.84 (5)
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donde D representa el diametro de los QDs expresado en nandémetrosy A la
longitud de onda de emision maxima de fluorescencia. Para la determinaciéon del

coeficiente de absortividad molar (&) se uso la Ecuacion 6.
£ =10043D?*12 (6)

En la Tabla 4 se muestra un resumen de las propiedades de los QDs de

CdTe sintetizados.

Tabla 4. Datos tedricos de QDs obtenidos de las regresiones de Peng y

colaboradores.

. Amax Amax Diametro € [CdTe]
Material (nm) (u.a.) (nm) (L/Mol) (Mol/L)
CdTe 658 0.029 4.52 246146  1.78x10°

Con esto se infiere que el diametro tedrico de los QDs de CdTe es de 4.52
nm aproximadamente, que es similar a los datos obtenidos por TEM; también se
determindé que el coeficiente de absortividad molar es de 246146 L/mol. La
concentracion de la solucién madre de los QDs es de 1.78 x 10> M determinada por
la Ley de Lamber-Beer. Cabe mencionar que los QDs sintetizados se dejaron crecer
lo maximo posible para que emitan cercano al infrarrojo, debido a su uso potencial

como agentes de contraste en bioimagen.’
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5.3.4 Caracterizaciobn por espectroscopia de infrarrojo por

transformada de Fourier

Por otra parte, en la Figura 21 se presentan los espectros de FT-IR de los
QDs de CdTe@AMP y del AMP. Primeramente, se analizan las sefiales del ligando
acido 3-mercaptopropionico (AMP). Se observa una banda de absorcion fuerte entre
3000y 3500 cm™ atribuida a las vibraciones de estiramiento del enlace O-H, también
se observan las sefiales de estiramiento asimétrica y simétrica del grupo COO™ a
1553 cmy 1421 cm?, respectivamente. Otras sefiales caracteristicas del AMP se
presentan a 2570 cm correspondiente al estiramiento S-H y la sefial a 615 cm*
correspondiente a la vibracion de flexion del enlace C-S. En el espectro de los QDs
de CdTe@AMP no se observa la sefial a 2570 cm! de la vibracién de estiramiento

del enlace S-H lo que corrobora la incorporacion covalente del ligando a los QDs

por el grupo tiol.
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v _(C00) | v (cO0)

Transmitancia (%)

——a) QDs CdTe@AMP
——b) AMP

T T T T T T ¥ T T T T T T
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Numero de onda (cm™)
Figura 21. Espectros de FT-IR de: a) QDs de CdTe@AMP y b) AMP.
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5.4 Sintesis de nanoparticulas magnéticas fluorescentes

La obtencién de nanoparticulas magnéticas fluorescentes (NPMsF) se llevd
a cabo incorporando QDs de CdTe@AMP. Para ello, se utilizaron las NPMs
previamente modificadas con aminoacidos (FesOs@Arg, FesOs@Lys, Fes0s@Gly
y FesO4@Trp). Debido a que los QDs presentan grupos acidos carboxilicos en su
superficie y las NPMs estan modificadas con aminoacidos que tienen los grupos
amino libres, se puede llevar a cabo la conjugacién de estos dos nanomateriales a
través de reacciones de condensacion para la formacion de un enlace covalente.
Cabe resaltar, que la incorporacion de los QDs en NPMs modificadas con
aminoacidos se lleva a cabo utilizando una carbodiimida, especificamente la EDC,
la cual promueve la formacion de enlaces amida entre acidos carboxilicos y aminas.
En la Figura 22 se muestra el mecanismo de reaccion de forma generalizada de la
conjugacion entre QDs y NPMs@Arg. Primeramente, hay una activaciéon del grupo
carboxilato de los QDs promovido por la EDC formando el intermedio o-acylisourea.
Posteriormente, la adicion de NHS a las reacciones que conllevan EDC incrementa
la solubilidad y estabilidad del intermedio activo, generando un buen grupo saliente.
Finalmente, se adiciona la especie que contiene grupos amino para la formacion del
enlace amida y mediante dialisis es recuperado el producto deseado, obteniendo

asi nanoparticulas magnéticas fluorescentes.
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Mecanismo de reaccion
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Figura 22. Mecanismo de reacciéon de forma generalizada para la bioconjugacion

de QDs en Fe3sO4@Arg.
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5.4.1 Caracterizaciobn por espectroscopia de infrarrojo por

transformada de Fourier

Todas las NPMsF de Fes:0s@AA@QDs fueron caracterizadas por
espectroscopia de FT-IR (Figura 23). Los espectros de FT-IR de las NPMs muestran
una banda de estiramiento a 1653 cm correspondiente al grupo carbonilo de
amida, a 1653 cm, otra banda de flexién a 1550 cm correspondiente al grupo N-
H de amidas secundarias, una banda de estiramiento a 1320 cm correspondiente
al grupo C-N y una banda de estiramiento a 3300 cm™ de N-H. Sobre la base de
estos resultados, se confirma la conjugacion de los QDs en las NPMs modificadas

con aminoacido mediante la formacién de un enlace covalente.
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Figura 23. Espectros de FT-IR de nanoparticulas magéticas fluorescentes de: a)
FesOs@Arg@QDs, b) Fe304s@Lys@QDs, C) Fe3s04@Gly@QDs, d)
Fe304@Trp@QDs, e) Fes04s@Tyr@QDs y f) FesOs@Phe@QDs.
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5.4.2 Caracterizacion por microscopia electronica de transmision

Para los estudios por TEM se seleccionaron las NPMsF de
Fes0s@Trp@QDs y FesOs@Arg@QDs Las imagenes de TEM en campo claro y el
histograma de distribucion de tamafio correspondiente a las NPMs de
Fes04@Trp@QDs son mostrados en la Figura 24 a), b). En la imagen TEM se
aprecia que la morfologia del nanocomposito es cuasi esférica con tamafos de

22.11+ 3.85 nm.
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Figura 24. a) Imdgenes TEM de las NPMsF de Fe3O0s@Trp@QDs, b) histograma

de distribucion de tamafio y ¢) mapeo elemental por EDS.

En la Tabla 5 se muestra un resumen del aumento del tamafio de particula
en cada etapa de la sintesis. En secciones anteriores, se mencionaba que al
incorporar el aminoacido (Trp) se observaba un ligero incremento en el tamafio en

relacion con las NPMs de FesOa. Sin embargo, cuando las NPMs de FezO04@Trp se

64



V. RESULTADOS Y DISCUSIONES

conjugan con los QDs se aprecia un incremento en el tamafio de particula de 8.0 £

2.2nm a 22.11 + 3.8 nm, respectivamente.

Tabla 5. Incremento del tamafio de particula derivado de las modificaciones

superficiales en la nanoparticula magnética.

