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Abreviaturas y simbolos

®: rendimiento cuantico
A: longitud de onda
10,: oxigeno singlete

2PE: excitacion bifotonica

AFM: microscopia de fuerza atomica

AgNP: nanoparticula de plata

AOM: modulador acusto-éptico

AuNP: nanoparticula de oro

CB: cucurbit[7]urilo

CCD: camara de dispositivo de carga acoplado

CLEM: microscopia correlativa de luz y electrénica
CT: tomografia computerizada

CS: sensibilizacion cooperativa

DE: dipolo eléctrico

DEI: dipolo eléctrico inducido

DLS: dispersion de luz dindmica

DM: dipolo magnético

EDX: analisis de energia de dispersion de rayos X
ESA: absorcidn de estado excitado

ETU: transferencia de energia upconversion

FLIM. microscopia de imagen de tiempo de vida de fluorescencia
FRET: transferencia de energia resonante tipo Forster
FTIR: espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
F: fluoresceina

GSA: absorcion del estado fundamental

HRTEM: microscopia electronica de transmision de alta resolucion
ICP: plasma acoplado inductivamente

IR: infrarrojo

LC: luminiscencia cooperativa

LED: diodo emisor de luz

LRET: transferencia de energia resonante de lantanidos
MC: microscopia confocal

MCS: escalado multicanal

ME: microscopia electrénica

MM: microscopia multifotonica

MRI: imagen de resonancia magnética nuclear

MS: espectrometria de masas

NIR: infrarrojo cercano

NIRES: nanoscopia de saturacion de emision NIR
NIR-LSM: microscopia de barrido de laser de NIR

NP: nanoparticula



OP: reactor Unico (one pot)

PA: avalancha fotdnica

PDT: terapia fotodinamica

PET: tomografia de emision de positrones

PLIM: microscopia de imagen de tiempo de vida de
fosforescencia/fotoluminiscencia

PMT: fotomultiplicador

PS: fotosensibilizador

QD: punto cuantico (quantum dot)

QE: cuadrupolo eléctrico

RB: rosa de bengala

ROS: especies reactivas de oxigeno

SHG: generacidn de segundo arménico

SIM: microscopia de iluminacidn estructurada

SLBL.: sintesis capa por capa (layer-by-layer)

SPECT: tomografia computerizada de emision de fotones Gnicos

STED: microscopia de deplecion de luz estimulada

STM: microscopia de efecto tinel

TCSPC: recuento de fotones individuales correlacionados en el tiempo (time-
correlated single photon counting)

TEM: microscopia electrénica de transmision

TIRF: microscopia de reflexién interna total de fluorescencia

TGI: microscopia limitada por intervalos temporales

UC: upconversion

UCNH: nanohibrido upconversion

UCNP: nanoparticula upconversion

UCQY:: rendimiento cuantico upconversion

UV: ultravioleta

vis: visible

WM: microscopia de campo ancho (wide-field)

XRD: difraccidn de rayos X (X-ray diffraction)
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Capitulo 1. Introduccion

Capitulo 1

1. Introduccion

Las nanoparticulas upconversion (UCNP) comenzaron a desarrollarse a inicios
del presente siglo, generando una gran expectacién e interés por sus propiedades
fotofisicas particulares. Las UCNP son nanomateriales capaces de producir el
fendmeno upconversion (UC) mediante el cual fotones de baja energia (de la region
del infrarrojo cercano, NIR) se transforman en fotones de alta energia (en la region
del UV-vis). Los principales actores del fendémeno son los iones lantanidos que se
encuentran como dopantes de una matriz nanométrica transparente. Por tanto, en las
UCNP, a diferencia de las nanoparticulas (NP) semiconductoras, el confinamiento
nanomeétrico no es el responsable de las propiedades dpticas sino las interacciones
entre los iones lantanidos de la matriz. Aunque, sin duda, la escala nanométrica

afectara a sus propiedades emisivas.

Esta tesis estructurada en cuatro capitulos comienza con una introduccién a las
propiedades Opticas de las UCNP, con unas breves resefias historicas y una
descripcion detallada de los protagonistas de este fendmeno tan inusual como
interesante: los iones lantanidos. En el primer capitulo se describe una técnica de
microscopia desarrollada por el grupo y que permite caracterizar con resolucién
temporal la luminiscencia de las emisiones upconversion (UC). En el segundo se
demuestra como la técnica anterior permite medir el alargamiento del tiempo de vida

de un colorante organico funcionalizado en la superficie de la UCNP con una
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estrategia basada en un ligando macrociclico, especificamente de cucurbit[7]urilo.
El nanohibrido upconversion (UCNH) resultante incorpora sinérgicamente las
propiedades Unicas de la UCNP con las de deteccion de la sonda organica, dando
lugar a un sensor prueba de concepto. En el tercer capitulo se evalUa la citotoxicidad
de la plataforma utilizada para desarrollar el sensor en comparacién con la UCNP de
partida. Por ultimo, el cuarto capitulo profundiza en la caracterizacion fotofisica de
un UCNH prueba de concepto compuesto por UCNP y un colorante organico. De tal
manera que el hilo conductor de la tesis es la caracterizacion fotofisica de las UCNP
y de los UCNH, pues es precisamente la limitacion en el desarrollo de estos
materiales. Cada capitulo est4, a su vez, apoyado en una introduccion inicial con
resultados bibliogréaficos relevantes que describen la motivacion que llevo a empezar
la investigacion. Asimismo, cuenta con una seccién de objetivos, resultados y
discusion y conclusiones. Finalmente, se concluye la tesis con las conclusiones mas

relevantes obtenidas en cada capitulo.

1.1. Breves resenas historicas

Las UCNP comienzan a desarrollarse a inicios del 2000 en el contexto de un
importante y creciente interés por materiales en la escala nanométrica (boom de los
nanomateriales) para aplicaciones tecnol6gicas y biomédicas que se venia
experimentando desde la década de los 80-90 del siglo pasado.'? La figura 1.1 nos
da una idea del origen de la investigacion en los nanomateriales. Las NP
semiconductoras puntos cuanticos (quantum dots, QD; material OD) abrieron
camino, como un desarrollo 16gico, después de los pozos cuanticos (quantum well,
material 2D) e hilos cuénticos (quantum wires, material 1D), con aplicaciones
tecnoldgicas.® Poco después comienzé el desarrollo de nanoparticulas metélicas,
otras nanoparticulas semiconductoras, nanomateriales de carbono y nanoparticulas
poliméricas, todas con potencial interés biomédico. El desarrollo de las NP dopadas
con lantanidos con emisién de Stokes o downshifting,*” tuvo lugar mas tarde con el

desarrollo de las técnicas necesarias para sintetizarlas y con la esperanza de que la
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escala nanométrica mejorara sus propiedades emisivas,>’ como habia ocurrido con
otros materiales. & Por Gltimo, se produjo la irrupcion de las UCNP. Es cierto que, la
produccién cientifica relacionada con las UCNP no presenta tantas publicaciones
como el resto de NP ni un crecimiento exponencial, como ocurri6 con los QD, debido
a la limitacion instrumental que supone la deteccién de la emision UC. Sin embargo,
es un campo joven, aln en crecimiento, en el que se han desarrollado multitud de

aplicaciones y estrategias para modular sus propiedades.
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Figura 1.1. Ndmero de publicaciones por afio para las busquedas en la Web Of
Science de los términos mostrados en la leyenda (Topic, sin comillas, a 15/01/2022).
Los datos “Suma” son el sumatorio de todos los tipos de nanoparticulas buscadas.

H.X. Zhang et al.® en el 2000 fueron los primeros en sintetizar en estado sélido
un material UC a escala nanométrica y en el 2003 Gudel et al.’® sintetizaron las
primeras UCNP coloidales. La aplicacion de métodos sintéticos de otros
nanomateriales y el desarrollo, a su vez, de nuevos métodos permitié que en los afios
siguientes comenzase el estudio y optimizacion de las propiedades Opticas de estos
materiales singulares. Si bien, el fendmeno UC se conocia desde la década de los 60
en materiales macroscépicos y microscopicos. Este fendmeno se remonta a una idea

4



Capitulo 1. Introduccion

original de Bloembergen en 1959 para el desarrollo de detectores IR basados en la
absorcion consecutiva de fotones,! que fue demostrada en LaCls:Pr3*(1%) por Porter
en 1961.12 Sin embargo, el esquema anterior implica excitar simultaneamente a dos
longitudes de onda: una en el NIR y otra en el visible para generar una emision en el
visible menos energética que la de excitacion (Aexc”™ < Aem”). El fenomeno UC
propiamente dicho, mediante el cual una excitacibn menos energética produce
emisiones mas energéticas, lo descubrieron simultanea, pero independientemente, F.
Auzel ¥y V. V. Ovsyankiny P. P. Feofilov 4 en 1966. Al igual que la propuesta de
detectores IR, es un fendbmeno que tiene como principal protagonista a los iones
lantanidos, aunque actualmente también se han desarrollado sistemas UC con
metales de transicion 5d, urdnidos 5f y especies organicas basadas en la aniquilacion
triplete-triplete.1>16

1.2. Lantanidos

Los lantanidos son 15 elementos del sexto periodo de la tabla periddica que se
caracterizan por contener electrones en los orbitales atomicos de valencia 4f y
también se les conoce como lantanoides o tierras raras, denominacion que suele
englobar también al itrio () y al escandio (Sc). El primer lantanido lo descubri6 el
Prof. Johan Gadolin en 1894 en un mineral obtenido en la localidad sueca de Ytterby,
y lo denominé itrio.}” El resto de elementos que componen la serie de los lantanidos
fueron descubiertos entre principios del siglo XIX y mediados del siglo XX." La
dificultad de su obtencién radica en que suelen encontrarse varios lantanidos
mezclados en los minerales y su separacion es compleja debido a la similitud de sus
propiedades quimicas.’”!® La abundancia de los mismos en la corteza terrestre es
relativamente alta (el menos abundante es mas abundante en la corteza terrestre que
la Ag o el Pt) y se estima que los recursos mundiales estan localizados en China (25-
30 %), Rusia (20-25 %) y EEUU, Canada y Australia (juntas suman otro 20-25 %),
mientras que el resto se encuentra distribuido de forma variable en varios paises.’

Si bien, el principal productor es China con el 96% de la produccién mundial.'” Su
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importancia y presencia en productos tecnolégicos cotidianos ha impulsado
proyectos desde la UE, como EuRare, para asegurar un suministro viable a la
industria europea (automocion, electrénica, maquinaria y quimica) que no dependa

tan dréasticamente de importaciones.®

Hoy en dia los podemos encontrar en multitud de aparatos que utilizamos
comunmente, como en coches, teléfonos moviles, televisiones, dispositivos
electronicos, ldmparas fluorescentes, LED, fibras Opticas, billetes, mecheros o
escaneres médicos, pero también podemos encontrarlos en catalizadores de craqueo,

sistemas de vision nocturna, lentes o laseres.t”:?

Las configuraciones electrénicas de estos elementos son [Xe] 6s? 4f" 5d°, a
excepcion del La ([Xe] 6s?5d) y Ce ([Xe] 6s2 4! 5d'), donde los orbitales 4f no se
han contraido lo suficiente para disminuir su energia frente a los electrones 5d; el Gd
([Xe] 6s? 4f” 5d%), estabilizado por la capa medio llena; y el Lu ([Xe] 6s? 4f1# 5dY),
que tiene la capa 4f llena. Su estado de oxidacién mas estable es el +3 (con una
configuracion electronica de [Xe] 4f"), aunque también presentan un estado de
oxidacion +2.2° Sus propiedades electrénicas y fotofisicas vienen determinadas por
un hecho fundamental: el caracter interno de los orbitales 4f.2 En los iones
lantanidos (Ln**), los electrones de valencia se encuentran protegidos o apantallados
por las subcapas 5s25p°®, que presentan funciones radiales mas extensas (figura 1.2).
De tal manera que, a diferencia de los metales de transicion, los orbitales 4f apenas
participaran en el enlace y la presencia de un campo de ligandos o campo cristalino
practicamente no afectara a las propiedades electronicas y magnéticas de estos iones.

Este hecho define algunas de sus caracteristicas:?

1. Presentan un rango amplio de numeros de coordinacion (generalmente entre
6-12, pero también se conocen coordinaciones de 2, 3 0 4).
2. Las geometrias de coordinacion vienen determinadas por los factores

estéricos de los ligandos en vez de por efectos del campo cristalino.
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3. Desde el La al Lu, existe una reduccion del radio atomico y del radio iénico
(Ln%"), conocida como contraccion lantanida.

4. Sus propiedades espectroscdpicas y magnéticas no estan en gran medida
influidas por los ligandos.

5. Presentan afinidad por ligandos anionicos con atomos dadores de electrones
y con alta electronegatividad, como el O y el F, en vez de bases débiles con
ligandos con 4tomos dadores P o S.

6. Con laexcepcion del La*y el Lu®* (y el Y**), todos los iones Ln®*" contienen

electrones desapareados y son paramagnéticos.

P2(r)

Figura 1.2. Densidad de probabilidad de las funciones de onda radiales para los
niveles de energia 4f, 5s, 5d y 6s para el Gd*. Reproducido con permiso de 2
Copyright 1962 the American Physical Society.

1.2.1. Estructura electronica y campo cristalino en lantanidos

La estructura electronica de los lantanidos viene determinada también por el
caracter interno de los orbitales 4f. De tal manera que la configuracion electronica
del estado fundamental [Xe] 4f" (n = 0-14) esta bastante separada energéticamente

de la configuracion [Xe] 4f" 5d* (AE > 50000 cm, A < 200 nm).?*
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Figura 1.3. Diagrama de niveles de energia o de Dieke para iones lantanidos Ln**
dopantes de una matriz con baja simetria, LaFs, de 0 a 50000 cm™. Reproducido con
permiso de Springer Nature: Springer eBook Physics of Light Emission from Rare-
Earth Doped Phosphors de R. Withnall, J. Silver Copyright 2012.

Los niveles energéticos de la configuracion electronica [Xe] 4f" (n = 0-14) de los
iones lantanidos, también conocidos como diagramas de Dieke, se basan en

predicciones tedricas simplificadas combinadas con resultados experimentales y
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pueden extenderse en energia hasta los 190000 cm™ (para n 6, 7 y 8).2%% La figura
1.3 muestra los subniveles energéticos o niveles de Stark para los iones lantanidos
trivalentes dopantes de una matriz inorganica hasta los 50000 cm (200 nm). Como
se observa, todos presentan una estructura electrénica Unica, que se caracteriza por
multiples niveles energéticos en la region del ultravioleta (UV, > 26000 cm?), visible
(vis, ca. 13000 - 26000 cm™?) e infrarrojo (IR, ca. 10 - 13000 cmY).

REPULSION ACOPLAMIENTO CAMPO CRISTALINO
INTERELECTRONICA ESPIN-ORBITA /DE LIGANDOS
4f55d1
5 5
L D,
5
Dl
D
- 5
1 DO
1
1
1
1
]
1
1
' 2:10% cm?
1
\ 7
| F,
4f° ! _rG
- | ﬁs 10% cm?
! E—
1
' 7F 3
Y 2
CONFIGURACION —_— }
ELECTRONICA ) 1 —— 102cm?
TERMINO 0
ESPECTROSCOPICO

NIVEL

ESPECTROSCOPICO
SUBNIVEL

Figura 1.4. Diagrama de energia parcial para Eu®* ([Xe] 4f°) que muestra la
magnitud de la repulsion interelectrénica, el acoplamiento espin-orbita, el efecto
del campo de ligandos y el de campo magnético. Adaptado de 2",

La figura 1.4 muestra un ejemplo de los efectos cuanticos que produce el
desdoblamiento de los niveles energéticos para dos términos espectroscopicos del
Eu* y que aplican también para el resto de cationes lantanidos. Se observa que la
magnitud del desdoblamiento provocado por la repulsion interelectronica, que da
lugar a los términos espectroscopicos (**1T", donde S es el ndmero cuantico de espin

9



Capitulo 1. Introduccion

yTesS,P,D,F, G, H, I, Ksiel nimero cudntico de momento angular orbital total,
L,es0,1,2,3,4,5,6y7,respectivamente), es similar al desdoblamiento provocado
por el acoplamiento espin-6rbita, de acuerdo con la aproximacién de Russell-
Saunders ('L, siendo J el momento angular total) y del orden de 10%-10% cm™. La
presencia de un campo cristalino o campo de ligandos rompe la degeneracion del
nivel 2*1L;y el desdoblamiento en subniveles (o niveles de Stark) que produce es de
un orden inferior en energia respecto a los anteriores efectos (ca. 100 cm), debido
precisamente al apantallamiento que ejercen los orbitales llenos més externos 5s y
5p, y su extension depende de la simetria del campo de ligandos.?! De tal manera
que las perturbaciones del campo cristalino afectan de manera muy débil a los
términos espectroscopicos y, por tanto, los compuestos de lantanidos reflejan
practicamente las mismas propiedades magnéticas y espectrales que los iones
libres.?1:22%6 Sj bien, el campo cristalino no elimina por completo la degeneracion de

los niveles espectroscopicos.?

1.2.2. Absorcién de los lantanidos

La luz presenta tanto propiedades corpusculares (fotones) como ondulatorias,
estando estas Ultimas formadas por dos campos oscilatorios: uno eléctrico y uno
magnético. Al interactuar con la materia, y en este caso con iones lantanidos, los
fotones pueden transferir su energia a los electrones, llevandolos a un estado u orbital
excitado. La absorcion viene determinada por operadores ligados a la naturaleza de
la luz: (i) el dipolo eléctrico (DE), (ii) el dipolo magnético (DM) y (iii) el cuadrupolo
eléctrico (QE).?* De tal manera que no todas las transiciones estan permitidas, ya que

obedecen las reglas de seleccion.

Los lantanidos pueden dar lugar a tres tipos de transiciones: transiciones
intraconfiguracionales 4f-4f que dan lugar a bandas estrechas, transiciones 4f-5d que
dan lugar a bandas anchas y transiciones de transferencia de carga (de metal a ligando

y viceversa), que también dan lugar a bandas anchas.
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Las transiciones 4f-5d (4f" — 4f"15d?) estan permitidas por paridad (Laporte),
por tanto, presentan intensidades relativamente grandes (¢ = 200-1000 M-tcm?). Son
transiciones facilmente reconocibles: ocurren en longitudes de onda del UV (< 250
nm, figura 1.5) y son bandas de absorcion anchas cuya localizacion en el espectro es
muy sensible al ambiente de los iones activadores ya que los orbitales 5d son mucho
mas externos?>?*?°, Se dan en lantanidos facilmente oxidables como Sm?*, Eu®* e
Yb?*,y en Ce**, Prity Th%,

80 E/10%cm™’ ! A/nm 120
] A
70 ' )
| I B ’ 150
v, A E B
60 - \ _ - 1 ‘\ "v’ \
v-F-v o N \
50 A Y ¥ feoo
] . Ay ] ]
/ A\ | A
404 . ¥ L2s0
| w v L300
30
T T T T T T T T T T T T T

Figura 1.5. Energia de las transiciones 4f-5d en CaF,:Ln** (negro) y de las
transiciones de transferencia de carga de ligando a metal (2p(O)-4f, rojo).
Reproducido con permiso de Springer Nature: Springer eBook Basics of Lanthanide
Photophysics por J.-C. G. Biinzli, S. V. Eliseeva Copyright 2010. #

Las transiciones por transferencia de carga interconfiguracionales estan
permitidas por paridad y dan lugar a bandas de absorcién anchas. Al igual que las
transiciones 4f-5d, ocurren a energias elevadas (< 200 nm, figura 1.5). Generalmente
se tratan de transferencias electrénicas entre los cationes lantanidos y O%. La

presentan los lantanidos facilmente reducibles como Ce**, Pr#*, Tb**, Sm®*", Eu** e

Yb3+ 21,25,29,30

A diferencia de las anteriores, las transiciones intraconfiguracionales 4f-4f,
responsables de las emisiones UC, no estan permitidas, ya que la regla de paridad de

Laporte no permite que estados con la misma paridad estén conectados por
11
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transiciones de dipolo eléctrico (Al = 1). Sin embargo, cuando un i6n Ln*" se
encuentra bajo la influencia de un campo cristalino las interacciones
nocentrosimétricas permiten el mezclado parcial de las funciones de onda 4f con
estados electrdnicos de paridad opuesta (5d), relajando las reglas de seleccién y las
transiciones de dipolo eléctrico pasan a ser parcialmente permitidas. Estas
transiciones parcialmente permitidas se las conoce como transiciones de dipolo
eléctrico inducido (DEI), si bien son mucho menos intensas que las permitidas por
DE (¢ entre 0.1-10 Mcm™; véase intensidad relativa en la tabla 1.1). Por ello,
algunos autores recomiendan sustituir la terminologia transicién permitida/prohibida
por transicion con alta/baja probabilidad.? Las transiciones de dipolo magnético y
cuadrupolares estan permitidas por paridad, sin embargo, son mucho menos intensas
que las DEI (tabla 1.1). La teoria Judd-Ofelt permite entender y predecir las
intensidades espectrales mediante la formulacién de otras reglas de seleccién que
afectan a AS, AL y AJ (tabla 1.1).2126:28:30

Tabla 1.1. Reglas de seleccion para absorcion y emision de Ln*" e intensidad
relativa para las transiciones 4f-5d y 4f-4f, %

.. . Intensidad
Transicion Paridad AS AL Al relativa
DE, 4f-5d Opuesta 0 <12 <1° 0.01-1
DElI, f-f Igual 0 <6 <6° 104

(2,4,6siL (2,4,6siL
oL’ =0) oL’ =0)
DM, f-f Igual 0 0 <Ie 10
QE Igual 0 <2P <2 1010

2 L=0 «L’=0 prohibida

® =0 «<>L’=0,1 prohibida
¢J=0 «&J’=0 prohibida
4J=0 «J’=0,1 prohibida

1.2.3. Luminiscencia directa (downshifting) en los lantanidos

Con las excepciones de La** y Lu®', todos los iones Ln®*" son luminiscentes y sus
emisiones 4f-4f ocurren desde la region espectral del UV al infrarrojo cercano (NIR),
pasando por el visible (vis).?! En algunos casos el estudio de la intensidad y del

patrén de desdoblamiento de ciertas transiciones en el espectro de emision de
12
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compuestos de lantanidos (en especial de Eu®* y Tb%") puede dar informacioén sobre
el entorno de los iones lantanidos. Algunos iones son fluorescentes (AS=0), otros

fosforescentes (AS#0) y otros son ambos.?

Las emisiones f-f son estrechas porque la excitacion de electrones a orbitales 4f
de mayor energia no perturba el patrén de enlace del Ln3" con su entorno, ya que los
orbitales 4f no participan en gran medida en el enlace. Por ello, presentan un
desplazamiento de Stokes muy pequefio, en contraposicion a transiciones 4f-5d o a
transiciones en moléculas organicas convencionales, para las cuales la excitacion
produce frecuentemente alargamiento de los enlaces quimicos, que resultan en
bandas de emision anchas con un desplazamiento de Stokes largo porque el

acoplamiento con las vibraciones es fuerte (figura 1.6). 2424

£ large Stokes’ shift small Stokes’ shif

distance

Figura 1.6. Diagrama de coordenadas de configuracion para la emision de un
fluoréforo orgénico (izquierda) y un ién lantanido (derecha). Reproducido con
permiso de Springer Nature: Springer eBook Basics of Lanthanide Photophysics por
J.-C. G. Biinzli, S. V. Eliseeva Copyright 2010.

Ademés del espectro de emision, otros pardmetros fundamentales para
caracterizar experimentalmente la emisién son el tiempo de vida de emision (tons) Y

el rendimiento cuantico (®). El tiempo de vida de emision se define como la inversa
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de la velocidad de desactivacion de un estado excitado, que a su vez se compone de

los procesos de desactivacion radiativos (k™) y no radiativos (k™):

_ 1 _ 1
fobs = kobs B krad + Zn k;llr

(1.1)

Las transiciones 4f-4f en los iones lantanidos presentan tiempos de vida

generalmente largos, en la escala de microsegundos y nanosegundos.?*

El rendimiento cuéntico es una medida de la eficiencia emisiva del i6n (o especie)
y se define como la proporcion de fotones emitidos (fem) Y fotones absorbidos (fass),
por tanto, también refleja la extensidn de la desactivacion no radiativa. Por ello, esta

intimamente relacionado con k™ y k™

3 fem 3 krad

b = =
fabs kobs

(1.2)

De tal manera que, en ausencia de fendbmenos de desactivacion no radiativa,
Kobs=k™d y, por tanto, ® = 1, lo que es poco frecuente. El rendimiento cuantico
depende fundamentalmente de la diferencia de energia (AE) entre el estado emisor y
del nivel fundamental (energy gap).2?” De tal manera que cuanto mas pequefio es
AE mas facil es que se produzca un proceso de desactivacién no radiativa (nétese la
pequefia AE entre los subniveles de algunos cationes lantanidos de la figura 1.3). En
particular las vibraciones de alta energia como O-H, N-H, C-H o vibraciones
energéticas de la red cristalina pueden facilitar la desactivacion no radiativa. Una
regla de oro es que la desactivacion no radiativa competira eficientemente con la
desactivacion radiativa si la energia del modo de vibracion (fondn) méas energético
de la especie desactivadora (disolvente, ligando o red cristalina) es <1/6 AE.?! De
tal manera que cuantos mas fonones se necesiten para desactivar una AE serd menos
probable un fendbmeno de desactivacion. Por ello, la desactivacion por moléculas de
agua (0(OH) = 3600 cm't) es mas fuerte que por agua deuterada (v(OD) = 2200 cm’
1). Dada la heterogeneidad de la distribucion de niveles electrénicos, el rendimiento

cuantico de los iones lantanidos es variable, depende de la temperatura, la presencia
14
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de vibraciones que desactiven la emision y la cercania a otros lantanidos. Si bien, se

han descrito sistemas con rendimiento cuanticos cercanos a la unidad.®!

Por tanto, las transiciones intraconfiguraciones 4f-4f de los iones lantanidos se
presentan como bandas de absorcion muy similares a las de los iones libres, con
bajos coeficientes de absorcion (normalmente entre 0,1-1 M-*cm™)?! y emisiones
estrechas, poco intensas y de tiempo de vida largo (microsegundos). Sin embargo,
estas propiedades emisivas pueden modificarse mediante procesos de transferencia
de energia.

1.2.4. Transferencias de energia entre iones lantanidos

(a) (b) (c)
_ o7 " A ,T
A Y S S
i A
NV, 4
hv i
—_ ) v 1
S* A S* A S* A
TRANSFERENCIA DE ENERGIA  TRANSFERENCIA DE ENERG/A  TRANSFERENCIA DE ENERGIA
RADIATIVA RESONANTE RESONANTE ASISTIDA POR
FONONES
(d (e)
7~ ~ L] . .
—_—— -_—— Emision
\ « . ;.
\ NP Emision fotonica
1 . .
,
v v — Excitacion

""" ¥ Relajacion no radiativa
- =P Interaccién culdombica

_— A

—_ —_ Transferencia electrénica
(S=A)* A S* A

RELAJACION TRANSFERENCIA

CRUZADA ELECTRONICA

Figura 1.7. Procesos bésicos de transferencia de energia entre iones. S* es el i6n
sensibilizador en estado excitado y A es el i6n activador. Adaptado con permiso de
15 Copyright 2004 American Chemical Society.
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La interaccion mas sencilla de transferencia de energia se da entre dos especies,
en este caso lantanidos, y requiere identificarlas en funcion del papel que juegan en
el proceso. Asi, distinguimos al sensibilizador (S) y al activador (A), que en ambos
casos son iones lantanidos y que no tienen por qué ser necesariamente idénticos. El
S es el i6n que en estado excitado puede transferir su energia a A, el cual es el
responsable de la emisidn fotdnica consiguiente. Nétese que, a diferencia de los
procesos de transferencia de energia en moléculas organicas, la notacién utilizada no
es dador/aceptor de energia porgue puede inducir a error, ya que, los iones lantanidos
también pueden usarse para dopar semiconductores (para evitar la ambigiiedad:

aceptor/dador de electrones).’®

Entre los iones lantanidos pueden darse tres diferentes procesos de transferencia
de energia (figura 1.7): (i) transferencia de energia radiativa resonante, (ii)
transferencia de energia no radiativa resonante, (iii) transferencia de energia asistida

por multifonones y (iv) relajacion cruzada (cross relaxation).®®

La transferencia de energia radiativa resonante (figura 1.7.a) implica la emision
de fotones por S y la absorcién por cualquier especie A gue se encuentre en el
recorrido de los fotones. Esta definida por la expresion:*®

@ 1
At 12

Psa(r) = (1.3)

donde on es el coeficiente de absorcion de A, J(4) es la integral de solapamiento, z
es el tiempo de vida del Sy r es la distancia entre S y A. Es un mecanismo, por tanto,
que depende directamente de la absorcién de A, de la superposicion entre el espectro
de emision de Sy el de absorcion de A (J(4)), del tiempo de vida de emisién de Sy
del cuadrado de la distancia entre S 'y A (r?). Esto Gltimo explica que sea un
mecanismo de largo alcance. Ademas, este proceso de transferencia de energia no
afecta al tiempo de vida de luminiscencia de S, ya que no afecta a su estado excitado

(desactivacion estatica).®23 Este proceso permite la difusion de energia de largo
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alcance cuando S=A y permite efectos de captura fotdnica (photon-trapping

effects).’®

La transferencia de energia entre S excitado (S*) y A también puede realizarse de
manera no radiativa si se produce una interaccion culémbica de tipo van der Waals
(figura 1.7.b) o un intercambio electronico entre los dos iones (figura 1.7.e). La
interaccion culémbica fue introducida por Forster en 1948 para interacciones dipolo-
dipolo y extendida por Dexter en 1953 para interacciones multipolares.?% Esta

transferencia de energia vendra definida por:*

Poa(r) = %(%) 14

donde Ro es la distancia de Forster, que se define como la distancia a la cual la
transferencia de la excitacion y la desactivacion espontanea del S* presentan la
misma probabilidad y depende del indice de refraccién del medio, el @ del
sensibilizador (®s) y J(4).233¢ A diferencia de la energia radiativa, la eficiencia
depende de una distancia critica Ro y, como esta implicado el estado S*, afectara a
su tiempo de vida de luminiscencia (desactivacion dinamica).®#* Ademas,
Unicamente ocurre a distancias muy pequefias, debido a su dependencia inversa con
r°, donde s es 6, 8 y 10 para interacciones dipolo-dipolo, dipolo-cuadrupolo y
cuadrupolo-cuadrupolo, respectivamente. En el caso particular que S y A sean iones

idénticos, este fendmeno se conoce como difusion o migracion de energia.

El intercambio electrénico es otro mecanismo de transferencia de energia no
radiativo, que implica transferencia de electrones entre S* y A. Fue introducido por

Dexter y viene definido por:
2 -2r/
P, (1) =7D’](/1)‘€ L (1.5)

donde D es el parametro de Dexter y L es la suma del radio de van der Waals del

sensibilizador y el activador. Al igual que el mecanismo de Forster depende
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directamente de J(1), pero este mecanismo presenta una dependencia ain mas
dréstica (exponencial) con la r y, por tanto, se limita a distancias especialmente

cortas.

Las interacciones dipolo-dipolo suelen ser las dominantes en matrices cristalinas
dopadas con cationes lantanidos, ya que ocurren normalmente a distancias
interionicas de 6-30 A %63 Sin embargo, si el dopaje o la matriz cristalina permite
la cercania o la formacion de clusteres quimicos en los que r < 5 A no se puede

descartar la ocurrencia de fendmenos multipolares o de intercambio electrénico.>%

Por otro lado, las transferencias de energia también pueden ocurrir aunque la
superposicion del espectro de absorcién y el de emision no sea elevada (J(A1)
pequefio), siempre que la conservacion de energia se mantenga mediante el
acoplamiento electron-fonén (vibrénico) entre los Ln®* y su entorno (figura
1.7.c).1538

Por dltimo, pueden producirse fendmenos de relajacion cruzada (figura 1.7.d) que
generalmente designan a los procesos de transferencia de energia no radiativa
downshifting que ocurren entre iones idénticos (autodesactivacion, self-
quenching).® En el caso particular de que A en estado excitado (A*), que ha sido
sensibilizada por S, en vez de emitir radiacion devuelva su energia a S de manera no

radiativa, se habla de una retrotransferencia de energia (back energy transfer).*

1.2.5. Procesos upconversion

El desarrollo de los l&seres y la teoria para tratar emisiones en el siglo pasado ha
permitido el descubrimiento de diferentes mecanismos de emision UC basados en
UCNP. La estructura escalonada de los niveles electrénicos de los lantanidos, junto
con la presencia de estados intermedios con tiempo de vida largo permite que los
procesos de transferencias de energia no sélo se den desde el nivel fundamental al
primer estado excitado, sino entre iones en estados excitados, tal y como

descubrieron F. Auzel ** y Ovsyankin y Feofilov .
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(a) (b) (c) (d) (e)
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NaYF,: Yb3*,Er3* SrF,:Er3* YF3:Yb3,Th3* YbPO, KH,PO,
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Figura 1.8. Mecanismos de emision upconversion, junto con un ejemplo
representativo y la eficiencia del proceso (7). Las lineas continuas indican
absorcion o emision, las punteadas indican desactivacion no radiativa o relajacion
cruzada y las lineas discontinuas procesos de transferencia de energia no radiativa.
Adaptado con permiso de *°. Copyright 2004 American Chemical Society.

Los fendbmenos que implican una interaccion de mas de un fotdn para alcanzar
emisiones mas energéticas presentan una dependencia no lineal con la potencia de
excitacion, por lo que se les conoce como procesos no lineales (figura 1.8).% Por
ejemplo, la absorcion bifotonica (2PE) o la generacion del segundo armonico (SHG)
son procesos de este tipo. En el caso de los iones lantnidos existen hasta 5
mecanismos diferentes (sin tener en cuenta la 2PE) por los cuales son capaces de
transformar radiacion electromagnética de baja energia en radiacion de mayor

energia: la absorcion de estado excitado (ESA), la transferencia de energia
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upconversion (ETU), la avalancha foténica (PA), la sensibilizacion cooperativa (CS)

y la luminiscencia cooperativa (LC).1>?°

El fendmeno ESA consiste en una absorcion secuencial de fotones, primero desde
el estado fundamental al primer estado excitado (GSA: ground state absorption) y
de ese primer estado excitado a otros superiores en energia mediante ESA (excited
state absorption, figura 1.8.b). Requiere, por tanto, iones lantanidos con una
estructura electrdnica escalonada y con AE entre los niveles electronicos similares
para poder ser excitados a la misma longitud de onda (). Por ello, es un fenémeno
que tiene lugar en materiales dopados con un Unico ién lantanido, como Er*, Tm**,

H03+ 0 Nd3+.41743

La PA requiere de dos iones idénticos y se caracteriza por producir el fendmeno
UC por encima de un limite de potencia de excitacion (threshold). Es un proceso en
bucle (loop) que involucra ESA y una eficiente relajacion cruzada (figura 1.8.9). El
proceso comienza con la excitacion no resonante del estado fundamental E1, seguida
de un fendmeno ESA resonante entre E1y E2, y finaliza con una relajacion cruzada
aun ién vecino en estado fundamental y puebla el estado intermedio de ambos iones.
La repeticion de este proceso puebla exponencialmente este nivel intermedio y
favorece la emision desde el nivel superior cuando se utilizan potencias superiores
al threshold.?®

La CS requiere de tres centros, de los cuales dos actdan como sensibilizadores y
son idénticos (figura 1.8.c). Es un fenémeno similar a ETU pero en este caso el
activador no tiene un nivel energético intermedio real. Para excitar al activador los
dos sensibilizadores excitados interactdan transfiriendo su energia simultanea y
cooperativamente. Tiene lugar en materiales que presentan al Yb®* como
sensibilizador y a Th**, Eu®" o Pr®* como activadores.** EI mecanismo LC actua de
manera similar pero no requiere de un i6n activador, ya que la emisién tiene lugar

desde un estado electrénico virtual (figura 1.8.d).*

20



Capitulo 1. Introduccion

El fenémeno ETU, originalmente llamado APTE,*® involucra, al menos, dos

iones. En este caso, un i6n sensibilizador absorbe fotones para transferirselos

secuencialmente de manera no radiativa a los niveles electronicos excitados del i6n

activador (figura 1.8.a).
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Figura 1.9. Diagrama de energia con los procesos de transferencia de energia y
espectros de emision (Aex= 980 nm) para nanoparticulas de S-NaYF:Yb** Tm®*
(columna izquierda) y ANaYFs:Yb**,Er** (columna derecha). Las fotografias
muestran la emision de la dispersion correspondiente de UCNP. #4546

ETU es el proceso mas eficiente para producir una emision UC?-4t y requiere que

el sensibilizador sea un lantanido con buenas propiedades de absorcién y cuya AE

sea resonante con otras AE de niveles excitados del activador. Por ello, se utiliza el

Yb®, que presenta un Unico nivel excitado (?F) y que tiene una seccion transversal
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de absorcion elevada a 980 nm (9,11-10! cm™, que en coeficiente de extincion
molar equivale a ca. 2,5 M-tcm™),* que es resonante con AE de niveles de Er®*, Tm3*
u Ho®*. Se trata del proceso mas estudiado y utilizado para disefiar UCNP ya que
posibilita el fenémeno UC a potencias relativamente bajas (1-10® W/cm?) frente a
procesos de excitacion bifoténica (2PE; 10°-10° W/cm?) de colorantes y otras
nanoparticulas.*’” Durante la presente tesis nos centraremos en este mecanismo
aplicado a nanoparticulas dopadas con los pares Yb*-Er** e Yb*-Tm3*, que
mediante excitacion a 980 nm producen emisiones eficientes UC en el UV cercano,
visible y NIR. La figura 1.9 muestra el diagrama de energia de los iones lantanidos
implicados en ETU con los procesos de transferencia de energia y el espectro de

emision para ambos sistemas.

El proceso inverso a UC por el cual, se emiten dos o mas fotones de baja energia
a partir de la excitacion con un fotén de alta energia (UV-vis) se conoce como corte
cuantico (quantum cutting) o downconversion y presenta gran interés para

incrementar la eficiencia de los paneles fotovoltaicos.*148

1.3. Upconversion en la escala nanométrica

La escala nanométrica permite aumentar en gran medida el area superficial de los
materiales, que a su vez permite un mayor anclaje de especies de interés en la
superficie. Ademas, la escala nanométrica del material permite su difusion en el
organismo e incorporacion en diferentes compartimentos celulares.?’ Cuando la
matriz en la que se encuentran los dopantes Ln** presenta una escala inferior a 100
nm hablamos de UCNP, y se utiliza la notacion
«Matriz:dopantes(proporcién%)@recubrimiento/ligando  superficial@...» para
nombrarlas. La eficiencia de la emisiéon UC, de forma analoga a fluoréforos o
fendmenos downshifting convencionales, suele expresarse en rendimiento cuéntico
UC absoluto (UCQY),** sin embargo, al tratarse de un proceso no lineal, inducido
con laser depende de multiples factores, como la densidad de potencia de excitacion,

el perfil del haz, la dispersion del haz de excitacion, la autoabsorcion de la emision,
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efectos térmicos inducidos por la excitacion, emision cercana a la longitud de onda
de excitacion y absorcion de la excitacion por el disolvente/medio.>* > Dada la
complejidad de esta medida, no es posible determinar el UCQY de manera
relativa®® y requiere de, al menos, (i) determinar de forma precisa la potencia de
excitacion en la muestra (y con ello caracterizar de forma exhaustiva el perfil del
laser)* y (ii) conocer la dependencia del UCQY con la potencia de excitacion o bien
expresar el resultado para UCQY a la potencia medida junto con el valor UCQY en
el que se produce la saturacion de la eficiencia.® Si bien, para definir la eficiencia
del sistema algunos autores utilizan el flujo radiante total, que es la cantidad de

energia de excitacion convertida en emision, de forma analoga al UCQY ¢

A diferencia de otros sistemas nanomeétricos en los que el confinamiento cuéantico
mejora las propiedades emisivas del material (p. ej. los QD), en las UCNP Ila
eficiencia de emision UC es de un orden inferior al material macroscépico e incluso
disminuye si las UCNP se encuentran dispersadas en un medio, ya que las
propiedades Opticas de las UCNP vienen determinadas por los fendémenos
superficiales.*®% De hecho, los maximos UCQY para UCNP coloidales que emiten
en el visible (Aexc=980 nm) reportados hasta la actualidad son de un 5y 7,6 % para
LiLUF4Yb3(20%),Er¥* (1%)@LiLuFs y LiLuF4Yb**(20%),Tm* (1%)@LiLuF,
(UCNP de 50 nm; 127 W/cm?)*” y de un 8,4 % para NaYF4:Yb%(20%),Tm3*(1,2%)
(UCNP de 35 nm, 140 W/cm?),%8 pero normalmente es inferior al 1 % para UCNP

sin recubrimientos inorganicos o tipo core,*® especialmente para tamafios < 10 nm.*

Las UCNP presentan una relacion superficie/volumen muy superior a la que
puede darse en un material macroscopico y, por tanto, tendremos una cantidad
importante de iones Ln®" en la superficie expuestos a ser desactivados de manera no
radiativa, bien por el medio, por defectos superficiales o por los ligandos.*
Adicionalmente, no pueden despreciarse los fendmenos de migracién de energia en
Ln3* idénticos que puedan darse en el interior de la red cristalina y que pueden
cortocircuitarse en la superficie del material.*® De hecho, Gargas et al.®* sugirieron
que para UCNP < 8 nm més del 80 % de UCNP es sensible a efectos superficiales
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de manera directa. En definitiva, cuanto menor sea el tamafo de la UCNP menos

eficiente sera el fenémeno de emision UC.

En este sentido, T. Soukka et al.®> han demostrado que las vibraciones OH del
agua son las responsables de la desactivacion de la luminiscencia UC en
NaYF4Yb3 Er**y NaYF4:Yb®, Tm* y que el principal mecanismo de desactivacion
es la desactivacion multifonénica del Yb3*. Si bien, también se ha demostrado que
los fonones superficiales de las vibraciones entre los &tomos Yb** y O- del ligando,
lejos de desactivar la emision UC, favorecen la eficiencia del fendmeno UC a altas
temperaturas (ca. 150 °C) para UCNP de 10 nm de B-NaYFsYb*(49%),
Tm*(1%).62

Sin embargo, las propiedades dpticas de coloides de UCNP, ademas del tamafio,
dependen de muchos factores, como los dopantes de la matriz, la potencia de
excitacion, la fase cristalina de la matriz, la simetria local de la matriz, el disolvente,
la concentracion de los dopantes, la ausencia/presencia de un recubrimiento

organico/inorganico o la presencia de especies fotoactivas en su cercania.042.6465

1.3.1. Propiedades luminiscentes a medida

Con el fin de mejorar o modificar las propiedades Gpticas de las UCNP, se han
propuesto diferentes estrategias. A continuacién, se mencionan algunas de ellas con
algun ejemplo ilustrativo. Para ampliar la informacion se recomienda acudir a

revisiones de referencia #0:42:43,60.64,66-68

= Adicioén de recubrimiento inorganico (shell). La adicién de un shell inactivo
puede beneficiar el fendmeno UC, ya que suprime en gran medida los efectos
superficiales de desactivacion no radiativa. Para diferenciar la UCNP sin un
recubrimiento inorganico adicional se la denomina nucleo (core). Por ejemplo,
Utte et al.®® mejoraron el rendimiento cuantico UC de B-
NaGdF4:Yb® (20%),Er(2%) de ca. 4 nm de 4-10° a 1,7 % (420 W/cm?) con la

adicién de un shell de NaYF4 de 10 nm. Ademas, la adicion shell aument6 el
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tiempo de vida directo y UC de las emisiones verde (540 nm) y roja (655 nm nm)
del Er¥*.

Por otro lado, la adicion de shell activos permite sensibilizaciones a otras
longitudes de onda™®™ y la construccién de nanoarquitecturas que permitan
nuevas capacidades, tales como emisién multicolor,”? diferente emision en
funcion de la longitud de onda de excitacion” o sensibilizar otras especies.’™ Por
gjemplo, Yao et al.’”® construyeron la nanoarquitectura multicapa,
NaYF4:Yb3 (20%),X3**@NaYF4:Yb3" (10%)@NaNdF4:Yb3*(10%),
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Figura 1.10. (a) Mecanismo de sensibilizacion a 800 nm de UCNP mediante la
estrategia de shell activos. Reproducido de ™. (b) Sensibilizacion de activadores sin
estados intermedios de energia mediante la migracion de energia (X** = Tb**, Eu®*,
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Dy**, Sm*"). Reproducido con permiso de Springer Nature: Nature Materials ™,
Copyright 2011.

siendo X*": Er**(2%) o Tm®'(0,5%), que permite el fendmeno UC excitando a
800 nm al Nd** presente en la capa mas exterior del sistema (figura 1.10.a). La
excitacion convencional de las UCNP a 980 nm (excitando al Yb®*) presenta la
desventaja de que a esa longitud de onda el H2O tiene una importante absorcion,
que afectaria negativamente a las potenciales aplicaciones biolégicas de las
UCNP.” Por ello, la busqueda de nuevas longitudes de onda de sensibilizacion
presenta gran interés. De forma similar, Liu et al.”* construyeron una estructura
core-shell de NaGdFsYb% (49%), Tm3*(1%)@NaGdF4 X3, siendo X3
Th3*(15%), Eu®(15%), Dy*'(5%) o Sm3*'(5%), que permitié sensibilizar
activadores Ln** mediante la migracion de energia, esto es, sin requerir de estados

intermedios de tiempo de vida largo (figura 1.10.b).