Muestra Tamafio de particula
FesOa4 6.7+1.3nm
Fes0s@Trp 8.0+£2.2nm
Fes0s@Trp@QDs 22.1+3.8nm

En el mapeo elemental obtenido por espectroscopia de energia dispersiva
(EDS) (Figura 24c) se muestra una distribucion uniforme de los elementos en las
NPMsF de Fes04@Trp@QDs. La presencia de carbono (amarillo) es atribuido al
aminoacido triptéfano, para oxigeno (naranja) corresponden a la magnetita y
triptéfano, para cadmio (rosa) y telurio (verde) a los QDs y hierro (azul) a magnetita.
Por otro lado, para elucidar el tamafio de particula y morfologia de las NPMsF de
Fes04@Arg@QDs se obtuvieron las imagenes TEM en campo claro y contraste z
mostrados en la Figura 25 a) y b). En la Figura 25a se muestra la imagen TEM en
campo claro de la distribucion homogénea de NPMs de Fes304 del nanocomposito.
Mediante imagen de TEM en modo contraste Z, se puede apreciar densidad de
materia brillosa, atribuida a los QDs de CdTe, ya que estos elementos tienen mayor

peso atdbmico que los atomos de Fe.
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Figura 25. Imadgenes TEM de Fez04@Arg@QDs: a) en modo campo claro y b) en
modo contraste Z.

5.4.3 Caracterizacion por difraccion de rayos X

Las NPMsF de Fe3sOs@Arg@QDs fueron caracterizadas mediante difraccion
de rayos-X (Figura 26). En la Figura 26c se muestra el patron de difraccion
correspondiente de FesOs@Arg@QDs. Para este patron de difraccion, se observa
una secuencia de picos caracteristicos que incluyen 286 = 25.87°, 30.47°, 35.82°,
42.90°, 50.49°, 57.45° y 63.05°, con indices de Miller (111), (220), (311), (220),
(311), (511) y (440), respectivamente. Esto es congruente, debido a que estos picos
caracteristicos son correspondientes a las NPMs de FesO4 (Figura 26a) y de los
QDs de CdTe (Figura 26b). Analizando a detalle, se aprecia que hay un traslape
entre los planos a (400) y (220) de las NPMs de Fe3Os y QDs, respectivamente.
Esto sugiere que no hay cambios en la estructura cristalina de ambos materiales,
ya que para ambos casos muestran sus patrones adecuados, confirmando que el
aminoacido arginina no interfiere en un cambio en la estructura, solo funciona como

un agente espaciador para la unién de la NPMs con los QDs.
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Figura 26. Patron de DRX de a) Fes0s4, b) QDs y ¢) FesOs@Arg@QDs.
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5.4.4 Caracterizacion por magnetometria de muestra vibracional

Para el andlisis de VSM se analiz6 una muestra representativa. En la Figura
27, se muestra el estudio para el composito FesOs@Trp@QDs. Los valores de
magnetizacion obtenidos de FesOas, FesO0s@Trp y FesOs@Trp@QDs fueron de 89
emu/g, 39 emul/g, y 36 emu/g, respectivamente (Figura 27). Cabe sefalar que, para
los tres casos, no se aprecia el ciclo de histéresis magnética. Los valores de
magnetizacion remanente y campo coercitivo son cero, mostrando un

comportamiento superparamagnético tipico de estas nanoparticulas.
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Figura 27. VSM de a) Fez04, b) FesOs@Trp y ¢) Fes04s@Trp@QDs.
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5.4.5 Caracterizacion 6ptica mediante espectroscopia de fluorescencia

molecular y epifluorescencia

Mediante estudios por espectroscopia de fluorescencia molecular se

demostré la conjugacion de QDs en las NPMs. En la Figura 28 se muestran todos

los espectros de fluorescencia de las NPMs de FesOs@AA@QDs. La banda de

emision maxima caracteristica de los QDs se aprecia entre 650 a 665 nm.
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Espectros de fluorescencia de nanocompositos de FesOs@AA@QDs.
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Se realiz6 un experimento cualitativo de las nanoparticulas magnéticas
fluorescentes para observar sus propiedades o6pticas. Previamente, se tomd una
fotografia en condiciones de luz blanca donde se puede apreciar que estos
materiales se encuentran dispersos (Figura 29a) y por otro lado en luz ultravioleta
mostrando las propiedades Opticas de los QDs con una emision entre 650 a 665
nm, que se encuentra en las fronteras del infrarrojo cercano (Figura 29b). Por otra
parte, se realizé el mismo experimento, pero en presencia de un campo magnético
externo utilizando un iman de neodimio, después de cuatro minutos se observa
como las NPMs fluorescentes son recuperadas debido a las propiedades
superparamagnéticas de las nanoparticulas (Figura 29c); y ademas que la
recuperacion es de un 100%, ya que en el sobrenadante no se observa la emision
caracteristica de los QDs. Con estos experimentos y mediante los estudios por FT-
IR, y Fluorescencia molecular se comprueba que efectivamente los QDs fueron

incorporados en las NPMs modificadas con amino&cidos.

a) NAQ NLQ NGQ

Figura 29. NPMs fluorescentes: a) bajo luz ambiental, b) bajo luz UV y c) bajo luz

UV en presencia de un magneto externo.
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Por otra parte, las NPMs fluorescentes fueron -caracterizadas por
Epifluorescencia. Para dicho experimento, se tomé una alicuota de las NPMsF y se
soportaron en un portaobjetos/cubreobjetos. Se dejo secar a temperatura ambiente
en condiciones oscuras por un dia. Las muestras fueron analizadas en el
microscopio de fluorescencia ZOE, utilizando canales de campo claro y el canal de

emision roja de fluorescencia con una excitacién a 460 nm.

En la Figura 30 se muestran las fotomicrografias (escala de 25 um)
correspondientes a Fes04@Arg@QDs. En la imagen se pueden apreciar la
distribucion de estos nanomateriales de manera uniforme en toda el area de campo
estudiado. Cabe mencionar, que las particulas no fueron redispersadas en su
totalidad, y es por ello por lo que se observan en forma de agregados (Figura 30a).
Por otra parte, al cambiar al canal de emision roja de fluorescencia se pueden

apreciar las propiedades Opticas de los QDs de CdTe, que tienen como

caracteristica emitir en el infrarrojo cercano (Figura 30b).

Figura 30. Fotomicrografias de Fe3sOs@Arg@QDs: a) Campo claro, b) canal de

emision roja de fluorescencia y c) intercalado de imagenes de (a) y (b).

Ademas, se muestra que los QDs solo se encuentran en las particulas

magnéticas. Esto se puede observar al momento de intercalar la fotomicrografia de
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campo claro con el canal rojo de emision de fluorescencia (Figura 30c). Los
sistemas Fe3O0s@Lys@QDs y Fes0s@Gly@QDs mostraron el mismo

comportamiento que el nanocomposito FesOs@Arg@QDs (Figura 31).

Figura 31. Fotomicrografias de: a) FesO4@Lys@QDs y b) Fes04@Gly@QDs.
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Un aspecto especial en las NPMsF de Fes04@Trp@QDs es que la presencia
del Trp y QDs de CdTe@AMP da como resultado un proceso de FRET
(Transferencia de Energia Resonante de Forster). En este sentido, el Trp es la
especie donadora de energia y los QDs son los aceptores de energia, como se
ilustra en la Figura 32a. Como se puede ver, cuando el nanocomposito se excita a
la longitud de onda de absorcion maxima del Trp (295 nm), la intensidad de la banda
de fluorescencia del Trp, alrededor de 360 nm, disminuye (en comparacion con la
intensidad de la fluorescencia de la banda del FesOs@Trp, excitado a 295 nm).
Simultaneamente, la intensidad de la banda de fluorescencia CdTe QDs a 660 nm
aumenta (en comparacion con la intensidad de la banda de fluorescencia CdTe QDs

del nanocomposito excitado a 460 nm).

—— Fe,0,@Trp (Ex 295 nm)
—— Fe,0,@Trp@QDs (Ex 295 nm)
—— Fe,0,@Trp@QDs (Ex 460 nm)

N
o
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Figura 32. Espectro de fluorescencia de FesO4s@Trp excitado a 295 nm (negro),
nanocomposito Fes04@Trp@CdTe QDs, excitado a 295 nm (rojo) y excitado a 460

nm (azul).
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Cabe sefialar que la transferencia de energia entre Trp y QDs ha sido
reportado previamente.% Los resultados muestran la proximidad entre el donante y
el aceptor (menos de 7 nm) en el nanocompuesto y confirman la incorporacion
efectiva de los QDs en las NPMs modificadas con Trp. Este comportamiento
confiere una mejora de la fluorescencia al nanocomposito, que es una excelente
propiedad para usar este material como una nanoplataforma fluorescente para
terapia contra el cancer y como un nanosensor para la determinacion de analitos
diferentes. Las propiedades Opticas de este nanocomposito fueron corroboradas por
microscopia de fluorescencia. En la imagen de fluorescencia se observa la
distribucion homogénea de las NPMsF de Fe3O0:@Trp@QDs en campo claro

(Figura 33a), canal de fluorescencia en emision roja (Figura 33b) y el intercalado de

ambos canales (Figura 33c).

Figura 33. Emision de luz de Fes04@Trp@QDs bajo microscopia de fluorescencia.
a) Campo claro, b) canal de fluorescencia (emision en rojo) y c) traslape de ambos
canales (campo claro y de fluorescencia).
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En otro experimento, el nanocomposito FesO0s@Trp@QDs fue puesto en
contacto con pétalos de rosa blanca como substrato, durante 8 h en condiciones
oscuras. En la Figura 34d se muestra la imagen correspondiente al experimento
control en agua en campo claro, y en las Figuras 34 e) y f) bajo los canales de
fluorescencia en verde y roja donde no se observa emisién por parte del pétalo rosa.
Sin embargo, cuando el substrato se impregna con el nanocomposito, se aprecia un
brillo muy intenso en los canales de fluorescencia (verde y roja) debido a las
propiedades épticas de los QDs presentes (Figura 34h y 34i). Ademas, se puede

observar la distribucién homogénea del nanomaterial.

Fluorescencia Fluorescencia
Campo claro Exc 480-517 nm Exc 556-620 nm
d) f)

o
€
o
(&)
9
»
(]
= |
=

Figura 34. Emision de luz de Fe3sO4@Trp@QDs bajo microscopia de fluorescencia.
Iméagenes del nanocomposito FesO4@Trp@QDs en contacto con pétalos de flores
blancas (arriba d-f, escala 25 pm, abajo, g-i 100 um). Las imagenes d-f
corresponden al control (agua).
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5.4.6 Evaluacion de los conjugados triptéfano y puntos cuanticos
como sensor radiométrico basado en la transferencia de energia

resonante de Forster

5.4.6.1 Estudio del proceso FRET entre Trp y puntos cuénticos de

CdTe/AM

Como se describi6 en la seccion anterior, se produce un proceso FRET en el
nanocomposito de Fe3O0s@ Trp@QDs, debido a la presencia del Trp que actia como
donador de energia y los QDs que participan como aceptores (Figura 32). Uno de
los requisitos para que se produzca el proceso FRET, es que exista un traslape
entre la banda de emision de fluorescencia del donador y la banda de absorcion del
aceptor. En la Figura 35, se confirma que existe un traslape espectral entre la banda

de emisién de fluorescencia del Trp y la banda de absorcion de los QDs.
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Figura 35. Area de solapamiento de la banda de absorcion de los QDs frente a la

banda de emisiéon del Trp.
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Para observar de manera mas detallada este fenédmeno, se llevé a cabo una
titulacion del amino&cido Trp con los QDs de CdTe@AMP, en un intervalo de

concentraciones de los QDs de 0 a 114 nM.

En la Figura 36 se muestra la evolucion de los espectros de emision de
fluorescencia correspondientes a la titulacion. Se puede observar un abatimiento de
la banda de emisién de fluorescencia del Trp a 370 nm y un aumento de la banda
de emision de fluorescencia de los QDs de CdTe/AMP a 658 nm, lo cual muestra

un comportamiento tipico de un proceso FRET eficiente.
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Figura 36. Titulacion FRET de Trp con QDs de CdTe@AMP.
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Un estudio cualitativo del proceso FRET de los conjugados Trp y QDs se
observa en la Figura 37. La sefial de referencia es Trp, cuando no esta en contacto
con los QDs mantiene su emision de fluorescencia en color azul. Sin embargo,
cuando se van afladiendo cantidades crecientes de QDs, se observa el abatimiento
de la emision de fluorescencia del Trp y un aumento de la emisién de fluorescencia

de los QDs. El estudio se llevo a cabo bajo luz UV.
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Figura 37. Titulacion de Trp frente a QDs de CdTe@AMP bajo luz UV.

Por otra parte, se determinaron los parametros principales que caracterizan
el proceso FRET como son: la eficiencia (E), la distancia de Forster (Ro), la distancia

donador-aceptor (ro) y la integral de traslape (J).
La eficiencia (E) se determino usando la Ecuacion 7

Fpa Rg
FD B Rg + T'6 (7)

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
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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 aceptor.
La distancia de Forster se determina mediante la Ecuacion 8:

RS = 8.79x10"2°K2n~*dJ(\) ®)

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

integral de traslape de la emisién del donador y la absorcion del aceptor. Este ultimo

pardmetro se calcula usando la Ecuacion 9:

o)

J) = f Fy(D)ea(DA*dA ®)

donde Fp(1) es la intensidad de fluorescencia integrada corregida del
donador en el intervalo de longitudes de onda de 1 + Al y g, es el coeficiente de
absortividad del aceptor de A. En la Tabla 6 se muestra un resumen de los

parametros FRET de los conjugados Trp-QDs, obtenidos de las ecuaciones 7-9.

Tabla 6. Parametros FRET de los conjugados Trp-QDs.