= Concentracién de dopantes. Generalmente la concentracion de los dopantes
debe ser muy baja para evitar fendmenos de relajacion cruzada que desactiven los
niveles méas energéticos de los iones activadores. Asi, con el fin de potenciar la
eficiencia del fendmeno UC, el dopaje de Yb*" suele estar en torno al 20-30% y
el de los activadores se mantiene a niveles muy bajos. Por ejemplo, en el caso del
Er®* se intenta mantener en torno al 1-3 %y con el Tm** a < 1%.® Esta proporcion
de dopantes aseguran en gran medida el aislamiento entre dos atomos activadores
y una proporcién de Yb®*" que aumenta la probabilidad de que ocurra ETU y limita
la migracion de energia entre sensibilizadores (Ybh3*-Yb®*").”” Sin embargo, en
funcion de las necesidades/aplicaciones del sistema, el dopaje puede modificarse.
Por ejemplo, mediante el ajuste adecuado en la proporcion de una mezcla de
activadores pueden conseguirse UCNP con diferentes propiedades emisivas
multicolor™ o emisiones puras.®%8
Recientemente, con el desarrollo de métodos de microscopia de superresolucion,

que emplea laseres de alta potencia, se ha observado que la proporcion de
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dopantes, en especial del activador, debe aumentarse para conseguir emisiones
UC eficientes que permitan la obtenciébn de imagenes de una sola

nanoparticula.®

= Matriz cristalina. La matriz cristalina presenta una gran influencia en el
proceso UC. Afecta de dos maneras: (i) en la dinamica de fonones y (ii) en el
campo cristalino local.*> Con el fin de evitar desactivaciones de la emisién UC
por fonones, debe minimizarse al maximo posible la energia fonoénica de la
matriz. En este sentido las matrices de haluros pesados (ClI-, Br,, I") presentan
energias fondnicas adecuadas (< 300 cm™), sin embargo, son muy higroscépicas.
Los Oxidos son més estables, pero tienen una energia fononica elevada (> 500
cm™), por ello, las matrices mas utilizadas son las de F que presentan alta
estabilidad quimica junto con bajas energias fondnicas (ca. 350 cm™).4° Por otro
lado, la matriz junto con la proporcion del dopaje determina la distancia ién-ion
y la simetria del campo cristalino de aniones alrededor de los dopantes lantanidos.
Asi, por ejemplo, la fase cristalina hexagonal (B) de NaYF4:Yb®* ,Er®* presenta
una eficiencia de UC un orden superior respecto al mismo material en la fase
clbica (c).”® Ello se debe a que matrices o fases cristalinas de baja simetria
alrededor de los Ln®* mejoran el acoplamiento de los niveles energéticos 4f con
configuraciones electronicas superiores (5d) y, por tanto, aumentan la
probabilidad (absorcion) de las transiciones 4f-4f. Si bien, la introduccion de la
asimetria en el sistema también puede conseguirse con el dopaje con cationes de

menor tamafio, como el Li* que mejora la eficiencia UC.*284

» Modificacién de sus propiedades mediante otras especies fotoactivas:

o Efecto antena. EI fenémeno UC se encuentra limitado por la baja
absorcién de los lantanidos. Con el fin de mejorar sus propiedades emisivas
se pueden utilizar especies con elevado coeficiente de absorcién para que
transfieran su energia al i6n lantanido sensibilizador. Esta estrategia se

conoce como efecto antena y fue descubierto por Weisman ya en 1942.8
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Prasad et al.®® construyeron un nanohibrido upconversion (UCNH) con un
colorante organico con absorcion en el NIR,
NaYbF4:Tm?* (0.5%)@NaYFsNd**(30%)@IR-808, que mejord el
rendimiento cuantico de la UCNP original (figura 1.11).

= Sensibilizacién a otras especies activas. Las multiples bandas
emisivas pueden utilizarse para excitar a especies capaces de absorber esos
fotones, tales como fluoréforos convencionales y nanoparticulas
fotoactivas, abriendo un abanico enorme de posibilidades y aplicaciones.
Por ejemplo, Zhang et al.®” construyeron un UCNH, compuesto por
NaYF4Yb%* Er¥* y dos sondas organicas que absorben dos bandas
diferentes de Er** y que permite la deteccion sincrona in vivo de glutation
y H20o..
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Figura 1.11. Esquema de UCNH vy del efecto antena del UCNH
NaYbF4:Tm**(0.5%)@NaYF:Nd**(30%)@IR-808. Reproducido con permiso de .
Copyright 2015 American Chemical Society.

o Mejora plasménica. La cercania de la UCNP a NP plasmonicas
puede mejorar o desactivar la emisién UC en funcion de la distancia a la
UCNP. El plasmdn es la oscilacion colectiva de los electrones en
estructuras metalicas producidas por la interaccion electromagnética. El

campo eléctrico y magnético generado por las estructuras metalicas puede
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alterar el campo local mejorando la absorciéon y/o incrementando la
velocidad de la excitacion y emision de los iones lantanidos.>>% Asi,
Kagan et al.2 mejoraron la luminiscencia UC de NaYF4Yb* Er®* al
acercarlo a una nanobarra (nanorod) de oro cuya resonancia superficial del

plasmon longitudinal ocurria a 977 nm, donde absorbe el Yb** de la UCNP.

1.3.2. Sintesis

La sintesis de la UCNP es un aspecto fundamental que controlar con el fin de
obtener nanomateriales con las propiedades deseadas. Debe producir nanoparticulas
monodispersas en tamafio para, asi, descartar que determinados comportamientos
sean fruto de la heterogeneidad de tamafios de la muestra.®* La repetibilidad y
reproducibilidad son problemas comunes en la sintesis de materiales, ya que
pequefios cambios en el pesaje de los reactivos o en las condiciones de reaccion
tienen efectos significativos en el nanomaterial resultante. En el caso de la UCNP,
los métodos sintéticos son reproducibles y aunque la repetibilidad es bastante buena
entre sintesis, dificilmente dos reacciones distintas consiguen UCNP con
exactamente el mismo dopaje y tamafio. Por ello, para fines comparativos se prefiere

trabajar con NP sintetizadas en el mismo lote (batch) de reaccion.

El mecanismo de sintesis debe seguir el modelo de crecimiento propuesto por
LaMer, también conocido como nucleacion explosiva (burst nucleation, figura
1.12).%4Es fundamental que la nucleacion ocurra rapidamente en un evento (nico en
un disolucion sobresaturada para conseguir nanomateriales monodispersos. El
procedimiento de formacion de coloides nanométricos puede resumirse en 4 pasos:
(i) aumento répido en la concentracién de mondmeros, que es la subunidad minima
de los cristales volumétricos, (ii) cuando se consigue una disolucidn sobresaturada
de mondémeros: la formacion simultanea de ndcleos o nucleacion, (iii) adicion de
mondmeros a los nlcleos estables, y (iv) cuando la concentracién de monémeros es

lo suficientemente baja: crecimiento de las NP por maduracion de Ostwald (Ostwald
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ripening), en el cual las NP més grandes crecen a expensas de las NP méas pequefias

ya que por su tamafio son energéticamente menos favorables.%

Se han propuesto diferentes métodos de sintesis para reproducir el fenémeno de
nucleacion explosiva y, también, para construir un shell sobre las UCNP, procesos
que han sido detalladamente documentados en diferentes revisiones. 04243648990 | og
métodos sintéticos quedan fuera del propdsito de la presente tesis, sin embargo si

comentaremos brevemente los métodos mas ampliamente utilizados.
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Figura 1.12. Modelo de nucleacién y crecimiento homogéneo propuesto por LaMer.
Usado con permiso de Annual Reviews, Inc.,** permiso transmitido a través de
Copyright Clearance Center, Inc.

= Descomposicion térmica. El primero en reportar este protocolo para producir
UNCP monodispersas fue Zhang et al.%? en el 2005. Actualmente, es uno de los
protocolos mas eficaces y mas ampliamente utilizados para obtener UCNP de alta
cristalinidad. Se basa en la disolucion de precursores organometalicos de
lantanidos en disolventes organicos de elevado punto de ebullicion (1-

octadeceno) seguido de una descomposicion a elevada temperatura (200-350°C).
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Los precursores organometalicos suelen ser sales de lantanidos como
trifluoracetatos, oleatos o acetatos. Ademas, la sintesis se realiza en atmosfera
inerte, restringiendo la presencia de agua al méaximo posible, y utiliza ligandos de
coordinacién como el &cido oleico (OA) o la oleilamina (OLA) con el fin de evitar
la agregacion de las UCNP. En consecuencia, las UCNP obtenidas estaran
recubierta de ligandos organicos y, por tanto, son hidrofébicas.*

Este método también ha permitido desarrollar otros para construir un shell sobre
las UCNP. Se distinguen tres métodos: reactor Gnico (one-pot, OP),% capa por
capa (layer-by-layer, SLBL)% y maduracién de Ostwald.®® En el procedimiento
OP se disuelven los Ln**y los precursores del shell y se calienta toda la mezcla a
elevada temperatura para repetir el fendmeno de crecimiento cristalino. Sin
embargo, este método produce recubrimientos poco homogéneos, tal y como
reportaron van Veggel et al.®® El procedimiento SLBL y de maduracion de
Ostwald son muy similares y se diferencian en que la disolucion precursora del
shell estd formada por compuestos organometalicos de lantanidos o bien UCNP
muy pequefias (< 10 nm), respectivamente. Ambos métodos implican el
calentamiento rapido de las UCNP de partida hasta ca. 300 °C para, a
continuacion, realizar pequefias adiciones espaciadas temporalmente de alicuotas
de la disolucion/dispersion precursora correspondiente.®

= Coprecipitacion. Este método implica la precipitacion de los productos de
una disoluciéon precursora. Aunque implica condiciones suaves de reaccién,
generalmente requiere un proceso de recocido (annealing) para aumentar la
cristalinidad y calidad de las UCNP.4265

= Combustion. Consiste en producir explosiones controladas para generar el
calor necesario en una mezcla de sales de lantanidos para formar UCNP. Las
explosiones se inician mediante una fuente de calor. Asi, se inician reacciones
exotérmicas con temperaturas entre los 500-3000 °C que se propagan por el
material y que permiten conseguir UCNP de O&xidos y oxisulfuros

rapidamente.*2%°
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= Sintesis hidro(solvo)termal. Esta estrategia consiste en el crecimiento de NP
en una disolucién acuosa en un recipiente cerrado (autoclave) a alta temperatura
y presién. Aprovecha, por tanto, la alta solubilidad y reactividad de los reactivos
(sales de lantanidos y HF o NH4F) a condiciones de temperatura y presion
elevada. Ademas, permite modificar mdltiples parametros para sintetizar
(proporcién Ln**/F, pH, precursores, tiempo, ligandos o [OH]).5* Aunque utiliza
temperaturas inferiores a las utilizadas por descomposicién térmica, esta técnica
no permite observar el crecimiento de la UCNP. Mediante este procedimiento Li
et al.® desarrollaron una estrategia simple para construir diferentes
nanomateriales, denominada liquido-solido-disolucion (LSS). Ademas, permite
la construccion posterior de shell mediante un procedimiento de maduracion de
Ostwald.%

Existen otros métodos sintéticos menos utilizados como sintesis sol-gel,* sintesis
de llama,*® sintesis en liquidos i6nicos!® o sintesis asistida por microondas,'%2-104

asi como nuevas técnicas que permiten desarrollar UCNP heterostructuradas.%5:1%

1.3.3. Modificacion de la superficie

La dispersabilidad y funcionalidad de las UCNP sintetizadas con cualquiera de
las metodologias anteriores puede modificarse mediante una quimica de superficie
apropiada. La descomposicién térmica, la estrategia mas usada para la sintesis de
UCNP, produce UCNP hidrofébicas recubiertas de ligandos oleato superficiales. Sin
embargo, para una potencial aplicacion bioldgica de estos materiales es necesario
transformar esa afinidad para hacerlas dispersables en medios acuosos. La quimica
de superficie permite muchas mas funcionalidades, tales como la coordinacion de
otras especies de interés, construir recubrimientos organicos o inorgénicos y pasivar
la superficie de la UCNP para reducir desactivaciones no radiativas con las
moléculas del disolvente, entre otras (figura 1.13). Existen diferentes estrategias para

modificar la superficie de las UCNP;40:42:107-109
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Cromoforos Supramoléculas
hospedadoras

Grupos funcionales
i.e. -NH,, -COOH

Medicamentos

Dendrimeros

Polimeros

" Péptidos/
Anticuerpos Aptameros

Figura 1.13. Posibilidades de modificacion superficial de UCNP con ligandos
organicos.

= Intercambio de ligandos. Esta estrategia de sustitucion de los ligandos
superficiales se basa en la exposicion de la UCNP con su ligando original (en el
caso del oleato RCOO") en un medio con un exceso del ligando de sustitucion,
que ademas debe presentar una afinidad superior por la superficie de la UCNP
(como los grupos fosfato, RPOy, sulfonato, RSOs’, 0 quelatos).%”

= Eliminacién de ligandos oleato superficiales. Los ligandos oleato
superficiales de la sintesis pueden eliminarse mediante dos estrategias
ampliamente utilizadas: el tratamiento acido'®y el tratamiento con NOBF4.**! La
primera estrategia se basa en la protonacién de los ligandos oleato y su
descoordinacién de la superficie de la UCNP, seguida de un procedimiento de
extraccion para eliminar el acido oleico del medio. En la segunda se produce un
desplazamiento rapido del ligando oleato por aniones BF4, que estabilizan a la
UCNP en un medio polar. Verdaderamente este segundo método se trata de un
desplazamiento de ligandos pero, dada la débil interaccion de los aniones BF4

con la superficie de las UCNP, suele considerarse de eliminacion de ligandos.
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Este dltimo procedimiento suele utilizarse cuando se desea sustituir un ligando
por otro que presenta el mismo grupo anclante.*?

= Interacciones hidrofobicas. Consiste en convertir una UCNP hidrofobica en
hidrofilica mediante el tratamiento con tensioactivos o polimeros anfipaticos, que
establecen interacciones hidrofébicas con el ligando superficial, dejando hacia el
exterior un extremo polar hidrofilico.1®®

= Atracciones electrostaticas. Las atracciones electrostaticas también permiten
anclar especies cargadas opuestamente al ligando superficial de la UCNP.*3

= Interacciones hospedador-huésped (host-guest). Las interacciones entre
macrociclos con cavidades hidrofébicas y especies hidrofébicas o anfipaticas que
permiten modificar la dispersabilidad y anclar especies de interés.!12-114

= Reacciones quimicas. También se pueden realizar reacciones quimicas con
los ligandos superficiales de las UCNP. Por ejemplo, las UCNP recubiertas de
oleato pueden reaccionar con el reactivo Lemieux-von Rudloff para oxidar la
insaturacion de la cadena a grupos carboxilato, que permiten la dispersabilidad
de la UCNP en medios acuosos.!™® Tan et al.1!® anclaron polimeros, proteinas y
aptameros (acidos nucleicos de cadena sencilla) a la superficie de la UCNP
mediante quimica click tiol-eno. Ademas, también se ha reportado la formacién
de amidas, puentes disulfuro o iminas.*?

= Recubrimiento con silice. El recubrimiento con silice produce UCNP
estables, transparentes, hidrofilicas y biocompatibles.!** Existen dos
metodologias ampliamente utilizadas: el método Stdber para recubrir UCNP

hidrofilicas'’ y el método de microemulsién inversa para UCNP hidrofébicas.'®

Existen, por tanto, diferentes metodologias para modificar la superficie de la

UCNP. Sin embargo, ain existen grandes desafios en este aspecto. Por un lado, como

ya hemos tratado anteriormente, el agua, concretamente las vibraciones OH,

desactiva eficazmente el fendmeno UC en cationes lantanidos y, por ello, limita en

gran medida las posibilidades biomédicas.®>11°12% por otro lado, a pesar de presentar

baja toxicidad,'?*'?? se ha observado que las UCNP pueden disolverse en medios

acuosos diluidos,'?® liberando iones potencialmente peligrosos en el interior celular.
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Ademas, como ocurre en muchos nanomateriales, al introducirlos en un medio
biolégico se crea una corona proteica en la superficie del UCNH que afecta a la
funcion con la que han sido disefiados.??2124 Por ello, debe mejorarse el pasivado
superficial de las UCNP/UCNH para que permita su dispersabilidad en medios
biolégicos e impida su disolucién!® y desactivacion de la emision por las moléculas
de H,0, a la vez que asegure que la corona proteica no afecta a su funcionalidad en
aplicaciones bioldgicas. En este sentido, se han propuesto recubrimientos

prometedores basados en ligandos con grupos sulfonato®? y bicapas lipidicas!?.

1.3.4. Caracterizacion

La caracterizacién de nanomateriales requiere utilizar una gran variedad de
técnicas para obtener una informacién completa de sus caracteristicas, asi como del
recubrimiento superficial.*?® En funcién de la informacion que se desee obtener se

utilizan diferentes técnicas:

= Tamafio y morfologia: se utilizan técnicas de microscopia electronica, bien
de transmision o de barrido, pues permite obtener imagenes de las UCNP vy
determinar su tamafio. Asimismo, también puede ser Gtil la técnica de dispersion
dinamica de luz (DLS). Para UCNP de tipo core-shell con distinto dopaje en el
core y en el shell la técnica de microscopia electrénica de campo oscuro anular
de gran angulo permite su resolucion y diferenciacién.*

= Fase cristalina: difraccion de polvo de rayos X. La difraccion de polvo de
rayos X permite determinar la fase cristalina por comparacion con patrones de
difraccion de los materiales volumétricos.

= Composicion: puede analizarse una alicuota mediante espectrometria de
masas con plasma acoplado inductivamente o bien mediante el analisis de
dispersion de rayos de X en muestras de microscopia electronica.

= Propiedades fotofisicas: se realiza mediante técnicas convencionales como
espectroscopia de absorcion UV-vis y espectroscopia de emision en estado
estacionario y resuelta en el tiempo. Si bien, la absorcion puede registrarse con
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equipos convencionales, las técnicas de caracterizacion de la emision y el
rendimiento cuantico UC requieren de instrumentacion especifica (laseres NIR,
continuos y pulsados, acoplados a espectrometros), lo que ha dificultado en gran
medida la caracterizacion fotofisica de estos materiales.

= Ligandos/especies superficiales: las especies superficiales pueden
caracterizarse con diferentes técnicas como potencial zeta, resonancia magnética
nuclear y espectroscopia infrarrojo de transformada de Fourier. Con fines
cuantitativos el andlisis termogravimétrico puede ser Util y si el compuesto es
fotoactivo puede estudiarse por técnicas de espectroscopia Optica. Asimismo,
mecanismos de transferencia de energia entre UCNP y especies organicas pueden

estudiarse por espectroscopia de absorcién de especies transitorias.

1.3.5. Aplicaciones

Mediante un disefio adecuado se pueden conseguir UCNP con propiedades
adecuadas para diversas aplicaciones, que van desde el desarrollo de celdas
solares,’® tintas antifalsificacion®**** a aplicaciones bioldgicas.*>®58 A
continuacion se nombran algunas de las aplicaciones biolégicas mas relevantes, que

son de interés para la presente tesis:

= Sensores. Las UCNP pueden actuar como sensores opticos de gases, iones
metalicos, moléculas, ADN, temperatura y pH.*>* La deteccion de la temperatura
es una propiedad intrinseca de ciertos Ln®, ya que su origen se debe a la
dependencia significativa de la intensidad de emision con la temperatura desde
un nivel excitado compuesto por al menos dos subniveles cercanos en energia y
en equilibrio térmico.’® En cambio, el resto de propiedades de deteccion se
realiza mediante la interaccion (radiativa o no radiativa) de la UCNP y una
especie sensible al analito de interés.*®

= Bioimagen. Las UCNP presentan ventajas importantes frente a fluoréforos
convencionales, ya que permiten el registro de imagenes de microscopia optica
con alto contraste, con elevada relacion sefial-ruido y libre de interferencia por
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autofluorescencia.®® Ademas, al ser excitadas en el NIR, las UCNP permiten
obtener imagenes a mayor profundidad. Por ello se han propuesto multiples
nanomateriales basados en UCNP para esta aplicacion, que han sido

extensamente revisados.*243:89.134

Mas alla de la microscopia Optica, las UCNP se han constituido como una
plataforma versatil que puede ser utilizada en otras técnicas de imagen, como
resonancia magnética nuclear (MRI), tomografia computarizada (CT),
ultrasonido, tomografia de emision de positrones (PET) y tomografia
computarizada de emision de fotones Unicos (SPECT), o como plataforma de
imagen multimodal que combina varias de estas técnicas ofreciendo ventajas
sinérgicas.?®** Por ejemplo, He et al.’*® reportaron un nanomaterial de UCNP y
nanoclusteres de oro para terapia multifuncional contra el cancer que permite
realizar imagen simultanea con técnicas fototérmicas, fotoacUsticas, Gptica de

emision, de resonancia magnética y tomografia computarizada.

= Aplicaciones terapéuticas. Las UCNP presentan propiedades Unicas que
permiten el desarrollo de numerosas aplicaciones basadas en estos materiales, en
lo que se conocen como nanohibridos de UC (UCNH). Algunas de las
aplicaciones son:

o Terapia fotodinamica. Terapia para tratar el cancer que utiliza
fotosensibilizadores que tras su excitacion por la luz generan especies
reactivas de oxigeno (ROS) para causar dafio oxidativo a las células
cancerosas.®® Para ello se utilizan UCNH que combinan UCNP con
fotosensibilizadores comunes, tales como el rosa de bengala, la
merocianina 540 o la ftalocianina de Zn?".*¥’

o Terapia fototérmica. Técnica para tratar el cAncer que consiste en
fotoinducir calor para causar la ablacion térmica de las células cancerosas.
Asi se han utilizado las UCNP combinadas con agentes fototérmicos, tales
como complejos de Pd?*, AUNP o AgNP.=’
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o Quimioterapia. Técnica terapéutica que utiliza especies quimicas
para tratar células cancerosas. Las UCNP pueden servir como plataformas
de liberacion controlada de farmacos mediante la funcionalizacion
adecuada de su superficie para permitir la liberacion a través una respuesta
enddgena (pH, [enzima], presencia de determinadas especies, ...) o
exdgena (T, luz, campo magnético, ...).%

o Radioterapia. Tratamiento clinico no invasivo que utiliza radiacion
de alta energia (rayos X, gamma o beta) para dafiar las células cancerosas
y disminuir el crecimiento tumoral y la metastasis. Las UCNP pueden
mejorar tratamientos basados en radioterapia, ya que los elementos con
namero atémico elevado, como los lantanidos, pueden incrementar la dosis
radiativa sobre el tejido canceroso.’®® Por ejemplo, Shi et al.'®®
desarrollaron un UCNH para este fin que, ademas, permitia terapia
fotodindmica y quimioterapia simultaneamente.

= Reaccion quimica. Se han reportado pocas reacciones fotoquimicas
mediadas por UCNP; entre ellas, encontramos las reacciones de
fotoisomerizacion de azobenceno,**40 espiropirano*! o diariletenos (figura

1.14),%42 fotopolimerizacion,'*® fotdlisis* y fotocatalisis. 4149
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Figura 1.14. Fotoisomerizacion reversible de ariletenos con UCNP,
NaYFs:Yb** Tm*@NaYF:Yb** Er**@NaYF4, a través de la regulacion de la
potencia de excitacion del laser de 980 nm. Reproducido con permiso de 42,
Copyright 2010 American Chemical Society.

39



Capitulo 1. Introduccion

1.4. Referencias

(1) Brus, L. Zero-Dimensional “Excitons” in Semiconductor Clusters. IEEE J. Quantum
Electron. 1986, 22 (9), 1909-1914. https://doi.org/10.1109/jqe.1986.1073184.

(2) Kreuter, J. Nanoparticle-Based Dmg Delivery Systems. J. Control. Release 1991, 16
(1-2), 169-176. https://doi.org/10.1016/0168-3659(91)90040-k.

(3) Bawendi, M. G.; Steigerwald, M. L.; Brus, L. E. The Quantum Mechanics of Larger
Semiconductor Clusters (“Quantum Dots™). Annu. Rev. Phys. Chem. 1990, 41, 477—
496. https://doi.org/10.1146/annurev.pc.41.100190.002401.

(4) Yin, M.; Zhang, W.; Xia, S.; Krupa, J. C. Luminescence of Nanometric Scale
Y,SiOs:Eu®*. J. Lumin. 1996, 68 (6), 335-339. https://doi.org/10.1016/0022-
2313(96)00032-4.

(5) Soo, Y. L.; Huang, S. W.; Ming, Z. H.; Kao, Y. H.; Smith, G. C.; Goldburt, E.; Hodel,
R.; Kulkarni, B.; Veliadis, J. V.D.; Bhargava, R. N. X-Ray Excited Luminescence and
Local Structures in Th-Doped Y»03; Nanocrystals. J. Appl. Phys. 1998, 83 (10), 5404—
5409. https://doi.org/10.1063/1.367996.

(6) Riwotzki, K.; Meyssamy, H.; Kornowski, A.; Haase, M. Liquid-Phase Synthesis of
Doped Nanoparticles: Colloids of Luminescing LaPO4:Eu and CePO4:Th Particles
with a Narrow Particle Size Distribution. J. Phys. Chem. B 2000, 104 (13), 2824
2828. https://doi.org/10.1021/jp99358L1r.

(7) Matsuura, D. Red, Green, and Blue Upconversion Luminescence of Trivalent-Rare-
Earth lon-Doped Y203 Nanocrystals. Appl. Phys. Lett. 2002, 81 (24), 4526-4528.
https://doi.org/10.1063/1.1527976.

(8) Bhargava, R. N.; Gallagher, D.; Hong, X.; Nurmikko, A. Optical Properties of
Manganese-Doped Nanocrystals of ZnS. Phys. Rev. Lett. 1994, 72 (3), 416-419.
https://doi.org/10.1103/PhysRevLett.72.416.

(9) Zhang, H. X.; Kam, C. H.; Zhou, Y.; Han, X. Q.; Buddhudu, S.; Lam, Y. L. Visible
Up-Conversion Luminescence in Er®*:BaTiO3 Nanocrystals. Opt. Mater. 2000, 15 (1),
47-50. https://doi.org/10.1016/s0925-3467(99)00124-x.

(10) Heer, S.; Lehmann, O.; Haase, M.; Gudel, H.-U.; Gidel, H.-U.; Heer, S.; Lehmann,
0.; Haase, M. Blue, Green, and Red Upconversion Emission from Lanthanide-Doped
LuPO4 and YbPO,4 Nanocrystals in a Transparent Colloidal Solution. Angew. Chemie
Int. Ed. 2003, 42 (27), 3179-3182. https://doi.org/10.1002/anie.200351091.

(11) Bloembergen, N. Solid State Infrared Quantum Counters. Phys. Rev. Lett. 1959, 2
(3), 84. https://doi.org/10.1103/PhysRevLett.2.84.

(12) Porter, J. F. Fluorescence Excitation by the Absorption of Two Consecutive Photons.
Phys. Rev. Lett. 1961, 7 (11), 414-415. https://doi.org/10.1103/PhysRevLett.7.414.

(13) Auzel; F. Compteur Quantique Par Transfert d’energie Entre Deux Ions de Terres
Rares Dans Un Tungstate Mixte et Dans Un Verre. C. R. Acad. Sci. Paris 1966, 262,
1016-1019.

(14) Ovsyankin, V. V.; Feofilov, P. P. Cooperative Sensitization of Luminescence in
Crystals Activated with Rare Earth lons. Sov. Phys. JETP Lett. 1966, 4, 317.

(15) Auzel, F. Upconversion and Anti-Stokes Processes with f and d lons in Solids. Chem.
Rev. 2004, 104 (1), 139-173. https://doi.org/10.1021/cr020357g.

(16) Bharmoria, P.; Bildirir, H.; Moth-Poulsen, K. Triplet-Triplet Annihilation Based

40



Capitulo 1. Introduccion

near Infrared to Visible Molecular Photon Upconversion. Chem. Soc. Rev. 2020, 49
(18), 6529-6554. https://doi.org/10.1039/d0cs00257g.

(17) Eliseeva, S. V.; Binzli, J. C. G. Rare Earths: Jewels for Functional Materials of the
Future. New J. Chem. 2011, 35 (6), 1165-1176. https://doi.org/10.1039/c0nj0096%e.

(18) Cotton, S. Lanthanide and Actinide Chemistry; John Wiley & Sons, Ltd, 2006.
https://doi.org/10.1002/0470010088.

(19) CORDIS European Commission. EURARE - Development of a sustainable
exploitation scheme for  Europe’s Rare Earth  ore deposits
https://cordis.europa.eu/project/id/309373/reporting/es (accessed Jan 18, 2022).

(20) Bunzli, J. C. G. Lanthanide Photonics: Shaping the Nanoworld. Trends Chem. 2019,
1 (8), 751-762. https://doi.org/10.1016/j.trechm.2019.05.012.

(21) Binzli, J.-C. G.; Eliseeva, S. V. Basics of Lanthanide Photophysics. In Lanthanide
Luminiscence: Photophysical, Analytical and Biological Aspects; Hanninen, P.,
Harmé, H., Eds.; Springer Berlin Heidelberg, 2011; pp 1-46.

(22) Cotton, S. Introduction to Lanthanides. In Lanthanide and Actinide Chemistry; John
Wiley & Sons, Ltd, 2006; pp 1-8.

(23) Freeman, A. J.; Watson, R. E. Theoretical Investigation of Some Magnetic and
Spectroscopic Properties of Rare-Earth lons. Phys. Rev. 1962, 127 (6), 2058—2075.
https://doi.org/10.1103/PhysRev.127.2058.

(24) Eliseeva, S. V.; Binzli, J.-C. G. Lanthanide Luminescence for Functional Materials
and  Bio-Sciences. Chem. Soc. Rev. 2009, 39 (1), 189-227.
https://doi.org/10.1039/b905604c.

(25) Withnall, R.; Silver, J. Physics of Light Emission from Rare-Earth Doped Phosphors.
In Handbook of Visual Display Technology; Chen, J., Cranton, W., Fihn, M., Eds.;
Springer, Berlin, Heidelberg, 2012; pp 1019-1028. https://doi.org/10.1007/978-3-
540-79567-4_68.

(26) Cotton, S. Electronic and Magnetic Properties of the Lanthanides. In Lanthanide and
Actinide  Chemistry; John Wiley & Sons, Ltd, 2006; pp 61-88.
https://doi.org/10.1002/0470010088.

(27) Bunzli, J.-C. G. Luminiscent Probes. In Lanthanide Probes in Life, Chemical and
Earth Sciences; Biinzli, J.-C. G., Choppin, G. R., Eds.; Elsevier, 1989; pp 219-293.

(28) Reisfeld, R. Optical Properties of Lanthanides in Condensed Phase, Theory and
Applications. AIMS Mater. Sci. 2015, 2 (2), 37-60.
https://doi.org/10.3934/matersci.2015.2.37.

(29) Tanner, P. A. Lanthanide Luminiscence in Solids. In Lanthanide Luminiscence:
Photophysical, Analytical and Biological Aspects; H&nninen, P., Harm4, H., Eds.;
Springer Berlin Heidelberg, 2011; pp 185-233.

(30) Bunzli, J. C. G. On the Design of Highly Luminescent Lanthanide Complexes.
Coord. Chem. Rev. 2015, 293-294, 19-47. https://doi.org/10.1016/j.ccr.2014.10.013.

(31) Brunet, E.; Juanes, O.; Sedano, R.; Rodriguez-Ubis, J. C. Lanthanide Complexes of
Polycarboxylate-Bearing  Dipyrazolylpyridine Ligands with  near-Unity
Luminescence Quantum Yields: The Effect of Pyridine Substitution. Photochem.
Photabiol. Sci. 2002, 1 (8), 613-618. https://doi.org/10.1039/b204544c.

(32) Lakowicz, J. R. Quenching of Fluorescence. In Principles of Fluorescence
Spectroscopy; Springer Science+Business Media: New York, 2006; pp 278-330.
(33) Lakowicz, J. R. Energy Transfer. In Principles of Fluorescence Spectroscopy;

Springer Science+Business Media: New York, 2006; pp 443-476.

41



Capitulo 1. Introduccion

(34) Forster, T. Zwischenmolekulare Energiewanderung Und Fluoreszenz. Ann. Phys.
1948, 437 (1-2), 55-75. https://doi.org/10.1002/andp.19484370105.

(35) Dexter, D. L. A Theory of Sensitized Luminescence in Solids. J. Chem. Phys. 2004,
21 (5), 836. https://doi.org/10.1063/1.1699044.

(36) Wang, X.; Valiev, R. R.; Ohulchanskyy, T. Y.; Agren, H.; Yang, C.; Chen, G. Dye-
Sensitized Lanthanide-Doped Upconversion Nanoparticles. Chem. Soc. Rev. 2017, 46
(14), 4150-4167. https://doi.org/10.1039/c7cs00053g.

(37) Pawlik, G.; Niczyj, J.; Noculak, A.; Radosz, W.; Podhorodecki, A. Multiband Monte
Carlo Modeling of Upconversion Emission in Sub 10 Nm B-NaGdF4:Yb®*, Ers*
Nanocrystals—Effect of Yb%" Content. J. Chem. Phys. 2017, 146 (24), 244111.
https://doi.org/10.1063/1.4989473.

(38) Dong, H.; Sun, L.-D.; Yan, C.-H. Energy Transfer in Lanthanide Upconversion
Studies for Extended Optical Applications. Chem. Soc. Rev. 2015, 44 (6), 1608-1634.
https://doi.org/10.1039/c4cs00188e.

(39) Auzel, F.; Goldner, P. Towards Rare-Earth Clustering Control in Doped Glasses.
Opt. Mater. (Amst). 2001, 16 (1-2), 93-103. https://doi.org/10.1016/S0925-
3467(00)00064-1.

(40) Wang, F.; Liu, X. Recent Advances in the Chemistry of Lanthanide-Doped
Upconversion Nanocrystals. Chem. Soc. Rev. 2009, 38 (4), 976-989.
https://doi.org/10.1039/b809132n.

(41) Dong, H.; Sun, L. D.; Yan, C. H. Energy Transfer in Lanthanide Upconversion
Studies for Extended Optical Applications. Chem. Soc. Rev. 2015, 44 (6), 1608-1634.
https://doi.org/10.1039/c4cs00188e.

(42) Chen, G.; Qiu, H.; Prasad, P. N.; Chen, X. Upconversion Nanoparticles: Design,
Nanochemistry, and Applications in Theranostics. Chem. Rev. 2014, 114 (10), 5161
5214.

(43) zZhou, J.; Liu, Q.; Feng, W.; Sun, Y.; Li, F. Upconversion Luminescent Materials:
Advances and Applications. Chem. Rev. 2015, 115 (1), 395-465.
https://doi.org/10.1021/cr400478f.

(44) Nakazawa, E.; Shionoya, S. Cooperative Luminescence in YbPO,. Phys. Rev. Lett.
1970, 25 (25), 1710-1712. https://doi.org/10.1103/PhysRevL ett.25.1710.

(45) Anderson, R. B.; Smith, S. J.; May, P. S.; Berry, M. T. Revisiting the NIR-to-Visible
Upconversion Mechanism in B-NaYF:Yb®* Er®*. J. Phys. Chem. Lett. 2014, 5 (1),
36-42. https://doi.org/10.1021/jz402366r.

(46) Wang, F.; Wang, J.; Liu, X.; Wang, F.; Wang, J.; Liu, X. Direct Evidence of a
Surface Quenching Effect on Size-Dependent Luminescence of Upconversion
Nanoparticles. Angew. Chemie Int. Ed. 2010, 49 (41), 7456-7460.
https://doi.org/10.1002/anie.201003959.

(47) Himmelsto, S. F.; Hirsch, T. A Critical Comparison of Lanthanide Based
Upconversion Nanoparticles to Fluorescent Proteins, Semiconductor Quantum Dots,
and Carbon Dots for Use in Optical Sensing and Imaging. Methods Appl. Fluoresc.
2019, 7 (2), 022002. https://doi.org/10.1088/2050-6120/ab0bfa.

(48) Zhang, Q. Y.; Huang, X. Y. Recent Progress in Quantum Cutting Phosphors. Prog.
Mater. Sci. 2010, 55 (5), 353-427. https://doi.org/10.1016/j.pmatsci.2009.10.001.
(49) Boyer, J.-C.; van Veggel, F. C. J. M. Absolute Quantum Yield Measurements of
Colloidal NaYF4: Er®*, Yb® Upconverting Nanoparticles. Nanoscale 2010, 2 (8),

1417-1419. https://doi.org/10.1039/cOnr00253d.

42



Capitulo 1. Introduccion

(50) Kaiser, M.; Wirth, C.; Kraft, M.; Hyppénen, I.; Soukka, T.; Resch-Genger, U.
Power-Dependent Upconversion Quantum Yield of NaYF4:Yb3* Er®* Nano- and
Micrometer-Sized Particles-Measurements and Simulations. Nanoscale 2017, 9 (28),
10051-10058. https://doi.org/10.1039/c7nr02449e.

(51) Pollnau, M.; Gamelin, D. R.; Luthi, S. R.; Gudel, H. U.; Hehlen, M. P. Power
Dependence of Upconversion Luminescence in Lanthanide and Transition-Metal-lon
Systems. Phys. Rev. B 2000, 61 (5), 3337-3346.

(52) Jones, C. M. S.; Gakamsky, A.; Marques-Hueso, J. The Upconversion Quantum
Yield (UCQY): A Review to Standardize the Measurement Methodology, Improve
Comparability, and Define Efficiency Standards. Sci. Technol. Adv. Mater. 2021, 22
(1), 810-848. https://doi.org/10.1080/14686996.2021.1967698.

(53) Jones, C. M. S.; Biner, D.; Misopoulos, S.; Kramer, K. W.; Marques-Hueso, J.
Optimized Photoluminescence Quantum Yield in Upconversion Composites
Considering the Scattering, Inner-Filter Effects, Thickness, Self-Absorption, and
Temperature. Sci. Rep. 2021, 11, 13910. https://doi.org/10.1038/s41598-021-93400-
8.

(54) Zheng, W.; Huang, P.; Tu, D.; Ma, E.; Zhu, H.; Chen, X. Lanthanide-Doped
Upconversion Nano-Bioprobes: Electronic Structures, Optical Properties, and
Biodetection. Chem. Soc. Rev. 2015, 44 (6), 1379-1415.
https://doi.org/10.1039/c4cs00178h.

(55) Resch-Genger, U.; Gorris, H. H. Perspectives and Challenges of Photon-
Upconversion Nanoparticles - Part I: Routes to Brighter Particles and Quantitative
Spectroscopic  Studies. Anal. Bioanal. Chem. 2017, 409 (25), 5855-5874.
https://doi.org/10.1007/s00216-017-0499-z.

(56) Stanton, I. N.; Ayres, J. A.; Stecher, J. T.; Fischer, M. C.; Scharpf, D.; Scheuch, J.
D.; Therien, M. J. Power-Dependent Radiant Flux and Absolute Quantum Yields of
Upconversion Nanocrystals under Continuous and Pulsed Excitation. J. Phys. Chem.
C 2018, 122 (1), 252-259. https://doi.org/10.1021/acs.jpcc.7b11929.

(57) Huang, P.; Zheng, W.; Zhou, S.; Tu, D.; Chen, Z.; Zhu, H.; Li, R.; Ma, E.; Huang,
M.; Chen, X. Lanthanide-Doped LiLuF4 Upconversion Nanoprobes for the Detection
of Disease Biomarkers. Angew. Chemie 2014, 126 (5), 1276-1281.
https://doi.org/10.1002/ange.201309503.

(58) Kraft, M.; Wiirth, C.; Palo, E.; Soukka, T.; Resch-Genger, U. Colour-Optimized
Quantum Yields of Yb, Tm Co-Doped Upconversion Nanocrystals. Methods Appl.
Fluoresc. 2019, 7 (2), 024001. https://doi.org/10.1088/2050-6120/ab023b.

(59) Warth, C.; Fischer, S.; Grauel, B.; Alivisatos, A. P.; Resch-Genger, U. Quantum
Yields, Surface Quenching, and Passivation Efficiency for Ultrasmall Core/Shell
Upconverting Nanoparticles. J. Am. Chem. Soc. 2018, 140 (14), 4922-4928.
https://doi.org/10.1021/jacs.8b01458.

(60) Wen, S.; Zhou, J.; Zheng, K.; Bednarkiewicz, A.; Liu, X.; Jin, D. Advances in Highly
Doped  Upconversion  Nanoparticles. Nat. Commun. 2018, 9 (1).
https://doi.org/10.1038/s41467-018-04813-5.

(61) Gargas, D. J.; Chan, E. M.; Ostrowski, A. D.; Aloni, S.; Altoe, M. V. P.; Barnard, E.
S.; Sanii, B.; Urban, J. J.; Milliron, D. J.; Cohen, B. E.; et al. Engineering Bright Sub-
10-Nm Upconverting Nanocrystals for Single-Molecule Imaging. Nat. Nanotechnol.
2014, 9 (4), 300-305. https://doi.org/10.1038/nnano.2014.29.

(62) Arppe, R.; Hyppénen, |.; Perdld, N.; Peltomaa, R.; Kaiser, M.; Wirth, C.; Christ, S.;

43



Capitulo 1. Introduccion

Resch-Genger, U.; Schéferling, M.; Soukka, T. Quenching of the Upconversion
Luminescence of NaYF4:Yb% Er¥* and NaYF.:Yb® , Tm** Nanophosphors by Water:
The Role of the Sensitizer Yb® in Non-Radiative Relaxation. Nanoscale 2015, 7 (27),
11746-11757. https://doi.org/10.1039/c5nr02100f.

(63) zZhou, J.; Wen, S.; Liao, J.; Clarke, C.; Tawfik, S. A.; Ren, W.; Mi, C.; Wang, F;
Jin, D. Activation of the Surface Dark-Layer to Enhance Upconversion in a Thermal
Field. Nat. Photonics 2018, 12, 154-158. https://doi.org/10.1038/s41566-018-0108-
5.

(64) Li, X.; Zhang, F.; Zhao, D. Lab on Upconversion Nanoparticles: Optical Properties
and Applications Engineering via Designed Nanostructure. Chem. Soc. Rev. 2015, 44
(6), 1346-1378. https://doi.org/10.1039/c4cs00163;.

(65) zZhou, J.; Liu, Q.; Feng, W.; Sun, Y.; Li, F. Upconversion Luminescent Materials:
Advances and Applications. Chem. Rev. 2015, 115 (1), 395-465.
https://doi.org/10.1021/cr400478f.

(66) Zhang, Y.; Yang, N.; Zhao, G.; John Capobianco, S. A.; Tessitore, G.; Mandl, G. A.;
Brik, M. G.; Park, W.; Capobianco, J. A. Recent Insights into Upconverting
Nanoparticles: Spectroscopy, Modeling, and Routes to Improved Luminescence.
Nanoscale 2019, 11 (25), 12015-12029. https://doi.org/10.1039/c9nr02291Kk.

(67) Wilhelm, S. Perspectives for Upconverting Nanoparticles. ACS Nano 2017, 11 (11),
10644-10653. https://doi.org/10.1021/acshano.7b07120.

(68) Zhang, Z.; Han, Q.; Lau, J. W.; Xing, B. Lanthanide-Doped Upconversion
Nanoparticles Meet the Needs for Cutting-Edge Bioapplications: Recent Progress and
Perspectives. ACS Mater. Lett. 2020, 2 (112), 1516-1531.
https://doi.org/10.1021/acsmaterialslett.0c00377.

(69) Warth, C.; Fischer, S.; Grauel, B.; Alivisatos, A. P.; Resch-Genger, U. Quantum
Yields, Surface Quenching, and Passivation Efficiency for Ultrasmall Core/Shell
Upconverting Nanoparticles. J. Am. Chem. Soc. 2018, 140 (14), 4922-4928.
https://doi.org/10.1021/jacs.8b01458.

(70) zZhan, Q.; Wang, B.; Wen, X.; He, S. Controlling the Excitation of Upconverting
Luminescence for Biomedical Theranostics: Neodymium Sensitizing. Opt. Mater.
Express 2016, 6 (4), 1011-1023. https://doi.org/10.1364/0ome.6.001011.

(71) Zhong, Y.; Tian, G.; Gu, Z.; Yang, Y.; Gu, L.; Zhao, Y.; Ma, Y.; Yao, J. Elimination
of Photon Quenching by a Transition Layer to Fabricate a Quenching-Shield
Sandwich Structure for 800 Nm Excited Upconversion Luminescence of Nd3*-
Sensitized  Nanoparticles. Adv. Mater. 2014, 26 (18), 2831-2837.
https://doi.org/10.1002/adma.201304903.

(72) Shao, Q.; Zhang, G.; Ouyang, L.; Hu, Y.; Dong, Y.; Jiang, J. Emission Color Tuning
of Core/Shell Upconversion Nanoparticles through Modulation of Laser Power or
Temperature. Nanoscale 2017, 9 (33), 12132-12141.
https://doi.org/10.1039/C7NR03682E.

(73) Li, X.; Guo, Z.; Zhao, T.; Lu, Y.; Zhou, L.; Zhao, D.; Zhang, F. Filtration Shell
Mediated Power Density Independent Orthogonal Excitations-Emissions
Upconversion Luminescence. Angew. Chem. Int. Ed. 2016, 55 (7), 2464-2469.
https://doi.org/10.1002/anie.2015106009.

(74) Wang, F.; Deng, R.; Wang, J.; Wang, Q.; Han, Y.; Zhu, H.; Chen, X.; Liu, X. Tuning
Upconversion through Energy Migration in Core—Shell Nanoparticles. Nat. Mater.
2011 1012 2011, 10 (12), 968-973. https://doi.org/10.1038/nmat3149.

44



Capitulo 1. Introduccion

(75) Wang, Y. F,; Liu, G. Y.; Sun, L. D.; Xiao, J. W.; Zhou, J. C.; Yan, C. H. Nd®*-
Sensitized Upconversion Nanophosphors: Efficient in Vivo Bioimaging Probes with
Minimized Heating Effect. ACS Nano 2013, 7 (8), 7200-7206.
https://doi.org/10.1021/nn402601d.

(76) Kramer, K. W.; Biner, D.; Frei, G.; Gudel, H. U.; Hehlen, M. P.; Liithi, S. R.
Hexagonal Sodium Yttrium Fluoride Based Green and Blue Emitting Upconversion
Phosphors. Chem. Mater. 2004, 16 ), 1244-1251.
https://doi.org/10.1021/cm031124o0.

(77) Noculak, A.; Podhorodecki, A.; Pawlik, G.; Banski, M.; Misiewicz, J. lon—lon
Interactions in B-NaGdF, :Yb® ,Er®* Nanocrystals — the Effect of lon Concentration
and  Their  Clustering.  Nanoscale 2015, 7 (32), 13784-13792.
https://doi.org/10.1039/c5nr03385c.

(78) Stephan Heer, B.; Kémpe, K.; Gudel, H.-U.; Haase, M.; Haase, M.; Kémpe, K;
Heer, S.; Gldel, H. Highly Efficient Multicolour Upconversion Emission in
Transparent Colloids of Lanthanide-Doped NaYF4 Nanocrystals. Adv. Mater. 2004,
16 (23-24), 2102-2105. https://doi.org/10.1002/adma.200400772.

(79) Wang, F.; Liu, X. Upconversion Multicolor Fine-Tuning: Visible to near-Infrared
Emission from Lanthanide-Doped NaYF4 Nanoparticles. J. Am. Chem. Soc. 2008,
130 (17), 5642-5643. https://doi.org/10.1021/ja800868a.

(80) Chan, E. M.; Han, G.; Goldberg, J. D.; Gargas, D. J.; Ostrowski, A. D.; Schuck, P.
J.; Cohen, B. E.; Milliron, D. J. Combinatorial Discovery of Lanthanide-Doped
Nanocrystals with Spectrally Pure Upconverted Emission. Nano Lett. 2012, 12 (7),
3839-3845. https://doi.org/10.1021/nl3017994.

(81) Wang, Z.; Feng, J.; Song, S.; Sun, Z.; Yao, S.; Ge, X.; Pang, M.; Zhang, H. Pure and
Intense Orange Upconversion Luminescence of Eu®* from the Sensitization of Yb3*-
Mn?* Dimer in NaY (Lu)F4 Nanocrystals. J. Mater. Chem. C 2014, 2 (42), 9004-9011.
https://doi.org/10.1039/c4tc01778a.

(82) Zhao, J.; Jin, D.; Schartner, E. P.; Lu, Y.; Liu, Y.; Zvyagin, A. V; Zhang, L.; Dawes,
J. M.; Xi, P.; Piper, J. A.; et al. Single-Nanocrystal Sensitivity Achieved by Enhanced
Upconversion  Luminescence. Nat.  Nanotechnol. 2013, 8, 729-734.
https://doi.org/10.1038/nnano.2013.171.

(83) Liu, Y.; Lu, Y.; Yang, X.; Zheng, X.; Wen, S.; Wang, F.; Vidal, X.; Zhao, J.; Liu,
D.; Zhou, Z.; et al. Amplified Stimulated Emission in Upconversion Nanoparticles for
Super-Resolution Nanoscopy. Nature 2017, 543, 229-233.
https://doi.org/10.1038/nature21366.

(84) Chen, G.; Liu, H.; Liang, H.; Somesfalean, G.; Zhang, Z. Upconversion Emission
Enhancement in Yb3**/Er¥*- Codoped Y203 Nanocrystals by Tridoping with Li* lons.
J. Phys. Chem. C 2008, 112 (31), 12030-12036. https://doi.org/10.1021/jp804064g.

(85) Weissman, S. I. Intramolecular Energy Transfer The Fluorescence of Complexes of
Europium. J. Chem. Phys. 2004, 10 (4), 214. https://doi.org/10.1063/1.1723709.

(86) Chen, G.; Damasco, J.; Qiu, H.; Shao, W.; Ohulchanskyy, T. Y.; Valiev, R. R.; Wu,
X.; Han, G.; Wang, Y.; Yang, C.; et al. Energy-Cascaded Upconversion in an Organic
Dye-Sensitized Core/Shell Fluoride Nanocrystal. Nano Lett. 2015, 15 (11), 7400—
7407. https://doi.org/10.1021/acs.nanolett.5b02830.

(87) Zzheng, J.; Wu, Y.; Xing, D.; Zhang, T. Synchronous Detection of
Glutathione/Hydrogen Peroxide for Monitoring Redox Status in Vivo with a
Ratiometric Upconverting Nanoprobe. Nano Res. 2019, 12 (4), 931-938.

45



Capitulo 1. Introduccion

https://doi.org/10.1007/s12274-019-2327-6.

(88) Greybush, N. J.; Saboktakin, M.; Ye, X.; Della Giovampaola, C.; Oh, S. J.; Berry,
N. E.; Engheta, N.; Murray, C. B.; Kagan, C. R. Plasmon-Enhanced Upconversion
Luminescence in Single Nanophosphor-Nanorod Heterodimers Formed through
Template-Assisted  Self-Assembly. ACS Nano 2014, 8 (9), 9482-9491.
https://doi.org/10.1021/nn503675a.

(89) Zhu, X.; Zhang, J.; Liu, J.; Zhang, Y.; Zhu, X.; Zhang, J.; Liu, J.; Zhang, Y. Recent
Progress of Rare-Earth Doped Upconversion Nanoparticles: Synthesis, Optimization,
and Applications. Adv. Sci. 2019, 6 (22), 1901358.
https://doi.org/10.1002/advs.201901358.

(90) Reddy, K. L.; Balaji, R.; Kumar, A.; Krishnan, V. Lanthanide Doped Near Infrared
Active Upconversion Nanophosphors: Fundamental Concepts, Synthesis Strategies,
and Technological  Applications. Small 2018, 14 (37), 1801304.
https://doi.org/10.1002/sml11.201801304.

(91) Murray, C. B.; Kagan, C. R.; Bawendi, M. G. Synthesis and Characterization
Monodisperse Nanocrystals and Close-Packed Nanocrystal Assemblies. Annu. Rev.
Mater. Sci. 2000, 30 (1), 545-610. https://doi.org/10.1146/annurev.matsci.30.1.545.

(92) Zhang, Y. W.; Sun, X.; Si, R.; You, L. P,; Yan, C. H. Single-Crystalline and
Monodisperse LaFs Triangular Nanoplates from a Single-Source Precursor. J. Am.
Chem. Soc. 2005, 127 (10), 3260-3261. https://doi.org/10.1021/ja042801y.

(93) Liu, L.; Qin, F.; Zhao, H.; Lv, T.; Zhang, Z.; Cao, W. Facile Synthesis and
Upconversion Luminescence of B-NaYF4:Yb, Tm Nanocrystals with Highly Tunable
and Uniform B-NaYFs; Shells. J. Alloys Compd. 2016, 684, 211-216.
https://doi.org/10.1016/j.jallcom.2016.04.302.

(94) Li, X.; Shen, D.; Yang, J.; Yao, C.; Che, R.; Zhang, F.; Zhao, D. Successive Layer-
by-Layer Strategy for Multi-Shell Epitaxial Growth: Shell Thickness and Doping
Position Dependence in Upconverting Optical Properties. Chem. Mater. 2013, 25 (1),
106-112. https://doi.org/10.1021/cm3033498.

(95) Johnson, N. J. J.; Korinek, A.; Dong, C.; Van Veggel, F. C. J. M. Self-Focusing by
Ostwald Ripening: A Strategy for Layer-by-Layer Epitaxial Growth on Upconverting
Nanocrystals. J.  Am. Chem. Soc. 2012, 134 (27), 11068-11071.
https://doi.org/10.1021/ja302717u.

(96) Abel, K. A.; Boyer, J. C.; Andrei, C. M.; Van Veggel, F. C. J. M. Analysis of the
Shell Thickness Distribution on NaYF4+/NaGdF, Core/Shell Nanocrystals by EELS
and EDS. J. Phys. Chem. Lett. 2011, 2 (3), 185-189.
https://doi.org/10.1021/jz101593g.

(97) Wang, X.; Zhuang, J.; Peng, Q.; Li, Y. A General Strategy for Nanocrystal Synthesis.
Nat. 2005 4377055 2005, 437 (7055), 121-124. https://doi.org/10.1038/nature03968.

(98) Zhang, Y.; Zhang, L.; Deng, R.; Tian, J.; Zong, Y.; Jin, D.; Liu, X. Multicolor
Barcoding in a Single Upconversion Crystal. J. Am. Chem. Soc. 2014, 136 (13), 4893~
4896. https://doi.org/10.1021/ja5013646.

(99) Patra, A.; Friend, C. S.; Kapoor, R.; Prasad, P. N. Upconversion in Er¥*:ZrO,
Nanocrystals. J.  Phys. Chem. B 2002, 106 (8), 1909-1912.
https://doi.org/10.1021/jp013576z.

(100) Qin, X.; Yokomori, T.; Ju, Y. Flame Synthesis and Characterization of Rare-Earth
(Er®*, Ho*, and Tm*") Doped Upconversion Nanophosphors. Appl. Phys. Lett. 2007,
90 (7), 073104. https://doi.org/10.1063/1.2561079.

46



Capitulo 1. Introduccion

(101) Liu, X.; Zhao, J.; Sun, Y.; Song, K.; Yu, Y.; Du, C.; Kong, X.; Zhang, H.
lonothermal Synthesis of Hexagonal-Phase NaYF4:Yb3*Er¥*/Tm® Upconversion
Nanophosphors. Chem. Commun. 2009, 0 (43), 6628-6630.
https://doi.org/10.1039/h915517a.

(102) Mi, C.; Tian, Z.; Cao, C.; Wang, Z.; Mao, C.; Xu, S. Novel Microwave-Assisted
Solvothermal Synthesis of NaYF.:Yb,Er Upconversion Nanoparticles and Their
Application in Cancer Cell Imaging. Langmuir 2011, 27 (23), 14632-14637.
https://doi.org/10.1021/1a204015m.

(103) Reddy, K. L.; Prabhakar, N.; Arppe, R.; Rosenholm, J. M.; Krishnan, V.
Microwave-Assisted One-Step Synthesis of Acetate-Capped NaYF4:Yb/Er
Upconversion Nanocrystals and Their Application in Bioimaging. J. Mater. Sci. 2017,
52 (10), 5738-5750. https://doi.org/10.1007/s10853-017-0809-z.

(104) Panov, N.; Marin, R.; Hemmer, E. Microwave-Assisted Solvothermal Synthesis of
Upconverting and Downshifting Rare-Earth-Doped LiYFs Microparticles. Inorg.
Chem. 2018, 57 (23), 14920-14929. https://doi.org/10.1021/acs.inorgchem.8b02697.

(105) Zhang, Y.; Zhu, X.; Zhang, Y. Exploring Heterostructured Upconversion
Nanoparticles: From Rational Engineering to Diverse Applications. ACS Nano 2021,
15 (3), 3709-3735. https://doi.org/10.1021/acsnano.0c09231.

(106) Dou, Q. Q.; Rengaramchandran, A.; Selvan, S. T.; Paulmurugan, R.; Zhang, Y.
Core — Shell Upconversion Nanoparticle — Semiconductor Heterostructures for
Photodynamic Therapy. Sci. Rep. 2015, 5, 8252. https://doi.org/10.1038/srep08252.

(107) Andresen, E.; Resch-Genger, U.; Schéferling, M. Surface Modifications for
Photon-Upconversion-Based Energy-Transfer Nanoprobes. Langmuir 2019, 35 (15),
5093-5113. https://doi.org/10.1021/acs.langmuir.9b00238.

(108) Sedimeier, A.; Gorris, H. H. Surface Modification and Characterization of Photon-
Upconverting Nanoparticles for Bioanalytical Applications. Chem. Soc. Rev. 2015, 44
(6), 1526-1560. https://doi.org/10.1039/c4cs00186a.

(209) Muhr, V.; Wilhelm, S.; Hirsch, T.; Wolfbeis, O. S. Upconversion Nanoparticles:
From Hydrophobic to Hydrophilic Surfaces. Acc. Chem. Res. 2014, 47 (12), 3481-
3493. https://doi.org/10.1021/ar500253g.

(110) Bogdan, N.; Vetrone, F.; Ozin, G. A.; Capobianco, J. A. Synthesis of Ligand-Free
Colloidally Stable Water Dispersible Brightly Luminescent Lanthanide-Doped
Upconverting  Nanoparticles. Nano  Lett. 2011, 11 (2), 835-840.
https://doi.org/10.1021/n11041929.

(111) Dong, A.; Ye, X.; Chen, J.; Kang, Y.; Gordon, T.; Kikkawa, J. M.; Murray, C. B.
A Generalized Ligand-Exchange Strategy Enabling Sequential Surface
Functionalization of Colloidal Nanocrystals. J. Am. Chem. Soc. 2011, 133 (4), 998—
1006. https://doi.org/10.1021/jal08948z.

(112) Sun, Y.; Zhang, W.; Wang, B.; Xu, X.; Chou, J.; Shimoni, O.; Ung, A. T.; Jin, D.
A Supramolecular Self-Assembly Strategy for Upconversion Nanoparticle
Bioconjugation. Chem. Commun. 2018, 54 (31), 3851-3854.
https://doi.org/10.1039/c8cc00708;.

(113) Tian, G.; Ren, W.; Yan, L.; Jian, S.; Gu, Z.; Zhou, L.; Jin, S.; Yin, W.; Li, S.; Zhao,
Y. Red-Emitting Upconverting Nanoparticles for Photodynamic Therapy in Cancer
Cells under near-Infrared Excitation. Small 2013, 9 (11), 1929-1938.
https://doi.org/10.1002/smll.201201437.

(114) Wang, A.; Jin, W.; Chen, E.; Zhou, J.; Zhou, L.; Wei, S. Drug Delivery Function

47



Capitulo 1. Introduccion

of Carboxymethyl-p-Cyclodextrin  Modified Upconversion Nanoparticles for
Adamantine Phthalocyanine and Their NIR-Triggered Cancer Treatment. Dalt. Trans.
2016, 45 (9), 3853-3862. https://doi.org/10.1039/c5dt04900h.

(115) Chen, Z.; Chen, H.; Hu, H.; Yu, M.; Li, F.; Zhang, Q.; Zhou, Z.; Yi, T.; Huang, C.
Versatile Synthesis Strategy for Carboxylic Acid-Functionalized Upconverting
Nanophosphors as Biological Labels. J. Am. Chem. Soc. 2008, 130 (10), 3023-3029.
https://doi.org/10.1021/ja076151k.

(116) Liu, Y.; Hou, W.; Sun, H.; Cui, C.; Zhang, L.; Jiang, Y.; Wu, Y.; Wang, Y.; Li, J.;
Sumerlin, B. S.; et al. Thiol-Ene Click Chemistry: A Biocompatible Way for
Orthogonal Bioconjugation of Colloidal Nanoparticles. Chem. Sci. 2017, 8 (9), 6182—
6187. https://doi.org/10.1039/c7sc01447c.

(117) Sivakumar, S.; Diamente, P. R.; Van Veggel, F. C. J. M. Silica-Coated Ln**-Doped
LaFs; Nanoparticles as Robust Down- and Upconverting Biolabels. Chem. — A Eur. J.
2006, 12 (22), 5878-5884. https://doi.org/10.1002/chem.200600224.

(118) Abdul Jalil, R.; Zhang, Y. Biocompatibility of Silica Coated NaYF4 Upconversion
Fluorescent ~ Nanocrystals.  Biomaterials 2008, 29 (30), 4122-4128.
https://doi.org/10.1016/j.biomaterials.2008.07.012.

(119) Wurth, C.; Kaiser, M.; Wilhelm, S.; Grauel, B.; Hirsch, T.; Resch-Genger, U.
Excitation Power Dependent Population Pathways and Absolute Quantum Yields of
Upconversion Nanoparticles in Different Solvents. Nanoscale 2017, 9 (12), 4283-
4294. https://doi.org/10.1039/c7nr00092h.

(120) Wilhelm, S.; Kaiser, M.; Wirth, C.; Heiland, J.; Carrillo-Carrion, C.; Muhr, V.;
Wolfbeis, O. S.; Parak, W. J.; Resch-Genger, U.; Hirsch, T. Water Dispersible
Upconverting Nanoparticles: Effects of Surface Modification on Their Luminescence
and  Colloidal  Stability. ~ Nanoscale 2015, 7 (4), 1403-1410.
https://doi.org/10.1039/c4nr05954a.

(121) Gnach, A.; Lipinski, T.; Bednarkiewicz, A.; Rybka, J.; Capobianco, J. A.
Upconverting Nanoparticles: Assessing the Toxicity. Chem. Soc. Rev. 2015, 44 (6),
1561-1584.

(122) Oliveira, H.; Bednarkiewicz, A.; Falk, A.; Frohlich, E.; Lisjak, D.; Prina-Mello, A.;
Resch, S.; Schimpel, C.; Vréek, 1. V.; Wysokinska, E.; et al. Critical Considerations
on the Clinical Translation of Upconversion Nanoparticles (UCNPSs):
Recommendations from the European Upconversion Network (COST Action
CM1403). Adv. Healthc. Mater. 2019, 8 2).
https://doi.org/10.1002/adhm.201801233.

(123) Lisjak, D.; Plohl, O.; Ponikvar-Svet, M.; Majaron, B. Dissolution of Upconverting
Fluoride Nanoparticles in Aqueous Suspensions. RSC Adv. 2015, 5 (35), 27393-
27397. https://doi.org/10.1039/c5ra00902b.

(124) Monopoli, M. P.; Aberg, C.; Salvati, A.; Dawson, K. A. Biomolecular Coronas
Provide the Biological Identity of Nanosized Materials. Nat. Nanotechnol. 2012, 7
(12), 779-786. https://doi.org/10.1038/nnano.2012.207.

(125) Lahtinen, S.; Lyytika, A.; P4, H.; Ho, E.; Perd, N.; Lastusaari, M.; Soukka, T.
Disintegration of Hexagonal NaYF,:Yb%,Er** Upconverting Nanoparticles in
Aqueous Media: The Role of Fluoride in Solubility Equilibrium. 2016.
https://doi.org/10.1021/acs.jpcc.6b09301.

(126) Estebanez, N.; Gonzélez-Béjar, M.; Pérez-Prieto, J. Polysulfonate Cappings on
Upconversion Nanoparticles Prevent Their Disintegration in Water and Provide

48



Capitulo 1. Introduccion

Superior Stability in a Highly Acidic Medium. ACS Omega 2019, 4 (2), 3012-3019.
https://doi.org/10.1021/acsomega.8b03015.

(127) Mérkl, S.; Schroter, A.; Hirsch, T. Small and Bright Water-Protected Upconversion
Nanoparticles with Long-Time Stability in Complex, Aqueous Media by
Phospholipid Membrane Coating. Nano Lett. 2020, 20 (12), 8620-8625.
https://doi.org/10.1021/acs.nanolett.0c03327.

(128) Rabanel, J. M.; Adibnia, V.; Tehrani, S. F.; Sanche, S.; Hildgen, P.; Banquy, X.;
Ramassamy, C. Nanoparticle Heterogeneity: An Emerging Structural Parameter
Influencing Particle Fate in Biological Media? Nanoscale 2019, 11 (2), 383-406.
https://doi.org/10.1039/c8nr04916e.

(129) Goldschmidt, J. C.; Fischer, S. Upconversion for Photovoltaics - a Review of
Materials, Devices and Concepts for Performance Enhancement. Adv. Opt. Mater.
2015, 3 (4), 510-535. https://doi.org/10.1002/adom.201500024.

(130) Liu, Y.; Liang, S.; Yuan, C.; Best, A.; Kappl, M.; Koynov, K.; Butt, H.-J.; Wu, S;
Liu, Y.; Liang, S.; et al. Fabrication of Anticounterfeiting Nanocomposites with
Multiple Security Features via Integration of a Photoresponsive Polymer and
Upconverting Nanoparticles. Adv. Funct. Mater. 2021, 31 (37), 2103908.
https://doi.org/10.1002/adfm.202103908.

(131) Ren, W.; Lin, G.; Clarke, C.; Zhou, J.; Jin, D.; Ren, W.; Lin, G.; Clarke, C.; Zhou,
J.; Jin, D. Optical Nanomaterials and Enabling Technologies for High-Security-Level
Anticounterfeiting. Adv. Mater. 2020, 32 (18), 1901430.
https://doi.org/10.1002/adma.201901430.

(132) Brites, C. D. S.; Balabhadra, S.; Carlos, L. D. Lanthanide-Based Thermometers: At
the Cutting-Edge of Luminescence Thermometry. Adv. Opt. Mater. 2019, 7 (5), 1-30.
https://doi.org/10.1002/adom.201801239.

(133) Ferrera-Gonzélez, J.; Gonzélez-Béjar, M.; Pérez-Prieto, J. Functional Nanohybrids
Based on Dyes and Upconversion Nanoparticles. In Dyes and Photoactive Molecules
in Microporous Systems. Structure and Bonding.; Lopez Arbeloa, F., Ed.; Springer:
Cham, 2020; pp 371-396. https://doi.org/10.1007/430_2020_60.

(134) Tan, G. R.; Wang, M.; Hsu, C. Y.; Chen, N.; Zhang, Y. Small Upconverting
Fluorescent Nanoparticles for Biosensing and Bioimaging. Adv. Opt. Mater. 2016, 4
(7), 984-997. https://doi.org/10.1002/adom.201600141.

(135) Gonzélez-Béjar, M.; Francés-Soriano, L.; Pérez-Prieto, J. Upconversion
Nanoparticles for Bioimaging and Regenerative Medicine. Front. Bioeng. Biotechnol.
2016, 4, 47. https://doi.org/10.3389/fbioe.2016.00047.

(136) He, F.; Yang, G.; Yang, P.; Yu, Y.; Lv, R,; Li, C.; Dai, Y.; Gai, S.; Lin, J. A New
Single 808 Nm NIR Light-Induced Imaging-Guided Multifunctional Cancer Therapy
Platform. Adv. Funct. Mater. 2015, 25 (25), 3966-3976.
https://doi.org/10.1002/adfm.201500464.

(137) Lin, M.; Zhao, Y.; Wang, S. Q.; Liu, M.; Duan, Z. F.; Chen, Y. M.; Li, F.; Xu, F.;
Lu, T. J. Recent Advances in Synthesis and Surface Modification of Lanthanide-
Doped Upconversion Nanoparticles for Biomedical Applications. Biotechnol. Adv.
2012, 30 (6), 1551-1561. https://doi.org/10.1016/j.biotechadv.2012.04.009.

(138) Fan, W.; Shen, B.; Bu, W.; Chen, F.; He, Q.; Zhao, K.; Zhang, S.; Zhou, L.; Peng,
W.; Xiao, Q.; et al. A Smart Upconversion-Based Mesoporous Silica Nanotheranostic
System for Synergetic Chemo-/Radio-/Photodynamic Therapy and Simultaneous
MR/UCL Imaging. Biomaterials 2014, 35 (32), 8992-9002.

49



Capitulo 1. Introduccion

https://doi.org/10.1016/j.biomaterials.2014.07.024.

(139) Wu, W.; Yao, L.; Yang, T.; Yin, R.; Li, F.; Yu, Y. NIR-Light-Induced Deformation
of Cross-Linked Liquid-Crystal Polymers Using Upconversion Nanophosphors. J.
Am. Chem. Soc. 2011, 133 (40), 15810-15813. https://doi.org/10.1021/JA2043276.

(140) Wang, L.; Dong, H.; Li, Y.; Xue, C.; Sun, L. D.; Yan, C. H.; Li, Q. Reversible
Near-Infrared Light Directed Reflection in a Self-Organized Helical Superstructure
Loaded with Upconversion Nanoparticles. J. Am. Chem. Soc. 2014, 136 (12), 4480—
4483. https://doi.org/10.1021/JA500933H.

(141) Lai, J.; Zhang, Y.; Pasquale, N.; Lee, K.-B.; Lai, ] J; Zhang, Y.; Pasquale, ] N; Lee,
K.-B. An Upconversion Nanoparticle with Orthogonal Emissions Using Dual NIR
Excitations for Controlled Two-Way Photoswitching. Angew. Chemie Int. Ed. 2014,
53 (52), 14419-14423. https://doi.org/10.1002/anie.201408219.

(142) Boyer, J. C.; Carling, C. J.; Gates, B. D.; Branda, N. R. Two-Way Photoswitching
Using One Type of near-Infrared Light, Upconverting Nanoparticles, and Changing
Only the Light Intensity. J. Am. Chem. Soc. 2010, 132 (44), 15766-15772.
https://doi.org/10.1021/ja107184z.

(143) Wang, K.; Pefia, J.; Xing, J. Upconversion Nanoparticle-Assisted
Photopolymerization.  Photochem.  Photobiol. 2020, 96 (4), 741-749.
https://doi.org/10.1111/php.13249.

(144) Yang, Y.; Shao, Q.; Deng, R.; Wang, C.; Teng, X.; Cheng, K.; Cheng, Z.; Huang,
L.; Liu, Z.; Liu, X.; et al. In Vitro and In Vivo Uncaging and Bioluminescence
Imaging by Using Photocaged Upconversion Nanoparticles. Angew. Chem. Int. Ed.
2012, 51 (13), 3125-3129. https://doi.org/10.1002/anie.201107919.

(145) Wu, S.; Lv, J.; Wang, F.; Duan, N.; Li, Q.; Wang, Z. Photocatalytic Degradation of
Microcystin-LR with a Nanostructured Photocatalyst Based on Upconversion
Nanoparticles@TiO2 Composite under Simulated Solar Lights. Sci. Rep. 2017 71
2017, 7 (1), 1-11. https://doi.org/10.1038/s41598-017-14746-6.

(146) Jiang, J.; Ren, H.; Huang, F.; Wang, L.; Zhang, J. Refine the Crystallinity of
Upconversion Nanoparticles for NIR-Enhanced Photocatalysis. CrystEngComm
2021, 23 (35), 6117-6127. https://doi.org/10.1039/d1ce00550b.

(147) Lee, S. Y.; Lee, G.; Jun, Y. S,; Park, Y. Il. Visible/near-Infrared Driven Highly
Efficient  Photocatalyst Based on  Upconversion  Nanoparticles/g-CsNa
Nanocomposite. Appl. Surf. Sci. 2020, 508, 144839.
https://doi.org/10.1016/j.apsusc.2019.144839.

(148) Xu, J.; Liu, N.; Wu, D.; Gao, Z.; Song, Y. Y.; Schmuki, P. Upconversion
Nanoparticle-Assisted Payload Delivery from TiO2 under Near-Infrared Light
Irradiation for Bacterial Inactivation. ACS Nano 2020, 14 (1), 337-346.
https://doi.org/10.1021/acsnano.9b05386.

(149) Freitag, M.; Maller, N.; Rihling, A.; Strassert, C. A.; Ravoo, B. J.; Glorius, F.
Photocatalysis in the Dark: Near-Infrared Light Driven Photoredox Catalysis by an
Upconversion Nanoparticle/Photocatalyst System. ChemPhotoChem 2019, 3 (1), 24—
27. https://doi.org/10.1002/cptc.201800212.

50



Objetivos

51



Capitulo 2. Objetivos

Capitulo 2

2. Objetivos

2.1. Objetivo general

Caracterizar y visualizar UCNH compuestos de UCNP y especies fotoactivas
con funcionalidad bioldgica.

2.2. Objetivos especificos

1. Sintetizar y caracterizar UCNP.
1.1. Control sintético en el desarrollo de nanomateriales core y core-
shell de matriz B-NaYF4 dopados con lantanidos fotoactivos
(Yb** y Er¥*/Tm®") mediante la metodologia de descomposicién
térmica.
2. Funcionalizar las UCNP con especies fotoactivas.
2.1. Control en la modificacion y funcionalizacion superficial de las
UCNP para dar lugar a UCNH.
2.2. Construir UCNH mediante una metodologia tipo rompecabezas
(puzle) usando moléculas macrociclicas de cucurbiturilo.
3. Aplicar el microscopio multifotdn de barrido l&ser para la caracterizacion
fotofisica de las UCNP y UCNH.
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3.1

3.2.

3.3.

3.4.
3.5.

Adaptar una técnica de microscopia para caracterizar el tiempo
de vida de luminiscencia de las UCNP y UCNH.

Evaluar la homogeneidad de una muestra en la escala
microscopica en base a su respuesta temporal.

Evaluar la homogeneidad de la funcionalizacion en la escala
microscopica de UCNH formados por UCNP y colorantes.
Detectar fendmenos de transferencia de energia en UCNH.
Caracterizar el tiempo de vida de luminiscencia de UCNP y

UCNH en el interior celular.

4. Caracterizar fotofisicamente los UCNH.

41.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

Determinar los tiempos de vida de desactivacion de las emisiones
UC de UCNP y UCNH.

Detectar alargamientos en tiempos de vida de colorantes por
transferencia de energia resonante desde una emision UC de la
UCNP.

Demostrar que una sonda quimica no pierde sus propiedades de
deteccion en un UCNH formado por ella'y una UCNP.
Determinar el estado de agregacién de un colorante en la
superficie de la UCNP.

Comparar el comportamiento fotofisico de un colorante libre y
un colorante funcionalizado en la superficie de un UCNP.
Estudiar los procesos de transferencia de energia entre los

lantanidos de la UCNP y el colorante.

5. Estudiar la citotoxicidad de una UCNP sin ligandos superficiales y otra

UCNP funcionalizada con cucurbiturilos.

5.1.
5.2.

Demostrar la internalizacion celular.

Estudiar la viabilidad celular y el mecanismo de citotoxicidad.
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Capitulo 3

3. Microscopia de barrido de
laser NIR

Una técnica de caracterizacion fotofisica
para UCNP/UCNH

3.1. Introduccion y antecedentes

La microscopia Optica engloba al conjunto de técnicas que mediante la luz y
un sistema de lentes tratan de magnificar estructuras o sistemas que no pueden
ser vistos a simple vista por el ojo humano. Los inicios de la microscopia se
remontan al siglo XVII y en la actualidad existe una amplisima variedad de
técnicas que se basan en distintas interacciones de la luz con la materia, como por
ejemplo, microscopia de fluorescencia, multifoténica, de campo ancho, de
correlacion de fluorescencia, de campo oscuro, de campo claro, de transferencia
de energia tipo Foster, de fluorescencia de luz laminada, de fluorescencia de
reflexion interna total, de fosforescencia, de tiempo de vida de
fluorescencia/fosforescencia y de contraste de interferencia diferencial, entre

otros.13

De forma general los microscopios constan de una fuente de excitacion, un
sistema de magnificacion de la imagen mediante lentes (objetivos) y un sistema
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de deteccidn. La separacion de la excitacion y emision la realiza un espejo

dicroico, mientras que la seleccion de la longitud de excitacion y de deteccion se

suele realizar mediante un juego de filtros, aunque hay sistemas con redes de

difraccion y capacidades espectrales. Las tres técnicas de microscopia mas

comunes por su uso y comercializacion son:*

Microscopia de campo ancho (widefield microscopy, WM). Utiliza una
fuente de excitacidn continua, generalmente con una ldmpara de Xe, que
excita simultaneamente toda la muestra y la deteccion se realiza mediante
una cadmara de dispositivo de carga acoplado (CCD).

Microscopia confocal (MC). En este caso, no se realiza la excitacion
simultinea de toda la muestra, sino un barrido del area de deteccion.
Como fuente de excitacion se utiliza un laser que permite focalizar la luz
en un &rea muy pequefia, limitada por el limite de difraccion. Mediante
un sistema de barrido en un patréon determinado y a una velocidad
determinada el laser recorre el area a digitalizar como imagen a la vez
gue un fotomultiplicador (PMT) registra la intensidad de la sefial pixel a
pixel. Por ello, requiere de un agujero (pinhole) antes del PMT para evitar
la luz fuera de foco. Es una técnica que ofrece diferentes ventajas frente
a WM, como la mejora del contraste y resolucién, permite obtener
imagenes en las tres dimensiones (3D), reduce el fotoblanqueo
(photobleaching, pérdida de las propiedades emisivas de un colorante)
de los fluordforos, la fototoxicidad (toxicidad por exposicion a la luz) y
la autofluorescencia (interferencia de fluorescencia inherente a ciertas
moléculas de tejidos biol6gicos).*

Microscopia multifotonica (MM). Presenta un funcionamiento idéntico a
la MC pero en vez de utilizar laser de UV-vis requiere el uso de laseres
NIR pulsados de alta potencia y no necesita pinhole. Esta técnica consiste
en excitar bifotonicamente (2-photon excitation, 2PE) a los fluoréforos

de interés. Como la densidad fotonica para que un proceso 2PE tenga
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lugar debe ser extremadamente alta, la excitacion de los fluoroforos se
vera restringida a un volumen extremadamente pequefio (del orden de
femtolitros) en el foco de la muestra, evitdndose asi la luz fuera de foco

y mejorandose el contraste frente MC.55

Sin embargo, ninguna de estas técnicas de microscopia Optica es capaz de
resolver estructuras nanométricas, pues estan limitadas por el limite de difraccion.
La resolucion lateral (eje x-y) méxima posible de microscopios épticos, en
funcion del criterio de Abbe o de Rayleigh,”® estara limitada teéricamente a
aproximadamente la mitad de la longitud de onda de excitacion, mientras que la
axial (eje z) estara limitada a la longitud de onda de excitacion. Asi, excitando en
el UV-vis a 400 nm, por ejemplo, tendriamos una resolucion lateral maxima en
torno a los 200 nm, mientras que, si excitamos en el NIR, como ocurre en MM,
la resolucion seria incluso peor (resolucién ~ 490 nm para 975 nm de excitacion).
De tal manera que, como muestra la figura 3.1, los sistemas nanométricos no
pueden resolverse por técnicas de microscopia optica convencionales (MW, MC
0 MM). Para ello, deberiamos recurrir a técnicas de microscopia Gptica de
superresolucién, como microscopia de iluminacion estructurada (SIM),
microscopia de reflexion interna total de fluorescencia (TIRF), microscopia de
deplecion de luz estimulada (stimulated emisién depletion, STED) o microscopia

de barrido de campo cercano, entre otras.

En principio, las técnicas de microscopia electrénica (ME) tienen una
resolucion mas que suficiente para sistemas nanométricos, sin embargo, las dosis
de electrones necesaria para ME imposibilitaria estudios celulares in vivo o en
tejidos biolégicos porque estd muy por encima de la dosis letal celular.® Aun asf,
esta técnica ha demostrado ser de gran utilidad en forma de microscopia
crioelectrénical®*? y como microscopia correlativa de luz y electrénica
(CLEM).2¥15
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Figura 3.1. Grafico de campo de vision frente a resolucion de algunas técnicas
de microscopia'®'’ y detalle con tamafios promedio de estructuras de referencia.

Por otro lado, la resolucién temporal en microscopia Optica permite la
obtencién de imagenes a la vez que sirve para caracterizar materiales. La
microscopia basada en la deteccién de intensidad esta limitada por la estabilidad
de la fuente de excitacion, el ruido de fondo de autofluorescencia
(autofluorescence background) y del solapamiento de emisiones. Sin embargo,
las técnicas de imagen de microscopia basadas en tiempo de vida son menos
sensibles a interferencias, ya que el contraste de la imagen viene dado por los
tiempos de vida.!® Asi se han propuesto diferentes técnicas como microscopia de
imagen de tiempo de vida de fluorescencia (FLIM, por sus siglas en inglés),
microscopia de imagen de tiempo de vida de fosforescencia/fotoluminiscencia
(PLIM, por sus siglas en inglés) y microscopia limitada por intervalos temporales

(time-gated emission imaging microscopy, TGI), entre otras, que registran la
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desactivacion de la emision en cada pixel durante el tiempo de permanencia

(dwell time).2821 os sistemas de deteccion de técnicas de microscopia resuelta

en el tiempo se basan en dos tipos de métodos:

Métodos basados en dominio de la frecuencia: miden el desplazamiento

de la fase y la desmodulacion de la emision respecto de la excitacion, que

se relaciona con el tiempo de vida del emisor.*

Métodos basados en el dominio temporal: miden el desfase temporal

entre la excitacion y la deteccion de un fotdn.’322 Se destacan dos

técnicas:

o

Recuento de fotones individuales correlacionados en el tiempo
(time-correlated single photon counting, TCSPC). Mide el
desfase temporal entre una sefial inicio, START (excitacion del
laser), y una sefial de parada, STOP (llegada de un foton al
detector), de maultiples fotones (millones) para crear un
histograma de la desactivacién de la emision.

Deteccién limitada por intervalos temporales (time-gated
detection). Utiliza como sistema de deteccién la técnica TCSPC,
pero en vez de barrer toda la ventana temporal, utiliza uno 0 mas
intervalos temporales (time gates) con diferentes retardos

respecto a la excitacion.

Desde su desarrollo, las UCNP han suscitado un gran interés para técnicas de

microscopia de imagen. Sus propiedades emisivas las hacen excelentes emisores

para microscopia Optica, pues presentan luminiscencia continua (no parpadean,

no photoblinking), son fotoestables a tiempos prolongados de excitacion y fuentes

de alta potencia de excitacion (no presentan fotoblanqueo),?2* y presentan baja

toxicidad.”> Ademas, el fendmeno UC es mas eficiente que el de 2PE de los

colorantes® y, al ser excitadas con luz NIR, permiten estudios a mayor

profundidad dentro de muestras bioldgicas, con menor fototoxicidad (frente a

fuentes UV-vis) y sin interferencias de autofluorescencia®?°.
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En principio, dado que la excitacion de las UCNP es en el NIR, la técnica de
microscopia mas adecuada para utilizarla parece ser la MM, ya que utiliza un
laser NIR. Sin embargo, la obtencion de imagenes de intensidad de UCNP
mediante MM supone un serio desafio debido al tiempo de vida largo de las
emisiones UC. Los MM convencionales estan disefiados para 2PE de fluoréforos
Yy, por tanto, no incorporan un pinhole en la deteccion, ya que no ocurre emision
fuera de foco.® Sin embargo, si se utilizan para excitar al Yb3" (excitacion
monofoténica) de la UCNP, si ocurrird emision fuera de foco, que ademas
presenta tiempo de vida largo, y puede contaminar pixeles adyacentes (emision
fuera de eje) en la direccion del barrido y, por tanto, afectar a la resolucién y
contraste de la imagen. Para evitarlo se han seguido distintas estrategias: (i)
utilizar velocidades de barrido lentas, (ii) afiadir un pinhole antes de la deteccion
igual que el que presentan los MC,% (iii) no utilizar una técnica de microscopia
de barrido sino WM equipado con un laser NIR, (iv) aumentar el dopaje de
sensibilizadores, activadores 0 ambos en la UCNP para reducir los tiempos de
vida de la emision UC32-% o (v) utilizar técnicas de microscopia de tiempo de

vida?.

Mas recientemente diferentes estudios han demostrado el potencial en
bioimagen de la combinacién de UCNP con la microscopia éptica. Por un lado,
se han obtenido imagenes de una sola nanoparticula (single particle),**%" incluso
UCNP de 10 nm con un microscopio multifotén convencional®4. Por otro lado, se
ha demostrado que se puede realizar microscopia de imagen de subdifraccién con
UCNP y técnicas de superresolucién, como STED3®:%3 o nanoscopia de
saturacion de emision NIR (NIR emision saturation nanoscopy, NIRES)%.
Incluso, se ha desarrollado una técnica de subdifraccién en un MC basada
puramente en la superlinealidad de las emisiones UCNP, uSEE (upconversion

super-linear excitation-emission)®.

En este sentido e impulsados por dos razones principales: la necesidad de

obtener cinéticas de la desactivacion de la emision upconversion (UC) de los
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lantanidos de UCNP y la falta del instrumental adecuado para obtenerlas, llevo al
grupo de investigacion a adaptar una técnica de microscopia que nos permitiera
obtener tiempos de vida empiricos UC: convertir un técnica de imagen en una
técnica de caracterizacion temporal de UCNP/UCNH que, ademas, permite
evaluar la homogeneidad de la muestra en la escala micro/nanométrica y de la
funcionalizacién de los UCNH.* La técnica, aunque se ha desarrollado en un
microscopio comercial multifotén, a partir de ahora se la denominara microscopia
de barrido laser de infrarrojo cercano (NIR-LSM, por sus siglas en inglés), ya que
no implica una 2PE, pues el laser NIR del microscopio se utiliza para excitar al
Yb* de la UCNP.
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3.2. Objetivos

Los objetivos del presente capitulo son:

e Adaptar una técnica de imagen de microscopia para que nos permita
caracterizar el tiempo de vida de las UCNP.

¢ Evaluar la homogeneidad de una muestra en funcion de la desactivacion
temporal de luminiscencia.

e Evaluar la homogeneidad en la funcionalizacion de las UCNP con
fluoréforos organicos.
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3.3. Resultados y discusion

3.3.1. Microscopio multifotén FV100MPE

La técnica NIR-LSM se ha implementado en un microscopio multifoton
comercial (FV1000MPE, Olympus) compuesto por un microscopio vertical
BX61WI y un laser de femtosegundos de Ti-zafiro (Mai-Tai HP Deep See,
Spectra Physics). Con el fin de hacer la exposicion de resultados mas accesible,
introduciremos brevemente los componentes del presente microscopio y los

parametros que podemos modificar desde el software del equipo (FV10-ASW).

PMT
Escaner

Galvanomeétrico
Laser Ti-Zafiro AOM

Filtro

Espejo
dicroico

Objetivo

Emisién UCNP

= Area de barrido

Muestra UCNP

Figura 3.2. Esquema del microscopio multifoton FV1000MPE y fundamento del
NIR-LSM. Reproducido de ** con permiso de Royal Society of Chemistry.

En la figura 3.2 se representa un esquema del equipo. Como fuente de

excitacion utiliza un laser de Ti-zafiro que permite sintonizar la longitud de onda
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de excitacién entre 690 — 1040 nm. Ademas, presenta una potencia promedio de
2,0 W, anchura de pulso de 100-150 fs y una frecuencia de 80 MHz (12,5 ns entre
pulsos). La potencia del laser puede ser modificada mediante un modulador
Optico-acustico (AOM, por sus siglas en inglés), que consiste en un cristal
transparente en contacto con un transductor piezoeléctrico que genera ondas
sonoras capaces de modificar el indice de refraccidn del cristal (efecto acusto-
6ptico).*? EI AOM esta calibrado para seleccionar en el software la transmisién
del AOM (en porcentaje). A continuacion, el haz de laser pulsado llega hasta la
unidad de barrido galvanométrica (escaner galvanométrico), que utiliza dos
espejos motorizados para realizar el barrido en las coordenadas x e y (2D). El
patron de barrido podra definirse por el usuario en el software y puede ser
continuo o discontinuo, aungue generalmente se utiliza el barrido discontinuo por
lineas, y la velocidad a la que se realiza el barrido se controla mediante el tiempo
de permanencia por pixel o dwell time (2, 4, 8, 10, 12.5, 20, 40, 100 y 200
us/pixel). Posteriormente, el haz laser llega a un espejo dicroico que refleja la
excitacion hacia el objetivo y transmite la emision visible a los detectores. En este
caso el objetivo es de x25 y de inmersion en agua (Olympus XLPLN25x WMP
1.05NA), con una distancia de trabajo de 2 mm. La altura del objetivo sobre la
muestra debe manipularse hasta enfocar el plano en el que se encuentran las NP
(trabajamos con muestras 2D discontinuas). La emision de la muestra se recoge
a través del mismo microscopio y se detecta directamente mediante un sistema
de filtros y dicroicos utilizando como detectores fotomultiplicadores (PMT). En
laimagen solo se representa un PMT, aunque realmente el equipo presenta 4 PMT
que permiten la deteccion simultanea de la emision en 4 canales: 420-500 nm
(canal 1, C1), 515-580 nm (canal 2, C2), 590-650 nm (canal 3, C3) y 660-740 nm
(canal 4, C4). En funcion de la cantidad de fotones que lleguen al PMT, éste
generara una intensidad de corriente que sera digitalizada en el ordenador
asignandole un valor de intensidad entre 0-4095 unidades (12 bits) al pixel. La
imagen final se obtendra por la deteccion de intensidades de emision pixel a pixel.
Asi, se obtiene una matriz que contiene las intensidades de cada pixel en funcion
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de las coordenadas de los ejes x e y, que se digitaliza en forma de una imagen en
escala de grises.*® Posteriormente, la escala de grises puede ser sustituida

artificialmente por otros colores.

Ademas, el software permite controlar la sensibilidad de cada PMT
individualmente mediante el ajuste individual del voltaje aplicado, la definicion
manual del nivel de ruido de fondo (offset) o amplificar sefiales mediante el ajuste
de la ganancia. El area de barrido puede modificarse, desplazando manualmente
la muestra bajo el microscopio con un soporte XY de microscopia. También
puede hacerse una ampliacion de una seccion de la imagen (zoom: x1 - x50). El
tamafio de pixel puede modificarse en funcién de la resolucién de pixeles
seleccionada (64x64, 128x128, 256x256, 320x320, 512x512, 640x640, 800x800,
1024x1024, 1600x1600, 2048x2048 0 4096x4096 pixeles?) y el zoom.

En definitiva, se trata de un microscopio vertical multifotén convencional con
deteccidn directa. En este tipo de equipos, los pardmetros que podemos modificar
son: la potencia de excitacidon, la longitud de onda de excitacién, el patrén de
barrido, el dwell time, el area de barrido, el ajuste del plano de foco, la

sensibilidad de los detectores y el tamafio de pixel.

3.3.2. Resolucion temporal con NIR-LSM

Generalmente, la resolucion espectral y temporal de las emisiones UC se
registra en equipos disefiados especificamente para estos procesos (por ejemplo,
el FLS1000, FluoTime300®, Picoquant o Fluorolog-3) o bien se adaptan
fluorimetros convencionales con fuentes de excitacion de diodo laser continuos
(continous wave, CW) de NIR acoplados a un sistema de activacion (triggering
system; como una hélice giratoria o chopper), que pulsan el laser para obtener
cinéticas.* En ambos sistemas, la resolucion espectral se consigue mediante un
monocromador y la resoluciéon temporal vendra definida por la frecuencia de

repeticion y la anchura de pulso del laser. Estos equipos permiten registrar
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medidas macroscopicas en muestras solidas, liquidas y de capa delgada (film).
Por tanto, aunque la respuesta de la muestra es estable y robusta, es un promedio
macroscépico de toda la muestra excitada. En el caso de muestras
convencionales, como fluorofuros purificados, esta respuesta promedio no es
relevante, sin embargo, no ocurre lo mismo para las NP. Pequefios cambios en
tamafio o de distribucion de los dopantes en las UCNP de una muestra o lote
(batch) de UCNP, generan propiedades fotofisicas diferentes.*“¢ Por ello, las
medidas macroscépicas registradas en fluorimetros no pueden ser atribuidas a
cada UCNP, hasta que otras técnicas de caracterizacion (como TEM, HRTEM,

EDX, DLS, ICP, ...) demuestren la homogeneidad de la muestra en tamafo y

dopaje.
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Figura 3.3. Imagenes TEM e histogramas de tamafio en largo (rojo) y ancho
(gris) de (a) UCkr2, (b) UCkr 20, (€) UCho y (d) UCm. Barra de escala: 50 nm.
Reproducido de ** con permiso de Royal Society of Chemistry.
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Al contrario que las técnicas espectroscopicas convencionales, NIR-LSM es
unatécnica de microscopia que nos permite obtener los tiempos de vida empiricos
de muestras de UCNP y UCNH, asi como evaluar su homogeneidad en la escala
nano/micrométrica.*! Para demostrar la resolucion temporal de la técnica NIR-
LSM, se sintetizan cuatro muestras monodispersas diferentes de UCNP con
tamanos similares (=24 nm; figura 3.3) pero con propiedades emisivas diferentes

(figura 3.4.a-c):

= UCe 2 B-NaYF4Yb®(20%),Er*(2%)
»  UCer20: B-NaYF4 Y3 (20%),Er**(20%)
»  UCho B-NaYF4:Yb*(20%),Ho* (1%)
*  UCwm: B-NaYF4:Yb3*(20%),Tm3*(0,1%)

< (a) oy (b) & (c)
e 3 3
C E | -
S S S
£ = ﬂ £
400 550 700 400 550 700 400 550 700
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

Figura 3.4. Espectros de emisién de dispersiones de 1 mg/mL en tolueno de (a)
UCkr2, (0) UCho Y (€) UCtm (Aexe= 975 nm; | = 93 W/cm?). Los cuadros
coloreados indican los canales de deteccion (C1 en azul y C2 en verde) donde se
registran las imagenes NIR-LSM de (d) UCe2, (€) UCho Y () UCTm (Lexe= 975
nm; Fq = 0,2 J/cm?). Escala: 50 xm. Reproducido de ** con permiso de Royal
Society of Chemistry.
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En la figura 3.4 se muestran las imégenes obtenidas con NIR-LSM para
muestras 2D discontinuas de grupos de UCNP cercanas y aglomerados en los
canales de deteccion donde se registra la banda mas intensa de cada
nanoparticula; (i) C2 y dwell time de 2 ps/pixel para UCg,2, UCgr20 Y UCho, Y (ii)
C1y dwell time de 4 ps/pixel para UCtm.