Conjugado J(em3Lmol™) E Ro(nm) r (nm)

Trp-QDs 7.08x10°%3 0.85 4.97 3.70
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Para obtener un analisis mas detallado del sistema FRET, se grafica la
dependencia de la intensidad de fluorescencia relativa del Trp a la longitud de onda
de emision maxima con la relacion [Trp]/[QDs]. En la Figura 38 se puede observar
la disminucién de la intensidad de fluorescencia del Trp a medida que se va
incrementando la concentracion de QDs, y un aumento de la intensidad de
fluorescencia de los QDs a medida que aumenta la relacion [Trp]/[QDs] hasta llegar

a un punto de saturacion.
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Relacion [Trp]/[QDs]
Figura 38. Graficos de intensidad de fluorescencia relativa contra la relacién
[Trp]/[QDs].
Para conocer el tipo de abatimiento de fluorescencia presente, ya sea
dindmico o estatico, se usd la ecuacién de Stern Volmer que se muestra a

continuacion:

% =1+K,, [Q] (10)
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donde Fo es la intensidad de fluorescencia en ausencia del abatidor, F es la
intensidad de fluorescencia en presencia de abatidor, Ksv es la constante de Stern-
Volmer y [Q] es la concentracién del abatidor. La Figura 38 muestra un
comportamiento no lineal de Fo/F en funcion de la concentracion del abatidor,
indicando que esta ocurriendo tanto un proceso de abatimiento estatico, como

dindmico.

T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140
Concentracion (nM)

Figura 39. Gréficos de la Ecuacion de Stern-Volmer.

Para la determinacion del valor de las constantes se utilizé la Ecuacion de
Stern-Volmer modificada, el cual explica el modelo de un abatimiento estatico

(Ecuacion 11):

1 —1+ ! (11
Fo—F Fy, KFl[Q]

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

81



V. RESULTADOS Y DISCUSIONES

5.4.6.2 Sistema FRET para el reconocimiento y deteccion de iones

metalicos

Los sensores fluorescentes para la deteccion de especies metélicas son
basados solo por el cambio de la intensidad de la fluorescencia (encendido o
apagado). Sin embargo, la mayoria de éstos no son de uso practico, ya que el
cambio de la intensidad de fluorescencia individual no es altamente reproducible
debido a la interferencia de la eficiencia instrumental o a las condiciones
ambientales. Es por ello, la importancia del uso de sensores fluorescentes
radiométricos basados en FRET, ya que estos reducen las limitaciones

mencionadas anteriormente mediante auto calibracion.

Por otra parte, se sabe que el cobre esta presente de forma natural en todas
las aguas, sedimentos y suelos. En la literatura, se ha reportado que el ion Cu?
juega un papel importante para medios bioldgicos, sin embargo, en concentraciones
altas es toxico para la salud causando enfermedades neurodegenerativas. Es por

ello, que se usé como analito para los estudios que se muestran a continuacion.

En el presente trabajo, los conjugados Trp-QDs presentan respuesta al ion
Cu?*, Como bien se menciond, una mediciéon radiométrica involucra la relaciéon de
dos intensidades de emision a longitudes de onda diferentes, un ejemplo de ello se
aprecia en la Figura 41. Una de las caracteristicas de estos sistemas es observar
gue un pico de emision permanece como sefal de referencia (constante), en este
sentido, el Trp cumple con esta funcion (Figura 41a). Mientras tanto, el otro pico de

emision tiene la funcion de ser la sefal de informe (abatimiento de la intensidad),
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para este caso, a medida que se va incrementando la concentraciéon de Cu?* (0 a

36.70 uM) la intensidad de fluorescencia de los QDs va disminuyendo (Figura 41Db).

Adicionalmente, en la Figura 42 se muestra la variaciéon del cambio de color
en la emision del sensor fluorescente radiométrico de Trp-QDs. A una concentracion
de 45.40 uM de Cu?*, se aprecia que la fluorescencia de los QDs es abatida
completamente por el efecto de este metal. Por otro lado, se recupera la emisién en

azul correspondiente al Trp como sefial de referencia.
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] / ——O0uM
5 _\NHZ
6x10° CE(\%OH —4.74 UM
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Figura 40. Espectros de fluorescencia del sensor radiométrico Trp-QDs
adicionando concentraciones diferentes de Cu?*: a) sefial de referencia (Trp) y b)

sefial de informe (QDs).
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Concentracion de Cu?* (uM)
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Figura 41. Imagenes de fluorescencia del reconocimiento de Cu?* mediante el

sensor radiométrico de Trp-QDs en luz UV.

Los gréficos de Stern-Volmer demuestran que no hay linealidad en el
intervalo de concentracién estudiado, lo que indica que estan presentes los dos tipos

de abatimiento: el dinamico y el estatico (Figura 43).
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Figura 42. Graficos de Stern-Volmer del sensor radiométrico de Trp-QDs frente a

concentraciones diferentes de Cu?*.
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En un analisis mas detallado, en los graficos de Fo-F vs [Q] se observa que
presenta linealidad a concentraciones muy bajas entre 0 a 15 puM, lo que indica que
en este intervalo de concentraciones predomina solo un tipo de abatimiento (Figura
44). Con base en estos estudios, se utilizé la Ecuacion de Stern-Volmer modificada
ya que este describe el tipo de abatimiento estético. El grafico correspondiente es
1/Fo-F vs 1/[Q] el cual permite determinar las constantes del enlace del complejo
donador-aceptor (Figura45). Para estos conjugados la constante de enlace es de

6x10* ML,
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5x105-
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Figura 43. Grafico de relacion Fo-F con respecto a la concentracion.

85



V. RESULTADOS Y DISCUSIONES
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Figura 44. Grafico de Stern-Volmer modificado del sensor fluorescente radiométrico

de Trp-QDs frente a concentraciones de Cu?*.

5.5 Incorporacion de materiales biocompatibles por el método de capa por
capa

Una de las técnicas mas novedosas para el recubrimiento de materiales

biocompatibles en la superficie de nanoparticulas es la ingenieria de capa por capa

(LbL), la cual consiste en el autoensamblaje de especies catidnicas y anionicas que

permitan modificar la superficie de las nanoestructuras.

En la Tabla 6 se muestra un resumen de todos los materiales sintetizados
hasta el momento. La etapa uno constituye la obtencién de las NPMs de Fes304, la
etapa dos la modificacion con los aminoacidos y la etapa tres la conjugacion de
NPMs de FesO4@AA con QDs. Cabe mencionar, que estos fueron separados en
relacion con la naturaleza de los aminoacidos. El grupo A constituido por

aminodacidos basicos y el grupo B constituido por aminoacidos hidrofobicos. Para la
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modificacion superficial con los polimeros biocompatibles de las NPMsF de
FesOs@AA@QDs se decidié tomar el grupo A como primeros sistemas de estudios

preliminares.

Tabla 7. Resumen de nanomateriales sintetizados por etapas.