Las colas que aparecen en la direccién de barrido —similares a estrellas
fugaces— ocurren por la deteccion de la emision fuera de eje, una vez el laser ha
pasado sobre un aglomerado en la direccion del eje x. Esta aparente desventaja
que impide la obtencion de iméagenes definidas®®4"*® es, de hecho, una ventaja
para obtener informacion sobre la evolucion temporal de la emision de la UCNP
tal y como ha descrito el grupo de investigacion. 1495

El fundamento de NIR-LSM resuelta en el tiempo se explica visualmente en
la figura 3.5, en la que se observa la imagen de la emision de un aglomerado de
UCtm@Ro0d110, esto es, un UCNH donde se ha funcionalizado la UC+m, con un
colorante: la rodamina 110 (Rod110). La figura 3.5.a s una imagen compuesta
donde se han fusionado dos imagenes simultaneas de la misma area de dos
canales de emision diferentes excitando a 975 nm (4 ps/pixel). Las bandas
emisivas de la UCNP centradas en 450 y 475 nm se registran en el C1 y han sido
artificialmente coloreadas en azul, mientras que la emision de la Rod110 anclada
a la superficie de la NP y excitada via 2PE se registra en el C2 y ha sido coloreada
en verde. La emision del colorante revela informacion sobre la localizacién
espacial del aglomerado e indica ademas donde tiene lugar la excitacion de la
UCNP del UCNH (perfil rojo en figuras 3.5.b-c). En consecuencia, la excitacion
de la UCNP consiste en un tren de pulsos laser (train of pulses/bursts)
determinados por la frecuencia del laser, la energia del laser por pulso, la
velocidad de escaneo (dwell time), la longitud de onda del laser (spot del laser
limitado por el limite de difraccién) y el tamafio del aglomerado (si es superior al

tamarfio de pixel).
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Figura 3.5. (a) Imagen de NIR-LSM del UCNH compuesta de la emision de UCtn
en el C1 (azul) y de la emision por 2PE de Rod110 en el C2 (verde) (Aexc= 975
nm; dwell time: 4 us/pixel). (b) Perfil de intensidad y (c) perfil cinético de la
imagen (a). Reproducido de ** con permiso de Royal Society of Chemistry.

Asi, una vez el laser haya barrido en el eje x el aglomerado/grupo de NP
cercanas, la seccion inmediatamente posterior al aglomerado en la direccion de
barrido constituye una ventana de deteccion en la que observar la emision
retardada de la UCNP (figura 3.5.a), siempre que no interfiera otro aglomerado,
ya que la emision fuera de eje esta llegando al detector. Asi, se observa la
activacion retardada y desactivacion lenta de la emision UC del Tm** en el C1
(perfil gris figura 3.5.b). De tal manera que los pixeles justo después del
aglomerado/grupo de NP cercanas estan actuando como intervalos temporales
(time gates) consecutivos de duracion temporal igual al dwell time. Por tanto,

pueden obtenerse cinéticas de desactivacion de la luminiscencia de los perfiles de
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intensidad de las colas en la direccion del barrido transformando la escala espacial
(um) a escala temporal (us) utilizando para ello el dwell time (us/pixel) y el

tamafio de pixel (um/pixel) (figura 3.5.c).

En fluorimetros convencionales, la resolucion temporal generalmente se
consigue mediante la combinacion de una fuente de excitacion pulsada y un
método de deteccion temporal, que para fluor6foros de tiempo de vida entre ps-
us suele ser TCSPC y para fluoréforos, como la UCNP, de tiempos de vida entre
us-s suele ser escalado multicanal (multi-channel scaling, MCS). EI método MCS
funciona de forma similar a como lo hace un osciloscopio: divide la ventana
temporal en pequefios intervalos temporales (time gates/bins) y hace un barrido
intervalo a intervalo consecutivamente detectando los fotones que llegan en cada
uno hasta construir un histograma de la desactivacion. De manera similar al
método MCS, NIR-LSM actlia como un sistema de deteccion en intervalos
temporales consecutivos en el que la cantidad de fotones se guarda en forma de
intensidad de emision en cada pixel (recuadro de la figura 3.5.b). Ademas, NIR-
LSM también presenta un rango de resolucién de tiempos de vida similar:
estimamos que de 2 us - 80 ms (véase seccion 3.5.4. Estimacion de la resolucion
de tiempo de vida de NIR-LSM), que solamente esta limitado por el dwell time
del escaner galvanométrico del microscopio. En nuestro caso estamos limitados

a tiempos de permanencia entre 2 y 200 us/pixel.

Debe tenerse en cuenta que las medidas realizadas en fluorimetros
convencionales nos dan una respuesta macroscépica promedio y, por tanto,
pueden reflejar o despreciar el tiempo de vida de las especies de vida con tiempos
més largos, o bien revelar la heterogeneidad de la muestra en forma de
desactivaciones multiexponenciales. Por ello, estas medidas s6lo pueden
atribuirse al nanomaterial si otras técnicas de caracterizacion demuestran su
homogeneidad en la escala nanométrica. Por el contrario, la técnica NIR-LSM

registra la luminiscencia de un espacio micrométrico de la muestra, que refleja la

70



Capitulo 3. Microscopia de barrido de laser NIR

respuesta nano/micrométrica de la muestra de UCNP o UCNH de manera méas

precisa que un fluorimetro.

En este sentido, también se han descrito técnicas de microscopia capaces de
medir tiempos de vida largos en microscopios de campo ancho, confocales o
multifotonicos, usando técnicas de deteccion en el dominio de la frecuencia o en
el dominio temporal y que han sido descritas detalladamente por Zhang et al.?! y
Baggaley et al.%2. Con fines comparativos, nos centraremos (nicamente en
técnicas que utilicen MC y MM y métodos de deteccién en el dominio temporal.
De forma general, para registrar cinéticas largas se requiere una fuente de
excitacion de baja frecuencia y un sistema de deteccién sensible con una ventana
temporal amplia que permita observar la desactivacion de la emision entre los
pulsos de excitacion. La técnica por excelencia es PLIM, que utiliza un
microscopio confocal y una fuente de excitacion laser pulsada en el UV-vis. En
cada pixel, se excita utilizando un pulso o tren de pulsos durante un periodo de
tiempo breve, seguido de un tiempo largo de deteccion, pues pretende registrar la
desactivacion completa de la emisién en cada pixel. Posteriormente, mediante un
ajuste de las cinéticas de cada pixel, nos representa una imagen en la que el
contraste viene dado por el tiempo de vida del emisor.?° Por ello, los tiempos de
adquisicion de imagenes son largos, pues los dwell time estan limitados al menos
a diez veces el tiempo de vida del emisor (ventana temporal 6ptima para observar
la desactivacion de la emisién). NIR-LSM, por el contrario, requiere unos pocos
segundos en el registro de los tiempos de vida (de 2 s a 2 ps/pixel y de 20 s a 200

us/pixel para una imagen de 1024x1024 pixeles).

En el caso de MM se han utilizado dos estrategias para salvar la
incompatibilidad de los laseres de alta frecuencia (80 MHz) y los emisores de
tiempos de vida largos, bien reducir la frecuencia del laser, o excitar con un tren
de pulsos laser (bursts) seguido de un tiempo de deteccion sin excitacion durante
el dwell time.>? La primera estrategia puede llevarse a cabo trabajando con el

laser en modo de vaciado de cavidad (cavity dumped mode), que reduce la
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frecuencia pero incrementa la energia por pulso.®? La segunda necesita una hélice
giratoria (chopper)®® o un modulador 6ptico (electrénico, EOM, o acUstico,
AOM)>*%5 y la deteccién puede realizarse mediante TCSPC multiparada o MCS.
La segunda aproximacion parece ser mucho mas interesante pues evita la
aparicion de patrones de interferencia (patrones Moiré) en la imagen?, asi como
efectos térmicos o de saturacion por la elevada energia del pulso laser®?. De
hecho, esta técnica ha permitido obtener iméagenes detectando simultdneamente
fluorescencia y fosforescencia,®® e imagenes del flujo del oxigeno y la sangre.*
Destacan dos trabajos complementarios que permiten adaptar MC y MM para
conseguir resoluciones temporales: imagen de tiempo de vida por desplazamiento
del pinhole (PSLIM: pinhole shifting lifetime imaging)®’ e imagen de tiempo de
vida por muestreado temporal (TSLIM: temporal sampling lifetime imaging).%®
En PSLIM se registran diferentes tiempos de emision mediante un
desplazamiento del pinhole que permite detectar emisiones mas largas que dwell
time. Sin embargo, esta estrategia imposibilita una adquisicion continua de la
desactivacion de la emision y limita el nmero de puntos experimentales, lo que
se traduce en una cinética de desactivacion poco precisa. En TSLIM, en cambio,
se excita utilizando la funcién de blanqueamiento en un solo punto (single spot
bleaching) del microscopio para, posteriormente, registrar la desactivacion de la
emision en cada pixel. La principal desventaja del TSLIM es la lenta adquisicién
de la imagen. Aunque este problema puede ser parcialmente resuelto utilizando
un sistema confocal de barrido de deteccion en linea, que permite analizar una

linea (eje x de la imagen al completo) simultdneamente.

De manera similar a la estrategia PSLIM, NIR-LSM también esta basada en
la deteccion de la emision fuera de eje. Sin embargo, en nuestro caso queremos
reflejar esa emision en la imagen en forma de colas. Asi, las iméagenes obtenidas
no deben ser entendidas como imagenes convencionales de microscopia de
fluorescencia sino como informacion de la evolucion temporal de la emision en

la direccidn de escaneo, eje x. Como era de esperar, al disminuir la velocidad de
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barrido (aumentar el dwell time) las colas de luminiscencia UC se acortan (figura
3.6.2) y el maximo de emisién se desplaza a valores mas pequefios en el eje x
(figura 3.6.b). La figura 3.6.d muestra las cinéticas obtenidas de las colas
registradas a diferentes tiempos de permanencia. Como se observa, todas las
cinéticas presentan un comportamiento similar independientemente del dwell
time, lo que corrobora que las colas de emision observadas en la imagen se deben
inequivocamente al tiempo de vida de desactivacion de luminiscencia UC de la
UCNP.

(a)
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(b) s 2 ps/pixel
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Figura 3.6. (a) Imagen de NIR-LSM y (b) perfiles de intensidad del mismo
aglomerado de UCr, a distintos dwell time en C1 (Aexe= 975 nm; Fq = 5,2-32,6
J/cm?). Escala 50 um. (c) Imagen del aglomerado de UCty a 10 us/pixel (Aexe=
975 nm; F4 = 26,0 J/cm?) y su correspondiente perfil cinético. (d) Perfiles de
desactivacion de las imagenes de (a). Reproducido de “* con permiso de Royal
Society of Chemistry.

Sin embargo, se observé que mientras los tiempos de activacion son muy
sensibles a la posicion del foco y cambios pequefios en el enfoque se traducen en

una gran divergencia de resultados, los tiempos de desactivacion son bastante
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estables. Por ello, la técnica NIR-LSM sirve para obtener el tiempo de vida
empirico de desactivacion de emisiones UC. Notese que el tiempo de vida
empirico es diferente del tiempo de vida intrinseco del nivel del activador que
produce la emision UC, dado que la manera en que se alimenta un estado emisor
puede influenciar enormemente su tiempo de vida.*® La técnica también permite
realizar comparaciones de las cinéticas de desactivacion de diferentes muestras
UCNP 0 UCNH, o diferentes tratamientos de muestra siempre gque se exciten con
la misma energia, lo que implica utilizar el mismo tamafio de pixel y dwell time
(véase seccion 3.5.5. Estimacion de la energia de excitacion). Posteriormente, en
el caso de distintos tratamientos de una misma muestra (como recubrimientos
inorganicos o intercambio de ligandos en superficie), puede recurrirse a pruebas
de significacion estadistica, como la t de Student, para demostrar la diferencia o
igualdad estadistica de los resultados.

Asi, las cinéticas de desactivacion de UCg2, UCkg 20, UCho Y UCrm muestran
la activacién lenta y desactivacion larga caracteristica de las UCNP tras ser
excitadas en el NIR (figura 3.7). Los tiempos de vida de desactivacion se
obtuvieron ajustando las cinéticas a una ecuaciéon monoxponencial. Como cabia
esperar, el tiempo de vida de la UCg 20 present6 un tiempo de vida mas corto que
UCer2 (22 ps vs. 68 ps), pues una concentracion tan elevada de Er®* favorece
relajaciones cruzadas (cross-relaxations) entre atomos de Er®* adyacentes,

causando la desactivacion (quenching) de la emisién UC.%

Los tiempos de vida mas largos se obtuvieron en las nanoparticulas dopadas
con Tm3*, seguidas por las dopadas con Ho®** y las de Er®*, registrandose tiempos
de vida similares a los reportados en estudios previos.®*%® Ademas, NIR-LSM
permite el analisis de varios aglomerados/grupos de UCNP cercanas e inferir la
homogeneidad del dopaje a través de la homogeneidad en el tiempo de vida de
los aglomerados/grupos de UCNP cercanas que componen la muestra. La figura
3.8 muestra el analisis de las cinéticas de emision de distintas colas dentro de una

misma imagen del C1 de la muestra UCrn@R0d110 (figura 3.8.a). Mientras que
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las diferencias en las intensidades de las colas se asocian a un mayor o menor

tamafo de los aglomerados o0 a mayor o menor concentracién de UCNP

adyacentes cercanas, la homogeneidad en la cinética de desactivacion se hace

patente al normalizar su respuesta, indicandonos un dopaje homogéneo dentro de

cada UCNP (figura 3.8.b).
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Figura 3.7. Perfiles cinéticos en el C2 de (a) UCkg2, (b) UCegr20, (€) UCHo y enel
Cl (d) de UCrm (lexe= 975 nm; Fg = 0,2 J/cm?). (e) Tiempos de vida de
desactivacion de luminiscencia obtenidos mediante un ajuste monoexponencial.
Reproducido de ** con permiso de Royal Society of Chemistry.

Por ello, frente a las técnicas espectroscopicas convencionales (fluorimetro),

la NIR-LSM resuelta en el tiempo aporta informacién en la escala micrométrica

7
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Figura 3.8. (a) Imagen de NIR-LSM del C1 de UCin@R0d110 (Aexc= 975 nm; Fy
=0,9 J/cm?) y (b) perfiles cinéticos normalizados de los aglomerados numerados
en (a). Escala 50 xm. Reproducido de “* con permiso de Royal Society of
Chemistry.

(&rea de barrido de las imagenes mostradas: 508,4 x 508,4 um?; tamafio de pixel:
497 x 497 nm?), de tal manera que la sefial observada podra deberse a
aglomerados de UCNP o un grupo de UCNP adyacentes cercanas y, por tanto,
reflejara de manera mas precisa la homogeneidad de la respuesta temporal de una
muestra de UCNP. Debe tenerse en cuenta que la formacién de aglomerados es,
generalmente, inevitable cuando una gota de coloide se deposita en un sustrato y
se deja secar, aunque originalmente sea una dispersion no aglomerada.®” Por otro
lado, frente a las técnicas de microscopia de imagen, NIR-LSM es una técnica de
caracterizacion espectroscépica en la que la resolucion temporal no se logra
mediante una metodologia de deteccion en el dominio temporal o en el dominio
de la frecuencia, sino mediante el barrido de un area microscépica a una velocidad
mayor que el tiempo de vida de emision del emisor. Por tanto, la resolucién
espacial y los tiempos de adquisicion de imagen no son factores limitantes para
NIR-LSM, sino que la emision fuera de eje del emisor encaje en la linea de

barrido. Ademas, frente a técnicas como PSLIM o TSLIM, la espectroscopia
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NIR-LSM puede implementarse en un MM convencional sin tener que realizar
ninguna modificacion y sin conocimiento técnico en electrénica y modulacion de

laseres.

Sin embargo, la técnica no esta exenta de desventajas. La principal radica en
la representatividad de la medida. La muestra observada por NIR-LSM se prepara
mediante centrifugacion (spin-coating) de una alicuota (microlitros) de una
dilucion de la muestra original sobre un portaobjetos de microscopio. Asi que,
surge la siguiente duda: ¢la imagen micrométrica observada en el microscopio es
realmente representativa de mi muestra de UCNP/UCNH? La representatividad
es un problema comun en todas las técnicas de microscopia y s6lo puede ser
abordada en términos de repetibilidad y en combinacién con otras técnicas. De
tal manera, que las medidas registradas mediante NIR-LSM dependen de otras
técnicas de caracterizacion, de la misma manera que las medidas macroscopicas
obtenidas en fluorimetros. Ademéas, las medidas Unicamente pueden
implementarse en muestras 2D s6lidas discontinuas, por lo que se ignora el efecto
del disolvente. También, aunque la preparacion de las muestras no es complicada
y solo requiere unos pasos previos de optimizacién, requiere mas tiempo que la
medida de tiempo resuelta en un fluorimetro, asi como la evaluacion de los datos
(si bien, es muy probable que este Gltimo aspecto pueda ser automatizado con un

software de analisis de imagen).

3.3.3. Evaluacién de la homogeneidad de la funcionalizacion:
colocalizacion en UCNH

La homogeneidad en la funcionalizacion de los nanomateriales es de suma
importancia, ya que afectara a la dispersabilidad, la citotoxicidad y las
interacciones fisicoquimicas con su entorno, especialmente de cara a potenciales
aplicaciones biolégicas.® Sin embargo, es muy dificil de evaluar. La dificultad
radica en que, por un lado, existen técnicas de microscopia de alta resolucién

capaces de aportar informacién morfoldgica de los nanomateriales (como TEM,
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microscopia de fuerza atdmica (AFM) o microscopia de efecto tunel (STM)), y,
por otro lado, existen técnica de espectroscOpicas que caracterizan la
composicion del recubrimiento de materiales volumétricos (RMN, FTIR, MS).%°
De tal manera, que la homogeneidad del recubrimiento se infiere a partir de
valores promedios macroscopicos, que pueden no reflejar el recubrimiento real
(distribucion de ligandos) en la escala nanométrica. Por ello, se estan realizando
grandes esfuerzos para tratar de analizar directamente la homogeneidad del
recubrimiento mediante técnicas de dispersion de luz (DLS), métodos
electroforéticos, espectroscopia electroacUstica, dispersion de neutrones de
angulo pequefio (SANS) o AFM.% Sin embargo, la manera mas efectiva de
evaluar el recubrimiento de ligandos parece ser la combinacién de métodos de
microscopia con técnicas de caracterizacién convencionales.%% De hecho, ya se
han propuesto algunas combinaciones, como AFM-AFS, AFM-SCEM o AFM-
IR.8

En este sentido, queriamos aportar otra técnica complementaria que permitiera
inferir la homogeneidad del recubrimiento en la escala micro/nanométrica,
basandonos en el analisis de colocalizacion de imagenes obtenidas con NIR-
LSM. La colocalizacién es el andlisis de la distribucion de sefiales en microscopia
de fluorescencia y engloba dos componentes: la coocurrencia, que es la
superposicion espacial de dos sefiales, y la correlacién, que es la proporcionalidad
entre la codistribucién de las intensidades de las dos sefiales.””* Impulsados por
el desarrollo del anélisis de imagen de microscopia durante los dltimos 20
afos,”®’>™ nos interesamos en aplicar este conocimiento para evaluar la
homogeneidad de las muestras de UCNH. Se han descrito multiples coeficientes
0 parametros para cuantificar la colocalizacién, asi como pruebas (test) de
significancia estadistica. Los parametros mas usados son el coeficiente de
correlacion Pearson (PCC), que cuantifica exclusivamente la correlacion de dos
sefiales, y los coeficientes de colocalizacién de Mander (MCC), que miden

fundamentalmente la coocurrencia independientemente de la proporcionalidad de
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las sefiales (emisiones).” Alternativamente, se han propuesto otros coeficientes
y enfoques (Li, Van Steensel, Spearman, Lachmanovich, Boutté, Jaskolski)."
También existen diferentes pruebas para evaluar la significancia estadistica de los
resultados para un Unico grupo experimental. Los métodos més apropiados son el
método aleatorio de Costes (scrambling of Costes’ approach) y el método de
traslacién del fotograma (frame-translation approach), ya que ambos se basan en
la comparacién de los coeficientes obtenidos para las iméagenes de estudio con los
obtenidos para un gran ndmero de reordenaciones aleatorias de las
imagenes.”®’47 Sin embargo, se ha descrito que el método de traslacion del
fotograma genera distribuciones de probabilidad aleatorias méas precisas.”™ Por
tanto, calcularemos los coeficientes PCC y MCC para evaluar la homogeneidad
de las muestras y utilizaremos el método de traslacion del fotograma para
comprobar la significancia estadistica de los resultados.

La técnica NIR-LSM puede ser Gtil para estudios de colocalizacion
aprovechando la modulacién de longitudes de onda, de 690 a 1040 nm del laser
NIR de excitacion, y los distintos canales de deteccion. La banda de absorcion
del Yb3* de la UCNP es estrecha y presenta un maximo a 975 nm, por lo que
podemos excitar a la UCNP en un rango pequefio de longitudes de onda cercanas
al maximo. Por el contrario, los colorantes pueden ser excitados bifoténicamente
en un rango mas amplio, que nos permite excitarlos a una longitud de onda
diferente a la utilizada para excitar a la UCNP. Por lo tanto, concebimos que la
homogeneidad de las muestras podria ser evaluada comparando dos imagenes de
la misma area: una excitando a la UCNP y otra excitando al fluoréforo o especie
fotoactiva anclada a la superficie de la UCNP. Para demostrar la versatilidad de
la técnica, el estudio se realizd con dos UCNH (UCrn@Rod101 y
UCrm@R0d110) compuestos de UCrn y dos rodaminas diferentes,
especificamente se utilizaron la rodamina 101 (Rod101) y la rodamina 110
(Rod110), las cuales presentan diferentes propiedades fotofisicas (figuras 3.9.a-

b). EI UCNH se depositdé en portaobjetos de microscopia y se registraron
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imégenes de la misma area excitando al colorante y a la UCNP. En este caso la
imagen excitando a la UCNP debe realizarse con dwell time muy elevados (100-
200 ps/pixel) de tal manera que no se aprecien las colas con el fin de favorecer la
definicion de los aglomerados (figuras 3.9.c-d), ya que, de otra manera, la
correlacién y coocurrencia podrian sobreestimarse. Aun asi, es inevitable que la
imagen de UCNP presente cierta borrosidad (blur) que incrementa su area de
emision en comparacién con la del colorante (figura 3.10), puesto que no tenemos
un pinhole que elimine la luz fuera de foco. Las imagenes obtenidas excitando
via 2PE a los colorantes (a 1030 y 1020 nm para Rod101 y Rod110,
respectivamente)  presentan  formaciones  puntuales bien  definidas
independientemente del dwell time utilizado (figuras 3.9.e-f). Esto es consistente
con el tiempo de vida de fluorescencia de los colorantes (de nanosegundos) y, por
tanto, irresoluble mediante NIR-LSM (véase seccion 3.5.4. Estimacion de la
resolucion de tiempo de vida de NIR-LSM). La superposicion de las iméagenes
para cada UCNH ya indica cierto grado de colocalizacion espacial (en las figuras

3.9.g-h el color amarillo indica la superposicion de sefiales).

Para cuantificar la colocalizaciéon se calculé el PCC y MCC, para cada
muestra. Por un lado, los valores obtenidos de PCC mostraron una correlacién
razonablemente buena y significativa estadisticamente (0,517 y 0,651 para
UCm@Ro0d101 y UCtm@R0d110, respectivamente). En analisis de imagen de
fluorescencia normalmente es posible calcular la ratio o estequiometria entre las
distintas sefiales, sin embargo, no es tan trivial cuando comparamos la emision
de una NP y un colorante, dada su diferente naturaleza. Ademas, aunque la
correlacion indica una importante proporcionalidad entre ambas sefiales, no es
tan intuitiva como como la coocurrencia, que indica el grado de superposicion
entre las sefiales y que se mide con el indice MCC. Debe tenerse en cuenta que
los MCC son dos valores: por un lado, el grado de superposicién de la emisién

de la UCNP con el colorante (M1) y, por otro, el grado de superposicion de la
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Figura 3.9. Propiedades espectrales de los UCNH: (a) UCrm@Rod101 y (b)
UCmm@R0d110, se muestra la absorcion (linea roja discontinua) y emision (linea

81



Capitulo 3. Microscopia de barrido de laser NIR

continua roja) de una disolucion acuosa del colorante, asi como la emision de
una dispersion acuosa de 2 mg/mL de UCm (linea negra), la longitud de onda
usada para la 2PE del colorante (flecha roja) y los canales de deteccion (cuadros
coloreados). Imagenes de NIR-LSM de UCrn@Rh101 excitando a (c) 975 nm
(dwell time: 100 s/pixel; Fq = 218,5 J/cm?), (e) 1030 nm (dwell time: 12,5
uslpixel; Fg= 27,5 J/lcm?) y (g) la combinacion de ambas imagenes. Imagenes de
NIR-LSM de UCtn@Ro0d110 excitando a (d) 975 nm (dwell time: 100 us/pixel;
Fa= 260,5 J/cm?), () 1020 nm (dwell time: 2 ws/pixel; Fa= 4,4 Jlcm?) y (h) la
combinacion de ambas imagenes. Escala 50 m. Reproducido de ** con permiso
de Royal Society of Chemistry.

emision del colorante con la de la UCNP (M2). De esta manera, se obtienen para
M2 valores significativos estadisticamente entre 0,9-1,0 (0,888 y 0,986 para
UCrm@Ro0d101 y UCTn@Rod110, respectivamente), lo que indica que =~ 90 %
de la sefial del colorante coocurre o solapa con la sefial de la UCNP. Se trata, por
tanto, de un resultado relevante que claramente demuestra que la distribucion del
colorante en el portaobjetos del microscopio se debe a una interaccion real con la
UCNP y no a una distribucion aleatoria. De otra manera, el colorante se habria
distribuido aleatoriamente sobre el portaobjetos. Por el contrario, los valores
significativos estadisticamente obtenidos para M1 estuvieron ambos entre 0,4-0,5
(0,438 y 0,477 para UCtm@Rod101 y UCtm@Rod110 respectivamente), ya que
M1 refleja el hecho de que el area de cada aglomerado de UCNP en la imagen
sea mayor que el area del colorante (figura 3.10). Por tanto, el parametro M1
parece ser inadecuado para describir el grado de homogenidad en la
funcionalizacion de los UCNH, a menos que utilice una técnica confocal que
elimine la luz fuera de foco de la emision UC (afiadiendo un pinhole antes de la

deteccion).®

En resumen, se ha demostrado que los coeficientes PCC y MCC pueden ser
una fuente de informacién adicional sobre la colocalizacién y coocurrencia de
especies fotoactivas funcionalizadas sobre UCNP. Si bien, es cierto que no nos

permite evaluar el grado o la densidad de funcionalizacién por nanoparticula.®®
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Figura 3.10. (a) Detalle de la imagen de NIR-LSM compuesta del C1 excitando
a 975 nm (dwell time: 100 s/pixel; Fq = 260,5 J/cm?), en azul, y del C2 excitando
a 1020 nm (dwell time: 2 zs/pixel; Fq = 4,4 J/cm?), en verde, de un aglomerado
aleatorio de UCn@Ro0d110. Perfiles de intensidad en (b) la direccion del
barrido y (c) transversal a la direccidn de barrido en cada canal. Reproducido
de ** con permiso de Royal Society of Chemistry.
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3.4. Conclusién

La técnica NIR-LSM resuelta en el tiempo permite:

= caracterizar en la escala micrométrica los tiempos de vida de NP
adyacentes/aglomerados de UCNP/UCNH. Si bien, si se pretenden
realizar estudios comparativos de diferentes muestras de UCNP, debe
utilizarse la misma energia de excitacion.

= evaluar la homogeneidad del dopaje en base a la homogeneidad de los
tiempos de vida de desactivacion de luminiscencia.

= evaluar la homogeneidad en la funcionalizacion de UCNH con especies

fotoactivas.

La técnica NIR-LSM podria ser incluso mas util si se realizasen
modificaciones en el equipo que permitieran la resolucién espectral de cada
banda de UC, se utilizase un pinhole antes de la deteccion (mejoraria los estudios
de colocalizacion), mayor versatilidad de dwell time (ampliaria la resolucion de
tiempos de vida de la técnica), deteccion downconversion en el NIR (permitiria
ver los tiempos de vida del Yb®" y realizar estudios cinéticos completos) y que se
pudiera combinar con otras fuentes de excitacion (laseres UV-vis o lamparas de
Xe).
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3.5. Procedimiento experimental

3.5.1. Métodos

Procesado de imagenes y anélisis estadistico de colocalizacion. El procesado
de las imagenes se realiz6 utilizando el software de dominio publico
ImageJ/FIJ1.7® Los niveles de ruido de fondo se equilibraron en toda la imagen
restando la imagen filtrada por la mediana.” Los coeficientes de colocalizacion
y las pruebas de significancia estadistica se calcularon con el plugin GDSC, que
aplica el algoritmo de desplazamiento confinado.”>’” El 4rea de interés (ROI) de
cada imagen se obtuvo aplicando el umbral de Otsu y el compartimento confinado
es la imagen completa (figuras 3.11-12). Las sefiales cortadas (emisiones
saturadas) se descartaron para el analisis. Para facilitar la visualizacion, el brillo

de las imagenes ha sido aumentado manualmente.
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Figura 3.11. Analisis de colocalizacion de UCrn@Rod101. (a) Imagen NIR-LSM

obtenida en C1 excitando a 975 nm (dwell time: 100 us/pixel; Fq =

218,5 Jicm?).

(b) Imagen NIR-LSM obtenida en C3 excitando a 1030 nm (dwell time: 12,5
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uslpixel; Fq = 27,5 J/cm?). (c) Region confinada (blanco) utilizada para la prueba
de significancia estadistica. Los aglomerados que saturaban en intensidad se
descartaron para el anélisis (regiones negras). Comportamiento de los
coeficientes (d) PCC, (e) M1y (f) M2 frente al desplazamiento radial (traslacion
del fotograma) realizada por el algoritmo de desplazamiento confinado. Funcién
de densidad de probabilidad (PDF, por sus siglas en inglés) de los coeficientes
(9) PCC, (h) M1y (i) M2 de 10 a 22 pixeles de desplazamiento radial. El intervalo
de confianza del 95% se muestra entre flechas coloreadas (azules, rojas y verdes
para PCC, M1y M2 respectivamente) mientras que el valor original aparece
como una linea rosa. Los valores obtenidos son significativos estadisticamente.
Reproducido de ** con permiso de Royal Society of Chemistry.
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Figura 3.12. Anélisis de colocalizacion de UCtn@Rod110. (a) Imagen NIR-LSM
obtenida en C1 excitando a 975 nm (dwell time: 100 zs/pixel; Fq = 260,5 J/cm?).
(b) Imagen NIR-LSM obtenida en C2 excitando a 1020 nm (dwell tme: 2 us/pixel;
Fa = 4,4 Jlcm?). (c) Region confinada (blanco) utilizada para la prueba de
significancia estadistica. Los aglomerados que saturaban en intensidad se
descartaron para el andlisis (regiones negras). Comportamiento de los
coeficientes (d) PCC, (e) M1y (f) M2 frente al desplazamiento radial (traslacion
del fotograma) realizada por el algoritmo de desplazamiento confinado. Funcion
de densidad de probabilidad (PDF, por sus siglas en inglés) de los coeficientes
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(9) PCC, (h) M1y (i) M2 de 15 a 25 pixeles de desplazamiento radial. El intervalo
de confianza del 95% se muestra en flechas coloreadas (azules, rojas y verdes
para PCC, M1 y M2 respectivamente) mientras que el valor original aparece
como una linea rosa. Los valores obtenidos son significativos estadisticamente.
Reproducido de ** con permiso de Royal Society of Chemistry.

3.5.2. Materiales

Los materiales utilizados para la sintesis de las NP fueron: los cloruros
hidratados de los lantanidos (YCl3-6H.0, YbCl;-6H,0, ErCls-6H,0,
TmCls-6H,0 y HoCls-6H.0, todos al 99,9%), 1-octadeceno (95%), &cido oleico
(70%), NaOH y NH4F (99,99%). Todos los reactivos se compraron a Sigma-

Aldrich (Merck) y se utilizaron sin purificar.

3.5.3. Protocolos sintéticos y preparativos
Sintesis de UCkg 2, UCkgr20, UCHo Y UCrn recubiertas con oleato

Las UCNP se sintetizaron siguiendo un protocolo previo™ con algunas
modificaciones. En un matraz de fondo redondo se afiaden 15 mL de 1-
octadeceno y 8 mL de acido oleico. A continuacion, se afiade una disolucion de
2 mL de metanol (MeOH) que contiene 1 mmol de lantanidos. Los lantanidos se
afiaden en la proporcion adecuada (en moles) para dar lugar al dopaje (%)
predefinido. A partir de ese momento se mantiene una agitacion constante y
atmdsfera inerte (N) hasta el final de la sintesis. La mezcla se calienta hasta 160
°C y se mantiene a esa temperatura hasta que las sales se hayan disuelto.
Posteriormente, la disolucién se enfria hasta 60°C y se afiade una disolucion de
MeOH que contiene NaOH (2,5 mmol) y NHsF (4 mmol). La disolucion se
calienta gradualmente hasta 125 °C para eliminar el MeOH. Por ultimo, se sube
rapidamente la temperatura hasta 305 °C y se mantiene durante 1,5 horas. Pasado
ese tiempo se deja enfriar a temperatura ambiente. La purificacion de las UCNP
se realiza mediante precipitacion por centrifugacion y lavados. En primer lugar,

se centrifuga la mezcla de reaccion a 9000 rpm 15 minutos. El precipitado se lava
87



Capitulo 3. Microscopia de barrido de laser NIR

mediante tres ciclos de redispersion-centrifugacion utilizando una mezcla de n-
hexano:acetona:MeOH (87:81:32) y una vez con etanol. Finalmente, se
redispersan en tolueno. Como ocurre generalmente la proporcién de los
lantanidos en las UCNP finales, obtenido por EDX, difiere ligeramente del

pesado para la sintesis.
Preparacion del UCNH UCrn@Rod110

En primer lugar, se eliminan los ligandos oleato de la superficie de la UCty
mediante el tratamiento con tetrafluoroborato de nitrosonio (NOBF4), siguiendo
un protocolo previamente descrito.”® A continuacion, las UCtn libres de oleato
(UCtm desnuda o UCrm-des) se redispersan en N,N-dimetilformamida (DMF).
Posteriormente, la funcionalizacion con el colorante se lleva a cabo agitando
durante 24 horas una disolucion acuosa con exceso de colorante frente a UC+-
des (Mcolorante > 5X Muctm). Luego, la mezcla se centrifuga (12 000 g, 15 minutos),
el precipitado se redispersa en agua y se realizan 5 ciclos de lavado de
centrifugacién-redispersién con 10 mL de agua hasta que el sobrenadante no

presenta absorcién. Por ultimo, el UCNH se redipersa en DMF.
Preparacion de muestras para NIR-LSM

Las muestras se prepararon por recubrimiento por centrifugacion (spin coater
KW-4A, Chemat technology). El procedimiento se optimizd para formar una
monocapa discontinua de NP sobre un portaobjetos de microscopia de vidrio (25
X 25 mm) apropiada para NIR-LSM. La muestra esta compuesta por aglomerados
y UCNP libres (figura 3.13). Para ello, 100 uL de una dispersion de 4 mg/mL
UCNP en tolueno o 100 uL de una dispersion acuosa 1 mg/mL de UCNH se
depositan sobre el portaobjetos en el spin coater. A continuacion, se enciende el
spin coater, que esta programado en dos etapas: una primera a 400 rpm durante
3 sy unasegunda a 1500 rpm durante 40 s. A continuacion, se deja secar, se cubre
con un vidrio cubreobjetos (< 170 um grosor, 22 x 22 mm) y, por Gltimo, se sellan
las juntas con esmalte de ufias o cinta adhesiva.
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Limite Area intermedia

Figura 3.13. Imagen de SEM de UCgr, que muestra diferentes aglomerados y
UCNP individuales en la superficie del portaobjetos de vidrio. Los extremos del
portaobjetos de microscopia presentan una concentracion superior de UCNP
mientras que en las areas intermedias las NP se encuentran mas repartidas y
fueron las elegidas para obtener imagenes NIR-LSM. Con fines comparativos se
incluye en cada imagen el tamafio de pixel (0,5x0,5 xm?). Reproducido de ** con
permiso de Royal Society of Chemistry.

3.5.4. Estimacién de la resolucién de tiempo de vida de NIR-
LSM

El tiempo de vida minimo y maximo que NIR-LSM puede determinar se
puede estimar asumiendo una desactivacion monoexponencial mediante las

siguientes ecuaciones:

d in* Px
Tinin (US) = mvn . (3.1)
op
Amax * PXms
Tmax (US) = e e (3.2

Vopt
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donde dmin Y dmax SON el minimo y el maximo dwell time del equipo, Px es el
minimo ndmero de puntos (pixeles) necesarios para describir una desactivacion
monoexponencial (asumimos 10), Pxmax €s el nimero maximo de pixeles por linea
(4096) y Vo €S la ventana temporal Optima que se necesita para describir la
desactivacion de un emisor (Vop= 10, ya que, generalmente, se considera que es

necesaria una ventana 10 veces mayor que el tiempo de vida del emisor).

3.5.5. Estimacion de la energia de excitacion

La energia de excitacion se expresa como la densidad de energia total liberada
durante el dwell time (F4) y depende de la potencia promedio de salida del laser,
de la longitud de onda de excitacién (que define el tamafio del spot del laser en el
limite de difraccion), de la transmision del AOM, de la transmision del objetivo,
de la apertura numérica, del tamafio de particula (si es mayor al tamafio de pixel)

y del dwell time.

La Fq se estimd midiendo la potencia promedio del laser (E) en la posicion del
objetivo (sin el objetivo) con un sensor térmico (3A-PF-12 Ophir; medimos una
potencia de 220,6 y 482,5 mW a 975 y 800 nm, respectivamente) y considerando
la transmitancia del objetivo (=80 % a 975 nm), la transmision del AOM y el
dwell time. La transmision del AOM puede modificarse en el software del

microscopio entre 0,1-100%, en incrementos de 0,1.

El area del spot del laser (S) se obtuvo asumiendo un perfil gaussiano, que
esta perfectamente colimado y enfocado en un spot limitado por difraccion y que
las lentes del objetivo estan libres de aberraciones. De tal manera, podemos

aproximar el tamafio del spot al disco de Airy corregido por un factor M2 de 1,1.

Finalmente, la densidad de energia (J/cm?) se calculé dividiendo E (J) por S

(cm?):
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LT OT
Fd:E: Pmmd (33)
S (061 Ay - 1.1)? '
T NA

Donde:

P: potencia promedio del l&ser a cierta longitud de onda (W)
LT: transmision del AOM (%)

OT: transmisién del objetivo (%)

d: dwell time (s/pixel)

Aexc: longitud de onda de excitacién (cm)

NA: apertura numérica del objetivo

3.5.6. Resolucidn espacial y tamafio del spot del laser

La resolucion espacial lateral se puede determinar de acuerdo con criterio de

Rayleigh para microscopios confocales y resultd ser 473,6 nm.

En la configuracion utilizada en NIR-LSM estamos excitando con un spot del
laser (diametro del spot en el limite de difraccion: 1,13 um) que ocupa dos pixeles
(0,497 um/pixel) en la direccion del eje x (1 y dos mitades). La figura 3.14
muestra a escala el tamafio de los pixeles, del spot del laser y una imagen de SEM
de las muestras. Por tanto, la resolucién espacial lateral (eje x) estara limitada por
el tamafio del spot del laser. De hecho, como se demuestrd en la figura 3.10,
tenemos hasta tres resoluciones diferentes en una misma muestra: la resolucion
de la excitacién bifoténica del colorante, la resolucién de la emision de la UCNP
en la direccion del barrido y la resolucion de la emisién de la UCNP en la

direccién transversal al barrido.
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Figura 3.14. Representacién esquematica a escala del tamafio de pixel (cuadros
blancos discontinuos, 0,5x0,5 xm?) y del tamafio del spot en el limite de
difraccién de un laser de 975 nm sobre una imagen SEM de las muestras de
UCNP. La elipse amarilla ha sido magnificada para mostrar un grupo de UCNP
adyacentes. Reproducido de ** con permiso de Royal Society of Chemistry.

3.5.7. Caracterizacion adicional

Tabla 3.1. Composicién de las muestras por EDX (20 kV).

Composicién atbmica (%)
Itrio Iterbio  Erbio  Tulio Holmio
NaYF4:Yb(20%),Er(2%) 833+ 152+ 15+ - -

1,1 0,2 0,1
NaYF4:Yb(20%),Er(20%) 666+ 157+ 17,7+ - -
2,3 1,2 1,3
NaYF:Yb(20%),Tm(0.1%) 82,7+ 17,0+ - <LOD -
0,9 0,6 (<D
NaYF4:Yb(20%),Ho(1%) 79,8+ 19,1+ - - 1,1+
2,1 0,5 0,2
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Figura 3.15. Difractogramas de XRD de (a) UCkgr2, (b) UCwo, (C) UC y (d)
referencia de NaYF,4 en fase hexagonal (JCPDS PDF numero 16-0334).
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Figura 3.16. Ajuste monoexponencial de una cinética obtenida en el NIR-LSM.
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Capitulo 4

4. Alargamiento del tiempo
de vida de fluorescencia de
fluoroforos convencionales

4.1. Introduccion y antecedentes

Como se ha visto en el capitulo anterior, la microscopia 6ptica engloba a una
amplia variedad de técnicas que tratan de observar de manera no invasiva el
interior de organismos, tejidos o células. En muchos casos esas técnhicas de
microscopia utilizan agentes reveladores luminiscentes, denominados sondas,
gue al introducirlos en el organismo e iluminarlos, emiten fotones con alta
eficiencia. Dichos fotones pueden ser detectados y convertidos a imagenes que, a
su vez, pueden usarse para diferentes propésitos como localizacion (targeting),
deteccidn y/o cuantificacion de analitos (chemical sensing) y, por tanto, de gran
importancia por sus potenciales aplicaciones en medicina e investigacion

biomédica.

Las sondas mas ampliamente utilizadas tradicionalmente son sondas
organicas, es decir, moléculas organicas fluorescentes que suelen usarse con
técnicas de microscopia basadas en la intensidad de emision. Por un lado, este
tipo de sondas presentan una elevada selectividad al analito a detectar o a fijarse
a un organulo en concreto y, también, un elevado rendimiento cuantico de
emision. Sin embargo, (i) presentan baja fotoestabilidad, esto es que al irradiarlas
durante tiempos prolongados o fuentes de excitacion muy potentes pueden sufrir

reacciones que suprimen sus propiedades emisivas, (ii) absorben
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mayoritariamente en la region UV-vis, region del espectro que limita la
penetracion de la luz en tejidos y favorece la interferencia de la autofluorescencia
(sefial de fluorescencia de moléculas naturalmente presentes en organismos,
células o tejidos, tales como flavinas, nucle6tidos, proteinas o pigmentos), y (iii)
al usarse con técnicas basadas en la intensidad, la sefial de la sonda puede
afectarse por la inestabilidad de la fuente de excitacion y su concentracion en la
muestra. Ademas, su aplicacion en técnicas de microscopia de resolucion
temporal es limitada, pues en la mayoria de los casos el tiempo de vida de la
emision es corto (en el orden de nanosegundos) y similar a la propia sefial de

autofluorescencia.t

Con el fin de superar estas limitaciones, se han propuesto dos estrategias
diferentes: (i) utilizar sensores ratiométricos en técnicas de microscopia basada
en intensidad o (ii) utilizar sondas de tiempo de vida largo en técnicas de
microscopia basada en el tiempo de vida. La primera estrategia evita la
inestabilidad de la emision de las sondas y de la fuente de excitacién midiendo,
en vez de la intensidad de fluorescencia, la proporcion entre la fluorescencia de
la sonda y la emision de una referencia estable. Por otro lado, la segunda
estrategia evita los problemas asociados a la autofluorescencia seleccionando
adecuadamente la ventana temporal de deteccion. Asimismo, la segunda
estrategia es menos propensa a verse afectada por la concentracion de la sonda en

la muestra y a interferencia.t

Por todo ello, la UCNP es una plataforma Unica para usarse como sensor
quimico, ya que, presenta: (i) absorcion en el NIR, que penetra a mayor
profundidad en los tejidos; (ii) diferentes bandas de emisién estrechas, que
permiten la deteccion ratiométrica sin referencias adicionales externas; y (iii)
tiempos de vida emisién largos (cientos de microsegundos), que permiten su uso
como sondas de tiempo de vida largo en técnicas de microscopia resuelta en el
tiempo. Estas propiedades, de por si interesantes, pueden incluso modularse y

mejorarse mediante el disefio racional de UCNH en los que interactien UCNP y
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otras especies fotoactivas mediante transferencia de energia.? La transferencia de
energia puede ser trivial, dando lugar a sensores basados en el fendmeno de filtro
interno, o transferencia de energia resonante de luminiscencia (LRET, por sus
siglas en inglés, también conocida como transferencia de energia basada en
lantanidos), mucho mas interesantes porque son capaces de modular las
propiedades fotofisicas de la especie fotoactiva que funcionaliza a la UCNP. Las
LRET son interacciones, de tipo culémbicas, que tienen lugar a distancias cortas
entre el dador excitado y el aceptor de energia en estado fundamental e implican
la transferencia virtual de un foton. A diferencia de la transferencia de energia
trivial, en este caso el dador no emite fotones, sino que los transfiere de manera
no radiativa al aceptor. Sigue, por tanto, un mecanismo de desactivacion
(quenching) dinamico que afecta al estado excitado del dador y, por tanto, influye
en su tiempo de vida de emision, al igual que en el del aceptor.® Este tipo de
transferencia de energia fue descrito por Theodor Forster y por ello también se
conoce como transferencia de energia resonante de fluorescencia o tipo Forster
(FRET). La siguiente ecuacion describe la eficiencia de la FRET (#rrer) entre un

dador y un aceptor moleculares separados una distancia r:*°

6
T
0 — b4 (4.1)

NFRET = 56 . ¢ —
RS + ¢ 5

donde Ry es:

9(In10)x2¢pp]
128m>n*Ny
siendo #eret la eficiencia de la FRET en tantos por uno, ma el tiempo de vida
del dador en presencia del aceptor, 7 el tiempo de vida del dador, &% es un factor
que describe la orientacion relativa en el espacio de los dipolos de transicion del
dador y del aceptor, ¢b es el rendimiento cuantico del dador, J es la integral de
solapamiento de la emisién del dador y absorcion del aceptor, n es el indice de

refraccion del medio y Na el nimero de Avogadro. El parametro R, también se
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conoce como distancia de Forster y es la distancia a la cual la FRET presenta una
eficiencia del 50%, es decir, la distancia en la que el tiempo de vida del dador se
ha reducido a la mitad, que normalmente suele estar entre los 2-6 nm. La ecuacién
4.1 demuestra que la eficiencia de la FRET depende drasticamente de la distancia
entre el dador y el aceptor (r®; figura 4.1.), de tal manera que aumentasir <Roy
disminuye rapidamente si r > Ro. La ecuacion 4.2 demuestra que para que exista
transferencia de energia resonante deben considerarse cuatro factores: (i)
solapamiento entre el espectro de emision del dador y de absorcion del aceptor,
(ii) la distancia entre el dador y el aceptor, (iii) el rendimiento cuantico del dador
y (iv) el coeficiente de absorcién molar/seccion transversal de absorcién del

aceptor.

08 .
|
.

0.6

TIFRET

04

e
_

0.0

05R, R, 15R, 2R, 23R,

Figura 4.1. Eficiencia de la FRET (nrrer) €n funcion de la distancia entre el
dador y el aceptor (r), expresada como distancia de Forster (Ro). Reproducido
con permiso de °. Copyright 2013 John Wiley and Sons.

La teoria FRET fue desarrollada para fluoréforos organicos, sin embargo,
como la emisiéon de los lantanidos no es fluorescencia (transicion singlete-
singlete), a la transferencia de energia resonante se la denomina LRET. Ademas,
con las UCNP tenemos la dificultad afiadida de que, incluso el UCNH mas

sencillo compuesto por una UCNP de tipo core funcionalizada con un tipo de
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colorante en su superficie, van a existir multiples distancias entre los activadores
(dadores) y el colorante superficial (aceptor).”** Dentro del core habra una
distribucién homogénea del activador, asi, algunos estaran en el interior de la NP
y otros en la superficie, que son mas sensibles a procesos de desactivacion
superficiales (por moléculas de disolvente o defectos cristalinos),4'” a distancias
variables del aceptor. Asi, para UCNH es de esperar que ocurra tanto LRET,
desde los iones activadores superficiales, como transferencia de energia trivial
(filtro interno), de los iones activadores mas internos. Se han descrito diferentes
articulos de UCNH compuestos por UCNP y especies aceptoras de energia, como
colorantes®®111819 o guantum dots,*%332 que estudian el fenémeno LRET. De
forma general, se ha determinado que el Ry para sistemas basados en UCNP esta
entre 3-5 nm 81218 que la LRET mas eficiente para UCNP tipo core se da en NP
de 16-30 nm de tamafio 8° y que la adicion de recubrimientos inorganicos
inactivos pequefios (1-6 nm) puede mejorar la LRET para UCNP < 21 nm,
mientras que la adicion de recubrimientos mayores la dificultaria.® Las tendencias
actuales, parecen ir mas enfocadas al disefio de arquitecturas que favorezcan la
LRET junto con la reduccién del tamafio de NP, mediante construcciones tipo
core inactivo-shell activo®® o construcciones de migracion energética dirigidas a

la superficie.?

Bien sea por LRET, filtro interno o ambos, las UCNP son una plataforma
inmejorable para construir sensores. Las diferentes emisiones de la UCNP, en
funcién también de si estan dopadas con Tm®*, Er®* u Ho®*, permiten la utilizacion
de una amplia variedad de fluor6foros organicos con propiedades fotofisicas y
quimicas diferentes (figura 4.2). Asi, se han descrito diferentes sensores de
UCNH basados en un mecanismo de filtro interno, LRET o ambos. En funcion
de sus propiedades como sensor, podemos definir tres tipos de sensores: (i) los
basados en el fenémeno de filtro interno, (ii) los basados en LRET y que utilizan

la emision resonante como parte del sensor, (iii) los basados en LRET vy utilizan
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Figura 4.2. Intervalos de emision en el espectro electromagnético de NaYFa:
Yb**, X3* (X= Er, Tm u Ho), junto con los de absorcion (rectangulos coloreados
lisos) y de emision (rectangulos rayados) de algunos croméforos utilizados para
UCNH, cuyas estructuras se muestran en la parte inferior. Las lineas negras
verticales indican maximos de absorcion o emision. Reproducido con permiso de
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Springer Nature: Springer ebook Dyes and Photoactive Molecules in
Microporous Systems. Structure and Bonding por 2, Copyright 2020.

Unicamente emisiones de la UCNP y (iv) los basados en LRET Yy filtro interno
(tabla 4.1).2

En este sentido hemos construido un UCNH que aprovecha las excelentes
propiedades fotofisicas de las UCNP, la selectividad de un sensor organico
convencional de fluorescencia (fluoresceina, F) y la experiencia del grupo en
funcionalizacién de nanomateriales mediante una familia de ligandos
macrociclicos muy interesantes: los cucurbituriles (CB).?? Ademas, hemos
demostrado que la técnica NIR-LSM, desarrollada en el anterior capitulo, permite
visualizar y analizar fendmenos LRET.% En la siguiente seccion se demuestran
las capacidades de NIR-LSM aplicadas a un UCNH sencillo: UCtm@Ro0d110 (es
un UCNH del capitulo anterior), para luego demostrar la facil construccion de un
UCNH (UCrm@CB@Y @F) que permite la LRET y que conserva las propiedades

de deteccién de la sonda organica utilizada.
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4.2. Objetivos

Los objetivos del presente capitulo son:

o (detectar el alargamiento del tiempo de vida de fluorescencia de un
fluoréforo orgénico en un UCNH producido por LRET mediante NIR-
LSM.

e construir UCNH compuestos de UCtm y colorantes mediante un método
tipo rompecabezas (puzle) que aprovecha la alta afinidad de la molécula
macrociclica de cucurbit[7]urilo por los lantanidos.

e producir LRET entre bandas de emision UC del Tm* y el fluoréforo
organico de los UCNH, mediante la excitacion en 980 nm, para alargar
el tiempo de vida del fluoréforo organico.

e demostrar que los UCNH conservan las propiedades de deteccion

guimica de la sonda que lo compone.
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4.3. Resultados y discusion

4.3.1. UC@R0d110 en NIR-LSM

En primer lugar, se decidi6 poner a prueba la técnica NIR-LSM recientemente
desarrollada para comprobar su potencial de aplicacion en la visualizacién de la
LRET en UCNH. Para ello, se construyé el UCNH mas sencillo posible
compuesto por una UCNP (UCry) funcionalizada en su superficie con un
colorante (rodamina 110, Rod110): UCtm@Ro0d110. La presencia del colorante
en el UCNH se confirm6 por absorcion UV-vis y mediante colocalizacién en
NIR-LSM. La absorcién de Rod110 solapa con la banda de emision de 475 nm
del Tm*" de UCrn, (figura 4.3.a). Por tanto, es de esperar que la LRET tenga lugar
tras la excitacién a 980 nm (figura 4.3.d). Ademas, también cabe esperar que la
Rod110 pueda ser excitada mediante excitacion bifotdnica (2PE, figura 4.3.c).
Asi, al irradiar a 975 nm una muestra de UCtnm@R0d110 2D discontinua sobre
un portaobjetos de vidrio y utilizando la técnica NIR-LSM esperariamos observar
un comportamiento dual: en primer lugar, una rapida desactivacion de la emision
del colorante excitado por 2PE, y a continuacion, una emision de tiempo de vida
largo que reflejaria el tiempo de vida de la transicién dadora de LRET de la UCtm.
Este comportamiento se confirma siguiendo la emision de UCtn@Rod110 en el
C2 de deteccion (515-580 nm) de NIR-LSM. La figura 4.3.b muestra la imagen
NIR-LSM vy la figura 4.3.e el perfil de intensidad de un aglomerado de
UCtm@Ro0d110. Tal y como se esperaba, hay una emision instantanea fruto de la
emision de fluorescencia por la 2PE, que se observa como un punto bien definido
(imagen C2 de la figura 4.3.b), seguido de un alargamiento del tiempo de vida
debido a la LRET desde el Tm®*, que se visualiza como una cola de emisién
similar a las observadas para las transiciones de UCNP. Experimentos control
demostraron que dicha emisién alargada en el C2 Gnicamente podia deberse a un

alargamiento del tiempo de vida de la Rod110. El ajuste cinético de la
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desactivacion determind un tiempo de vida de Rod110 de 214 + 10 ps, varios

6rdenes de magnitud mayor respecto a su tiempo de vida de fluorescencia
convencional (en la escala de nanosegundos), y similar al tiempo de vida de
emision de la UCtm en el C1 (403,1 + 12,4 ps).
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Figura 4.3. (a) Propiedades espectrales de UCrm»@R0d110: absorcion (linea
roja discontinua) y emision (linea roja, Aexc= 475 nm) de Rod110 en disolucién
acuosa, emision no corregida de dispersion acuosa de 2,0 mg/mL de UCt (linea
negra; Ae<= 980 nm; 1= 890 W/cm?) y canales de deteccion del microscopio NIR-
LSM (cuadros coloreados). (b) Imagen NIR-LSM de un aglomerado de
UCrm@Rod110 excitando a 975 nm (dwell time: 8 zs/pixel; Fq = 20,8 J/cm?) en
C1, C2y la imagen compuesta de ambos canales. Escala 50 xm. Reproducido de
23 con permiso de the Royal Society of Chemistry. Esquema de la (c) 2PE y (d) de
la excitacion sensibilizada por la UCNP. (d) Perfiles de intensidad en C1y C2
del aglomerado mostrado en el apartado (b).
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Tabla 4.2. Tiempos de vida de desactivacion obtenidos mediante un ajuste

monoexponencial para UCtm y UCtm@R0d110 (e = 975 nm; F = 18-10° W-cm’
2
).

Tiempos de vida de desactivacion, t + DS

Canal de

deteccion UCtm UCrm@R0d110
Cl 4031124 379,9+15,9
C2 213,7 +10,0

DS: desviacion estandar.
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Figura 4.4. Perfiles cinéticos y ajuste del C1 de NIR-LSM de un aglomerado
representativo de (a) UCt y (b) UCTmn@R0d110 (Aexe= 980 nm; dwell time: 8
wslpixel; Fq = 17 Jlcm?).

Si bien es cierto que en C1 detectamos la respuesta mezcla de dos transiciones
diferentes del Tm*" (emision 450 y 475 nm), se observa una reduccién en el
tiempo de vida de la emision del Tm** en presencia de la Rod110 (tabla 4.2 y
figura 4.4), indicativo de un entorno quimico diferente. Debe tenerse en cuenta
que esta aparente reduccion del tiempo de vida del dador, por si misma, no
implica que el mecanismo sea LRET ya que en los sistemas en los que el tiempo
de vida del estado excitado del dador es mas largo que su tiempo de vida
intrinseco, como las UCNP, aun ocurriendo LRET a un aceptor, no habria

necesariamente un cambio en su perfil cinético. Este hecho se explica facilmente
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con el caso extremo de la emision azul (410 nm) de la UCNP B-NaYFs: Yb** Er®*,
El perfil temporal de esta emision UC encaja bastante bien con el producto del
perfil temporal de los procesos que lo alimentan: la emision verde de Er3* (540
nm) y la emisién del Yb®" (980 nm).* Esto ocurre porque el tiempo de vida
intrinseco de la emision azul es rapido comparado con el proceso de alimentacion
Yy, por tanto, la emision UC sigue las cinéticas de la transferencia de energia de
los estados excitados la alimentan.*® Como el tiempo de vida de esta emision azul
no refleja su tiempo de vida intrinseco, una transferencia de energia desde este
estado no tendria ningun efecto en su perfil temporal UC. Asi que, la emision azul
del Er** se desactivaria en cierto grado (quenching) pero su perfil temporal
permaneceria inalterado. Por ello, no seria correcto utilizar la ecuacion 4.1 para
estimar la eficiencia de la LRET (aunque asi han hecho bastantes autores), pues
necesitariamos disponer de los tiempos de vida intrinsecos de la/s emision/es
dadora/s en presencia y ausencia del colorante. No obstante, aunque la reduccion
temporal observada en C1 no sea prueba concluyente de que el mecanismo de
transferencia energia sea LRET, el alargamiento del tiempo de vida intrinseco del

aceptor (tiempo de vida corto) es una evidencia valida de LRET.

Todo ello demuestra nuevamente el potencial de la técnica NIR-LSM para
resolver temporalmente las emisiones UC de UCNH. En este caso se revela como
una técnica que permite evaluar temporalmente en la escala micrométrica las
transferencias de energia resonantes entre una UCNP y un fluoréforo organico,
Yy, por tanto, capaz de evaluar la homogeneidad en la LRET, mediante el analisis

de maltiples aglomerados/UCNH adyacentes.
2.3.2. UC@CB@Y@F

Existen diferentes estrategias quimicas para funcionalizar UCNP con especies
fotoactivas, como por ejemplo interdigitacion de moléculas amfifilicas, enlace
covalente, intercambio de ligandos, oxidacion de ligandos o interacciones

electrostaticas.*”~*° En los Ultimos afios, el grupo ha utilizado algunas de estas
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estrategias para disefiar nanohibridos con diferentes finalidades, como mejorar
las propiedades emisivas,®%® o su dispersién en el medio,>>" utilizarlas en
fotocatalisis,*®*° o como sensores®®-%2. Entre ellas, destaca la utilizacion de un
ligando macrociclico: el cucurbit[7]urilo (CB).?2%38 Este ligando consta de una
cavidad hidrofébica y dos extremos con 7 grupos carbonilos con una elevada
densidad electrénica (figura 4.5.a), que lo hacen ideal para actuar como puente
entre la superficie de la UCNP vy especies fotoactivas. Ademas, la obtencion de
UCNP recubiertas con CB es extremadamente sencillo, lo que facilita la
preparacion del UCNH. De hecho, esta macromolécula nos ha permitido
funcionalizar UCNP con colorantes organicos,> nanoparticulas de perovskita® o
cationes lantanidos.®® Destaca este (ltimo caso porque permite construir de forma
sencilla un UCNH en el que el cation Nd** queda anclado al portal libre de las
moléculas de CB a una distancia fija de =~ 1 nm (altura de la molécula de CB)
sobre la superficie de la UCNP, que, a su vez, es capaz de generar emision UC
tanto si lo excitamos a 980 nm (excitar al Yb*" de la UCNP) como a 800 nm
(excitar al Nd** superficial). Por tanto, las moléculas de CB permiten el pasivado
homogéneo de la superficie, impidiendo fenémenos de desactivacion por
interaccion con moléculas de disolvente, a la vez que permite el anclaje de
especies fotoactivas a una distancia muy pequefia de la superficie de la UCNP,
inferior a la distancia de Forster (Ro =~ 3-5 nm), por lo que no impediria fendmenos
LRET. Nétese, que el anclaje directo del colorante a la superficie celular podria
provocar fendmenos de agregacién de moléculas del colorante y favorecer su

auto-desactivacion (self-quenching) no radiativa.5%:65-¢7

Por ello, desarrollamos un UCNH (UCrn@CB@Y@F) de construccion
sencilla y modular, que consta de un catién lantanido inactivo fotofisicamente,
Y?*, coordinado a una sonda convencional de fluoresceina (F) y también al portal
libre de los CB anclados a la superficie de una nanoparticula de tipo core p-
NaYF4:Yb*(23%),Tm3*(0,3%) (UCm). Se trata de un UCNH en el que la funcién

conjunta del CB y del cation es actuar como un pasivado organico de la NP y un
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Figura 4.5. (a) Molécula macrociclica de cucurbit[7]urilo. (b) Propiedades
espectrales de absorcion (area azul) y emision (area verde) de F libre en medio
acuoso (pH=7), junto con la emision UC de la UCm. (c) Esquema del
procedimiento sintético de obtencion del UCNH, donde se indican las etapas de
purificacién (P) y caracterizacion (C) en cada etapa.

andamio para el fluor6foro que eventualmente permite LRET. La sonda
fluorescente elegida como prueba de concepto fue F por tres razones: (i) es un
sensor de pH bien conocido y cuyo espectro de absorcion depende la polaridad y
pH del medio, (ii) tiene un grupo carboxilato que permite su coordinacion al
cation Y*"y (iii) la absorcién de F solapa con la emisién de UCty (figura 4.5.b),

requisito indispensable para LRET.

En primer lugar, mediante el protocolo de descomposicion térmica, se
sintetizd la UC recubierta de oleato en fase cristalina hexagonal, con el dopaje
adecuado y tamafio de 29 + 1 x 24 + 1 nm. Posteriormente, mediante un
tratamiento acido, los ligandos oleato fueron eliminados para obtener asi la UCtn

desnuda o sin ligandos, dispersable en medio acuoso, para la construccion del
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UCNH. A continuacion, el procedimiento seguido para formar el UCNH
consistié en pasos sucesivos de exposicion de la NP a los componentes del
sistema (CB, Y* y F) en agitacion constante, seguido de un proceso de
purificacion (ciclos de centrifugacion-redispersion) y caracterizacion de la NP en
cada etapa (figura 4.5.c). Se preparo UCtm@CB exponiendo la UCr, desnuda
con el CB en medio acuoso. La purificacion se realizdé mediante ciclos de
centrifugacién-redispersion con agua para, posteriormente, caracterizar el
UCNH. Luego, se repitié el mismo procedimiento para afiadir Y** y F. Por tanto,
cabe destacarse que se trata de un procedimiento sencillo, a temperatura
ambiente, comodo para el usuario y versétil, que permite la construccion de
infinidad de UCNH. Ademas, UCr»@CB permitiria aprovechar la cavidad del

CB para encapsular moléculas organicas.7

La eficiente eliminacion de los ligandos oleato se confirmé mediante
espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier (FTIR), que muestra la
reduccion de las bandas de estiramiento de enlaces C-H a ca. 2900 cm (figura
4.6.a), ya que la UCry, libre de oleatos Unicamente presenta bandas de
estiramientos (3100 cm™) y flexion de grupos OH (1640 cm), inevitables en la
superficie de las UCNP basadas en matrices de fluoruro.” La presencia de CB se
confirm6 mediante microscopia electrénica de transmision de alta resolucién
(HRTEM), que muestra UCym recubiertas por un material amorfo no cristalino
que se va quemando por la irradiacion de electrones, atribuido al CB.% Ademas,
el espectro muestra la aparicion de las bandas de estiramiento de grupos
carbonilos del CB ligeramente desplazados (1737 cm™) (figura 4.6.b). La adicién
de Y3 al sistema provoca el desdoblamiento de la banda de carbonilos del CB
(1735y 1712 cm, figura 4.7.a) debido a los entornos quimicos de los portales
carbonilo de la molécula. Por Gltimo, la presencia de F aumenta las sefiales en la
region de huella dactilar ensanchando los picos y complicando la identificacion

de sefiales (figura 4.7.a), ya que se mezclan las sefiales del CB y las de la F en
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Figura 4.6. Espectros FTIR que muestran (a) la eliminacion de los ligandos
oleato superficiales de UCtn y (b) la adicion de CB a UCtn@CB.

dos intervalos: en 1100-1460 cm™, donde estarian las sefiales del grupo éter
aromatico (1252 y 1117 cm™) y el carboxilato de la F (1400 cm?), junto otras del
carbonilo (1190 cm™?) y enlaces sencillos C-N (ca. 1200 cm™) de CB; y entre
1550-1800 cm:, donde se ubicaria la sefial del grupo carboxilato de F desplazada
(1650 cm™), junto con la flexion de los grupos OH (1640 cm?) superficiales y de
los portales de grupos carbonilos del CB (1737 y 1712 cm™).

Ademaés, la presencia de F se confirmd por microscopia electronica y
espectroscopia de absorcion y emision. Por un lado, las imégenes de HRTEM de
UCrm@CB@Y @F muestran que la forma y el tamafio de las UCtm de partida
permanecen inalteradas tras las adiciones de los distintos componentes y que el
recubrimiento amorfo permanece y recubre completamente las UCwn (figuras
4.7.b-c). Por otro lado, el espectro de atenuacion de UCrn@CB@Y @F muestra

la dispersion (scattering) caracteristica de los nanomateriales junto con la
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absorcién de la fluoresceina que continla, pese a estar anclada en el UCNH,
siendo sensible a cambios en la polaridad del medio (agua vs. DMF; figura 4.8).
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Figura4.7. (a) Espectro FTIR de F (verde), UCin@CB (naranja), UCn@CB@Y
(azul) y UCrn@CB@Y@F (rojo). Imagenes de HRTEM de (b) UCtn@CB y (c)
UCm@CB@Y@F. Adaptado con permiso de ** Copyright 2020 John Wiley and
Sons.

El espectro de absorcion permitié determinar una concentracion de 4-10° M
de F/mg UCNH (véase seccion 4.5.4. Estimacion de F en UCrn@CB@Y@F). El
espectro de emision del UCNH excitando a 980 nm muestra una reduccion
relativa de la intensidad de emision en las bandas de emision del Tm?3* a 345, 368,
450y 475 nm afectadas por la absorcion de F (figura 4.9.a). Esta reduccion junto
con una nueva banda de emision de F sensibilizada por la UCNP, centrada en 512
nm en medio acuoso y 540 nm en DMF (figura 4.8), es consistente con un proceso

de transferencia de energia.

Cuando excitamos las muestras a 980 nm, la técnica NIR-LSM, permite
demostrar un comportamiento muy similar al de UCtn@Ro0d110. Enel C2, donde
se detectaria la emision de F, el UCtn@CB@Y UCNH no present6 ninguna

119



Capitulo 4. Alargamiento del tiempo de vida de fluorescencia de
fluor6foros convencionales

(a) (b)

0,4

1,04

0,24
0,51

Atenuacion
Emision (u.a.)
Atenuacion
Emision (u.a.)

”,J\}h\m j\

400 500 600 700 800 400 500 600 700 800
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

bl

Figura 4.8. Espectros de atenuacién (linea negra), absorcién (linea negra
discontinua) y de emision no corregido (Adec= 980 nm, linea azul) de
UCm@CB@Y@F en (a) medio acuoso a 0,5 mg/mL y en (b) DMF a 2,5 mg/mL.

sefial (figura 4.9.c), mientras que UCrn@CB@Y @F si (figura 4.9.e y figura
4.10.a). Nuevamente, se observa que el colorante vuelve a presentar un
comportamiento dual: una emision corta debida a la excitacion bifotonica de F,
que aparece como un punto bien definido, y una emisién sensibilizada y de larga
duracion debido a la LRET entre la UCtn y F (figura 4.10.b). La emision
sensibilizada presentd un tiempo de vida elevado (202 us) similar al tiempo de
vida empirico de la transicion de Tm3* dadora de energia (295 ps) y muy diferente
al tiempo de vida de la F libre (en la escala de nanosegundos), indicativa de un
proceso LRET entre el Tm**y la F (figura 4.10.c). La colocalizacion visual de la
emision del Tm3* y de F se hace patente al superponer imagenes NIR-LSM
obtenidas excitando a 980 nm y 900 nm (2PE de F, figura 4.9.g). Ademas, se
observa una reduccién en los tiempos de vida de la emision detectada en C1 para
el UCNH funcionalizado con F (tabla 4.3). Por tanto, se confirma que el sistema
de construccion sencillo, tipo puzle, basado en la utilizacion de CB como
andamio que finalmente permite el anclaje de F y da lugar a procesos LRET entre

UCtm y sondas organicas.
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Figura 4.9. (a) Espectro de emision no corregido de UCm@CB@Y vy
UCm@CB@Y@F en DMF (Aexe= 980 nm; 2,5 mg/mL) en el cual la emision
centrada en 540 nm ha sido aumentada para UCim@CB@Y@F (x5, 500-600
nm), junto con el espectro de atenuacion de UCrn@CB@Y@F en DMF (2,5
mg/mL) y los canales de deteccion de NIR-LSM (&reas coloreadas). Imagenes
NIR-LSM del (b) C1y (c) C2 de UCTn@CB@Y (Aexc= 980 nm; Fq= 10,6 J/cm?),
del (d) C1y (e) C2 de UCTn@CB@Y@F (Aexc= 980 nm; F4= 10,6 J/cm?) y del (f)
C2 de UCTn@CB@Y@F excitando via 2PE a la F (Aex= 900 nm; F4= 4,4 J/cm?).
(9) Imagen NIR-LSM compuesta de (d) y (f) que muestra la colocalizacion visual,
pues a cada emision definida de F (verde) le corresponde una cola de emisién
UC de Tm** (azul). Adaptado con permiso de % Copyright 2020 John Wiley and
Sons.
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Figura 4.10. (a) Imagen NIR-LSM obtenida en el C2 excitando a 980 nm (dwell
time: 4 us/pixel; Fq = 10,6 J/cm?) el UCTn@CB@Y@F. (b) Representacion 3D
de la emisidn espacial y (c) perfil cinético y ajuste del aglomerado destacado en
(a). Adaptado con permiso de ? Copyright 2020 John Wiley and Sons.

Tabla 4.3. Tiempos de vida de desactivacion obtenidos por el ajuste

monoexponencial de colas de iméagenes NIR-LSM de UCm@CB@Y vy
UCTm@CB@Y@F (Aexe = 975 nm; Fq = 10,6 J/cm?).

Tiempos de vida de desactivacion, t + DS

Canal de

deteccion UCm@CB@Y UCtm@CB@Y@F
C1 295 +2 238+9
C2

202 +10

DS: desviacion estandar.

El espectro de emision de F depende del pH del medio. Por tanto, la variacion
de la desactivacion de las bandas de emisién de UCNP, especialmente en el caso
de UCrm@CB@Y @F donde existe un solapamiento adecuado entre la emision

de UCtn y la absorcion de F, permitiria su uso como sensor ratiométrico de pH.

La evolucion de la absorcion de F en el UCin@CB@Y @F demuestra que,

como era de esperar, la F se comporta de forma analoga a un éster de fluoresceina,

y no como el acido carboxilico de F, ya que el extremo carboxilato una vez se

coordina al Y*" no permite la formacién intramolecular de la especie lactona. Por

tanto, el equilibrio de ionizaciéon se produce entre tres especies: la forma
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cationica, el quinoide neutro y la forma anionica, frente a las cinco especies que
da lugar la F libre (véase seccion 4.5.3. La fluoresceina como sonda de pH en
UCm@CB@Y@F).
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Figura 4.11. (a) Espectros de absorcion de F en UCn@CB@Y@F a distintos
pH y espectro no corregido de emision de una dispersién acuosa 1 mg/mL de
UCTm@CB@Y@F (Lexe= 980 nm; I= 890 W/cm?). Adaptado con permiso de
Copyright 2020 John Wiley and Sons. (b) Evolucion de la absorcion de F en
UCim@CB@Y@F (cuadros azules) y de la emisién UC no corregida a 475 nm
(puntos negros) y 800 nm (puntos rojos) en el intervalo de pH mostrado
(normalizadas a la medida de pH= 4,8 para que ambas tendencias cupieran en
la misma ventana). (c) Respuesta lineal de la proporcion de la emision UC de
475 nmy de 800 nm en funcion del pH y ajuste sigmoidal.

123

{('e'n) pepisuajul



Capitulo 4. Alargamiento del tiempo de vida de fluorescencia de
fluor6foros convencionales

La variacion del espectro de absorcion de F afecta especialmente a las bandas
de 450 y 475 nm de emision UCtn en UCtn@CB@Y @F (figura 4.11.a). Asi,

partiendo de pH &cidos se observa una reduccion de la emisién a 475 nm

conforme aumenta la absorcion de F en esa longitud de onda, mientras que la
emision a 800 nm de UCr»n@CB@Y @F no se ve afectada en todo el rango de pH
(figura 4.11.b). De tal manera que, la F anclada al UCNH conserva sus
propiedades como sensor de pH, aunque en forma de éster, y el UCNH resultante
presenta buenas propiedades como sensor ratiométrico en el rango de 3-5
unidades de pH (figura 4.11.c).

Es cierto que, frente a otros sensores mostrados en la tabla 4.1, también
basados en UCNH compuestos de UCNP y colorantes organicos, no es el que
presenta una respuesta lineal al pH mas amplia, sin embargo, presenta la ventaja
de que utiliza las dos emisiones mas intensas de la UCr, para la determinacion
de la ratio de bandas de emisidn, frente a sensores ratiométricos que usan una
emision poco intensa de UCtm (650 nm) o bien la emisién sensibilizada del
colorante (515 nm), que es también poco intensa. Asi que, de cara a una posible
aplicacién en muestras bioldgicas, el presente UCNH seria mucho més facil de

detectar mediante técnicas de microscopia, lo que, en principio, permitiria reducir
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Figura 4.12. Representaciones de volumen frente a tamafio de dispersion de
dispersion de luz dinamica (DLS) de 0,5 mg/mL de UCtn@CB@Y@F en (a) agua
MilliQ (pH= 6, en negro inicial y en rojo después de 4 h), (b) PBS (pH=7,4) y
(c) en 0,1 M NaCl (pH=6, en negro inicial y en rojo después de 4 h). Adaptado
con permiso de # Copyright 2020 John Wiley and Sons.
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Figura 4.13. Evolucién de la emisiéon de UCn@CB@Y@F (Aexe= 980 nm; 0,5
mg/mL) en (a) medio acuoso (pH= 6) y (b) medio fisiolégico (tampo6n PBS, pH=
7,4) sin agitacion. A las 4 horas la dispersion se agita manualmente y se registra
el espectro de emision (barra rayada). Comparativa entre el espectro de emision
(Aexe= 980 nm; 0,5 mg/mL) original (negro) y agitado a las 4 horas (rojo) en
medio (c) acuoso (pH= 6) y (d) PBS (pH= 7,4). Adaptado con permiso de #
Copyright 2020 John Wiley and Sons.

los limites de deteccion en comparacion al resto de estudios. Ademas, los

sensores de pH acidos pueden ser interesantes para la localizacion de ciertos
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compartimentos celulares, como endosomas y lisosomas, o la deteccion de una

disfuncién, como la apoptosis o cancer.?>%:42

Por altimo, en lo que respecta a la estabilidad coloidal y quimica del UCNH,
se concluyd que el UCNH permanece estable coloidal y quimicamente (figuras
4.12.a y 4.13.a) durante 4 horas en agua MilliQ; sin embargo, en condiciones
fisioldgicas (tampdn fosfato salino, PBS, pH=7,4) a los 10 minutos tiende a
agregarse y sedimentar (figura 4.12.b), aunque son facilmente redispersables y
recuperan sus propiedades emisivas (figura 4.13.b). A las 4 horas se observa una
reduccion del 20% de la emision sensibilizada de F, indicativo de la
descoordinacién de una parte de F (figura 4.13.c y 4.13.d). La influencia de la
fuerza ionica es despreciable en la estabilidad coloidal de UCNH (figura 4.12.c)
y en las propiedades como sensor: la variacion de la proporcion de intensidades
de las bandas UC de emision de Tm®" del UCNH (figura 4.14) expresado como
desviacion estandar relativa es del 3,4 %.

106 105 104 103 102 10
[NaCl] (M)

Figura 4.14. Influencia de la fuerza i6nica en concentracion de NaCl en la
respuesta del sensor ratiométrico de UCrn@CB@Y@F (Aexc= 980 nm; 0,5
mg/mL UCNH en medio acuoso pH= 6).
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4.4. Conclusiéon

Finalmente se concluye lo siguiente:

La técnica NIR-LSM permite evaluar el alargamiento del tiempo de vida
de especies fotoactivas sensibilizadas por UCNP. Concretamente, se
observa el alargamiento del tiempo de vida de colorantes organicos
(Rod110 y F) por transferencia de energia desde UCtm. NIR-LSM, en
principio, también permitiria evaluar la eficiencia en la transferencia de
energia, pero para ello requeririamos de un sistema de deteccion capaz
de discriminar entre las bandas de 450 y 475 nm de UCn, Yy fuentes de
excitacion en el UV-vis.

Se ha realizado una sintesis sencilla, tipo rompecabezas (puzle), de
UCNH (UCrm@CB@Y@F) compuestos por UCNP y fluoréforos
organicos espaciados a una distancia fija, lo que permite, mediante
excitacion en el NIR, alargar el tiempo de vida de fluor6foros organicos
(de nanosegundos a microsegundos) a través de LRET.

LaFen UCn@CB@Y @F mantiene sus propiedades de sensor de pH, y
ademas permite la deteccidn ratiométrica de pH entre 3y 5, utilizando la
relacion de intensidad entre dos bandas de emision de Tm: una afectada
por la absorcion dependiente del pH de F (475 nm) y otra invariable (800
nm). De tal manera que el UCNH resultante reine de forma sinérgica las
propiedades emisivas de UCNP vy las propiedades fotofisicas y de

deteccion de moléculas organicas.
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4.5. Procedimiento experimental

4.5.1. Materiales

Los materiales utilizados para la sintesis de NP fueron: los cloruros hidratados
de los lant&nidos (YCl3-6H.0, YbCl3-6H.0, TmCls-6H.0 y HoCl3-6H,0, todos
al 99,9%), 1-octadeceno (95%), &cido oleico (70%), NaOH y NH4F (99,99%).
Todos los reactivos se compraron a Sigma-Aldrich (Merck) y se utilizaron sin

purificar.

4.5.2. Protocolos sintéticos y preparativos
Sintesis de #NaYF4:Yb**(23%),Tm*"(0,3%) recubiertas de oleato

Las UCNP se sintetizaron segin un protocolo previo’? con algunas
modificaciones. En un matraz de fondo redondo se afiaden 15 mL de 1-
octadeceno y 8 mL de acido oleico. A continuacién, se afiade una disolucion de
2 mL de metanol (MeOH) que contiene 1 mmol de lantanidos (0,80 mmol
YCl;-6H,0, 0,20 mmol YbCls-6H,0 y 0,002 mmol TmCls-6H,0). La mezcla se
mantiene una agitacion constante y atmosfera inerte (N2) hasta el final de la
sintesis, se calienta hasta 160 °C y se mantiene a esa temperatura hasta que las
sales se hayan disuelto. Posteriormente, la disolucion se enfria hasta 60°C y se
afiade una disolucion de MeOH que contiene NaOH (2,5 mmol) y NH4F (4
mmol). La disolucion se calienta hasta 125 °C para eliminar el MeOH. Por Gltimo,
se sube rapidamente la temperatura hasta 305 °C y se mantiene a esa temperatura
durante 1,5 hora. Pasado ese tiempo se deja enfriar a temperatura ambiente. La
purificacion de las UCNP se realiza mediante precipitacion y lavados. En primer
lugar, se centrifuga la mezcla de reaccion a 9000 rpm 15 minutos. El precipitado
se lava mediante ciclos de redispersion-centrifugacion tres veces utilizando una

mezcla de n-hexano:acetona:MeOH (87:81:32) y una vez con etanol. Finalmente,
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las UCNP se redispersan en tolueno. Como ocurre generalmente, la proporcion
de los lantanidos obtenido por EDX difiere ligeramente del experimental. Debe
tenerse en cuenta que se sintetizaron dos lotes distintos de UCtm: uno para el
UCNH con Rod110 y otro para construir UCtTn@CB@Y @F. Por ello, aunque en
el capitulo, por simplificar, ambos son llamados indistintamente UCrn, es de
esperar que tengan pequefios cambios en el dopaje y, por tanto, propiedades
fotofisicas ligeramente diferentes, que se hacen patentes sobre todo en los
tiempos de vida de las emisiones UC de Tm?®*. La concentracion de UCNP
(mg/mL) se obtiene secando una alicuota (100-200 uL) de la dispersidn final de
UCNP.

Eliminacion de ligandos oleato superficiales de S-NaYF4:Yb**(23%),
Tm**(0,3%) (UCrm)

Los ligandos oleato de la superficie de la UCNP se eliminaron mediante un
tratamiento acido previamente descrito.” 100 mg de UCy sélidas recubiertas de
oleato se redispersaron en 10 mL de una disolucion acuosa de HCl a pH 3y se
mantuvieron en agitacion vigorosa durante 3 horas. Después, se realizaron tres
extracciones con dietiléter (10 mL) para eliminar el acido oleico en la fase
organica. La fase organica se lava con 10 mL de agua, para recuperar toda la
UCNP posible. Las fases acuosas se juntaron, se afiadieron 10 mL de acetona y
la UCtnm libre de oleato se recuperé mediante precipitacion por centrifugacion a
9000 rpm durante15 minutos a 25 °C. Finalmente, la UC, se redispersa en agua
Milli-Q. La concentracion de UCrn (mg/mL) se obtiene secando una alicuota
(100-200 pL) de la dispersion final de UCNP.

Preparacion de UCtn@CB

La UCtm@CB se prepararon utilizando un protocolo previamente descrito por
el grupo.®® Para ello, se afiadieron 0,01 mmol CB a una dispersion acuosa de 30
mg de UCtn en 15 mL de agua. La dispersién se mantuvo en oscuridad con

agitacion constante a 350 rpm en un agitador orbital durante 48 horas. El exceso
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de CB se elimind con lavados (2x 15 mL de agua y 1x 15 mL acetonitrilo)
mediante ciclos de centrifugacion (10000 rpm, 10 minutos, 20 °C)-redispersion.
Finalmente, UCtn@CB se redispersa en agua Milli-Q. La concentracion de
UCNP (mg/mL) se obtiene secando una alicuota (100-200 pL) de la dispersion
final de UCNP.

Preparacion de UCtn@CB@Y

Para preparar UCtm@CB se afiade un exceso de YClz-6H,0 (2,2 mol Y*/mol
de CB en UCtn@CB) a 15 mL una dispersion acuosa 2 mg/mL de UCtn@CB.5®
La mezcla se agitd en oscuridad en un agitador orbital a 400 rpm durante 24 horas.
El UCNH resultante se separé por centrifugacién (10000 rpm, 10 minutos, 20 °C)
y se lavé dos veces con 10 mL de agua Milli-Q mediante ciclos de centrifugacién
(10000 rpm, 10 minutos, 20 °C)-redispersion. Finalmente, UCtn@CB@Y se
redispersa en agua Milli-Q. La concentracion de UCNP (mg/mL) se obtiene
secando una alicuota (100-200 uL) de la dispersion final de UCNP.

Preparacion de UCrn@CB@Y@F

Para preparar UCrmn@CB@Y @F se afiade una alicuota de 200 pL de una
disolucion 0,01 M de F en acetona a 10 mL de una dispersién acuosa 1 mg/mL
de UCrm@CB@Y en agitacion (iman) vigorosa. EI UCNH resultante se separo
por centrifugacién (10000 rpm, 10 minutos, 20 °C) y se lav6 (2x 10 mL de acetona
y 2x 10 mL acetonitrilo) mediante ciclos de centrifugacion (10000 rpm, 10
minutos, 20 °C)-redispersion hasta que el sobrenadante no presentaba absorcion
de F. La concentracion de UCNH (mg/mL) se obtiene secando una alicuota (100-
200 uL) de la dispersion final de UCNH.

Estudio de pH de UCin@CBQ@Y@F

Las medidas de pH se realizaron con un pHmetro (GLP 21+, CRISON
Instruments) con un electrodo 50 21 apto para suspensiones (CRISON
Instruments). El estudio de pH en medio &cido se realizé acidificando
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progresivamente, mediante la adicion de alicuotas de disoluciones de HCI (0,05,
0,1y 0,2 M) a5 mL de una dispersién 1 mg/mL de UCrn@CB@Y. El volumen
total adicionado de disolucién &cida no super6 el 5 % del volumen de muestra
original (5 mL), con el fin de evitar un efecto de dilucién que afectaria a la
intensidad de las sefiales UC. La medida de pH en medio basico (no mostrada en
el capitulo) también se realiz6 afiadiendo alicuotas de disoluciones concentradas
de NaOH (0,5, 0,25, 0,125 y 0,05 M) a 5 mL de una dispersion 1 mg/mL de
UCm@CB@Y.

Preparacion de muestras para NIR-LSM

Las muestras se prepararon por recubrimiento por centrifugacién (spin coater
KW-4A, Chemat technology). El procedimiento se optimizé para formar una
monocapa discontinua de NP sobre un portaobjetos de microscopia de vidrio (25
X 25 mm) apropiada para NIR-LSM. Para ello, 100 uL de una dispersion acuosa
1 mg/mL de una dispersion acuosa 1 mg/mL de UCrm, UCrn@Rod110,
UCm@CB@Y o0 UCTn@CB@Y @F se depositan sobre el portaobjetos en el spin
coater. A continuacion, se enciende el equipo, que esta programado en dos etapas:
una primera a 500 rpm durante 12 s y una segunda a 4500 rpm durante 30 s. A
continuacion, se deja secar la muestra, se cubre con un vidrio cubreobjetos (< 170
um grosor, 22 x 22 mm) y, por ultimo, se sellan las juntas con esmalte de ufias o

cinta adhesiva.

4.5.3. La fluoresceina como sonda de pH en UC,@CB@Y @F

La estructura de la fluoresceina comprende un anillo xanteno acoplado a un
benceno y exhibe multiples equilibrios i6nicos dependientes del pH, lo que la
hacen util como sonda de fluorescencia de pH. En disolucion acuosa presenta
diferentes especies: catidnica, neutra, quinoide, aniénica y dianidnica (figura

4.15) con diferente absorcion y fluorescencia en funcion del pH.™
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HO
CATION

Aaps= 435 nm
hem= 510 nm
pH<3

NEUTRA

habs= 435 nm
Aem= 510 nm
pH=3-5

lactona zwitterion

ANION

Aabs= 488 nm

and 469 nm

Aem= 511 nm
pH = 5-6

DIANION
Aaps= 490 nm
Aem= 512 nm

pH>6

Figura 4.15. Especies de la F en funcion del pH del medio. Adaptado con permiso
de 22 Copyright 2020 John Wiley and Sons.

Sin embargo, el comportamiento de los espectros de absorcion del sistema
UCrm@CB@Y@F nos hace suponer que, cuando el grupo carboxilato se
encuentra coordinado al i6n de Y**, la F se comporta de forma similar a un éster
de F. Por tanto, en funcién del pH Unicamente tendremos tres especies diferentes
(figura 4.16).
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Figura 4.16. Representacion esquematica de las especies que da lugar la F en
funcién del pH en UCrn@CB@Y @F, acompafiadas por el espectro de absorcion
correspondiente. Adaptado con permiso de % Copyright 2020 John Wiley and
Sons.

4.5.4. Estimacion de F en UCtn@CB@Y @F

La concentracion de F se estimd a partir de la absorcién medida a pH= 1,7 de
una dispersion 1 mg/mL de UCtm@CB@Y@F (cation de F, 0,212 A) y del
coeficiente de absorcion molar de la especie cationica de la F (€4370m= 53000 M-
L.em? de acuerdo con ™), pues es de esperar que para la especie cationica la
presencia de un éster o un &cido carboxilico en el benceno sea insignificante en
su coeficiente de absorcion molar. Asi, se obtuvo una concentracién de 4:10° M

de F que equivale a 4-10° mol F/mg UCNH, es decir, aproximadamente 72
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moléculas de F por UCNH. A continuacion, se detalla el célculo con las

aproximaciones necesarias para estimar el nimero de moléculas por NP.
1) Calculo del nimero de celdas unidad (CU) por UCNP

Las UCrm de partida median aproximadamente 23 nm x 30 nm y tenian forma
de prisma hexagonal. De tal manera que el volumen de cada UCNP (Mucne)
definido en funcion del largo (L) y del ancho (A) es:

3-4%\3

5 -L =~ 10300 nm?3

Vyenp = Ao -h =

Donde A, es el area de la cara hexagonal del prismay h la altura. presente en
Sabiendo que el volumen de una CU es 107,44 A" La cantidad de CU por cada
UCNP (CUUCNP) es.

VUCNP

CUycnp = Veu

~ 96000 CU/UCNP

2) Calculo de UCNP en 1 mg de UCNH

Para estimar la cantidad de UCNP que hay en 1 mg de UCNH, dividiremos
las CU que hay en dicha masa por las CU que componen una UCNP.

El célculo de CU en 1 mg de UCNH requiere dos aproximaciones. Para
empezar, comenzamos suponiendo que 1 mg de UCNH es practicamente 1 mg de
la UCm de partida. Es cierto que el UCNH contiene otros elementos, como CB,
Y3y F, pero la mayor parte de la masa del sistema viene definida por la UCNP.
Ademaés, suponemos que el peso de una CU UC es el peso de una celda unidad
de NaYF. (PCUnavrs= 187,84 u), es decir, suponemos despreciable el efecto de

los dopantes en la matriz. De tal manera que el nimero de CU/mg UCNH seré:

1-1073

CUpg =————-N, = 3,2-108 CU UCNP
"0 = PClUnars, /ms
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Donde Na es el namero de Avogadro. De tal manera que el namero de UCNP
en1lmges:

Ung

~ 3,34 - 103 UCNP

N =
UCNP CUUCNP

3) Calculo de moléculas de F en 1 mg de UCNH

Las moléculas de F en 1 mL (V) de dispersion 1mg/mL de UCNH son:
Np = [F]-V - N, = 2,41 -10'®> moléculas F

4) Moléculas de F por cada UCNP

El promedio de moléculas de F por UCNP (Fucne) Se aproximaria a:

Np

Fycnp = ~ 72 moléculas F/UCNP

UCNP

Se trata de una proporcion bastante baja de moléculas de F en cada UCNP,
teniendo en cuenta que podrian anclarse teéricamente hasta 1560 moléculas de F
(resultado obtenido suponiendo que F es una esfera de 1,5 nm de diametro y
calculando el &rea superficial de cada UCNP). Sin embargo, merece la pena
recalcar que pese a ser una proporcion tan baja, es posible observar la LRET
desde laUCrmmalaF.