Grupo Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3
FesOs@AA FesOs@AA@QDs
FesOs@Arg FesOs@Arg@QDs

A Fes3O4 Fe3sOs@Lys Fes0s@Lys@QDs
Fes0s@Gly Fes04s@Gly@QDs
FesO0s@Trp FesOs@Trp@QDs

B Fes3O4 FesO0s@Tyr Fes0s@Tyr@QDs
Fe3O0s@Phe Fe3s0s@Phe@QDs

Los FesOs@AA@QDs fueron recubiertas con polimeros biocompatibles

utilizando Policloruro de dimetilamonio (Dadmac) y alginato de sodio (Alg).

Se estudid el numero de capas posibles para la incorporaciéon de estos
materiales. Ademas, en la ultima capa se inmovilizé FA con el objetivo de tener un
elemento de orientacion para la deteccion de células de cancer. Un esquema

general se muestra en la Figura 46 del nanomaterial bajo estos criterios.
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Incorporacién de polimeros biocompatibles por LbL

'3
o HOO .
P {ﬁ%«@?\“ }
_ 0% o °” 8
Cl n o ’\;a n
e Polidadmac Alginato de sodio
Fe,O,@AA@QDs Capa 1 Capa 2

Figura 45. Método de capa por capa para la incorporacion de materiales

biocompatibles.

Una vez que se obtuvieron las NPMsF Fez04@AA@QDs del grupo A, éstas
se modificaron con polimeros para dotarlas con caracteristicas biocompatibles. Para
poder aplicar el método de capa por capa, es importante conocer la densidad de
carga superficial de los FesOs@AA@QDs. En la Figura 47 se muestra el estudio de
potencial Z de los nanocompositos de FesO4s@AA@QDs. Para este caso, presentan
valores de potencial Z de -24.18 mV, -25.12 mv y -2521 mV para

FesOs@Arg@QDs, Fe304@Lys@QDs y Fe3s04@Gly@QDs, respectivamente.
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Figura 46. Estudio de potencial Z de las nanoparticulas magnéticas fluorescentes:
a) FesO1@Arg@QDs, b) Fes04@Lys@QDs y c) Fes04@Gly@QDs.

La densidad de carga negativa es atribuida a los grupos acidos del ligando
AMP presentes en la superficie de los QDs. Cabe resaltar que los FesOs@AA@QDs
se encuentran dispersos a un pH 7.4 (fisioldgico); en estas condiciones, el grupo

acido se encuentra en su forma de carboxilato (Figura 48).

Por otra parte, en la Figura 49 se muestra un estudio de potencial Z
correspondiente a las tres etapas de sintesis, es evidente que la carga superficial
de las NPMs de Fes3Os4 va cambiando a medida que se modifican con los

aminodcidos y los QDs.
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Figura 47. Estructura del nanocomposito FesO4s@Arg@QDs.
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Figura 48. Variacion del potencial Z de NPMs de Fes3Os, FesOs@AA y
Fe3sOs@AA@QDs.
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Considerando los estudios anteriores por potencial Z, se determind utilizar la
técnica de capa por capa (LBL por sus siglas en inglés) para la incorporacion de los
biopolimeros a través de interacciones electrostaticas. Se inici6 utilizando los
biopolimeros quitosano y alginato de sodio para los recubrimientos
correspondientes. Sin embargo, el experimento no procedié debido a que la
propiedad luminiscente de los QDs fue abatida completamente. Esto se debe a que
las soluciones de quitosano estaban en acido acético al 2%, debido a que no es
soluble en medio acuoso. Se realiz6 una prueba cualitativa y la primera muestra se
llevd a luz ultravioleta donde se evidenciaba el abatimiento del punto cuantico por
el efecto de pH. Tomando en cuenta estos resultados, se decidié6 cambiar de
polimero, para uno que presentara una densidad de cargas positivas y que resultara
soluble en un medio acuoso. Se selecciond el poli (cloruro de dimetilamonio)

(Polidadmac) como nuevo polimero con densidad de carga positiva (Figura 50).

N a¥3
N
. CI |n

Figura 49. Poli (cloruro de dimetilamonio).

Cabe mencionar que este polimero es sintético; sin embargo, se ha

demostrado que no presenta citotoxicidad con las especies de caracter biolégico.
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Los resultados obtenidos de estos recubrimientos se presentan a
continuacion. En la Figura 51 se presentan los diagramas de fase obtenidos
mediante potencial Z. En la columna A se puede apreciar la carga superficial
negativa de FesOs@Arg@QDs (1), FesOs@Lys@QDs (Il), FesO1@Gly@QDs (ll1),
no obstante, cuando se incorpor6 la primera capa del polimero poli (cloruro de
dimetilamonio) con densidad de carga positiva, se observé que la superficie de las
NPMsF cambié de negativo a positivo, como se aprecia en los diagramas de fase

de la columna B. Este efecto ocurre para las tres NPMsF.
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Figura 50. Diagramas de fase de potencial Z: 1) NAQ, II) NLQ y IlI) NGQ. Columna
A: NPMsF, Columna B: Primer capa con Polidadmac, Columna C: Segunda capa
con alginato de sodio.
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Después que se hicieron lavados con agua destilada y se elimind el
sobrenadante por decantacidbn magnética, se prosiguié con la incorporacion de la
segunda capa de polimero. Dado que las NPMsF ahora presentan una carga
superficial positiva por efecto del Polidadmac (FesOs@AA@QDs@P), se utilizé el
alginato ya que este presenta grupos carboxilicos que le confieren carga negativa a
las nanoparticulas, lo cual permite la interaccion con el Polidadmac y asi generar la
segunda capa de recubrimiento. El resultado obtenido se muestra en la columna C
de la Figura 51 de tal manera que la carga superficial pasa de ser positiva a negativa
(FesOs@AA@QDs@N), confirmando mediante los diagramas de fase que el
alginato de sodio fue incorporado en la superficie de las nanocompositos

fluorescentes.

Por otra parte, se demostré la incorporacion de hasta cinco capas de
polimeros sobre la superficie de las nanoparticulas magnéticas fluorescentes
(Figura 52). Para los tres sistemas, se observa una tendencia similar con respecto
a la carga superficial que presentan. Esto es importante debido a que hay
posibilidades de cargar agentes terapéuticos entre cada capa, permitiendo obtener
un mejor control en la liberacion de farmaco. Ademas, le confieren biocompatibilidad
y estabilidad a los nanocompositos. En la Tabla 8 se muestra un resumen de los

valores de potencial Z obtenidos.
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Tabla 8. Valores de potencial Z en cada etapa de recubrimiento.