4.5.5. Procedimiento eliminacion de la dispersion (scattering)
de los espectros de atenuacion.

La resta del scattering de los espectros de atenuacién se realiz6 mediante la
aplicacion Peak analyzer del software Origin (v. 9). Este procedimiento habia
sido previamente validado mediante un experimento control con silica coloidal
(ludox) y rosa de bengala (RB). Brevemente, se realizaron espectros de absorcion
a 7 muestras a concentraciones crecientes de RB en agua (figura 4.17.a) y en una

dispersion acuosa de ludox (0,1 A a 400 nm, figura 4.17.b). Posteriormente con
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el Origin se resta una linea base definida por el usuario (linea gris discontinua de
figura 4.17.a) que simula la tendencia exponencial (A*) del scattering. El
resultado (figura 4.17.c) es similar a la medida sin ludox, al menos en la banda
de absorcion centrada en el visible (450-600 nm), donde el error relativo y la
desviacion entre las diferentes medidas se minimiza (error relativo < 5%, figura
4.17.d). El método falla a longitudes de onda < 300 nm porgue manualmente no
es posible definir de forma correcta la linea base del scattering y por la absorcién
del ludox (linea negra figura 4.17.a). En longitudes de onda donde la absorbancia
de RB es muy pequefia (A < 0,05; 320-450 y 590-600 nm), pequefios cambios en
el ajuste de la linea base se traducen en errores elevados. Sin embargo, estos
errores son insignificantes para nuestra aproximaciéon y, ademas, pueden

minimizarse mediante la optimizacion del ajuste de la linea base.

udox 1 ’0
(a) — tDc;(-RfBLFX) (b)
LDX-RB2
21 LDX-RB3
c LDX-RB4 (!
o —— LDX-RB5 o
5 —— LDX-RB6 c
@ —— LDX-RBT 8 0,5-
g 1_ Lin. base 16
2 ]
< 2
N — . 0,0-' :
300 400 500 600 300 400 500 600
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)
1.0m (c) — LDXRBiubs) (d) -
LDX-RB2 (Subs.) 100-
LDX-RB3 (Subs.) =
© LDX-RB4 (Subs.) =
3 | oree e 9 75
% 05 1 — LDX-RBT (Subs.) £
o] 5~ —_
] L 501
2] —
g e
< 5 25 @Hﬁﬂ
0,0- 0
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Figura 4.17. Espectros de atenuacion y absorcion de muestras con
concentraciones de RB crecientes en (a) una dispersion acuosa de ludox (0,1 A
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en 400 nm) y (b) en medio acuoso. (c) Espectro de absorcion restado del
scattering de las muestras mostradas en (a). (d) Error relativo (%) del valor real
(b) frente al aproximado (c) en funcién de la longitud de onda. Las barras de
error muestran la desviacion estandar de las 7 medidas.
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4.6. Caracterizacion adicional

4.6.1. UCtn@Rod110
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Figura 4.18. (a) Imagen TEM e histograma de la UCrn@oleato utilizada para
obtener UCr@Rod110. (b) Espectro de atenuacion de una dispersion 1 mg/mL
de UCm@Ro0d110 en DMF. (c) Difractograma de XRD de la muestra UCmn
utilizada para construir por UCrn@R0d110 y (d) referencia de NaYF, en fase
hexagonal (JCPDS PDF numero 16-0334).

Tabla 4.4. Composicion de la muestra UCry, utilizada para construir por
UCm@Rod110 EDX (20 kV).

Composicién atémica (%)
Itrio Iterbio Tulio
UCrn 82,7209 17,0+£0,6 <LOD(<1)
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Figura 4.19. Imagenes NIR-LSM de UCrn@R0d110 excitando a 975 nm en (a)
C1, (b) C2 e imagen compuesta (a) y (b) (dwell time: 8 ws/pixel; F4 = 20,8 J/cm?).
El rectangulo blanco en (a) indica el aglomerado utilizado para la figura 4.3.
Escala: 50 »m. Reproducido de % con permiso de the Royal Society of Chemistry.

R s
%
Lo ek

0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
Radial disp. [pixels] Radial disp. [pixels] Radial disp. [pixels]
G - H .. |
(VY L (T
ol O 04 a 05
o o 0.2 o
0.0 : : e 0.0 0.0 e
-05 0.0 0.5 1.0 0.0 0.2 04 06 0.0 0.2 04 0.6 0.8 1.0
M2

PCC M1

Figura 4.20. Analisis de colocalizacion de UCtn@Ro0d110. (a) Imagen NIR-LSM
obtenida en C1 excitando a 975 nm (dwell time: 100 us/pixel; F4 = 260,5 J/cm?).
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(b) Imagen NIR-LSM obtenida en C2 excitando a 1020 nm (dwell time: 2 us/pixel;
Fa = 4,4 Jlcm?). (c) Region confinada (blanco) utilizada para la prueba de
significancia estadistica. Los aglomerados que saturaban en intensidad se
descartaron para el andlisis (regiones negras). Comportamiento de los
coeficientes (d) PCC, (e) M1y (f) M2 frente al desplazamiento radial (traslacién
del fotograma) realizada por el algoritmo de desplazamiento confinado. Funcion
de densidad de probabilidad (PDF, por sus siglas en inglés) de los coeficientes
(g) PCC, (h) M1y (i) M2 de 15 a 25 pixeles de desplazamiento radial. El intervalo
de confianza del 95% se muestra en flechas coloreadas (azules, rojas y verdes
para PCC, M1 y M2 respectivamente) mientras que el valor obtenido (0,651,
0,477 y 0,986 para PCC, M1y M2, respectivamente) aparece como una linea
rosa. Los valores obtenidos son significativos estadisticamente. Reproducido de
2 con permiso de the Royal Society of Chemistry.

4.6.2. UCrm@CB@Y@F
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Figura 4.21. (a) Imagen TEM e histograma del largo y ancho de la UC»@oleato
utilizada para construir UCrn@CB@Y@F. (b) Difractograma de XRD de
UCm@oleato (naranja) y referencia de NaYF4 en fase hexagonal (barras
negras) (JCPDS PDF nimero 16-0334).

Tabla 4.5. Contenido de lantanidos de la muestra UCr»@oleato determinado por
ICP-MS.

Composicién atémica (%)

Itrio Iterbio Tulio
UCrm@oleato 76,2+2,0 234+19 0,30+0,03
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Figura 4.22. Imagenes NIR-LSM y ajuste cinético de un aglomerado/conjunto de
UCNH adyacentes representativo de (a) UCtn@CB@Y y (b) UCTn@CB@Y@F
(Aexe = 975 nm; 4 us/pixel; Fg = 10,6 J/cm?). Escala: 100 zm. Adaptado con
permiso de ?* Copyright 2020 John Wiley and Sons.
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Figura 4.23. Espectros de atenuacion de UCr,@CB@Y@F en pH (a) &cidos y

(b) basicos.
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Figura 4.24. Evolucion de la absorcién de UCin@CB@Y@F con el pH

registrado a diferentes longitudes de onda.
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5.1. Introduccion y antecedentes

En la actualidad se han desarrollado multiples tipos de nanomateriales: desde
nanoparticulas (NP) inorganicas, a organicas, pasando por semiconductores,
perovskitas, quantum dots, carbon dots, NP metalicas, 6xidos o poliméricas,
entre otras. Algunos de ellos los podemos encontrar en productos de uso cotidiano
gue estan disponibles en el mercado europeo, como por ejemplo en baterias,
pinturas, textiles, comida, cosméticos o medicina.> Por ello, es fundamental
conocer los riesgos que puedan tener para la salud de las personas y el

medioambiente.

Las propiedades toxicoldgicas de los nanomateriales, al igual que ocurre con
las propiedades fisicoquimicas y fotofisicas, son diferentes del material
volumétrico. De hecho, la dimensionalidad y la superficie en la escala

nanométrica son las caracteristicas que posibilitan nuevos mecanismos de
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toxicidad, precisamente los aspectos que modifican las propiedades
fisicoquimicas del material volumétrico. La presencia de una mayor &rea
superficial, donde los 4&omos se encuentran con coordinaciones incompletas
favorece la adsorcion y reaccion de especies, que de cara a procesos cataliticos
puede ser beneficiosa pero podria ser perjudicial en el interior celular. De nada
sirve conocer la toxicidad del material volumétrico, ni de los iones o especies por
si mismas, ya que la dimensionalidad y superficie permiten nuevas interacciones
dificiles de predecir. Por tanto, la toxicidad de cada nanomaterial debe estudiarse

en profundidad para poder obtener conclusiones razonables.?

Desde el punto de vista toxicoldgico, el paradigma propuesto por Paracelso en
el siglo XVI permanece vigente atn hoy: «la dosis hace el veneno».® En general,
la toxicidad de una especie suele analizarse en 4 niveles consecutivos de
complejidad: (i) nivel celular o citotoxicidad, donde se distinguen dos subniveles:
el molecular (inactivacion enzimatica, induccion de especies reactivas de
oxigeno, bloqueo de la comunicacion celular, ...) y el subcelular (disrupcion
membrana, desregulacion de la homeostasis intracelular, perturbaciones de la
actividad mitocondrial,...); (ii) nivel organico, afeccion del toxico en drganos

vitales; (iii) organismo y (iv) medioambiental .2

Si bien, el caso de los nanomateriales presenta especial dificultad pues su
toxicidad depende de mudltiples aspectos, como por ejemplo: composicion
guimica, forma, dopaje, tamafio, tamafio hidrodinamico, morfologia,
polidispersidad, propiedades redox, agregacion, recubrimiento, modificaciones
superficiales, estabilidad coloidal, solubilidad, biodegradabilidad, concentracion,
exposicion o comportamiento bajo campos electromagnéticos. Todo ello, hace
muy dificil la comparacion entre NP de naturaleza distinta. Ademas, tal y como
apuntan varias revisiones, pese a que existe una cantidad abrumadora de estudios
de toxicidad de NP es imposible sacar conclusiones por la incompleta

caracterizacion de los nanomateriales de estudio y/o por la falta de ensayos de
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control adecuados, que incluso dan lugar a resultados contradictorios. De hecho,
algunas revisiones, segln el criterio de valoracion, llegan a descartar el 90 % de
los estudios realizados.?®

Sin embargo, se han obtenido algunas observaciones generales importantes.
Todo apunta a que, en general, las NP son capaces de atravesar pulmones y tracto
intestinal, aunque parece que no la barrera dérmica.® Si bien, solo una pequefia
fraccion llega al sistema circulatorio y se distribuye en el organismo, pues la
mayoria se excretan en heces o se eliminan de los pulmones mediante los
macréfagos.® En las vias respiratorias parecen producir efectos inespecificos
similares a los causados por polvo fino.® Si se inyectan por via intravenosa, su
retencion en la sangre y 6rganos depende de las propiedades superficiales.? Las
NP pueden atravesar la membrana celular por transporte pasivo y endocitosis.?
Asimismo, parece que las NP cargadas positivamente presentan una mayor
admision celular (uptake), aunque también son mas propensas a causar dafio en
la membrana celular.*® Aun asf, son resultados muy generales y hay excepciones
en funcién del nanomaterial. De hecho, algunos materiales utilizados por su
aparente biocompatibilidad, como las NP de silice, parecen estar involucradas en

reumatoides artritica, esclerosis o lupus.?

Por ello, la toxicidad de los nanomateriales es impredecible, debe evaluarse
individualmente para cada caso y requiere un enfoque amplio de estudios de
toxicidad (multiple endpoints).®” Ademas, debe tenerse en cuenta que para
evaluar correctamente la toxicidad de las NP es fundamental: (i) caracterizar las
propiedades del material, (ii) asegurar la ausencia de contaminacién bacteriana
que dé lugar a un falso positivo, (iii) evitar la sobredosis de NP en estudios in
vitro, pues podrian cubrir las células impidiendo el transporte de nutrientes y
oxigeno; y (iv) realizar controles de interferencia en estudios in vitro

colorimétricos/fluorométricos y controles solo con NP para asegurar que la
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respuesta del ensayo es debida a la interaccion de la NP con el nivel toxicoldgico
de estudio.?™*

En el caso de las UCNP, pese a que se han propuesto mdltiples aplicaciones
biomédicas por sus extraordinarias propiedades fotofisicas, hay muchos menos
estudios que evallen su toxicidad.” Sin embargo, los ensayos in vitro e in vivo
parecen indicar que la toxicidad de las UCNP es relativamente baja para células,?

ratones® y plantas.®

Su comportamiento en el medio bioldgico esta determinado por dos procesos:
la formacién de la corona proteica y la disolucion de la UCNP en medio acuoso.?’
En el medio biol6gico existen multiples especies, como moléculas, proteinas,
células, ADN o ARN, con grupos funcionales que interacttan con la superficie
de las NP formando una corona proteica fuerte y una corona débil.*>** De hecho,
esta corona parece ser la causante de la buena estabilidad de las UCNP en los
medios bioldgicos y de su internalizacion en el medio celular, mediante el efecto
«caballo de Troya».” Sin embargo, la corona también puede afectar a la absorcion,
distribucién, biotransformaciones, metabolismo, excrecion y toxicidad de las
UCNP."12

Por otro lado, las matrices inorgénicas de UCNP, basadas generalmente en
fluoruros, se disuelven en medios acuosos liberando iones lantanidos e iones de
la matriz.* En este sentido, los iones lantanidos administrados parenteralmente
son relativamente muy poco toxicos (dosis letal para el 50 % de ratones, LDso via
intravenosa > 10 mg/Kg)*’, sin embargo, causan una serie de disfunciones, como
cambios bioquimicos en higado, contenido sanguineo, disminucién actividad
enzimatica, y necrosis en higado y bazo.? Ademas, presentan efectos toxicos en
mitocondrias.’® Por otro lado, los iones F-, presentes en la matriz, también
presentan efectos citotdxicos generando especies reactivas de oxigeno (ROS) y
potenciando la peroxidacion lipidica, dafio en el ADN vy la apoptosis.'® Destaca

el estudio de Katas et al.? que identifica el tratamiento &cido que sufren las
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UCNP en los lisosomas como mecanismo clave de liberacién de los iones que F
y Ln** en el medio celular e induccién de la citotoxicidad.

Desde la accion COST CM1403 «The European Upconversion Network —
From the Design of Photon-Upconverting Nanomaterials to Biomedical
Applications» se recomienda una estrategia multimetddica en tres niveles para
desarrollar aplicaciones basadas en UCNP desde las primeras fases de
investigacion hasta el producto final que aseguren la eficiencia, calidad y
seguridad del producto (figura 5.1.a), y proponen un diagrama de flujo para
desarrollar  aplicaciones biomédicas (figura 5.1.b). Asimismo, las
recomendaciones hechas para nanomateriales, como ensayos control de

interferencia y caracterizacién adecuada, contindan siendo validas.’

En este sentido, queriamos estudiar el efecto citotoxico de UCNP recubiertas
con CB frente a las UCNP de partida. Como se ha visto en el capitulo previo, las
UC@CB son una plataforma prometedora para construir sensores quimicos.?t24
Nuestra hipotesis es que la presencia de CB sobre la superficie de la UCNP pasiva
la superficie y mejora su estabilidad en medios acuosos, lo que se traduciria en
una mejora de la citotoxicidad intrinseca de la UCNP. Diferentes estudios han
demostrado que el CB no tiene citotoxicidad en células humanas (concentracién
de 50 % inhibicion de crecimiento, ICs> 100 mM),?2¢ pero no se ha hecho
ningun estudio relativo a la citotoxicidad de UC@CB. Por ello, hemos realizado
un estudio preliminar comparativo de UCg vs. UCe@CB, con el fin de
comprobar la internalizacion mediante NIR-LSM y la viabilidad celular,
mediante el ensayo de actividad metabdlica celular (MTS o MTT), asi como el
mecanismo de actuacion de citotoxicidad, utilizando el ensayo de actividad

deshidrogenasa y de tincion de células vivas/muertas.?’
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Figura 5.1. (a) Niveles de evaluacién de la eficacia, calidad y seguridad de
nanomateriales basados en UCNP y (b) diagrama de decisién para desarrollar
aplicaciones biomédicas, de acuerdo con la accion COST 1403.’
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5.2. Objetivos

Los objetivos del presente capitulo son:

e demostrar la internalizacion celular de UCeg y UCE@CB mediante NIR-
LSM,

e obtener tiempos de vida de UCNP en el medio celular,

e estudiar la viabilidad celular y mecanismo de citotoxicidad de UCg y
UCEr@CB
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5.3. Resultados y discusion
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Figura 5.2. (a) Imagen TEM e (b) histograma de la UCg, utilizada para el
estudio. (c) Imagen HRTEM que muestra un recubrimiento amorfo alrededor de
las UCNP. (d) Espectro de emision corregido de dispersiones de 10 mg/mL UCg,
(linea negra) y UCe:@CB (linea roja discontinua) en DMSO (Aexc= 975 nm). (e)
Potencial zeta de dispersiones acuosas de 1 mg/mL de UCg (negro) y UCe@CB

(rojo). (f) DLS de las dispersiones de 10 mg/mL UCg, (negro) y UCe@CB (rojo)
en DMSO. Reproducido de %',

Las nanoparticulas B-NaYF4:Yb**(20%),Er®*(2%) recubiertas de ligandos
oleato se sintetizan mediante un protocolo de descomposicion térmica (figura
5.2.a-b; véase seccidn 5.5.3. Protocolos sintéticos y preparativos). La sustitucion
de los ligandos oleato por las moléculas del macrociclo CB se realiza en un
procedimiento en dos etapas. Primero, se eliminan los ligandos oleato mediante
su protonacion en medio acido y se realizan extracciones para eliminarlo. Las -
NaYF:Yb%(20%),Er**(2%) libres de ligandos oleato (UCg) obtenidas son
dispersables en medio acuoso, estables y no sufren corrosion, hidrolisis o

agregacion, ya que estos efectos adversos se observan con muestras en medios
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muy acidos o en condiciones de alta dilucion.’*>2¢ En segundo lugar, la
funcionalizacion con CB (UCg@CB) se realiza mediante la exposicion de UCkg
en un medio acuoso con exceso de CB. Finalmente, tras unos lavados, se obtienen
UCe@CB monodispersas con forma de prisma hexagonal (26 + 2 nm x 48 £ 2
nm) y en fase cristalina hexagonal. Las im&genes de HRTEM demuestran la
presencia de un material amorfo de grosor = 1,5 nm que recubre a las UCNP,
atribuido a una monocapa de moléculas de CB (altura CB ~ 0,91 nm; figura
5.2.c).242° La presencia del CB no modifica el espectro de emision del core de
UCk (figura 5.2.d) ni la carga superficial (potencial zeta: 20 + 2 mV vs. 21 + 1
mV para UCg y UCe@CB, respectivamente; figura 5.2.e). El valor de potencial
zeta obtenido para UCe@CB es similar a los obtenidos con otras nanoparticulas
recubiertas de CB.3*3! Si bien, el diametro hidrodinamico aumenta ligeramente

por la presencia de CB (figura 5.2.f).

Para evaluar efectos citotoxicos, se utilizaron lineas celulares relevantes de
cara a una potencial administracion por via intravenosa. Asi, se usaron células
EAhy 926, que son células endoteliales que recubren los vasos sanguineos;
células RAW 264.7, que son modelos de fagocitos (monocito/macréfago) cuya
funcion es rodear los microorganismos y destruirlos, extraer células muertas y
estimular la accién de otras células del sistema inmunitario;** y células Hela, que
son células epiteliales, componentes principales del tejido funcional de los
6rganos de animales (parénquima animal). Se utilizaron lineas celulares en lugar
de células primarias, porque se pretendia evaluar la citotoxicidad basal y no la
funcion celular especifica. Para este tipo de pruebas, la reproducibilidad de las

lineas celulares es una gran ventaja.*

La contaminacion bacteriana de las muestras es una fuente de interferencia
importante que podria llevar a una interpretacion errénea de resultados. Esta
puede deberse a la presencia de bacterias en las muestras de UCNP o bien por

alguna contaminacion en el procedimiento de sembrado y crecimiento celular.
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Figura 5.3. (a) Reaccion de reduccion de las sales de tetrazolio del ensayo de
actividad metabdlica. (b) Estructura del metosulfato de fenazina (PMS).

Mecanismo de reduccion de (c)

MTT y (d) MTS.3** Fundamento del ensayo de

(e) liberacién de LDH y (d) contaminacion bacteriana o lisado de amebocitos de

Limulus.* (g) Fundamento de la

deteccion de células vitales de la sonda calceina
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AM. Estructuras quimicas de los colorantes de tincion nuclear (h) homodimero
de etidio y (i) Hoechst 33342.

Por suerte, es facil de identificar esta contaminacion, ya que induce rapidamente
la muerte celular independientemente de la dosis administrada y, también, puede
detectarse mediante microscopia. En este caso, la interferencia por contaminacion
bacteriana se descarta pues los medios de cultivo utilizados presentan un 1 % de
antibidticos (penicilina/estreptomicina). Ademas, los estudios realizados con
células EAhy 926 se sometieron al ensayo con lisado de amebocitos de Limulus
(LAL), que asegura que el producto esta exento de bacterias. El ensayo LAL
detecta la presencia de la endotoxina, el lipopolisacérido asociado a la membrana
externa de los patdgenos Gram negativos, de manera visual mediante un reactivo
compuesto por una proenzima y una proteina de coagulacion (coagulina). La
presencia de la endotoxina cataliza la activacion de la proenzima convirtiéndola
en una enzima activada (coagulasa) que hidroliza enlaces especificos de la
coagulina que, a su vez, provoca su entrecruzamiento y la formacion de coagulos
gelatinosos (figura 5.3.f). El ensayo demuestra que todas las muestras de células
EAhy 926 tratadas a diferente concentracion (2, 5, 20, y 200 ug/mL) de UCg y
UCe@CB se comportan de forma similar al control (células no tratadas con
UCNP), lo que indica que las muestras no presentan endotoxina ni, por tanto,

contaminacion bacteriana.

La morfologia celular se evalué a través de microscopia 6ptica de campo claro
para células HeLa y RAW 264.7 expuestas a 50 ug/mL de UCg y UC:@CB
durante 24 horas. Las imagenes demuestran que la presencia de UCNP no
produce cambios en la forma (figura 5.4). Ademas, no se observa la separacion
de las células del medio de crecimiento, a excepcién del control positivo, lo que

ya nos indica una baja o nula citotoxicidad.*’
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Control

Figura 5.4. Morfologia de las células HeLa y RAW 264.7 expuestas a 50 wg/mL
UCe y UCe@CB después de 24 h de cultivo. La imagen completa se muestra en
la seccion 5.6.Caracterizacion adicional. Reproducido de 2.

La internalizacion de UCg y UCe@CB se evalu6 en términos de
colocalizacion mediante NIR-LSM en celulas vivas y fijas HeLa y RAW 264.7
expuestas a 50 pg/mL de UCg y UCE@CB (figura 5.5). Las UCNP se excitaron
a 975 nm usando dwell times largos. Para visualizar el nucleo celular, las células
se tifieron con Hoechst 33342 (figura 5.3.i) y se excit6 bifotdnicamente (2PE) a
750 nm. Las imagenes obtenidas de la misma area excitando a las anteriores
longitudes de onda demuestran la cercania y superposicion de la emision de la
UCNP vy el nucleo celular (figuras 5.5.d,g,j,m), indicando que tanto UCg Y
UCe@CB son capaces de atravesar la membrana celular. Debe tenerse en cuenta

162



Capitulo 5. Estudio preliminar de citotoxicidad de UCNP recubiertas
con cucurbiturilo

(a) Gl IC2
= Excltacion Excitacion [ Hoechst 33342 absorcion
<2 Hoechst 33342 UCNP| = .
= .| 2 [ Hoechst 33342 fluorescencia
z /}\k A : é — Emisiéon UC
= v
300 400 500 600 700 \(10 900 1000
Longitud de onda (nm)
Raw 264.7
C1l C2 Lexc=975 nm; 100 ps/px Cl1+C2

hexc=750 nm; 4 ps/px

UC,

UC.@CB

UC,@CB

e
~ . | g
. e
“ -~ -

Figura 5.5. (a) Absorcion (rosa) y emision (violeta) de Hoechst 33342, emision
corregida de una dispersion de UCg en DMSO junto con la longitud de onda de
excitacién del colorante y la UCNP vy los canales de deteccién (rectangulos
coloreados) del microscopio NIR-LSM. (b-g) Imagenes NIR-LSM de células RAW
264.7 expuestas a UCgr y UCe:@CB. (h-m) Imégenes NIR-LSM de células HeLa
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expuestas a UCg y UCe@CB. La columna izquierda muestra la sefial de
fluorescencia de Hoechst 33342 (Aexe= 750 nm, dwell time: 4 us/pixel, canal de
deteccion C1), la columna central muestra la emision upconversion de Er* de
520/540 nm (Aexc= 975 nm, dwell time: 100 ps/pixel, canal de deteccion C2) y la
columna derecha es la imagen compuesta (C1 + C2) de las dos anteriores. La
escala de 50 xm aplica para todas las imagenes. Reproducido de .

que, antes de realizar el experimento de microscopia, las muestras celulares
fueron lavadas varias veces con PBS, por tanto, la emision de la UCNP observada
debe proceder de la internalizada en el medio citoplasmatico celular o la anclada
a la superficie celular, y no debida a una distribucién aleatoria de la UCNP en el
medio de cultivo de la muestra. También se realizaron imagenes de UCNP
aparentemente internalizadas excitando a 975 nm con dwell time pequefios para
obtener su tiempo de vida en el interior celular (figura 5.6). Si bien, aunque la
presencia de UCNP muy cercanas entre si dificulta la obtencién de una cinética
limpia, se pudieron registrar algunas cinéticas de emision UC que demuestran
entornos quimicos diferentes entre cada linea celular, pero no entre UCg vy
UC=@CB.

Una vez demostrada la internalizacion UCg y UCe@CB, se procedié a
evaluar la citotoxicidad de UCg y UCg@CB a diferentes concentraciones (12,5,
25, 50, 100 y 200 pg/mL) en las tres lineas celulares de estudio. Las dosis
administradas permiten la comparacion con estudios previos.®*“° Una primera
indicacion de posible citotoxicidad en células EAhy 926 es su desprendimiento
del sustrato de crecimiento, que puede observarse con microscopia. Sin embargo,
ninguna de las muestras presentd este comportamiento a excepcion del control

positivo con particulas de poliestireno.

Para un anélisis méas cuantitativo de los efectos adversos celulares, se utiliza
la determinacion colorimétrica de la actividad metabdlica celular usando sales de
tetrazolio, como por ejemplo MTT o MTS. El MTT es capaz de atravesar la

membrana celular y ser reducido por diferentes sitios celulares, como oxidorre-
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Figura 5.6. Detalle de imagen NIR-LSM excitando al (a) Hoechst 33342 (Aexc=
750 nm, dwell time: 4 us/pixel, canal de deteccion C1), (b) a UCE@CB (Aexc=
975 nm, dwell time: 4 us/pixel, canal de deteccion C2) y (c) la imagen compuesta
de las dos anteriores. (d) Perfil de intensidad obtenido en la imagen (c; linea
blanca discontinua) en C1y C2. Ademas, se muestra el ajuste monoexponencial
de la desactivacién de la emision upconversion (linea roja discontinua). (e)
Tiempos de vida obtenidos para UCg y UCe@CB internalizadas en células
HelLay RAW 264.7.

ductasas dependientes de NAD(P)H, citocromo P450 y deshidrogenasas, dando
lugar a formazanos con un elevado coeficiente de absorcion molar a 490 nm
(figura 5.3.c).3** El MTS, en cambio, requiere un aceptor de electrones
intermediario (metosulfato de fenazina, PMS), no penetra tan facilmente en el
medio celular y se estima que su reduccion tiene lugar por el transporte de
electrones a través de la membrana plasmatica (figura 5.3.d).>* Si bien, su
protocolo experimental es mas sencillo ya que, a diferencia del MTT, genera
formazanos solubles. En ambos casos, la cantidad de formazan formado medido

como absorbancia a 490 nm es directamente proporcional al nimero de células
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vivas (metabolicamente activas). El resultado se presenta como viabilidad (en
porcentaje) respecto a un control negativo sin el agente toxico. De acuerdo con la
norma 1SO-10993-5 para la evaluacion bioldgica de productos sanitarios, una
viabilidad inferior al 70 % se considera citotoxico.®* Asi, UCgr demostrd no ser
citotdxica para células EAhy 926 (figura 5.7.a) ni para dosis < 100 pg/mL en
células HelLa (figura 5.7.b), mientras que es citotdxica en todas las dosis de
estudio para RAW 264.7 (figura 5.7.c). Por otro lado, UCe@CB demostrd no ser
citotoxica para células EAhy 926 ni HelLa en todas las dosis (viabilidad > 90 %),
mientras que es citotoxica para dosis > 50 ug/mL en células RAW 264.7. Estos
resultados evidencian que el recubrimiento con CB mejora la biocompatibilidad
de las UCNP en las lineas celulares estudiadas. Ademas, demuestran que la dosis
utilizada en los estudios anteriores de morfologia e internalizacion (50 pug/mL)

permite la viabilidad de las células.

La mayor respuesta citotoxica observada en células RAW 264.7 es similar a
la reportada en otros estudios*? y podria estar provocada por la mayor eficiencia
de admisidon de agente toxico (uptake) y por su alto contenido en lisosomas, cuyo
medio acido interno puede disolver las UCNP vy liberar iones potencialmente
toxicos como el Fy Ln® (Ln=Y, Yb, Er) en el medio celular.? Por tanto, el
recubrimiento de CB podria estar protegiendo la superficie de la UCNP y
retrasando fenémenos de disolucién superficial de la UCNP. Ademas, el ligando
no presenta, aparentemente, una actividad citotdxica que potencie las propiedades
citotoxicas de las UCNP, como si ocurre en UCNP recubiertas con PEG-oleato.*®
Merece la pena destacar que, tal y como se recomienda para estudios de
citotoxicidad de nanomateriales®*74%44y en particular, de las UCNP, los ensayos
de actividad metabdlica incluyeron 4 tipos de ensayos control: (i) el negativo,
sin UCNP; (ii) de interferencia, con las UCNP y sin células para verificar que la
presencia de los nanomateriales no afecta a la lectura de la absorcién a 490 nm;
(i) un positivo con particulas de poliestireno (20 nm) no funcionalizadas, que no

mata a todas las células y que sirve para confirmar que responden correctamente
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Figura 5.7. Viabilidad celular (%) en células (a) EAhy 926, (b) HeLay (c) RAW
264.7 a diferentes dosis de UCg (circulos rojos) y UCe@CB (cuadros negros)
determinada por el ensayo de actividad deshidrogenasa. (d) Grafico de columnas
del ensayo de liberacion de LDH en células EAhy 926 expuestas a diferentes
dosis de (columnas rojas) UCgr y (columnas negras) UCg@CB. También se
presentan el control de positivo (PC, columna gris) y el control de lisis (LC,
columna azul). Lo valores se presentan como promedio + desviacion estandar.
Reproducido de .

frente a un estimulo téxico; y (iv) un control positivo de lisis o ruptura celular,
que trata de inducir la muerte celular en todas las células. En este sentido, las
UCNP no interfirieron en la lectura de absorcion y las células respondieron
adecuadamente al control positivo de particulas demostrando una viabilidad del

4 % (no mostrado), similar a la descrita para estos materiales (2-6 %).%

Pese a la nula o baja citotoxicidad mostrada por UCg y UCe@CB, se

investiga su mecanismo de dafio celular mediante el ensayo de liberacion de
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lactato deshidrogenasa (LDH) en células EAhy 926 y el ensayo de tincién con
calceina AM y homodimero de etidio (calceina AM/EthD-1) en HeLa y RAW
264.7.

El ensayo de liberacion LDH es un ensayo fluorométrico que evalta la
integridad de la membrana plasmaética. Si se produce la disrupcion de la
membrana plasmatica, se liberan las enzimas intracelulares, como la LDH, que
en presencia de lactato (presente en el reactivo LDH) cataliza su oxidacion a
piruvato con la consiguiente reduccién de NAD* (también presente en el reactivo)
a NADH. EI NADH generado puede asociarse a diferentes enzimas celulares
liberadas, como oxidorreductasas, deshidrogenasas o el citocromo, para volver a
oxidarse catalizando la reduccion de un fluoréforo inocuo: la resazurina
(fluorescencia débil) en resorufina (muy fluorescente, figura 5.3.€).44® Los
resultados del ensayo se presentan como cantidad (porcentaje) de células muertas
respecto a un control de lisis celular (define el 100 % de células muertas). La
disrupcion de la membrana plasmética es un mecanismo comun de citotoxicidad
de los nanomateriales por su elevada area superficial.>® La liberacién LDH se
investiga en el sobrenadante de las células EAhy 926 expuestas a UCg Yy
UCe@CB. Asi, mientras el control positivo (con NP de poliestireno) produjo un
29 % de células muertas, los ensayos con UCg y UCe@CB mostraron una
mortalidad muy baja (4-8 %; figura 5.7.d), similar a las células no tratadas. Esto
sugiere que el mecanismo de actuacion muy probablemente no se deba a su

interaccion con la membrana celular.

Por otro lado, se realiz6 también el ensayo de tincion calceina AM/EthD-1,
esta vez con células HeLa y RAW 264.7, con el objetivo de obtener mas
informacién sobre el modo dominante de induccion de muerte celular de las
UCNP. El ensayo permite diferenciar fluorimétricamente las células vivas de las
células muertas, mediante el uso de dos colorantes. La calceina AM es un

derivado diacetato de la fluoresceina no fluorescente capaz de internalizarse en
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el interior celular. Alli, las esterasas citoplasmaticas de las células vivas rompen
los grupos acetato de la molécula, dando lugar al fluoréforo calceina conjugada
(hem=517 nm, figura 5.3.g).%° En cambio, el EthD-1 es un compuesto fluorescente
(Aem= 617 nm) derivado del bromuro de etidio con una elevada afinidad por el
nlcleo celular, pero que no puede atravesar la membrana celular (figura 5.3.h).%°
Por tanto, de manera simplificada se puede decir que las células que emiten
fluorescencia en el verde se consideran células vivas, mientras que las que emiten
en el rojo se consideran células muertas. Especificamente, los criterios de
evaluacion utilizados, de acuerdo con Palma et al.®, son los siguientes: se
consideran muertas las células positivas en EthD-1 y ligeramente negativas en
calceina AM, se consideran vivas las células negativas en EthD-1 y positivas en
calceina AM, y se consideran células apoptéticas aquellas con intensidad débil o
fuerte de EthD-1 y calceina AM. Los resultados demuestran que la induccion de
la apoptosis es el mecanismo principal de muerte celular con un 18-29 % en
células HelL a (figuras 5.8.a-b) y un 21-45 % en células RAW 264.7 (figuras 5.8.c-
d). La proporcion de apoptosis fue mayor para células RAW 264.7 que para HelLa
y UCgr indujo més apoptosis que UCe@CB. El porcentaje de células de muertas
es similar en células RAW 264.7 y HelLa (4-10 %), no difiere entre UCg y
UCe@CB, y reprodujo valores similares a la liberacién de LDH en células EAhy
926. Se trata de un resultado en linea con otros estudios con UCNP y confirma la
induccidn de la apoptosis como el mecanismo de accidn citotoxica frente a la
disrupciéon de la membrana celular. Por ejemplo, Katas et al.?° estudiando el
efecto citotdxico de UCNP de NaGdF4:Yb® Er®* recubiertas con BF4 en células
RAW 264.7 demuestran que la muerte celular apoptotica viene provocada por la

disrupcion de la homeostasis mitocondrial.
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Figura 5.8. Grafico de columnas con los porcentajes de células vivas (verdes),
muertas (rojas) y apoptdticas (moradas) de células (a-b) HeLay (c-d) RAW 264.7
expuestas a diferentes dosis de (a, ¢) UCe y (b, d) UCe@CB. Los diagramas de
contorno de citometria de flujo se muestran en la seccion 5.6.Caracterizacion
adicional. Reproducido de %',

Para evaluar la citotoxicidad de nanomateriales adecuadamente se requiere un
enfoque abierto, controlado y multimetddico, junto con una caracterizacién en
profundidad del nanomaterial. En este caso, mediante NIR-LSM demostramos
que tanto UCg y UCe@CB son capaces de internalizarse en el medio celular.
Los ensayos de viabilidad, basados en ensayos MTT o MTS, demuestran que
UCe@CB produce menos efectos nocivos que UCg ya que presenta baja
citotoxicidad y una viabilidad mayor al 90% incluso para concentraciones de 200
ug/mL en células HeLa y EAhy 926. Sin embargo, no se puede descartar que
algunos componentes del medio de cultivo, como fenilalanina, glucosa, y lisina,

se hayan adsorbido a la superficie y estabilizado las UCNP, contribuyendo a la
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ausencia de citotoxicidad.”“° El ensayo de liberacion LDH demuestra que el dafio
de la membrana plasmaética no es el mecanismo principal de citotoxicidad, sino
la induccién de apoptosis, como demuestra el ensayo calceina AM/EthD-1.
Ademaés, podemos descartar la interferencia de contaminacion bacteriana en los
resultados obtenidos. Todo ello, aporta informacion preliminar sobre la
citotoxicidad y su mecanismo de accion en células modelo para una potencial
aplicacién intravascular. Aln quedan otros factores por evaluar, tales como
hemotoxicidad, genotoxicidad, inmunogeneidad y estudios de toxicidad para
células especificas (primarias), asi como estudios complementarios con luz que
descarten la fototoxicidad o el calentamiento de las muestras al excitar en el NIR.
Aun asi, la plataforma UCg@CB presenta unas caracteristicas muy
prometedoras, desde el punto de vista toxicoldgico, para su potencial aplicacién

biolégica.
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5.4. Conclusiones

e La técnica NIR-LSM permite evaluar la internalizacién celular de UCg,
y UCe@CB en células HeLay RAW 264.7 y obtener tiempos de vida de
desactivacion de luminiscencia en el interior celular.

e UCg y UC:@CB se internalizan en células HeLa y RAW 264.7.

e La presencia de CB superficial en la superficie de la UCNP reduce su
citotoxicidad, como lo demuestra que:

o UCg y UCH@CB presentan citotoxicidad muy baja en células
HelLay Eahy 926. En todos los casos la viabilidad es ligeramente
superior para UCe@CB que para UCk;.

o En células RAW 264.7, UCg es citotoxica en todas las
concentraciones estudiadas, mientras que UCg@CB presenta
citotoxicidad Unicamente a concentraciones > 50 pg/mL.

e El mecanismo de induccion de citotoxicidad por UCg y UCe@CB se
produce via apoptosis celular, ya que:

o El ensayo de liberacién de LDH produjo valores similares al
control sin UCNP para todas las concentraciones de UCg y
UCe@CB en células Eahy 926.

o El ensayo de tincion con calceina AM/EthD-1 también
demuestra que la apoptosis es el mecanismo principal de muerte
celular con un 21-45% en células RAW 264.7 y un 18-29% en

células Hela.
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5.5. Procedimiento experimental

5.5.1. Métodos

Contaminacion con bacterias. Para determinar la contaminacion bacteriana se
detecta la endotoxina mediante el ensayo con lisado de amebocitos de Limulus
PYROGENT Ultra (sensibilidad= 0,06 UE/mL, Szabo-Scandic HandelsgmbH).
El ensayo se realiza de acuerdo con las instrucciones del manual. Cada dilucion
de la muestra se estudié por duplicado, y los patrones de endotoxina con cepa
E.coli 055:B5 por triplicado. El ensayo consiste primero en una prueba si/no vy,
posteriormente, se cuantifica la endotoxina libre de las pruebas con deteccion

positiva de endotoxina.

Exposiciones celulares. Las células endoteliales macrovasculares humanas
EAhy 926 fueron amablemente proporcionadas por el Dr. C.J. Edgell. Las células
expresaban las caracteristicas propias de células endoteliales, como el antigeno
relacionado con factor humano VI11.%2 Las células se cultivaron en el medio con
alto contenido de glucosa Dulbecco’s Modified Eagle (DMEM) con 10 % de
suero fetal bovino (SFB), 2 mM L-glutaminay 1 % penicilina/estreptomicina (GE
Healthcare) en atmoésfera humidificada (37 °C, 5 % CO», 95 % HR). El nimero
de células se midi6 con un contador celular y un sistema analizador (CASY®TT,
Innovatis). Para los experimentos, se sembraron las células (1,4-10° /pocillo) en
placas de 96 pocillos 24 horas previas a la exposicion para crear cultivos
subconfluentes (80 % confluencia) como recomienda el ISO 10993-5 para
pruebas de viabilidad. Las NP se estudiaron a las siguientes concentraciones:
12,5; 25; 50; 100 y 200 pg/mL. Para identificar una potencial interferencia con
los ensayos, las NP también se probaron solas. Como control positivo se
utilizaron NP planas de poliestireno de 20 nm (Thermofisher Scientific) a una
concentracion de 400 mg/mL. A esta concentracion, cuando se afiadan al medio

con SFB, se espera que la viabilidad de las células EAhy 926 sea de 4-6 %.%
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Las células de céancer cervical HeLa y los macréfagos de leucemia murina
RAW 264.7 del Servicio Central de apoyo a la investigacion de la Universidad
de Valencia (SCSIE) se cultivaron en el medio con alto contenido de glucosa
Dulbecco’s Modified Eagle (DMEM) libre de rojo fenol con 10% SFB, 1%
penicilina/estreptomicina y 0,01% de fungizona en atmosfera humidificada (37
°C, 5 % CO2 95 % HR). Las células se mantuvieron continuamente en
confluencia antes de dividirlas dos veces por semana y se excluyé la posibilidad

de contaminacién mediante la realizacion de una prueba de micoplasma regular.

Imagen celular. La morfologia celular se estudia con un microscopio 6ptico
convencional. Las imagenes de microscopia Optica han sido aumentadas y
artificialmente se ha aumentado el brillo, con el fin de hacer la visualizacion mas
clara. Para la internalizacion celular, las células HeLa y macréfagos RAW 264.7
se sembraron en placas de cultivo (= 5-10° 10 mL, 10 cm?) durante 24 h, luego
se reemplazé el medio con medio fresco que contenia UCNP (50 pg/ml, 10 mL)
durante 24 h. Antes de la obtencion de iméagenes, las células se lavaron con
tampon fosfato salino (PBS) y se coincubaron con medio de crecimiento fresco
sin rojo fenol que contenia Hoechst 33342 (2 uM, 10 ml, 15 min). Posteriormente,
para la fijacion de las células, se incubaron con paraformaldehido al 4% durante
30 min, se lavaron con PBS y se sumergieron en PBS fresco. Para registrar las
células se utiliza la técnica NIR-LSM en un microscopio multifoton comercial
(FV1000MPE, Olympus). Las UCNP se excitaron a 975 nm y su emision se
recogié en el C2 (515-580 nm) a 100 us/pixel de dwell time (densidad de energia
por dwell time, Fq: 220 J/cm?), mientras que el Hoechst 33342 se excitd
bifoténicamente a 750 nm y su fluorescencia se registrd en el C1 (420-500 nm) a

4 ps/pixel >

Ensayo de la actividad deshidrogenasa (MTS). El ensayo colorimétrico de
proliferacion celular no radiactivo CellTiter96®AQueous (Promega) se realizo

segun las instrucciones del fabricante. Brevemente, 20 uL de la disolucion
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compuesta por MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-
sulfofenil)-2H-tetrazolio) y PMS (metosulfato de fenazina) se afiade a cada
pocillo que contiene 100 uL de células en medio de cultivo. A continuacion, las
placas se incuban 2 h a 37 °C en un incubador celular y, por ultimo, se lee la
absorbancia a 490 nm en un lector de placas (SPECTRA MAX plus 384,
Molecular Devices). Los pocillos con NP suspendidas en el medio y sin células
se usaron como controles (blancos). Para determinar si las UCNP interfieren en
el ensayo, se realiza un control de interferencia con las UCNP a la concentracién

méaxima y sin células. Los experimentos se realizaron por triplicado.

Ensayo de viabilidad celular MTT. Los efectos citotdxicos de las UCNP hacia
HeLA y RAW 264.7 se evaluaron mediante ensayos colorimétricos MTT de
viabilidad celular. Las células se sembraron a una densidad de 5-10* células/mL
(si consideramos 5000 células en 100 uL de medio de cultivo por pocillo en placas
de 96 pocillos). EI medio se elimind después de que las células se adhirieran a la
pared, y se trataron con UCNP a diferentes concentraciones (12,5, 25, 50, 100 y
200 ng/mL) durante 24 horas. A continuacion, se retira el medio, se lavan las
celulas con PBS y se afiaden 90 uL de medio de cultivo libre de suero y rojo fenol
y 10 uL de una disolucién 5 mg/mL de MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difeniltetrazolio) a cada pocillo. Posteriormente, se incub6 durante 4
horas, se elimina el sobrenadante y se afiaden 100 uL de DMSO a cada pocillo.
Por altimo, se agitan vigorosamente las placas para solubilizar el producto de la
reduccion del MTT (formazéan) y, posteriormente, se registra y analiza la
absorbancia a 490 nm en un lector de placas Microplate Reader Multiskan EX
(MTX Labsystems). Todos los ensayos MTT se realizan tres veces en duplicado.
El control negativo consiste en la exposicion de las células Gnicamente al medio

de cultivo y el control positivo se realiza usando 0,1 % Triton X-100.

Ensayo de liberacion de lactato deshidrogenasa (LDH). El ensayo

fluorimétrico de integridad homogénea de membrana (CytoTox-ONE™,
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Promega) se realizd segln las instrucciones del fabricante. Brevemente, 2 uL de
la disolucion de lisis (9 % Triton X-100) se afiadi6 a cada pocillo control. A esa
concentracion de tensioactivo se produce la disrupcion de la membrana
plasmatica pero la actividad LDH se mantiene. Todos los pocillos reciben un
volumen de reactivo CytoTox-ONE igual al volumen del medio de cultivo celular
presente en cada pocillo. La mezcla se agita durante 30 segundos, se incuba a
temperatura ambiente durante 10 minutos y se para la reaccion afadiendo 50 pL
de la disolucion de parada/100 uL de reactivo CytoTox-ONE afiadido. Por ultimo,
la placa se agita 10 segundos y se registra la fluorescencia a 590 nm excitando a
560 nm (FLUOstar Optima. servoLAB GmbH). Después de sustraer el valor del
blanco, la fluorescencia promedio de las muestras se normaliza a la liberacion

méaxima de LDH (control de lisis). Los experimentos se realizaron por triplicado.

Ensayo de tincién con calceina-AM y el Homodimero-1 de etidio. La
citotoxicidad se evaluo, adicionalmente, a través del ensayo de calceina AM y
homodimero de etidio (EthD-1; Kit de viabilidad/citotoxicidad para células de
mamiferos LIVE/DEAD®, Molecular Probes Inc.). Brevemente, se cultivaron
células HeLa y RAW 264.7 en placas de 6 pocillos y se las expuso a UCNP a
diferentes concentraciones durante 24 horas. Posteriormente, las células se
separaron con tripsina 0,2 5% vy las suspensiones se centrifugaron. Los
precipitados se redispersaron con 500 uL de PBS y se tifieron con 50 nM calceina
AM (Aexc/Aem: 494/517 nm) y 16 uM EthD-1 (Aexc/Aem: 528/617 nm) durante 30
minutos a 25 °C. Las muestras se analizaron por citometria de flujo (BD FACS-
Verse, BD Biosciences) en el SCSIE. El nimero relativamente bajo de células
vivas en los controles probablemente sea debido al tratamiento de separacion de

células del medio de cultivo para que fueran medidas por citometria celular.
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5.5.2. Materiales

Los materiales utilizados para la sintesis de UCNP/UCNH fueron: los cloruros
hidratados de los lantanidos (YCls-6H.0, YbCls-6H,0, y ErCls-6H,0, todos al
99,9%), 1-octadeceno (95%), acido oleico (70%), NaOH, NHF (99,99%) e
hidrato de cucurbit[7]uril (99%; Strem Chemicals). Todos los reactivos se

compraron a Sigma-Aldrich (Merck) y se utilizaron sin purificar.

5.5.3. Protocolos sintéticos y preparativos
Sintesis de #NaYF4:Yb* (20%),Er®*(2%) recubiertas de oleato

Las UCNP se sintetizaron segin un protocolo previo® con algunas
modificaciones. En un matraz de fondo redondo se afiaden 15 mL de 1-
octadeceno y 12 mL de acido oleico. A continuacién, se afiade una disolucion de
2 mL de metanol (MeOH) que contiene 1,02 mmol de lantanidos (0,80 mmol
YCl3-6H20, 0,20 mmol YbCl;-6H,0 y 0,02 mmol ErCls-6H,0). A partir de ese
momento se mantiene una agitacion constante y atmosfera inerte (N2) hasta el
final de la sintesis. La mezcla se calienta hasta 160 °C y se mantiene a esa
temperatura hasta que las sales se hayan disuelto. Posteriormente, la disolucion
se enfria hasta 60°C y se afiade una disolucién de MeOH que contiene NaOH (2,5
mmol) y NH.F (4 mmol). La disolucion se calienta hasta 125 °C para eliminar el
MeOH. Por dltimo, se sube rapidamente la temperatura hasta 305 °C y se
mantiene durante 1,5 horas. Pasado ese tiempo se deja enfriar a temperatura
ambiente. La purificacion de las UCNP se realiza mediante precipitacion y
lavados. En primer lugar, se centrifuga la mezcla de reaccién a 10000 rpm durante
15 minutos. El precipitado se lava mediante ciclos de redispersion-centrifugacion
tres veces con una mezcla de n-hexano:acetona:MeOH (87:81:32) y una vez con
etanol. Finalmente, se redispersan en tolueno. Como ocurre generalmente la
proporcién de los lantanidos en las UCNP finales, obtenido por EDX, difiere
ligeramente del usado para la sintesis.
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Eliminacion de ligandos oleato superficiales de S-NaYF.:Yb**(20%),
Er¥*(2%) (UCg)

Los ligandos oleato de la superficie de la UCNP se eliminaron mediante un
tratamiento acido previamente descrito.>® 100 mg de UCtm sélidas recubiertas de
oleato se redispersaron en 10 mL de una disolucion acuosa de HCl a pH 3 y se
mantuvieron en agitacion vigorosa durante 3 horas. Después, se realizaron tres
extracciones con dietiléter (10 mL) para eliminar el &cido oleico en la fase
organica. La fase organica se lava con 10 mL de agua, con el fin de recuperar
toda la UCNP posible. El conjunto de las fases acuosas se trataron 10 mL de
acetona, recuperandose asi la UCtm libre de oleato tras su precipitacion por
centrifugacion a 9000 rpm durantel5 minutos a 25 °C. Finalmente, la UCtn se
redispersa en agua Milli-Q.

Funcionalizacion de UCg con CB (UCe@CB)

La UCrn@CB se prepararon utilizando protocolo previamente descrito por el
grupo.? Paraello, se afiaden 0,01 mmol CB se afiadieron, a una dispersion acuosa
de 30 mg de UCtm en 15 mL de agua. La dispersion se mantuvo en oscuridad con
agitacion constante a 350 rpm en un agitador orbital (orbital shaker) durante 24
horas. El exceso de CB se elimind con lavados (2x 15 mL de agua y 3x 15 mL
acetonitrilo) mediante ciclos de centrifugacion (10000 rpm, 10 minutos, 20 °C)-
redispersion. Finalmente, UCtn@CB se redispersa en agua Milli-Q. La
concentracién de UCNH (mg/mL) se obtiene secando una alicuota (100-200 uL)
de la dispersion final de UCNH.
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5.6. Caracterizacion adicional

Tabla 5.1. Composicidn de la muestra UCg, determinada por EDX (20 kV).

Composicién atbmica (%)
Itrio Iterbio Erbio
UCg 77,9+05 200+30 21+09

Figura 5.9. Morfologia de células endoteliales EAhy 926 (a) no tratadas y (b)
expuestas a un control positivo de particulas de poliestireno de 20 nm después
de 24 h de cultivo. Los cultivos de células EAhy 926 formaron una monocapa
confluente donde se observan algunas células dividiéndose (sefialadas con
circulos). Las células expuestas al control positivo no forman una monocapa, se
han redondeado y desprendido del medio de sustrato y flotan en el medio de
cultivo. Escala: 50 gm.
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RAW 264.7 Hela

UC, Control

UCL@CB

500 um

Figura 5.10. Morfologia de las células HeLa y RAW 264.7 expuestas a 50 wg/mL
UCe y UCe@CB después de 24 h de cultivo.
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Figura5. 11. Diagramas de contorno de citometria de flujo del ensayo de tincion
con calceina-AM y homodimero-1 de etidio en células RAW 264.7 con UCg a
distintas dosis.
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6.1. Introduccion y antecedentes

La terapia fotodinamica (PDT) es una terapia prometedora en el tratamiento del
cancer gue se basa en utilizar luz y una especie generadora de especies reactivas de
oxigeno (ROS), llamada fotosensibilizador (PS).! De hecho, en la actualidad existen
diversos tratamientos clinicos basados en PDT aprobados para tumores
endoscopicamente accesibles (en pulmones, en vejiga, gastrointestinales y

neoplasias ginecoldgicas) y canceres de piel (no melanoma).2

La PDT se descubre fortuitamente en 1900.3 Es un mecanismo minimamente
invasivo que requiere de tres factores/componentes: el PS, la luz y O, para inducir
la muerte celular dirigida. El tratamiento consiste en aplicar un PS, que
selectivamente se acumula en el tejido tumoral, seguido de una exposicion a luz de
longitud de onda apropiada, que excita al PS y genera ROS.? Las principales ventajas
de la PDT frente a otros tratamientos de cancer convencionales son: (i) su baja
toxicidad sistémica, (ii) su habilidad para destruir selectivamente el tumor y (iii) que

permite la combinacion de otras modalidades terapéuticas.?
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La absorcion de un foton por el PS lo excita a su estado excitado singlete (*PS)
de tiempo de vida corto. EI PS presenta una eficiencia elevada de cruce intersistema,
por lo que gran parte de *PS se relajara de manera no radiativa al estado excitado
triplete (°PS), de tiempo de vida largo, que permite reacciones fotoquimicas con el
O, presente en el ambiente (figura 6.1). Por tanto, la luz actia como un

desencadenante que permite el control espacial y temporal de la PDT.!
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crossing PS"" @_
_OH'

| Free radicals
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singlet state = 1" Typel (electron transfer)
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- i Type II (energy transfer)
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= . -
g triplet state 1 @ Singlet oxygen|
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_— -2
[ & oz
> (PS)]
Light ~NT 7
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PS ground
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Figura 6.1. Esquema con el diagrama de Jablonski de un PS organico, los tipos de
reacciones generadoras de ROS vy algunos mecanismos de citotoxicidad.
Reproducido de ’.

En funcion del tipo de reacciones que dé lugar, se distinguen dos tipos de PDT:23

— Tipo I. El PS transfiere un protdn o un electron a biomoléculas (lipidos,
proteinas, acidos nucleicos,...) Y generan radicales que interactiian con O;
para formar ROS, como el radical anién superoxido (O2), H20, o radical
hidroxilo (OH").

— Tipo Il. El ®PS colisiona con una molécula de O, a la que transfiere su

energia generando el estado excitado oxigeno singlete (*0).*
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Por tanto, el mecanismo de tipo (i) se caracteriza por una dependencia con la
especie que recibe el proton/electron, mientras que el tipo (ii) depende de la
concentracion de O..> Ambos mecanismos pueden ocurrir simultaneamente y el
balance entre ellos depende del PS, la localizacion subcelular y la presencia de Oa.
En cualquier caso, todas las ROS formadas son muy oxidantes y tienden a reaccionar
con las biomoléculas proximas. De hecho, su distancia de difusion es <100 nm, lo

que implica una accién local muy restringida.>®
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Figura 6.2. Curva de energia potencial para los tres estados electrénicos menos
energéticos del O,. Reproducido de *°, Copyright (2002), con permiso de Elsevier.

A diferencia de muchas moléculas, el estado fundamental del O es un triplete
(®Z¢), ya que cuenta dos electrones desapareados en orbitales moleculares =
antienlazantes degenerados, constituyendo un dirradical en estado fundamental. Los
dos estados excitados de menor energia son singletes (*Aq y =4, figura 6.2); en
consecuencia, de acuerdo con las reglas de seleccidn, las transiciones del estado
fundamental a estos no estan permitidas.® Sin embargo, en presencia de un
sensibilizador en estado triplete excitado (3PS) y mediante mecanismos fotoquimicos
complejos pueden generarse los estados excitados singlete del oxigeno (*Aq y

134").489 Si bien, en disolucién el estado 4" se desactiva rapidamente en un proceso
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permitido por el espin a 'Aq, mas cominmente conocido como oxigeno singlete o

10,, que es muy reactivo.58

Con el fin de determinar qué mecanismo de PDT tiene lugar predominantemente,

se pueden realizar diferentes ensayos:®!

e Deteccion directa del *O,. El 1O, emite una sefial muy débil y estrecha (110
cm?® FWHM) de fosforescencia a ca. 1275 nm, cuya desactivacion depende
drasticamente del disolvente y/o desactivadores (quenchers).

e Sondas quimicas. Especies fototactivas que reaccionan especificamente con
10, 0 una determinada ROS, y que dan lugar a productos con fotoactividad
diferenciada (absorcion, emision, quimioluminiscencia, tiempo de vida, ...)

e Sondas fisicas. Especies que modifican las propiedades fotofisicas de 'O, o

determinadas ROS, sin dar lugar a reaccién quimica.

El interés por la PDT reside en que puede ser utilizada para tratar o eliminar
células cancerosas, ya que las ROS generadas pueden causar dafio oxidativo en el
ADN, romper cadenas y producir entrecruzamientos. Sin embargo, los mecanismos
mas comunes de muerte celular son apoptosis (proceso programado por la

transcripcion de genes especificos) y necrosis (muerte accidental y rapida).t

Se distinguen tres tipos de escenarios de accién antitumoral: (i) dafio celular
directo, (ii) dafio celular indirecto, mediante el dafio a la vasculatura tumoral, y (iii)
activacion del sistema inmune.?® La contribucion relativa de cada uno de ellos
depende de la naturaleza del PS, de su localizacion en el tumor durante la irradiacion,
de la exposicion de luz y del tipo de tumor y su vasculatura. La accién directa
conduce a la muerte celular programada (necrosis, apoptosis y autofagia) y parece
estar relacionada con la localizacion del PS. La vasculatura tumoral es una ruta
comun de diseminacion de células cancerosas a distintos érganos, asi como de
suministro de nutrientes y de O,. Algunos PS inducen la constriccion vascular y la
formacion de trombos, limitando el aporte de nutrientes y O a las células tumorales,

inhibiendo o retrasando asi su crecimiento.?
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En lo que respecta a los PS, las caracteristicas ideales que deben presentar son:
elevada absorcion en longitudes de onda largas (600-800 nm), para facilitar la
penetracion de luz a través del tejido; bajo rendimiento cuantico de fluorescencia y
alta eficiencia de cruce intersistema, para propiciar la generacion de *PS; apropiada
energia de triplete (> E(*O)), tiempo de vida de triplete largo y elevada
sensibilizacion de oxigeno singlete,’? para generar de manera eficiente Oy;
especificidad hacia el tejido tumoral, toxicidad minima en ausencia de luz y
citotoxicidad al ser fotoactivado, para que la PDT sea selectiva y se genere 'O bajo

demanda.l#1213

Desde los inicios de la PDT, se han desarrollado una infinidad de PS de distinta
naturaleza. Asi, se han propuesto compuestos organicos (rosa de bengala, xantona,
porfirinas, ftalocianinas,...), complejos de metales de transicion o semiconductores
inorgénicos (TiO2, ZnO). Sin embargo, los aprobados clinicamente se limitan a
porfirinas y clorinas, ya que, en general presentan inconvenientes importantes como
fotoblanqueo, baja absorcién a longitudes de onda largas (rojo 600-800 nm),
absorcion en longitudes de onda que limitan la penetracion de luz en los tejidos,
hidrofobicidad, especificidad reducida al tejido tumoral, efectos secundarios

duraderos y dependencia drastica con la concentracién de O,.121213

Con el fin de superar las limitaciones de los PS, se han propuesto diferentes
nanomateriales hibridos, compuestos por PS y nanoparticulas (NP) de silice,* NP
magnéticas,’®> QD, NP metélicas!’® y UCNP.2% El interés por estudiar
nanohibridos de upconversion (UCNH) funcionalizados con PS radica en que
permitirian ampliar las prestaciones de los PS para su aplicacién en PDT. La mayoria
de los PS son hidréfobos y se excitan en el UV-vis. En cambio, la excitacion de las
UCNP, generalmente en 800 o 980 nm, tiene lugar en la ventana bioldgica NIR-I
(700-1300) donde la atenuacion de la luz por las biomoléculas es minima y, por tanto,
permite una mayor penetracion en tejidos vivos en comparacion con el UV-vis.?! En
la figura 6.3 se muestran, esquematizados en forma de barras, las emisiones de las

UCNP maés convencionales y las absorciones de algunos PS.
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algunos PS utilizados para UCNH, cuyas estructuras se muestran en la parte
inferior. Las lineas negras verticales dentro de los cuadros coloreados indican
maximos de absorcion. Reproducido con permiso de Springer Nature: Springer
ebook Dyes and Photoactive Molecules in Microporous Systems. Structure and
Bonding por *2, Copyright 2020.

Como muestra la tabla 6.1, se han construido multiples UCNH combinando
UCNP con PS gracias a las maltiples bandas de emision UC en el espectro del UV-
vis de las UCNP. Se han descrito UCNH con PS de naturaleza organica y
organometalica, como la pirofeoférbida a (pyropheophorbide a, PPa),>® porfirina
cationica TMPyP4,5! diyodo-BODIPY (1.BODIPY),* rosa de bengala (RB),* azul
de metileno,%? ftalocianina de zinc (ZnPc),2"%%% derivados de fulereno,*
Ru(bpy)s?*,% hipericina,*® clorina e6 (Ce6)®° y merocianina 540 (MC540),%! pero
también con PS de naturaleza inorganica, como fulerenos,> NP de TiO,% o carbon
dots.®. Incluso se han descrito sistemas duales que utilizan dos PS que aprovechan
dos bandas UC diferentes de la UCNP.® Por ejemplo, Idris et al.?° construyeron un
UCNH de UCNP, NaYF4:Yb®* Er®, y dos PS (MC540 y ZnPc) encapsulados sobre
un recubrimiento de silice mesoporosa, en el que los PS absorbian dos bandas de
emision UC diferentes del Er** y mejoraba la generacion de ROS, respecto al
material monofuncionalizado (figura 6.4). Se determiné un mecanismo de PDT de
tipo 11 (generacion de 10,) excitando a 980 nm (2,5 W/cm?) mediante una sonda de
fluorescencia de 0., el ABDA (9,10-antracendiil-bis(metileno)dimalonato), en

dispersién acuosa y atmosfera de aire.

No obstante, aunque existe una amplia bibliografia que demuestra las posibles
aplicaciones de conjugar UCNP con PS (tabla 6.1),5%5 a(n existe una importante
falta de conocimiento fotofisico bésico de los procesos de transferencia de energia
que tienen lugar en este tipo de UCNH, debido a la necesidad de utilizar
instrumentacion especifica para este fin. Una prueba de ello es que Gnicamente una
publicacion reporta la emision de fosforescencia de 'O sensibilizado por un PS
sensibilizado, a su vez, por una UCNP,* mientras que el resto de bibliografia se basa
en sondas quimicas, ya que es dificil encontrar sistemas de fotoluminiscencia que
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Figura 6.4. (a) Espectro de emision de UC de NaYF,:Yb**,Er** superpuesto con la
absorcion de los dos PS (MC540 y ZnPc) que funcionalizan al UCNH. (b)
Representacion esquematica del UCNH. Reporducido con permiso de Springer
Nature GmbH: Nature Medicine ?°, Copyright 2012.

cuenten con laseres NIR de alta potencia y, a la vez, detectores NIR lo
suficientemente sensibles como para detectar la emisiéon del 'O, a 1275 nm.
Asimismo, en los trabajos reportados suele ignorarse otros fenémenos de emision,
como las cinéticas de emision y el downshifting de los lantanidos. Existe, por tanto,
una limitacion instrumental que Unicamente puede ser resuelta mediante la
construccion de equipos a medida y la utilizacion de diferentes técnicas
instrumentales. Ademas, la cercania del PS o especie fotoactiva a los iones
lantanidos y la restriccion del movimiento de moléculas organicas ancladas a la
superficie plantea serias dudas de si su comportamiento es igual a cuando esté libre
en disolucién. Todo ello lleva a preguntarse, ¢presenta la misma fotofisica un
colorante/PS libre que cuando funcionaliza una NP? ;Se agregan los colorantes/PS
en la superficie de la NP? ¢La agregacion produce desactivacion? ;La UCNP
sensibiliza al singlete, al triplete o a los dos? ¢La sensibilizacion del colorante a la
UCNP ocurre a traves del singlete o del triplete? ;Existen artefactos que afecten a

las medidas? ¢ La dispersion (scattering) afecta a las medidas?
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La funcionalizacion de las UCNP con PS se realiza de tres maneras: (i) adsorcién
fisica, (ii) encapsulacion o (iii) conjugacion covalente.? La adsorcion fisica limita la
funcionalizacion con PS (loading) y podria liberar/desanclar el PS antes de llegar al
tumor, pero mantiene al PS cerca de los activadores, lo que asegura una transferencia
de energia resonante (RET) eficiente. La conjugacién covalente evita eficazmente la
descoordinacion (leakage) del PS.2l La encapsulacién permite aumentar la
funcionalizacion del PS, sin embargo, no necesariamente aumenta la eficiencia de la

PDT ya que también aleja al PS de los activadores de la UCNP y dificulta la RET.%

Ademas, la UCNP con PS permite terapia combinada con otras funcionalidades.
La emision de la UCNP por si misma permite la obtencion de imégenes de
microscopia (bioimagen) a la vez que actia como agente de PDT. Asimismo, la
cofuncionalizacién con otras especies abre nuevas puertas como reconocimiento de
receptores o antigenos sobreexpresados en los tumores, quimioterapia, radioterapia,
terapia fototérmica o terapia génica.>® Por ejemplo, Zhang et al.?! construyeron un
UCNH combinando una UCNP tipo core-shell, NaYF4:Yb,Er@NaYF, con fulereno
C60 como PS, recubiertas a su vez con polietilenglicol (PEG) funcionalizado con
acido folico, lo que ha permitido simultaneamente la imagen y PDT invitro e in vivo,

mediante la produccién de 0., ademas de selectividad tumoral.

El grupo de investigacion tiene dos publicaciones importantes a este respecto
(entradas 13 y 21 de la tabla 6.1). Por un lado, se ha demostrado que en un UCNH,
compuesto de NaYF.:Yb® Er®* funcionalizado con 1, BODIPY y PEG, la excitacion
a 980 nm de la UCNP sensibiliza al PS mediante transferencia de energia e induce
la muerte celular in vitro.3*®* Asimismo, también se disefi6 un UCNH constituido
por una UCNP tridopada, NaYFs: Yb*(19%),Er®*(2%), Tm*"(1%), funcionalizada
por una porfirina (PP) y 1,8-naftalimida (NI), que permite el seguimiento de la

UCNH mediante excitacion en el visible y PDT mediante excitacion NIR.*
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Capitulo 6. Estudio de la fotofisica del nanohibrido UCEr@RB

Recientemente, se han descrito importantes publicaciones al respecto de la
fotofisica de las UCNP y PS/colorantes. Por ejemplo, Schuck et al.®” estudiaron
el mecanismo de efecto antena de ciertos UCNH compuestos por un colorante
gue absorbe en el NIR (IR-806) y diferentes UCNP, y demostraron que la
presencia de lantanidos pesados (Gd®**) en la UCNP favorece el cruce intersistema
y, por tanto, la formacion de triplete en los colorantes anclados a la superficie de
la UCNP. Anteriormente, van Veggel et al.®® ya habian descrito un hecho similar
para complejos de lantanidos funcionalizados covalentemente con colorantes
xanténicos (fluoresceina, eosina y eritrosina). De forma similar Liu et al.®
consiguieron sensibilizar la emision de un lantanido sin niveles de energia
intermedios (Th* y Eu®) en un UCNH tipo core-shell-shell mediante el
acoplamiento superficial de colorantes organicos. En este ensayo, mediante
espectroscopia ultrarrapida de absorcion de especies transitorias, concluyen que
la presencia de los lantanidos superficiales aumenta el rendimiento de cruce
intersistema y que el mecanismo de sensibilizacion del Th**/Eu®* ocurre desde el
triplete del colorante. Ademas, reportan que este mecanismo es mas eficiente que
sistemas de migracioén de energia. Por otro lado, Wisser et al.” demostraron que
la presencia de colorantes con elevado rendimiento cuantico de fluorescencia
(ATTO 542) mejoraban el rendimiento cuéntico UC (UCQY) del UCNH frente
ala UCNP de partida, debido a que la presencia del colorante disminuye el tiempo
de vida de las emisiones UC y, por tanto, reduce la extension de los fenémenos

de desactivacion superficial.

Por tanto, el proposito del presente capitulo consiste en construir un UCNH
sencillo en forma coloidal y caracterizar todos los fenémenos y procesos
fotofisicos implicados en el mismo. Como prueba de concepto, se ha
seleccionado un UCNH sencillo compuesto por una UCNP de tipo core j-
NaYF4:Yb(20%),Er(2%) de ca. 20 nm y un PS, el RB (UCe@RB), adsorbido en
la superficie basandonos en un trabajo previamente publicado.” Se escoge este

sistema ya que, por un lado, la B-UCNP dopada con erbio es el sistema UC més
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eficiente y, por otro lado, porque el rosa de bengala (RB) presenta elevada
solubilidad en disolventes polares, su absorcion solapa eficientemente la emision
UC principal del Er®* (520-540 nm) y presenta elevado rendimiento cuantico de
cruce intersistema (> 90%)? y de generacion de O, (68-80 %).1° Asimismo,
como demuestran Hirsch et al.”}, la sintesis del UCNH es muy sencilla y el
tamafio de ca. 20 nm de la UCNP asegura la maxima transferencia de energia

resonante del Er®* hacia el RB.

Existen varias publicaciones sobre UCNH constituidos por una UCNP y el RB
(entradas 9, 22, 25 y 26 tabla 6.1). Por ejemplo, Zhang et al.”® estudiaron la
dependencia de la transferencia de energia con la distancia entre una UCNP,
NaYF4:Yb3(20%),Er®*(2%), y el rosa de bengala. La distancia se controld
mediante la adicion de un recubrimiento con silice alrededor de la UCNP. El
grosor del shell de silice ejercia una influencia opuesta entre la luminiscencia UC
(reduciendo los efectos superficiales y la desactivacion por el disolvente) y la
eficiencia de la transferencia de energia. De hecho, observaron que la mejor
transferencia de energia ocurria con un recubrimiento de 6 nm. Ademas,
detectaron la formacién de O, mediante una sonda de absorcién, el DPBF (1,3-
difenilisobenzofurano), en etanol (figura 6.5) y reportaron un tiempo de vida de
emision del RB sensibilizado por la UCNP de microsegundos. Otros estudios
también utilizaron sondas para detectar la generacion de *O, por UCNH similares,
si bien, Zhang et al.*® aportaron la prueba mas evidente a este respecto, ya que
son capaces de detectar la emision de fosforescencia del 1O, del RB sensibilizado
en una dispersion de un UCNH compuesto por B-NaYF4:Yb®* Er** y RB (D0,

atmosfera saturada de Oz, Aexc= 980 nm).

Por tanto, todas las publicaciones de UCNH compuestos por RB respaldan el
mecanismo Il de PDT. Sin embargo, aln existe una importante falta de
conocimiento fotofisico entre la interaccion del PS superficial y los lantanidos de
la UCNP en dispersion. Por ello, el presente capitulo se centrara en obtener la
visién mas completa posible de todos los procesos fotofisicos que tienen lugar en
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el UCNH en N,N-dimetilformamida (DMF), un medio que permite dispersiones
concentradas.

. — °F —_—
. F o
4 X ZHZ:z T : CeHss CeHs
. —s,, +S
. ‘e “ <1 10 + o — 4 CI)
‘ , ’ 972 . 2 ™ 0
- PR W—
RS Yo ‘ T' sHs CgHs
r—2, 14 ' .
F. 172 0 be:DPBF
980nm . 2 30 2prone
. A 32 2
0
L] ZFy,z 152 i S
3+ 3e 0
Yb Er
Upconversion Rose Bengal
Nanoparticle Photosensitizer

Figura 6.5. Esquema de un proceso de generacion de 'O, mediante la
sensibilizacion del RB a través de la emision UC del Er®*. Reproducido con
permiso de "%, Copyrigth 2011 American Chemical Society.
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6.2. Objetivos

Los objetivos del presente capitulo son:

e Construir un UCNH prueba de concepto compuesto por (-
NaYF4:Yb® (20%),Er3*(2%) y RB.

o Determinar el estado de agregacién del RB en la superficie de la UCNP.

e Caracterizar fotofisicamente al RB funcionalizado en la superficie de la
UCNP.

e Estudiar los procesos de transferencia de energia del RB a la UCNP.

e Estudiar los procesos de transferencia de energia UC de la UCNP al RB.
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6.3. Resultados y discusion

Este apartado estd dividido en secciones para organizar los resultados
obtenidos. Empieza con la sintesis del UCNH, contintda con el estudio de
agregacion del RB en la superficie de la UCNP y el estudio de la fotofisica del
RB en la superficie de la UCNP (excitando directamente al RB); y finalmente se
estudia el efecto del RB en la emision UC (excitando al Yb**):

6.3.1. Sintesis del UC;,@RB

Un lote de UCNP de tipo B-NaYF4:Yb3*(28%),Er®*(3%) (tabla 6.4) con forma
de prisma hexagonal pequefio de 21,0 = 0,8 x 20,3 + 0,9 nm (figura 6.6) se
sintetiza mediante el procedimiento de descomposicion térmica (véase la seccion
6.5.Procedimiento experimental). Posteriormente, las UCNP se someten a un
tratamiento con NOBF, para eliminar los ligandos oleato superficiales, dando
lugar a las UCkg. Por ultimo, se exponen las UCg a un exceso de RB en DMF en
agitacion durante 24 horas y, a continuacion, se realizan lavados con DMF hasta
que el sobrenadante deja de presentar absorcidn. Finalmente, las UC:@RB

resultantes se redispersan en DMF, donde se realizan todas las medidas.

|4 BT
Tasﬁaﬁsznm)j" ﬁ 3 ."

oo

FE s e

Figura 6.6. Imagen TEM de UCg e histograma de los tamafios medidos para
300 UCNP.

'{3}::@@:*3%;{5'&,‘,»&
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6.3.2. Agregacion del RB en la superficie de la UCNP

Los colorantes en determinadas condiciones de elevada concentracién, o
elevada concentracion local, pueden agregarse para dar lugar a dos tipos de
agregados: H o J, que se diferencian en la geometria del apilamiento por
interaccién m-m entre las moléculas. Asi, si los agregados se apilan en capas (side-
by-side o face-to-face) se les denomina de tipo-H y si se apilan ligeramente
desplazados (head-to-tail) se les denomina de tipo-J (figura 6.7). La disposicién
de las moléculas determinard a su vez la extension de la interaccion entre los
momentos dipolares de las transiciones, la superposicion de las funciones de onda
y la transferencia de carga intermolecular.” Estos factores determinaran las
caracteristicas fotofisicas de los agregados. Para una descripciéon formal de los
agregados moleculares se recomienda la lectura de revisiones de referencia, como
lade F. C. Spano y N.J. Hestand.” Sin embargo, de forma simplificada, se puede
afirmar que estos factores se traducen en los siguientes cambios fotofisicos de los

agregados frente a las moléculas individuales de colorante: ™"

o

NN H
P’ OZ N N7
. J

rhodamine B

H-aggregate J-aggregate

Figura 6.7. Momento de transicion dipolar de la rodamina B, un colorante
xanténico, y representacion de los agregados tipo H y tipo J que puede formar.
Reproducido con permiso ", Copyright 2020 John Wiley and Sons.
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e Agregados H: desplazamientos hipsocromico del espectro de absorcion,
supresion de la fluorescencia y promocién del cruce intersistema y
fosforescencia.

o Agregados J: desplazamiento batocrémico del espectro de absorcién, no
supresion de fluorescencia, estrechamiento de la emision y reduccion del

desplazamiento de Stokes.

Ademas, en funcion de las propias caracteristicas estructurales del colorante
se han descrito dos fendbmenos relacionados con la agregacion de colorantes con
potenciales aplicaciones como sensores: desactivacion de la emisién producida
por agregacion vy, la contraria, emision inducida por agregacion.” De hecho, se
han desarrollado UCNH que hacen uso del efecto de emision inducida por
agregacion de los colorantes funcionalizados en la superficie de la UCNP para

generar ROS mediante excitacion NIR.”

En particular, se ha descrito que los colorantes xanténicos forman agregados
de tipo H. Por ejemplo, Garcia et al.”®" observaron el efecto de agregacion en
xantenos en medio acuoso (figura 6.8) y encapsulados en macrociclos de
cucurbit[8]urilo. En ambos casos, la agregacion producia un incremento de la
absorcion de los agregados frente a la absorcion de los monémeros, que se
reflejaba con un aumento de absorcion relativo del hombro frente al maximo de

absorcién del monémero.

En lo que respecta al RB, se ha descrito que pese a ser un colorante xanténico
dianiénico muy soluble en disolventes polares, puede llegar a formar agregados
tipo H&8 en disolventes polares proticos,® en presencia de iones de metales
alcalinos®82 o por interaccion con superficies cargadas positivamente.818488 En
este sentido, se ha reportado que la formacién de agregados de RB reduce
drasticamente el rendimiento cuantico de emision, pero también el rendimiento

cuantico de formacién de oxigeno singlete.®® La determinacion de la agregacion
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del RB se basa en cambios del espectro de absorcién y en medidas de dispersion

de luz dindmica (DLS).808184:8589

O \O N\

m /:;:@:[ :l\

Y " N \T 57 T/
| |

PYRONINE ¥ (PYY) METHYLENE BLUE (MB)

450 500 550 600 850 450 500 550 600 650 700 750
Wavelength / nm —~ Wavelength / nm —

0.0E

Figura 6.8. Efecto de la formacion de agregados en dispersiones acuosas de
colorantes xanténicos: (a) pironina Y y (b) azul de metileno. Reproducido con
permiso de "8, Copyright 2008 John Wiley and Sons.

Los espectros de absorcion y emision del RB en UCe@RB frente al RB libre
se muestran en la figura 6.9. El maximo del espectro de absorcion experimenta
un ligero desplazamiento hipsocrémico (Ama: 560 y 563 nm para UCe@RB y
RB, respectivamente), la banda es mas ancha y cambia la proporcion entre el
maximo (560 nm) y el hombro (522 nm) de la absorcion (Aseo/Asz2: 2,5y 3,8 para
UCe@RB y RB, respectivamente) respecto al RB libre. Asimismo, la emision se
desplaza ligeramente hacia el rojo (Amax: 583 y 578 para UCe@RB y RB,
respectivamente). El aumento de la proporcion Ases/Asz; €s similar al observado
previamente por Garcia et al.”®”® (figura 6.8), por tanto, el crecimiento relativo
de la absorcion del hombro parece evidenciar la formacién de agregados. Este
comportamiento se observa Unicamente en el UCNH, ya que experimentos
control han demostrado que el RB no se agrega en DMF, ni siquiera afiadiendo
proporciones elevadas de disolventes en el que es poco soluble (véase seccion

6.5.4.Estudio de agregacion del RB en DMF).
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(a) (b)
1,0{—~R8 —~1 04 —RB
— UC_@RB © v —UC,@RB

© >

g

£ 0,51 205

< @
E
L 0 A

0= T . r r ; . . :
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(c) (d)
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§04{ecseacts| g
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Figura 6.9. (a) Absorcion y (b) emision (Aex= 522 nm) del RB libre y del RB en
UCe@RB en DMF normalizadas al maximo para destacar las diferencias
espectrales. Los datos originales estan representados en la seccién
6.6.Caracterizacion adicional. Rendimiento cuéntico de fluorescencia del (c) RB
y (d) UCe-@RB en funcion de la longitud de onda de excitacion (Aex).

A partir del espectro de absorcién del UCNH es posible aproximar la cantidad
de RB anclado en la superficie de la UCNP. Suponiendo que el coeficiente de
absorcion molar del RB no varia al estar anclado a la superficie, podemos estimar
una concentracion de RB de ca. 3:10° M/mg de UCNH (ca. 25
moléculas/UCNP), lo que supone que apenas el ca. 3 % de la superficie estaria
recubierta por RB. Incluso suponiendo que el coeficiente de absorcién molar del
RB se redujera a la mitad por efecto de la agregacion, como han reportado algunos
autores,® el recubrimiento superficial Gnicamente llegaria al 5 %.%° No obstante,
ha sido reportado que la energia enlazante de grupos carboxilato es superior en
las caras rectangulares (laterales) del prisma hexagonal que en las hexagonales.

Por ejemplo, aprovechando la diferente energia enlazante Jin et al.®
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funcionalizaron anisotrépicamente UCNP con ADN con el fin de construir
autoensamblajes de UCNP. Para ello, consiguieron desplazar selectivamente las
moléculas de &cido oleico/oleato, bien de las caras hexagonales, bien de las
rectangulares, con grupos funcionales que presentaban mayor afinidad hacia cada
tipo de caras. Asimismo, otros estudios relacionados con control sintético de
UCNP*! 0 los mecanismos de disolucion de las de UCNP en medio acuoso,* han
destacado la diferente afinidad de los grupos anclantes por las distintas caras de
la UCNP. Asi, la funcionalizacion preferente del RB ocurriria en las caras
laterales. Sin embargo, los calculos de grado de funcionalizacion, suponiendo que
Unicamente pueda anclarse en las caras laterales, no producen un aumento
sustancial del recubrimiento (apenas unas décimas de diferencia). No obstante,
una baja funcionalizacién no excluye la presencia de agregados de colorante en
superficie. Kamat y Ford demostraron que en superficies cargadas positivamente
la formacion de dimeros ocurria incluso cuando Unicamente el 1 % de los sitios

activos estaban ocupados.®®

Por otro lado, la figura 6.9. también muestra que el rendimiento cuantico de
fluorescencia (®¢f) del RB cuando esta anclado a la superficie disminuye
drasticamente (de 0,42 a 0,17), aunque no llega a suprimirse, y que e€s
independiente de la longitud de onda de excitacion (figura 6.9.c-d). Garcia et al.”
reportan una reduccién drastica, similar a la aqui observada, que atribuyen al

efecto de autodesactivacion por las interacciones n-n debida a la agregacion.

Por ultimo, la aceptable monodispersidad de la muestra en la medida de DLS
(indice de polidispersidad promedio de tres medidas de 0,238 + 0,015 y de 0,344
+ 0,006, para UCg y UCe@RB, respectivamente; figura 6.10) indicaria que el

grado de funcionalizacion es bastante homogeéneo entre las UCNP.

En definitiva, estos resultados parecen indicar que el RB se agrega en la
superficie de la UCNP. El aumento de la proporcion Ases/Asz, del espectro de

absorcién junto con el ligero desplazamiento batocromico de la emision del
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UCNH (figura 6.9) parece indicar cierta formacion de agregados tipo H cuando
el RB funcionaliza a la UCNP. Sin embargo, su comportamiento no parece ser el
de un agregado tipo H puro, ya que no se suprime completamente la
fluorescencia., sino de una situacion intermedia probablemente debida a efectos
superficiales del colorante en las caras laterales de la UCNP. Asimismo, se
demuestra que los agregados absorben en todo el espectro de absorcién del RB,
ya que el @ del RB en el UCNH no se aproxima al del RB libre ni en las
longitudes de onda de absorcion caracteristicas del monémero (el maximo de
absorcidn, Lexe= 560 nm). Finalmente, pese a la baja funcionalizacion (3-5 %) se

observa una distribucion bastante homogénea de los agregados entre todas las
UCNP.

—
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Figura 6.10. Distribucion de tamafio en (a) intensidad y (b) nimero para UCg
(DMF, 5 mg/mL) y UCe@RB (DMF, 5 mg/mL). El didmetro hidrodindmico
promedio de tres medidas para UCg es de 27,9 #0,3 nm y para UCe@RB de

86,3 # 0,8 nm. Medidas a concentraciones mas bajas resultan en valores
idénticos.

6.3.3. Fotofisica del RB en la superficie de la UCNP

El estudio de la fotofisica del RB en el UCNH se realizo utilizando diferentes
técnicas (espectroscopia de absorcion, espectroscopia de emision en estado
estacionario y resuelta en el tiempo, rendimiento cuantico de fluorescencia,

espectroscopia de absorcion de especies transitorias de nano/microsegundos y
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emision inducida por laser) con el fin de destacar las diferencias en el
comportamiento fotofisico del RB en el UCNH frente al RB libre, cuando se
excita directamente al colorante. A continuacion, se iran presentando los

resultados obtenidos mas relevantes.

El comportamiento del estado excitado singlete del RB (*RB) vendra
determinado por los fenémenos de desactivacion que desde él tengan lugar, es
decir, la emision de fluorescencia, el cruce intersistema y/o posibles
transferencias de energia. Anteriormente, ya se ha demostrado que el espectro de
emision presenta un muy ligero desplazamiento hacia longitudes de onda
mayores, aunque mantiene la misma forma y que el ®r del RB en la UCNH se
reduce drasticamente (de un 0,40 para el RB libre a un 0,16 en la UCNH, tabla
6.2). Ademas, el tiempo de vida de fluorescencia (t¢) del RB se ve reducido un
ca. 30 %: de 2,2 a 1,5 ns (figura 6.11 y tabla 6.2). Estos resultados indican la
presencia de fendmenos que desactivan eficazmente el estado excitado singlete,
gue podrian ser debidos a diferentes factores, tales como (i) una mejora de la
eficiencia de cruce intersistema cuando el RB esta anclado a la superficie, que
podria deberse al efecto de atomo pesado de los lantanidos presentes en la
superficie de la UCNP®"% g a la formacién de agregados en la superficie de la
UCNP, o bien (ii) a un proceso de transferencia de energia desde el ‘RB a los

lantanidos, pese a su bajo coeficiente de absorcion, que reduce su fluorescencia.

Tabla 6.2. Propiedades fotofisicas en atmdésfera de N2 y DMF (Aexc=560 nm). Los
parametros de los ajustes cinéticos se muestran en la tabla 6.6.

Dr + TF T Io TPt loe
FL  DS* DS te+DS (us) DS
DS (% u.a. u.a.
OO (e (us) wa) g )
RB 0,420 + 2,2+
0,003 0.1 241 +7 244 + 2 515 250+2 155
46+2 (8 %)
UCe@RB 01741 1,5+ 258+3 265+3(92%) 3,73 165%2 6,1
0002 01 TUFS 22 AT
<>*= 247 + 4
Ratio 0,32 0,72 0,39

“DS: desviacion estandar, *: tiempo de vida promedio.
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Figura 6.11. Tiempo de vida de fluorescencia y ajustes a 580 nm de una
disolucion de RB libre (2,7-107 M) y de una dispersion UCe@RB (< 1 mg/mL)
en DMF y atmdsfera de N2 (Aexc= 560 nm, laser NKT 5,5 MHz; cubeta en
configuracion front-face).

El RB es conocido por ser un buen fotosensibilizador y presentar un elevado
rendimiento de cruce intersistema, superior al 90% en disolventes polares
préticos. Sin embargo, el ®r medido en DMF limita al rendimiento de cruce
intersistema (®isc), como méaximo a ser de 0,6, de acuerdo con la ecuacion 6.1

valida para moléculas no reactivas.*
CDF + CDISC + CDIC = 1 (61)
donde ®@c es el rendimiento cuantico de conversion interna.

Si bien, se han obtenido resultados similares al indicado cuando se utilizan
disolventes polares apréticos como el ACN, en el cual el ®= 0,36 y el ®sc=

0,4.7

Por tanto, a priori el DMF no sera un buen disolvente para observar fenémenos
relacionados con el estado excitado triplete (3RB). Sin embargo, se continta el
estudio con este medio, ya que nos asegura una elevada estabilidad coloidal para
dispersiones relativamente concentradas que, por otro lado, facilitan la deteccion

de sefiales débiles.
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Figura 6.12. Espectro de absorcion de especies transitorias de (a) RB y (b)
UCer@RB en atmdsfera de N2 (Aexcprone= 560 nm) en DMF. Los recuadros
muestran la cinética del bleaching a 560 nm.

Los experimentos de absorcion de especies transitorias de
nano/microsegundos (figura 6.12) demuestran que comportamiento fotofisico del
RB en DMF es similar a su comportamiento descrito en ACN.”2 Asi, en un primer
momento se genera el *RB, que absorbe en ca. 380, 470 y 610 nm pocos
nanosegundos después del pulso del laser, que posteriormente evoluciona a
radicales, como el radical anion (RB™) que absorbe a ca. 440 nm 450 ps después
del pulso del laser (figuras 6.13.a-d). De forma similar, al excitar al RB en
UCe@RB se genera primero el °RB, pero la formacién de radicales esta
claramente impedida. Resultados similares ya han sido observados para
agregados de colorantes y agregados de colorantes adsorbidos sobre coloides, por
ejemplo, Baptista et al.*® observaron que, al excitar agregados de azul de metileno
en la interfase de micelas, se disociaban y formaban un triplete idéntico al del

mondémero. Asimismo, Kamat et al.®® observaron que los agregados de
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Figura 6.13. Espectro de absorcién de especies transitorias (suavizado con un
promedio adyacente de 20 puntos) a distintos tiempos respecto al pulso laser de
(a) RBy (b) UC::@RB RB en atmdsfera de N2 (Aexcprone= 560 nm). Espectro de

absorcion de especies transitorias 20 ns (negro) y 450 ws (azul) después del pulso
laser de (c) RBy (d) UCe:@RB en atmdsfera de N (Aexc,prone= 560 nm).
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rodamina 6G en la superficie de NP de SiO, formaban Unicamente el triplete del

colorante.

Las cinéticas del bleaching del singlete a 560 nm coinciden con la absorcion
del triplete a 610 nm (tr= 240-260 ps) y son muy similares para RB libre y RB
en UCNH (figura 6.14 y tabla 6.3). Sin embargo, el bleaching del RB en
UCe@RB es bastante menos intenso debido a la dispersién (scattering) y se
ajusta a una ecuacion biexponencial, que indica diferentes disposiciones de RB
sobre la UCNP.

0 500 1000 1500
Tiempo (us)

Figura 6. 14. Cinéticas de absorcion del *RB a 610 nm (lineas) escaladas x10 y
cinéticas del bleaching del 'RB a 560 nm (puntos) de RB y UCer@RB (Aexc,probe=
560 nm). El espectro normalizado se muestra en la seccién 6.6.Caracterizacion
adicional..

De acuerdo con el AOD de la absorcién del ®RB, tanto la RB libre como la RB
en el UCNH parecen generar una cantidad similar de *RB (figura 6.15). Esto
indicaria que la reduccién de ®r no viene acompafiada de un aumento de la
eficiencia de cruce intersistema, lo que descartaria la hip6tesis (i) de la mejora de
la eficiencia de cruce intersistema por efecto del atomo pesado de la UCNP o por
agregacion del colorante. Asi que, la desactivaciéon tan importante que ocurre
desde el estado singlete debe provenir de una transferencia de energia desde el
'RB a los lantanidos de la UCNP.
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Tabla 6.3. Muestras y resultados de los ajustes exponenciales para las cinéticas
de absorcién de una disolucién de RB y una dispersion de UCe@RB de 0,28 A
a 560 nm.

Aexcprobe/im A/ NM Muestra  Atmosfera  t/ ps DS* y2

(Potencia)

RB N2 244 2 0.778
aire 0,92 0,01 1,802

560 46 8%) 2
UC=@RB N2 265(92%) 3 0,744
560 (3 mJ) aire 2,409 0,05 3,211
RB Nz 241 7 0,695
610 aire 1,06 0,01 5,241
UCL@RB Nz 258 16 0,727
aire 2,96 0,03 3,728

*DS: desviacién estandar del ajuste.

(a) (b)

4 4
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Figura 6.15. Detalle del espectro de absorcion del (a) RBy (b) del UCe:@RB 20
ns después del pulso laser en atmdsfera de N2 (Aexcprone= 560 nm).

Por otra parte, una ventaja de utilizar RB como PS es que permite detectar su
emision de fosforescencia a temperatura ambiente. De hecho, el espectro de
fosforescencia puede incluso medirse en un fluorimetro convencional restando la
emision en atmasfera inerte y en atmdsfera de aire/O- (figura 6.16), o bien a través
de cinéticas de fluorescencia con una lampara de Xenon pulsada de
microsegundos. En cualquier caso, la fosforescencia del RB en DMF comienza
en ca. 670 nmy se extiende hasta los ca. 1300 nm (vide infra) con un maximo a

ca. 750 nm. La técnica de fluorescencia inducida por laser con un retraso de 100
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ns respecto al pulso del l&ser permite también registrar la emision de
fosforescencia junto con la fluorescencia retardada (delayed fluorescence, figura
6.17). Al igual que otros derivados xanténicos, como la eosina,® el RB activado
térmicamente es capaz de producir cruce intersistema inverso desde el *RB al
IRB, produciendo una fluorescencia con un tiempo de vida superior a la

fluorescencia inmediata o instantanea.%%°

(a) 10 ! ——RB-N, (b) ——RB
< M RB-aire . ——UC,@RB
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® 51 =
© \ &
= =
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4
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Figura 6.16. (a) Cola del espectro de emision de una disolucién de RB (1,6-10°
M DMF) y de una dispersion de UCe:@RB (5 mg/mL en DMF) en atmésfera de
aire y de Nz (Aexe= 560 nm). (b) Espectro diferencia obtenido al restar el de
emision en atmosfera de aire al de N». (c) Cinética y ajuste a 750 nm para una
disolucion de RB (1,6:10° M DMF) y una dispersion de UCer@RB (5 mg/mL en
DMF) en atmésfera de N2 (Aexe= 560 nm, lampara #F2). La primera seccion de
la cinética no se ajusta ya que es parte del IRF. Las emisiones se realizan en una
disposicion front-face para muestras con 1,34 A a 560 nm.