Valores de potencial Z (mv)

Muestra NPMsF Dadmac Alginato Dadmac Alginato Dadmac
FesOs@Arg@QDs  -24 26 -20 25 -20 27
FesOs@Lys@QDs  -25 20 -24 20 -22 42
Fes04@Gly @QDs -25 24 -18 23 -21 21

S0 T Fe.0 @Arg@aDs
40 + [ F<.0,@Lys@QDs
30 | Il - ,0,@cly@aps
S
E
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T |
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c ]
8
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Figura 51. Incorporacién de cinco capas de polimeros sobre la superficie de las
NPMsF de FesO4s@AA@QDs.
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Se obtuvieron los espectros de fluorescencia molecular de las NPMsF
cuando se hizo la incorporacion de las dos capas poliméricas (Dadmac y alginato).
En la Figura 53, se puede apreciar la banda de emisibn maxima a 650 nm
caracteristico de los QDs de los tres sistemas (FesOs@Arg@QDs: NAQ,
FesOs@Lys@QDs: NLQ y Fe3s04@Gly@QDs: NGQ). Estos resultados confirman
que no existe ninguna interferencia de los polimeros Dadmac y alginato en las

propiedades 6pticas de los QDs.

——a) NAQ@Dadmac@Alginato b) NLQ@Dadmac@Alginato
;:‘ 1.0 '; 1.0
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Figura 52. Espectros de fluorescencia molecular de las NPMsF modificadas con
polimeros: a) NAQ, b) NLQ y c) NGQ.
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5.5.1 Incorporacién de acido folico en nanoparticulas magnéticas

fluorescentes modificadas con materiales biocompatibles

La incorporacion de &cido félico (FA) en las NPMsF modificadas con
polimeros biocompatibles, se llevd a cabo utilizando la técnica de capa por capa, a
un pH de 7.4. Con los estudios mostrados en la seccion 5.5 se demostro la
modificacion de las NPMsF hasta con cinco capas de polimeros alternados. Con
base en esto, se propuso la incorporacién del &cido folico en la dltima capa (la
estructura molecular del acido félico se muestra en la Figura 54). En referencia con
lo anterior, el FA puede incorporarse en la tercera capa, que esta constituida de
Polidadmac (carga positiva), esto se debe a que a un pH 7.4 el FA se encuentra en
su forma de folato (grupos acidos desprotonados) ya que los pka del a-carboxilo y

y-carboxil son de 3.5y 5, respectivamente.®?

a) b) c)

OH

o)

¢
N
HN = N
){\ | P H acido glutamico

p-amino-benzoato

pteridina

Figura 53. Estructura quimica del FA: a) pteridina, b) p-amino-benzoato y c) acido

glutamico.
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Por lo tanto, se desarrollaron las siguientes arquitecturas para la

incorporacion de FA en las NPMs fluorescentes (FesOs@AA@QDs):

NAQBIOFA NAQ@ Dadmac@Alginato@Dadmac@FA
NLOBIoOFA NLQ@ Dadmac@Alginato@Dadmac@FA
NGOBIioFA NGQ@ Dadmac@Alginato@Dadmac@FA

Bio: Dadmac@Alginato@Dadmac
5.5.1.1 Caracterizacion por potencial Z

Para el ensamble del FA en las NPMsF, se llevaron a cabo mediciones de
potencial Z. En la Figura 55, se muestra la incorporacién de tres capas de polimero

(NPMsF-Dadmac@Alginato@Dadmac) seguido del FA.

B NAQBIOFA
B NLQBioFA
I NGQBioFA

50
40
30
201
10

0.
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20
30]
.40
50

Potencial Z (mV)

T T T T
NPMsF Polidadmac Alginato Polidadmac  FA
Capas

Figura 54. Cambios en el potencial Z por el ensamblaje de polidadmac, alginato de
sodio y FA sobre las NPMsF (pH 7.4).
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Se puede apreciar, que en la tercera capa correspondiente al Dadmac, estas
presentan cargas superficiales positivas para los tres sistemas (NAQ, NLQ, NGQ).
Como se mencioné anteriormente, el FA se encuentra en su forma de folato a un
pH 7.4 adquiriendo una carga negativa, por lo que, es de esperarse que tenga una

interaccion electrostatica con el polidadmac.

Con referencia a esto, se observa una disminucion en la carga superficial de
14a-1mV,14a0mVy12 a9 mV para NAQBioFA, NLQBIioFA y NGQBIoFA,
respectivamente. En la Tabla 8 se muestra un resumen de los valores de potencial

Z obtenidos en cada etapa.

Tabla 9. Valores de potencial Z en cada etapa del método de capa por capa.

Muestra NPMsF Polidadmac  Alginato  Polidadmac FA

NAQ -24 29 -42 14 -1
NLQ -25 28 41 14
NGQ -24 24 48 12

En la Figura 56 se muestra un estudio cualitativo donde se observa que a
medida que se incorporan las capas de los polimeros compatibles las propiedades
Opticas de los QDs se mantienen. Sin embargo, cuando se adiciona el FA como
ltima capa se aprecia el abatimiento de la fluorescencia del sistema. En la literatura
se ha reportado que el FA es un fuerte abatidor de la fluorescencia debido a su
flexibilidad y las fuertes interacciones de los grupos carboxilicos entre los atomos
de Cd de los QDs.® Debido a la afinidad alta que tienen los receptores de folato
hacia el FA, una vez que se lleve el reconocimiento, se espera que la emision de

los QDs se recupere.
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Polidadmac Alginato Polidadmac

Figura 55. Imagenes tomadas de NAQ bajo luz UV en cada etapa del método de

capa por capa.

5.5.1.2 Caracterizacion por microscopia electronica de barrido por

emisién de campo

Para determinar el tamafio y morfologia de las NPMsF (NAQBIoFA,
NLQBIioFA y NGQBioFa) modificadas con &cido félico, estas fueron caracterizadas
por FE-SEM (Figura 57). En las imagenes, se puede observar que los
nanomateriales se encuentran en forma de agregados de particulas, con
morfologias esféricas. A pesar, de la incorporacién de 3 capas de polimeros y FA
en la superficie de las NPMs el tamafio de particula se mantiene por debajo de los
100 nm. Por otra parte, se realizd6 un mapeo elemental de las NAQBIOFA para
determinar la composicion de éstos. En la Figura 58 se puede apreciar distribucion
elemental de la composicion de las NAQBioFA. Podemos observar la presencia de

atomos de C, O, S, N atribuidos a la materia organica (aminoacidos, AMP y FA).

99



V. RESULTADOS Y DISCUSIONES

También se muestra distribucion elemental de Cd y Te, esto es por la presencia de

QDs de CdTe@AMP y &tomos de Fe correspondiente a la magnetita.

Figura 56. Imagenes de FE-SEM de NPMsF modificadas con FA: a) NAQBIoFA, b)
NLQBIioFA y c) NGQBIoFA.

Figura 57. Mapeo elemental de las NAQ modificadas con FA.
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5.6 Estudio de encapsulacién de doxorrubicina en nanoparticulas

magnéticas fluorescentes

5.6.1 Caracterizacion por espectroscopia de UV-Visible y de

fluorescencia

Previamente, se caracterizd el farmaco doxorrubicina (Dox) mediante las
técnicas de espectroscopia de fluorescencia y UV-Vis. En la Figura 59a se observa
un espectro de fluorescencia en 3D (excitacion y emisién). En apoyo a estos
resultados, mediante un mapa de contorno se aprecia que la longitud de onda de
excitacion maxima es de 475 nm y la longitud de onda de emisién maxima es de
590 nm (Figura 59b). Bajo estas condiciones, se obtuvo el espectro de fluorescencia
de Dox, mostrando que la Amax €s a 591 nm (Figura 60) y el espectro de UV-Vis con

una banda de absorcion a 500 nm caracteristico del farmaco (Figura 61).
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Figura 58. a) Espectro en 3D de la doxorrubicina, b) mapa de contorno de longitud

de onda de excitacion y emision.
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Figura 59. Espectro de fluorescencia de doxorrubicina (Aem @ 591 nm).
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Figura 60. Espectro de UV-Vis de doxorrubicina.
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Las propiedades opticas que presenta la Dox se deben a su estructura
quimica, ya que es una molécula rigida, coplanar, y al presentar insaturaciones le
permite la deslocalizacién de electrones debido a los grupos electrodonadores que

presenta (Figura 62).

Figura 61. Estructura quimica de doxorrubicina.

La encapsulacion de doxorrubicina en nanoparticulas magnéticas
fluorescentes se llevé a cabo utilizando la técnica de capa por capa. El equilibrio
quimico, por efecto de carga, de la doxorrubicina se muestra en la Figura 63, donde
se aprecian dos valores de pka, una a 8.2 correspondiente al grupo amino y otra a

9.5 correspondiente a grupos -OH de la antraciclina.t®

pka, 9.5

O
o O o
O‘O‘ o O‘O‘ o . e
‘OH
pka, 8.2
OH 0 \NH3 OH 0 «NH, =z
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Figura 62. Equilibrio de disociacion de doxorrubicina en medio acuoso.
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Con base en los resultados de potencial z de las nanoparticulas magnéticas
fluorescentes descritas en la seccion 5.4.5, se demostré que la carga superficial es
negativa para los tres sistemas, y debido a que la Dox es un farmaco catiénico, es
posible inmovilizarlo en la superficie mediante interaccion electrostatica como se

muestra en la Figura 64.

Figura 63. Interaccion electrostatica de doxorrubicina frente a nanoparticulas
magnéticas.
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5.6.2 Encapsulacion de doxorrubicina en nanoparticulas magnéticas

fluorescentes

Primeramente, se obtuvieron espectros de UV-Vis de Dox a concentraciones

diferentes, partiendo de una concentracion inicial de 50 ug/mL en solucion tampdn

de 7.4 (PBS). A partir de estos resultados, se obtuvo la curva de calibracion para la

determinacion de concentracion de estudios posteriores (Figura 65). La ecuacion de

la recta obtenida fue y=0.0081x+0.0175 con un factor R?=0.9962.
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Figura 64. a) Espectros de UV Visible de doxorrubicina a concentraciones

diferentes y b) curva de calibracion de doxorrubicina.
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Posteriormente, se adicionaron 2 mL de Dox (50 pg/mL) a un vial con 2 mL
de FesOs@Lys@QDs y se dejé reaccionar por 15 min, en agitacion por orbital.
Pasado el tiempo se decant6 la muestra y el sobrenadante fue medido por UV-Vis.
En la Figura 66 se muestran los espectros de UV-Vis correspondiente a Dox libre y
el sistema Fe30s@Lys@QDs cargados con Dox. Tomando los valores de las
absorbancias maximas y utilizando la curva de calibracion, se determiné que la

concentracion de encapsulacion fue de 41.4 pg/mL de Dox.
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Figura 65. Encapsulaciéon de doxorrubicina frente al sistema Fe304s@Lys@QDs
(NLQDOXA).
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Para determinar el porcentaje de eficiencia de encapsulacion se utilizo la

Ecuacion 9:

Eficiencia cargado (%) = (AbsDox_Abss"bD"x) * 100 9)

AbSpox

donde Absj,, €s la absorbancia de doxorrubicina y Absg,,p0, €S la absorbancia de
Dox del sobrenadante. Sustituyendo los valores de las absorbancias obtenidas, se

tiene que el porcentaje de eficiencia de cargado fue de 78.79%.

Para efectos, de experimentos posteriores, se hicieron 3 réplicas en cada
sistema de cargado de farmaco. En la Figura 67 se muestran los espectros de UV-
Vis confirmando la encapsulacion de Dox frente a los sistemas Fe3Os@AA@QDs-
Dox, la concentracion de Dox utilizada fue de 200 pg/mL. Para todos los sistemas
se obtuvo una encapsulacion de Dox mayor al 78%, estos resultados se muestran

en la Tabla 9.
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Figura 66. Espectros de UV-Vis de encapsulacion de doxorrubicina en los sistemas
Fes04s@AA@QDs-Dox: a) Arg, b) Lys y c) Gly.
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Tabla 10. Resumen de réplicas de encapsulacion de farmaco en sistemas
Fe;0.@AA@QDs.

% Eficiencia de

Muestra Réplica Abspox ADbSsobbox
encapsulacion
Al 0.747 0.136 81.79
Fes0s@Arg@QDs@Dox A2 0.747 0.134 82.06
A3 0.747 0.135 81.93
L1 0.747 0.162 78.31
Fes0s@Lys@QDs@Dox L2 0.747 0.152 79.65
L3 0.747 0.160 78.58
Gl 0.747 0.137 81.66
FesO4@Gly@QDs@Dox G2 0.747 0.138 81.53
G3 0.747 0.139 81.39

5.7 Nanoparticulas magnéticas fluorescentes para aplicacién biomédica

Una vez corroborado la encapsulacion del farmaco en las nanoparticulas
magnéticas fluorescentes, el estudio de capa por capa de los polimeros y la
incorporacion del FA, se disefidé el sistema final teragndstico denotado como:
Fes04@AA@QDs-Dox-Alginato-Dadmac-FA (Figura 68). Siguiendo el protocolo de
capa por capa, en la Figura 69 se muestran los valores de potencial Z de los tres
sistemas teragnosticas. Se puede apreciar, que conforme se va modificando la
superficie, la carga superficial cambia (Tabla 10). Es evidente que la Dox tiene
interaccién con las nanoparticulas magnéticas fluorescentes mediante fuerzas
electrostaticas, ya que aumenta la carga superficial de -32 mV, -15 mV y -18 mV
hasta valores de -8 mV, -2 mV y -4 mV para FesO4s@Arg@QDs, FesOs@Lys@QDs

y FesO4@Gly@QDs, respectivamente.
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En relaciéon con lo descrito anteriormente, el polimero alginato de sodio se
descarté ya que los sistemas Fe3Os@AA@QDs-Dox no presentaban una carga
positiva muy evidente por efecto de la Dox. Se opt6 utilizar el Dadmac ya que es un
polimero catidénico. Bajo estos resultados el nuevo sistema generado fue

Fe3s0s@AA@QDs-Dox-Dadmac-FA.

o}

NH
N NHe

Figura 67. Nanomaterial multifuncional con: propiedades Opticas, magnéticas y

terapéuticas.