En las medidas realizadas se observa que el maximo de fosforescencia apenas
varia (755 y 753 nm para RB libre y UCe@RB, respectivamente), pero si se

aprecia una reduccion en la intensidad de fosforescencia del RB cuando esta en
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el UCNH (figura 6.17). A su vez, el tiempo de vida de fosforescencia () del RB
también se reduce cuando forma parte del UCNH (de 250 a 165 ps, tabla 6.2).
Estos resultados indican que cuando el RB esta en el UCNH también existen
mecanismos de transferencia de energia desde el *RB a los lantanidos, que lo
desactivan y, por tanto, reducen la emision de fosforescencia y su tiempo de vida
frente a la RB libre. Asimismo, la reduccion de intensidad de la fluorescencia
retardada en el UCNH recalca nuevamente la existencia de un proceso de

transferencia de energia que desactiva eficazmente el 'RB.
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Figura 6.17. Espectro de emision de fosforescencia y fluorescencia retardada
obtenido 100 ns después del pulso laser (Aexcproe= 560 NmM) para una disolucion
de RB (negro) y una dispersion de UCe-@RB (rojo) en DMF. La absorcion a 560

nm de RB en la disolucion de RB libre y en la dispersion de UCe@RB es de 0,28
A.

El espectro de emisidn registrado en el NIR del RB (figura 6.18) muestra que
en atmosfera inerte la cola de la fosforescencia se alarga hasta los ca. 1300 nmy
en atmosfera de aire se desactiva casi completamente y aparece una banda de
emision centrada en 1275 nm atribuida a la fosforescencia del 1O, (figura 6.19).
En cambio, en el UCNH ademas de la fosforescencia del RB aparecen dos
bandas: una centrada en 975 nm, del Yb*', y otra en 1550 nm, del Er®* (figura
6.18), que proceden de un efecto antena eficiente desde el RB a los lantanidos

(figura 6.20). Notese que excitando a UCg (sin RB) a 560 nm no se observan
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estas bandas y a 655 nm, donde el Er®* presenta una banda de absorcion (*Fe, <

*11s512), esas bandas de emision presentan una intensidad minima (tabla 6.4).

1
— ——RB-N, ——UC_@RB-N,
I 0,01 RB-aire UC, @RB-aire
S ——UC_N,
o
0]
o
5 0,00 sty ond
£ o= 1200 1400
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Figura 6.18. Espectro de emision NIR de RB (1,6:10° M DMF), UCg (5 mg/mL
en DMF) y UC:@RB (5 mg/mL en DMF) en N y aire (dexc= 560 nm). La
absorcion del RB en la disolucion de RB libre y en la dispersion de UCe@RB es

de 1,34 A a 560 nm.
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Figura 6.19. Diagrama de energia de procesos fotofisicos del RB en atmdsfera
de (a) N2y de (b) aire (Aexc=560 nm).
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Figura 6.20. Diagrama de energia de procesos fotofisicos de UCg@RB en
atmosfera de (a) N2 y de (b) aire (Aexc=560 nm).

Tabla 6.4. Intensidad de las emisiones NIR a la longitud de onda de excitacion
especificada, para dispersiones de 1 mg/mL de UCg y 1 mg/mL de UCe@RB.

Intensidad de bandas de emisidn (u.a.)

Muestra (atmdsfera) 980 nm 1525 nm
_ UCk (N2) 389 642
hexs= 655 nm (Xe) ey, (0,) 366 604
B UCe@RB (N2) 2,66-104 3,90-10¢
hex=560 1M (X€) . @RB (0,) 1,22.10 1.79-10
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Ademas, la atmosfera (inerte/aire) modifica en gran medida la intensidad de
emision de las bandas NIR de los iones lantanidos del UCNH. De hecho, no solo
se ve afectada la banda de 980 nm, donde se solapan la emision de fosforescencia
del RB con la emisién del Yb?®, sino también la emisidn de 1550 nm de Er®",
que no esta contaminada por la emision de fosforescencia del *RB. Asi, se puede
aproximar que la emisién en atmdsfera inerte se debe a la transferencia de energia
cooperativa desde el 'RB y el ®RB (procesos i Y ii, respectivamente, de la figura
6.20.a), mientras que la emision en atmosfera de aire se deberia Unicamente a la
transferencia de energia desde el *RB (proceso i de la figura 6.20.b), ya que el
’RB esta casi completamente desactivado (en atmdsfera de O, el *RB estaria
completamente desactivado y la intensidad relativa de las bandas puede
consultarse en la tabla 6.4). Asi, se puede calcular que la contribucién del *RB en
atmosfera inerte (N2) a las emisiones NIR constituye un 46 % de la sefal
observaday, por consiguiente, la contribucion de *RB debe ser un 54 %. Por tanto,
esto indica que la transferencia de energia del RB al Er®* ocurre tanto desde el
!RB como del °RB y que no puede descartarse/despreciarse de ninguna manera

la participacion del RB en el proceso de transferencia de energia.

En lo que respecta a las cinéticas de tiempo de vida de emisidn, se observa
gue la banda de 975 nm en atmdsfera de N, presenta dos componentes: una corta
de 52 ps (65%) y una larga de 171 us (35%), mientras que en aire solamente
presente la componente corta (48 us; figura 6.21 y tabla 6.5). La componente
larga observada en atmosfera de N cuadra con el tiempo de vida de
fosforescencia. La presencia de los dos componentes se debe, como ya se
coment6 anteriormente, a la codeteccion de dos especies: el Yb* y la
fosforescencia del ®RB. De forma similar la cinética de 1550 nm de Er3* se ajusta
a una biexponencial, que en atmdsfera de aire reduce ligeramente la componente
mas corta (209 us frente a 305 us; figura 6.21 y tabla 6.5), destacando nuevamente

la participacion del triplete en el proceso.
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Figura 6.21. Desactivacion de la emision a 975 nm y 1550 nm de UCe@RB (5
mg/mL DMF) en N2 y aire (Aexe= 560 nm, lampara uF2).

Tabla 6.5. Condiciones de medida y resultados de los ajustes exponenciales para
las disoluciones/dispersiones indicadas (Aexc=560 nm).

Aem/ T/ us LT>** )

Muestra  Concentracion Atmosfera DS* DS* X
nm (%) /us
52,3 (65 %) 05
N 94 2 1476
975 UCL@RB 5 mg/mL 171 (35 %) 3
aire 47,6 0,2 1,238
305 (17 %) 3
N2 1956 13 1,104
2284 (83 %) 13
1550 UCg@RB 5 mg/mL
209 (17 %) 2
aire 1799 12 1,387
2115 (83%) 12
RB 1,6-10°M aire 23,4 0,2 1,002
1275
UC@RB 5 mg/mL aire 18,8 0,2 1,166

*DS: desviacion estandar; **<t>: tiempo de vida promedio

Por otro lado, en presencia de aire se observa una emision poco intensa en

1275 nm que presenta la cinética caracteristica (rise y decay) de la fosforescencia
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del 20, (19-23 ps; figura 6.22). En atmosfera de aire la intensidad relativa de esta
emision es menor para UCe@RB (7,5:102 u.a. en RB vs. 4,3-102 u.a. en
UCe@RB; figura 6.18). Esto indicaria que la generacidn de oxigeno singlete en

la superficie de la UCNP es ligeramente menos eficiente que para el RB libre.

-
o
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Figura 6.22. Desactivacion de la emision de 'O, a 1275 nm del RB (1,6-10° M
DMF) y UCe@RB (5 mg/mL en DMF) en atmosfera de aire (Aex= 560 nm,
lampara uF2).

6.3.4. Estudio de las emisiones UC

En lo que respecta a la emision UC mediante excitacion laser a 980 nm se
observa que, cuando se excita al UCNH, debe tenerse en cuenta que elevadas
absorciones (pese a bajas concentraciones de UCNP) pueden producir fenémenos
de filtro interno que modifiquen la forma del espectro de emisidn, en cuyo caso
conviene preparar dispersiones diluidas de la misma manera que ocurriria para
un colorante convencional. En la figura 6.23 se recoge el espectro de emision de
UCe ¥ UCe@RB a 1 mg/mL y a otras concentraciones en las que puede

apreciarse el fendmeno de filtro interno (5 mg/mL) para UCe@RB.

La intensidad y los tiempos de vida UC no se ven afectados por el tipo de
atmdsfera (inerte o aire). Eso si, en el UCNH disminuye ligeramente la intensidad
relativa de las bandas de emisién del UCNH afectadas por la absorcion del RB

(520-540 nm) frente a la emision de UCg y aparece una nueva emision centrada
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en 584 nm que coincide con la banda de emision de fluorescencia del RB y que
contamina la banda de 655 nm del Er®* (figura 6.23). Esta banda se atribuye a la
emision del RB sensibilizada mediante una transferencia de energia resonante
desde el Er®* de la UCNP, ya que presenta un tiempo de vida del orden de las
emisiones UC del Er®* (51 us; tabla 6.6), frente a la fluorescencia convencional
del RB por excitacion directa (1,5 ns). Asimismo, la presencia del RB en el
UCNH produce una ligera reduccién del tiempo de vida de las bandas afectadas

por la absorcién del RB respecto a UCg (tabla 6.6 y figura 6.24).

w

—UC_@RB 5 mg/mL

——UC_ @RB 1 mg/mL
UC. @RB < 1 mg/mL

—UucC,_ 1 mg/mL

.a.)

N

Intensidad (u

400 500 600 700 800 900
Longitud de onda (nm)

o

Figura 6.23. Espectro de emisiéon UC normalizado a 841 nm de dispersiones de
UCkr y UCE@RB a distintas concentraciones (lex= 980 nm; 1= 2,1 W/cm?).

Tabla 6.6. Propiedades de emision UC en atmdsfera inerte. Los ajustes de las
curvas y los parametros asociados pueden observarse en la figura 6.30 y tabla
6.7.

Aexc= 980 nm
Ts5 + DS” Tsa0t DS” Teoot DS” Tess + DS™ UCQVYsa
(us) (us) (us) (us) DS” (%)~
UCkg 859+0,1 85,7+0,1 - 205+9 0,29+0,1
UCe@RB 595+0,1 59,3+0,1 51,3+0,1 202 +5 0,14+0,1

*DS: desviacion estandar; **: 2,24 kW/cm?, dispersiones 5 mg/mL
Si bien la presencia del colorante en la superficie de la UCNP no parece afectar
en gran medida a las intensidades relativas de las emisiones UC del Er®*, si afecta
al rendimiento global del proceso UC. La presencia del colorante reduce al ca.
50% el rendimiento cuantico UC (UCQY) del UCNH respecto del UCg; (tabla
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6.6 y figura 6.25). No obstante, se trata de un resultado esperable, ya que al afiadir

mas estados electronicos al sistema (con el RB) es de esperar que también

aumenten los fenédmenos de desactivacion no radiativa.

(a)__ (b) (c)
’(-d\ F Pulso laser .‘/ 2 UC@RBN,
510° 10 f *_ UC.@RB aire| 10°4
= i ']
g
S10%{ 103 10°¢
g 3 i §
o10'{s 10'4 i 104"
s I =D Ju z =
0 200 400 600 800 1000 O 200 400 600 800 1000 O 200 400 600
(d) Tiempo (us) (e) Tiempo (us) f) Tiempo (us)
— 2 ~ 10°
©, 3 ! 10 R h
5107
= §
2] ¥ 3 "
T10° § N
2 |}
gL sisa
~ 10°le . S : . ———
0 1000 2000 0 200 400 0 2 4 6 8 10
Tiempo (us) Tiempo (us) Tiempo (ms)

Figura 6.24. Cinéticas de desactivacion de la emision y ajustes a (a) 520, (b)
540, (c) 600, (d) 655, (e) 1050 y (f) 1550 nm (Aexc= 980 nm; laser CNI) de una
dispersion UCg, (5 mg/mL en DMF) y UCe@RB (5 mg/mL en DMF) en N y aire.
El rectangulo gris representa la duracion del pulso laser.

1 2
Pot. Exc. (W/cm?)

Figura 6.25. Rendimiento cuéantico absoluto upconversion excitando con un
laser de CW a 980 nm a distintas potencias de excitacion para dispersiones de
UCegr (5 mg/mL DMF) y de UCe@RB (5 mg/mL DMF).
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Se realizaron medidas de absorcion de especies transitorias excitando a 980
nm (5 mJ); sin embargo, no se observé la absorcion del triplete sensibilizado por
las emisiones UC. Asimismo, se intentd registrar la emision del O, en una
dispersién de UCNH burbujeada con O, y tampoco se detecta hada. No obstante,
estd ampliamente reportado que las UCNP funcionalizadas con PS son capaces
de generar ROS,11429100-102 15 que significa que la formacion sensibilizada del
SRB y del 1O, no se observa porque no se dispone de la sensibilidad instrumental

adecuada para su medida.
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6.4. Conclusiones

o Existe transferencia de energia tanto desde el triplete como del singlete
del RB hacia los lantanidos de la UCNP.

e La fotofisica del RB en la superficie del UCNH parece evidenciar la

presencia de agregados de RB repartidos homogéneamente entre las

UCNP.

e Las medidas fotofisicas del RB en la superficie de la UCNP indican que:

O

El RB, pese a su bajo recubrimiento superficial, se agrega en la
superficie de la UCNP.

Se reduce drasticamente el ®r y el tr del RB pero no se mejora
el @ysc.

Se genera la misma cantidad de *RB que en el caso del RB libre,
pero emite menos fosforescencia y genera menos O,.

La formacion de especies radicalarias de RB esta claramente
impedida, a diferencia del RB libre.

Tanto el RB y el °RB hacen efecto antena a las emisiones NIR
de Yb3* (975 nm) y Er®* (1550 nm).

e La presencia del RB en UCe@RB produce diferentes efectos en las

emisiones UC:

O

O

Reduccién del ®uc se reduce a la mitad en UCe@RB en
comparacion al de UCg.

Reduccion relativa de las intensidades y del tiempo de vida de
emision de las bandas de emision afectadas por la absorcion del
colorante. Ademas, deben tomarse precauciones para evitar el
efecto de filtro interno en la intensidad relativa de las bandas, en
especial con especies con elevada absorcion.

Las emisiones UC no se ven afectadas por la atmdsfera (N./aire).
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6.5. Procedimiento experimental

6.5.1. Materiales

Los materiales utilizados para la sintesis de UCNP/UCNH fueron: los cloruros
hidratados de los lantanidos: YCls-xH,O (REacton AlfaAesar, 99,99 %),
YbCls-6H,0 (Acros Organics, 99,99 %), y ErCls-6H,0 (Sigma Aldrich, 99,9 %),
1-octadeceno (Alfa Aesar, 90 %), &cido oleico (Alfa Aesar, 90%), NaOH
granulado (Scharlau), NH4F (Sigma Aldrich, 99,99%) vy sal sddica de rosa de
bengala (Sigma Aldrich).

6.5.2. Protocolos sintéticos y preparativos
Sintesis de S-NaYF,:Yb3*(20%),Er®*(2%) recubiertas de oleato

Las UCNP se sintetizaron segin un protocolo previol® con algunas
modificaciones. En un matraz de fondo redondo se afiaden 15 mL de 1-
octadeceno y 8 mL de acido oleico. A continuacién, se afiade una disolucion de
2 mL de metanol (MeOH) que contiene 1 mmol de lantanidos (0,78 mmol
YCl3-6H,0, 0,20 mmol YbCl;-6H,0 y 0,02 mmol ErCls-6H,0). A partir de ese
momento se mantiene una agitacion constante y atmosfera inerte (N2) hasta el
final de la sintesis. La mezcla se calienta hasta 160 °C y se mantiene a esa
temperatura 30 minutos, de los cuales los 10 Gltimos minutos se sustituye la
atmosfera de N, por vacio. Posteriormente, se recupera la atmosfera de N, se
deja enfriar la disolucion hasta 60 °C y se afiade una disolucion de metanol
(MeOH) que contiene NaOH (2,5 mmol) y NH4F (4 mmol). Luego, la disolucion
se calienta a 65 °C durante 30 minutos y, a continuacion, se sube la temperatura
gradualmente hasta los 120 °C para eliminar el MeOH. Por altimo, se sube
rdpidamente la temperatura hasta 305 °C y se mantiene durante 1,5 horas. Pasado

ese tiempo se deja enfriar a temperatura ambiente. La purificacion de las UCNP
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se realiza mediante precipitacion por centrifugacion y redispersion con mezclas
de disolventes. En primer lugar, al crudo de reaccidn se le afiade exceso de etanol
y se centrifuga a 7000 g 7 minutos. El precipitado se lava mediante ciclos de
redispersién-centrifugacién (7000 g 7 minutos): tres veces con una mezcla
cloroformo:etanol (1:3) y tres veces con ciclohexano:acetona (1:3). Finalmente,
se redispersan con 3 mL de ciclohexano y se centrifugan a 1000 g durante 2
minutos. Asi, se descartan los agregados de UCNP que han precipitado. La
concentracién de UCNP de la dispersion final se calcula por diferencia de pesada
dejando secar en estufa 100 uL de la dispersion y suele estar en torno a 60 mg/mL.
Como ocurre generalmente la proporcion de los lantanidos en las UCNP finales,

obtenido por EDX, difiere ligeramente del material pesado para la sintesis.

Eliminacion de ligandos oleato superficiales de A-NaYF.:Yb**(20%),
Er**(2%) (UCk)

Los ligandos oleato de la superficie de la UCNP se eliminaron mediante un
tratamiento con NOBF,4 previamente descrito.'® A la cantidad deseada de la
dispersion de las UCNP funcionalizadas con oleato se le afiade la misma cantidad
DMF. A continuacion, se agitan vigorosamente las fases, se afiade una cantidad
ligeramente superior de NOBF, sélido que de UCNP habia en la dispersion de
partida de ciclohexano y se mantiene en agitacion 2 horas a ca. 40 °C.
Posteriormente se coge la fase de DMF, se afiade exceso de cloroformo y se
centrifuga a 7000 g 7 minutos. Luego se realizan dos lavados, que consisten en
redispersar el precipitado con poca cantidad de DMF, después afiadir exceso de
cloroformo (1:2 DMF:CHCIs) y centrifugar a 10000 g 10 minutos. Por Gltimo, se
redispersa el precipitado transparente en 5 mL de DMF y se centrifuga a 1000g
durante 2 minutos para eliminar agregados. La concentracion de UCNP de la
dispersion final se calcula por diferencia de pesada dejando secar en estufa 100

uL de la dispersion.
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Funcionalizacion de UCg; con RB (UC::@RB)

La funcionalizacién con RB se realiza siguiendo un protocolo previamente
descrito.” En primer lugar, la dispersion de UCe: se expone a un exceso de RB
(2x masa UCg en dispersion) durante 24 horas. Posteriormente, se realizan
lavados que consisten en ciclos de centrifugacion (10000 g 10 minutos)-
redispersion (94x 10 mL) con DMF, hasta que el sobrenadante no presenta
absorcion del RB. La concentracion de UCe@RB de la dispersion final se calcula
por diferencia de pesada dejando secar en estufa 100 uL de la dispersion.

6.5.3. Determinacion de la cantidad de moléculas de RB en
UCNH

El procedimiento para calcular la cantidad de moléculas de RB en UCNH se
basa en calcular la cantidad de moléculas de RB y el nimero de UCNP que hay
en 1 mg de UCNH y dividirlo. Para el célculo se realizan varias aproximaciones

y se detalla a continuacion:
1) Caélculo de celdas unidad (CU) por UCNP

Las imagenes del TEM muestran una poblacion monodispersa de UCNP con
forma de prisma hexagonal de 21 nm de diametro. Con el volumen de una UCNP
y conociendo que el volumen de una celda unidad es 107,44 A3 1% se calcula la
cantidad de CU por cada UCNP (CUuycne). Se encuentra que hay 45132,6
CU/UCNP.

2) Célculo de UCNP en 1 mg de UCNH

En primer lugar, se calcula la cantidad de CU que hay en 1 mg de UCNH. Para
ello se aproxima que 1 mg de UCNH es equivalente a 1 mg de UCNP, por tanto,
mediante el peso de una celda unidad (PCUnayrs= 187,84 u) y el ndmero de

Avogadro se calcula este dato. Posteriormente, este dato se divide entre CUucnpe
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y asi se obtiene la cantidad de UCNP en 1 mg (UCNPuycnH). Se obtiene que hay
7,10-10% UCNP/mg UCNH.

3) Moléculas de RB en 1 mg de UCNH

Las moléculas de RB se calculan aplicando la ley de Lambert-Beer. Para ello,
se aproxima que el coeficiente de absorcion molar (g(1)) de la RB libre es igual
gue para el RB funcionalizado en la superficie de la UCNP. El £(560) calculado
experimentalmente a resulta ser de (9,1 + 0,7)-10* M*cm™ y la absorcién a 560
nm de una dispersion de 1 mL de 1 mg/mL de UC@RB es de 0,22. Con estos
datos es posible calcular la cantidad de moléculas de RB por mg de UCNH
(RBucnn). Asi, se obtiene que de promedio hay 1,44-10% moléculas de RB/mg
UCNH.

(a) (b)
0,8{ =+ Datos experimentales L. ——UC_@RB
— — -Ajuste lineal e 0.34- - -UC_@RB - dispersion
0,64 5
E 7 a
£0,4- . S
< s 3
024 . -7 <
0,0+~ : . - 0,0 d=mme=" v
0 3 6 9 400 500 600
[RB] (M) Longitud de onda (hm)

Figura 6.26. (a) Curva de calibrado y ajuste lineal para disoluciones de
concentracion creciente de RB. (b) Espectro de atenuacion de una dispersion de
1 mg/mL de UCg@RB (linea lisa) y de absorcion del RB en UCNH (linea
discontinua), una vez restada la dispersion (scattering) de forma manual.

4) Moléculas de RB por UCNP

La cantidad de moléculas de RB promedio por UCNP se obtiene dividiendo
RBucnt ente UCNPycnn Y resulta en ca. 20 moléculas de RB/UCNP.
Aproximando el volumen de una molécula de RB al ocupado por una esfera de
1,5 nm de didametro y calculando la superficie de una UCNP esférica, se puede
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calcular la cantidad de moléculas de RB que podrian anclarse a la superficie de
la UCNP que resulta ser 784. Por tanto, un ca. 3 % de la superficie de la UCkg
estaria recubierta por RB. Incluso suponiendo que el coeficiente de absorcién
molar de RB es la mitad, como ha sido descrito para agregados de RB en la
superficie de coloides de SiO.@AI.O3,%* el recubrimiento superficial llegaria al

ca. 5 %.

6.5.4. Estudio de agregacion RB en DMF

El rosa de bengala no se agrega en DMF. Se prepararon disoluciones de 10”7
a 10* My no se observan cambios en absorcion, fluorescencia o espectros de
excitacion debido a la agregacion. Unicamente se observaron cambios debidos a
autoabsorcion (self-quenching). Ademas, el DLS también descarta la presencia
de agregados (no hay dispersion de luz). El rosa de bengala tampoco se agrega en
una mezcla de DMF (donde es soluble) y cloroformo (CHCls, donde es
insoluble). Se prepararon disoluciones de 1,35-10° M en mezclas de DMF y
CHClI; (de 0 a 95% v/v de CHCI5) y no se produjo ningin cambio en absorcion,

ni en la dispersion de luz.
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Figura 6.27. (a) Espectro de absorcién a concentraciones crecientes de RB en
DMF. (b) Evolucidn de la proporcion entre la absorcion del maximo y el primer
hombro. Para disoluciones muy concentradas se registra la absorcion en cubetas
de paso Optico menor. (c) Espectros de excitacion registrados en el maximo de
emision y normalizados a 400 nm (cubeta en configuracion front-face). (d)
Espectros de emisién normalizados a 650 nm (Aec= 522 nm; cubeta en
configuracién front-face).
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6.6. Caracterizacion adicional

Tabla 6.7. Resultados del analisis ICP-MS para UCg.

Composicion elemental (%)

Y3 Yb3 Er3

UCer 688 28.2 3.0

Atenuacion

——RB
——UC,_@RB
- - -UC_@RB

- \

0L——— : :
300 400 500 600 700
Longitud de onda (nm)

Figura 6.28. Espectro de absorcion de una disolucion de RB (1,3-10° M; linea
negra) y de atenuacion de una dispersion de 5 mg/mL de UCe@RB (linea roja)
en DMF. En linea discontinua se presenta el espectro de absorcion obtenido
restando la dispersion (scattering) de forma manual del espectro de atenuacién

de UCEr@RB
) ) (b)
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Figura 6.29. (a) Espectros de absorcion de una disolucion de RB (1,08:10° M),
de atenuaciény absorcion de una dispersion de UCe-@RB (< 1 mg/mL) en DMF.
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(b) Espectro de emision de la disolucion de RB (1,08-:10° M) y de la dispersion
de UCe@RB (Aexc= 522 nm).

Norm. AOD

O
t;

RB ——RB
UC,@RB —— UC_@RB

0 500 1000 1500
Tiempo (ps)

1
s
(o]

Figura 6.30. Cinéticas de absorcion del °RB a 610 nm (lineas) y del bleaching

del 'RB a 560 nm (puntos) normalizadas de RB y UCer@RB (Aexc,probe= 560 nm)
en atmdsfera de N,.

0 - s N
a
o 4
< 4

61

1 —RB
-81 —uc_@RrB
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Figura 6.31. Espectro de absorcion de especies transitorias del RB (negro) y del

UCe@RB (rojo) 20,00 ns después del pulso laser en atmdsfera de N2 (Aexc,probe=
560 nm).
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Tabla 6.8. Condiciones de medida y resultados de los ajustes exponenciales para
las disoluciones/dispersiones indicadas.

Aexc/nm Aem/ /us <T>**
ol ™ Muestra  Conc.  Atm. b DS* DS*  y2
(Fuente) nm (%) lus
560 RB 2,7-10"M [\ 2,2:10% 0,1-10°% 1,107
(NKT laser 589 B 5
55 MHz) UCe@RB <l1mg/mL N 1,5-10° 0,1-10 1,244
N, 250 2 1,014
RB 1,6:10°M
aire <8
750
N, 165 2 0,977
UCg@RB 5 mg/mL )
aire <8
52,3 (65 %) 0,5
N, 94 2 1476
975 UCg@RB 5 mg/mL 171 (35 %) 3
560 aire 47,6 0,2 1,238
(nF2)
305 (17 %)
N, 1956 13 1,104
2284 (83 %) 13
1550 UCg@RB 5 mg/mL
209 (17 %)
aire 1799 12 1,387
2115 (83%) 12
RB 1,6-10°M  aire 23,4 0,2 1,002
1275
UCe@RB 5 mg/mL aire 18,8 0,2 1,166
UCg 5 mg/mL [\ 85,9 0,2 1,698
525 N 59,5 0,1 1,298
UCg@RB 5 mg/mL
aire 62,9 0,1 1,078
UCk, 5 mg/mL N, 85,7 0,1 1,504
540 N, 59,3 0,1 1,310
UCg:@RB 5 mg/mL
aire 63,3 0,1 1,234
N2 51,3 0,1 1,019
975 600 UCg@RB 5 mg/mL
aire 56,0 0,1 1,056
(CNI laser
185 (87 %) 3
cw) UCer SmgimL N, 205 9 1,108
339 (13%) 32
127 (39 %) 5
655 [\ 202 5 1,025
251 (61 %) 5
UCe@RB 5 mg/mL
79 (31 %) 2
aire 182 2 1,003
228 (69 %) 2
N, 51 1 1,108
1050 UCg@RB 1 mg/mL
aire 52,1 0,7 1,134
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286 (10 %)
2368 (90 %)
317 (11 %)
2381 (89 %)

1550 UCg@RB 1 mg/mL

25
92
19
62

2170

2154

92

62

1,004

0,961

*DS: desviacién estandar; **<t>: tiempo de vida promedio.
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7. Conclusiones

Las conclusiones de esta tesis centrada en la caracterizacion fotofisica y

visualizacion de las UCNP y UCNH pueden resumirse en:

Se ha desarrollado una técnica (NIR-LSM) que permite medir el tiempo
de vida empirico de emision UC de UCNP y UCNH, evaluar la
homogeneidad en el dopaje de las UCNP y la homogeneidad en la
funcionalizacion de UCNH compuestos de UCNP vy colorantes.

Se ha desarrollado un UCNH (UCtn@CB@Y @F) sensor ratiometrico de
pH que redne de forma sinérgica mediante una transferencia de energia
resonante las propiedades de la UCNP (excitacion en el NIR y emision
en el vis) y la sonda quimica (sonda de pH) que lo componen. Ademas,
destaca que el procedimiento de sintesis sigue una metodologia tipo puzle
sencilla aprovechando las propiedades coordinantes de un ligando
macrociclico: el cucurbit[7]urilo.

Tanto las UCNP sin ligandos superficiales (UCg;) como las recubiertas
con cucurbit[7]urilo (UCe@CB) se internalizan en el medio celular
(HeLa y RAW 264.7), y ambas son poco citotdxicas. Si bien, el
recubrimiento con el macrociclo reduce la citotoxicidad de las UCNP. En
ambos casos el mecanismo de induccion de citotoxicidad es a través de
la induccion de la apoptosis.
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Para un UCNH (UCe@RB) prueba de concepto compuesto por una
UCNP (UCg) y un fotosensibilizador organico (RB) se encuentra que el
fotosensibilizador se agrega en la superficie de la UCNP y que se
producen transferencias de energia desde el estado excitado singlete y el
estado excitado triplete del fotosensibilizador a los lantanidos de la
UCNP. También se observa que se modifican las propiedades fotofisicas
del colorante cuando esta funcionalizado en la UCNP: disminuye su
fluorescencia, disminuye su fosforescencia, se genera la misma cantidad
de triplete pero la formacion de especies radicalarias se ve impedida, en
comparacion con el RB libre. Asimismo, la presencia del colorante
organico disminuye el rendimiento cuéantico UC de la UCNP y la
intensidad y tiempo de vida de las emisiones UC de la UCNP afectadas
por la absorcidn del fotosensibilizador.
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8. Técnicas Instrumentales

Microscopia electronica de transmision (TEM). Las imagenes de TEM se
registraron operando a 100 kV en un microscopio Jeol 1010 del servicio central
de apoyo a la investigacion (SCSIE) de la Universidad de Valencia equipado con
una camara de dispositivo de carga acoplada (CCD) de 8 Mpx (AMT RX80). La
preparacion de las muestras de UCNP se realiz6 dejando secar una alicuota de 10
pL de dispersiones de 0,5-2 mg/mL de UCNP a temperatura ambiente sobre una
pelicula de formvar/carbono soportado en una rejilla de cobre de malla de 300.
Las imagenes de microscopia electrénica de alta resolucién (HRTEM) se
registraron en el microscopio TECNAI G2 F20 operando a 200kV (resolucion
puntual: 0,24 nm) equipado con una camara CCD de 1 Mpx (Gatan Multiscan
794).

Microscopia electrdnica de alta resolucion (HRTEM). Las imagenes de TEM
de alta resolucion (HRTEM) se registraron en un microscopio TECNAI G2 F20
del SCSIE operando a 200 kV (resolucion puntual 0,24 nm) y equipado con una
camara CCD GATAN. Las muestras se prepararon dejando secar a temperatura
ambiente 10 uL de una dispersion 0,5-2 mg/mL de UCNP sobre una rejilla de

cobre de malla 300 con una pelicula de formvar/carbono.
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Microscopia electrdnica de barrido (SEM). Las im&genes SEM se registraron
en el microscopio de campo de emision HITACHI S-4800 del SCSIE trabajando
a 20 kV. Las muestras de UCNP se depositaron sobre portaobjetos de vidrio por

recubrimiento por centrifugacion.

Anélisis de energia de dispersion de rayos X (EDX). El analisis EDX se realiz6
en el microscopio electronico de barrido HITACHI S-4800 del SCSIE equipado
con el detector Bruker XFlash 5030 y con el software QUANTAX 400. Las
muestras de UCNP se depositaron sobre cinta de carbono adhesiva para su
analisis.

Difraccién de rayos X (XRD). Los difractogramas de XRD se registraron en
el difractébmetro Bruker D8 Advance A25 con detector LynxEye del SCSIE,
usando radiacion CuKa (A=1,54060 A) a 40 kV y 30 mA. El patrén de difraccion
de polvo se obtuvo realizando un barrido de 2-80° (26) a intervalos de 0,020° a

temperatura ambiente.

Espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS).
Los analisis ICP se encargaron al SCSIE, que usa un equipo ICP-MS Agilent
7900.

Centrifugacion. La centrifugacion se realiza en una centrifuga 5804 R

(Eppendorf) y en una centrifuga Sorvall Legend X1R (Thermo Scientific).

Microscopia de barrido laser de infrarrojo cercano (NIR-LSM). La técnica
NIR-LSM se utiliz6 para obtener la fotoluminiscencia resuelta en el tiempo para
los UCNH y la colocalizacion visual. NIR-LSM se realizd en un microscopio
multifoton comercial (FV1000MPE, Olympus) compuesto por un microscopio
vertical BX61WI con un objetivo de inmersion en agua de 25 aumentos (Olympus
XLPLN25x WMP 1.05NA) y un laser de femtosegundos de Ti-zafiro (Mai-Tali
HP Deep See, Spectra Physics) como fuente de excitacion sintonizable entre 690

- 1040 nm (potencia promedio: 2,0 W; anchura de pulso: 100-150 fs; frecuencia:
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80 MHz). Presenta un sistema de deteccion con filtros y dicroicos utilizando 4
fotomultiplicadores que permiten la deteccion simultanea de la emision en 4
canales: 420-500 nm (canal 1, C1), 515-580 nm (canal 2, C2), 590-650 nm (canal
3, C3) y 660-740 nm (canal 4, C4). Para registrar las imagenes se excitd la
muestra a 900y 980 nm, se utilizaron dwell time de 4 y 8 us/pixel y una resolucién
de 1024x1024 pixeles? sin aumentos. La potencia de excitacion se expresa como

densidad de energia por dwell time (Fq).

Dispersion de luz dinamica (DLS) y potencial zeta. El didmetro hidrodindmico
y potencial zeta se midieron en un Zetasizer Ultra (Malvern, UK). Las medidas
de diametro hidrodindmico se realizaron en cubeta de cuarzo (1 cm de paso
Optico) y las medidas de potencial zeta en cubetas capilares desechables
(DTS1070, Malvern UK).

Espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier (FTIR). Los espectros
FTIR se realizaron en el espectrofotdbmetro FTIR Thermo Nicolete Nexus a
temperatura ambiente con 64 barridos y una resolucién de 4 cm entre 400-4000
cm. La preparacion de la muestra para el analisis FTIR consiste en fabricar una
pastilla, mediante una prensa hidraulica, con una mezcla, previamente triturada
en un mortero de agata, de una pequefia cantidad de muestra (sélida) y KBr

(seco).

Espectroscopia UV-vis. Los espectros de absorcion/atenuacion UV-vis-NIR
de coloides de UCNH se han registrado en cubetas de cuarzo (1 cm de paso

Optico) en dos equipos:

»  Espectrofotometro UV-vis-NIR Lambda 1050 (Perkin Elmer)
provisto con el software UV WinLab (capitulos 3, 4 -UCrn@Rod110- y 6).

»  Espectrometro SECOMAN Uvi LightXT-5 provisto con el software
Lab power junior v.3.05 (capitulo 4 -UCrn@CB@Y @F-).
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Fotoluminiscencia en estado estacionario. La fotoluminiscencia en estado
estacionario se registra en cubetas de cuarzo de 1 cm de paso éptico en dos

equipos:

»  Fluorimetro SLM Amingo Bowman series 2 (AB2) acoplado con un
diodo laser onda continua de 980 nm (MDL-H-980-5W-17111142, CNI
Optoelectronics Tech. Co.) como fuente de excitacion (capitulos 3y 4). Los
espectros se registraron a temperatura ambiente, en cubetas de cuarzo (1 cm
de paso éptico), en atmdsfera de aire, a una irradiancia (1) = 890 W/cm?, de
acuerdo con la potencia especificada por el fabricante y el tamafio del spot
del laser, que ha sido aproximado al spot del diodo laser de 1W, Thorlabs
L975P1WJ controlado por ITC4005, medido con una camara CCD (SP920s
Ophir) con la misma configuracion (spot eliptico; D4om= 800 + 6 um 'y
D4om=410 + 4 um). Los espectros se registran con una apertura (bandwith)
de 2 nm en la deteccion y a una velocidad de 5 nm/s. Debe tenerse en cuenta
que se trata de un equipo que no permite aplicar una correccion adecuada del
espectro de emision cuando se excita a 980 nm. Ademas, la intensidad de la
sefial de emisién UC a 800 nm puede variar, lo que explica las diferencias
observadas en la emision a lo largo del capitulo con la misma muestra. En
dias distintos la sefial detectada a 800 nm varia, pero en un mismo dia la
respuesta es consistente. Por tanto, para hacer medidas comparativas deben
realizarse en la misma jornada sin apagar el equipo.

»  Espectrometro de fotoluminiscencia FLS1000 (Edinburgh
Instruments): se utilizan dos fuentes de excitacion: la lAmpara de arco de Xe
de 150 W (capitulo 6) y un laser de onda continua de 980 nm (2W, PSU-III-
LED, CNI Optoelectronics Technology Co. Ltd.) para medidas UC
(capitulos 5y 6). La irradiancia del laser (1) de excitacion se estima = 2,1
W/cm?, de acuerdo con la potencia de salida del laser, medida con un sensor
térmico (S470C con lector PM100D, Thorlabs Inc.), y con el tamafio del spot

del laser, medido con una camara CCD LT665 (Ophir Optronics Solutions
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Ltd.; perfil rectangular: D4ox= 3,19 mm y D4cy= 6,02 mm). Para detectar
emisiones en el visible se utiliza un fotomultiplicador visible (PMT-980,
Edinburgh Instruments), mientras que para el NIR se utiliza un
fotomultiplicador sensible en el NIR (PMT 1700 H10330C-75, Hamamatsu
Photonics, K. K.). Las medidas de fosforescencia (capitulo 6) en el visible y
de deteccidn en el NIR excitando con la lampara de Xe se realizan en la
disposicion front-face y utilizan un filtro longpass estandar de 645 nm en el

camino de la deteccion.

Fotoluminiscencia en tiempo resuelto. Los espectros de emision resueltos en
el tiempo (capitulo 6) se realizan en cubetas de cuarzo de 1 cm de paso éptico en
el espectrometro de fotoluminiscencia FLS1000 (Edinburgh Instruments). Se
utilizan tres fuentes de excitacion diferentes (indicadas en cada caso): laser
pulsado de supercontinuo de nanosegundos (SuperK Extreme EXU-6, NKT
Photonics), lampara flash de 60 W Xe de microsegundos (uF2, Edinburgh
Instruments) y laser de onda continua de 980 nm acoplado con un controlador
electronico variable de pulsado laser (anchura de pulso: 100 ps; PM2 box,
Edinburgh Instruments). Para detectar emisiones en el visible se utiliza el
fotomultiplicador visible (PMT-980, Edinburgh Instruments) excepto para
detectar la fluorescencia instantanea, en cuyo caso se utiliza el fotomultiplicador
visible (MCP-900, Edinburgh Instruments). Para emisiones en el NIR se utiliza
un fotomultiplicador sensible en el NIR (PMT 1700 — H10330C-75, Hamamatsu
Photonics, K. K.). Las cinéticas registradas en el visible y en el NIR excitando a
560 nm con la lampara uF2 se realizan en la disposicion front-face con un filtro
longpass estandar de 645 nm en el camino de la deteccion. El ajuste de las
cinéticas se realiza mediante el software Fluoracle. El tiempo de vida promedio
para ajustes biexponenciales (f(x) = yo + A1e™™ + A,e>%?) se obtiene a partir de

la siguiente ecuacion:
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Espectroscopia de absorcion de especies transitorias. Las medidas de
absorcidn de especies transitorias espectrales y resueltas en el tiempo (capitulo 6)
se realizaron en cubetas de cuarzo 1 cm con tapdn con septum (geometria estandar
de haz transversal) en un espectrometro de fotolisis de destello laser (LP980-KS,
Edinburgh Instruments) equipado con un laser Nd:YAG INDI Quanta-Ray
(Spectra Physics) con un oscilador 6ptico paramétrico (primoScan BB, Spectra
Physics). La potencia de salida del laser era de 3 y 5 mJ para 560 y 975 nm,
respectivamente. Las medidas espectrales se realizaron mediante una camara
ICCD (Andor DH320T) que integra durante 500 ns (gate width) respecto al
retraso indicado del pulso laser (probe) y con una lampara pulsada de Xe de
150W. Las cinéticas se obtuvieron con un detector fotomultiplicador y la lampara
de Xe pulsada. El software utilizado para realizar las medidas y los ajustes
cinéticos es L900 (Edinburgh Instruments). Las disoluciones/dispersiones
utilizadas de RB y UCe@RB presentaban la misma absorbancia (0,28 A) a 560
nm.

Fluorescencia inducida por laser. Las medidas de absorcion de especies
transitorias espectrales y resueltas en el tiempo (capitulo 6) se realizaron en
cubetas de cuarzo de 1 cm con tapon con septum (portamuestras estandar) en el
espectrometro anterior de fotolisis de destello laser (LP980-KS, Edinburgh
Instruments) con un laser Nd:YAG INDI Quanta-Ray (Spectra Physics) y un
oscilador Optico paramétrico (primoScan BB, Spectra Physics) pero con la
lampara de Xe apagada. Como detector se utiliza la camara ICCD (Andor
DH320T) que integra durante 100 ps (gate width) respecto al retraso indicado del

pulso léser.

Rendimiento cuéntico y rendimiento cuantico upconversion. Las medidas de
rendimiento cuantico absoluto (capitulo 6) se realizaron en cubetas de cuarzo con

tubo de sellado (paso Optico 1 cm) en un Quantaurus QY Plus (C13534-11,
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Hamamatsu Photonics K. K.) acoplado a una unidad de medida de
fotoluminiscencia NIR (C13684-01, Hamamatsu Photonics K. K.). Se utilizan
dos fuentes de excitacién: la ldmpara de Xe incorporada y un laser de onda
continua de 980 nm de 2,5 W (MDL-I11-980, CNI Optoelectronics Technology
Co. Ltd.). La potencia del laser se varia para caracterizar el rendimiento cuantico
upconversion mediante un disco de densidad neutra variable. La irradiancia de
excitacién reportada se obtiene a partir del tamarfio del spot laser facilitada por el
fabricante y de la potencia del laser medida con un medidor de potencia (PD300-
3W, Ophir Optronics Solutions Ltd.) dentro de la esfera de integracidn. Se utiliza
el disolvente puro como referencia en todas muestras (Or y UCQY). La
absortividad de las muestras de rendimiento cuéntico convencional se encuentra

entre 15-30 %, mientras que para UCQY se encuentra entre 4-10%.

260



Publicaciones

261



Publicaciones

Publicaciones

Articulos

Nestor Estebanez; Juan Ferrera-Gonzalez; lan Alberto Cortez-Cevallos; Maria
Gonzélez-Béjar; Julia Pérez Prieto. Lengthening the lifetime of common emissive
probes to microseconds by a jigsaw-like construction of NIR-responsive
nanohybrids.  Advanced Optical Materials 2020, 8, 1902030.
https://doi.org/10.1002/adom.201902030.

Juan Ferrera-Gonzalez; Laura Francés-Soriano; Nestor Estébanez; Enrique
Navarro-Raga; Maria Gonzélez-Béjar; Julia Pérez-Prieto. NIR laser scanning
microscopy for photophysical characterization of upconversion nanoparticles and
nanohybrids. Nanoscale 2021, 13, 10067-10080.
https://doi.org/10.1039/d1nr00389%e.

Juan Ferrera-Gonzélez; Laura Francés-Soriano; Cristina Galiana-Rosello;
Jorge Gonzélez-Garcia; Maria Gonzélez-Béjar; Eleonore Frohlich; Julia Pérez-
Prieto. Initial Biological Assessment of Upconversion Nanohybrids.
Biomedicines 2021. 9(10), 1419. https://doi.org/10.3390/biomedicines9101419.

Nestor Estebanez; Alejandro Cortés-Villena; Juan Ferrera-Gonzalez; Maria
Gonzélez-Béjar; Raquel E. Galian; Soranyel Gonzalez-Carrero; Julia Pérez-
Prieto. Linear Coassembly of upconversion and Perovskite nanoparticles:
Sensitized upconversion Emission of perovskita by Lanthanide-Doped
nanoparticles. Advanced Functional Materials 2020, 30, 2003766.
https://doi.org/10.1002/adfm.202003766.

Nestor Estebanez; Juan Ferrera-Gonzalez; Laura Francés-Soriano; Raul

Arenal; Maria Gonzélez-Béjar; Julia Pérez-Prieto. Breaking the Nd**-sensitized

262



Publicaciones

upconversion nanoparticles myth about the need of onion-layered structures.
Nanoscale 2018, 10, 12297-12301. https://doi.org/10.1039/c8nr00871j.

Laura Francés-Soriano; Juan Ferrera-Gonzalez; Maria Gonzalez-Béjar; Julia
Pérez-Prieto. Near-infrared excitation/emission microscopy with lanthanide-
based nanoparticles. Analytical and Bioanalytical Chemistry 2022, 414, 4291-
4310. https://doi.org/10.1007/s00216-022-03999-4.

Capitulos de libro

Juan Ferrera-Gonzalez; Maria Gonzalez-Béjar; Julia Pérez-Prieto. (2020).
Functional nanohybrids based on dyes and upconversion nanoparticles. In:
Virginia Martinez-Martinez, Fernando LoOpez Arbeloa (eds.) Dyes and
photoactives molecules in microporous systems. Structure and Bonding. Vol.
183, 371-396. Springer, Cham. https://doi.org/10.1007/430_2020_60.

263