Tabla 11. Resumen de valores de potencial Z de los sistemas teragosticos.

Potencial Z (mV)

Muestra FesOs@AA@QDs Dox Dadmac Acido félico
FesOs@Arg@QDs@Dox -32 -8 17
Fe30s@Lys@QDs@Dox -15 -2 16
Fe304@Gly@QDs@Dox -18 -4 23
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Figura 68. Estudio de potencial Z: Efecto de la carga superficial por unién

electrostéatica de doxorrubicina, Polidadmac y &cido folico.

Con base en los resultados anteriores, se confirma la incorporacion de FA
como elemento de orientacién, debido a que cuando se tiene una capa del polimero
catibnico Dadmac, la carga superficial es positiva, pero al adicionar el folato hay un

efecto de disminucion de carga menos positvos.

Mediante estudios de fluorescencia molecular, se demostré la incorporacion
de la Dox en los sistemas Fe3O4@AA@QDs y en FesOs@AA@QDs-Dox-Dadmac-
FA (Figura 70). En los espectros se aprecia la banda de emisién a 591 nm
caracteristica del farmaco, cabe mencionar que no hubo una influencia de

abatimiento fuerte del polimero Dadmac y el folato frente a la Dox.
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Figura 69. Espectros de fluorescencia molecular de: a) FesOs@Arg@QDs-Dox, b)
Fes04s@Lys@QDs-Dox y FesOs@Gly@QDs-Dox.

La emisién de los QDs de CdTe no se aprecia debido a un abatimiento
provocado por la Dox y el FA. Mediante estudios por Epifluorescencia, se observa
que las NPMsF mantienen sus propiedades Opticas debido a los QDs de CdTe
(Figura 71). Como se mencion0 anteriormente las propiedades Opticas de los QDs
de CdTe se ven afectadas por la interaccion de la Dox. Esto se ve reflejado en los
estudios de epifluorescencia, cabe destacar que se logra observar la emision de la
Dox en menor intensidad, debido a su rendimiento cuantico menor (Figura 72). En
la literatura, se ha reportado un proceso de transferencia de energia de los QDs de
CdTe hacia la Dox. Es de esperar, que cuando el sistema teragnostico cumpla su
objetivo, al momento de deshacerse, se observe la emisién de los QDs debido a

gue el sistema FRET se estaria inhibiendo.
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Fe;0,@Arg@QDs Fe;0,@Lys@QDs Fe;0,@Gly@QDs

Figura 70. Imagenes de epifluorescencia de nanoparticulas magnéticas
fluorescentes de: a) y d) FesOs@Arg@QDs, b) y e) FesOs@Lys@QDs, c) y f)
Fes04@Gly@QDs, en campo claro y canal de emision roja, respectivamente (escala
100 pm).

Campo claro

Epifluorescencia

Emision roja

Fe;0,@Arg@QDs-Dox Fe;0,@Lys@QDs-Dox Fe;0,@Gly@QDs-Dox

~

b) c)

Epifluorescencia
Campo claro

Intercalado

Figura 71. Imagenes de epifluorescencia de nanoparticulas magnéticas
fluorescentes con doxorrubicina: a) y d) FesOs@Arg@QDs-Dox, b) y e)
Fe3sOs@Lys@QDs-Dox, c¢) y f) FesOs@Gly@QDs-Dox, en campo claro y canal de

emision roja, respectivamente (escala 25 pm).
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5.7.1 Cinéticade liberacién de doxorrubicina

El estudio de cinética de liberacion de la Dox se llevo a cabo mediante dialisis

a 37° C con agitacion a 200 rpm, en un medio de liberacién a pH 4. Como resultados

preliminares, se observd que las primeras 11 h la Dox no tiene una liberacion

prolongada debido a que no se observa la absorcion caracateristica del farmaco.

Se espera que al aumentar el tiempo sea posible ver la cinética de liberacion (Figura

1.0
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Figura 72. Estudio de liberacién de farmaco de doxorrubicina por UV-Visible de: a)
FesOs@Arg@QDs-Dox-Dadmac-FA, b) FesOs@Lys@QDs-Dox-Dadmac-FA y c)

Fes04@Gly@QDs-Dox-Dadmac-FA.
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VI.CONCLUSIONES

Se confirma la incorporacioén de los aminoacidos (Arg, Lys y Gly) sobre la

superficie de las NPMs, mediante los estudios por FT-IR y TGA.

La interaccion entre las NPMs y los amino&cidos ocurre a través de un enlace

de coordinacién del tipo bidentado puente para todos los sistemas.

Se confirma la incorporacion del acido 3- mercaptopropionico sobre la

superficie de los QDs, a partir de los espectros de infrarrojo.

Se establece que los aminoacidos funcionan como agentes estabilizantes

sobre las NPMs permitiendo obtener tamafios por debajo de 15 nm.

Se logra la bioconjugacion de QDs sobre NPMs modificadas con

aminodcidos utilizando una reaccién covalente de amidacion.

Se demuestra la utilizacion de aminoacidos como agentes espaciadores para
la conjugacion de los QDs en las NPMs, sin la utilizacién de un precursor de

silice.

Se confirma mediante los estudios de fluorescencia molecular la obtenciéon

de NPMs fluorescentes.

Se demostré6 mediante espectroscopia infrarroja y de fluorescencia que los

QDs fueron incorporados en el sistema FesOs@Trp@QDs.

Mediante un fendmeno FRET entre el Trp y QDs, se confirma la obtencion

de nanoparticulas magnéticas fluorescentes.
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Se demuestra en el nanocomposito ocurre una transferencia de energia
resonante de Forster, donde el Trp actiia como donador de energia y los QDs

actian como aceptores de energia.

Se confirma que los conjugados Trp-QDs funcionan como sensores

fluorescentes radiométricos para la deteccién de Cu?*.

Se establece que el sistema Fes0.@Trp@QDs tienen gran potencial para su
uso como sensor fluorescente radiométrico con capacidad de remocion de

metales.

Se confirma la incorporacion de polimeros y biopolimeros en la superficie de
las NPMs fluorescentes, mediante los estudios por potencial Z, utilizando la

técnica de capa por capa (LBL).

Se demuestra que tras la modificacion con los polimeros en las NPMs

fluorescentes estas mantienen sus propiedades oépticas.

Se demuestra la incorporacion de Dox y FA en las NPMs fluorescentes

mediante los estudios de potencial Z.

Se demuestra que el porcentaje de cargado de Dox es del 80% para los tres

sistemas.

Se demuestra el abatimiento de las NPMsF debido a la incorporacion del
acido fdlico.

o Los estudios de liberacion de farmaco demuestran que se requiere

mayor tiempo para llevar a cabo una cinética controlada.
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