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Sistemas nanoparticulados integrados de dioxido de silicio:

plataformas de diagnostico y tratamiento

El disefio avanzado de sistemas nanoparticulados permite elaborar sistemas quimicos
integrados donde convergen distintos componentes: metales, dxidos inorganicos y
semiconductores junto con biopolimeros, enzimas o hidratos de carbono.
Compatibilizar distintos materiales en entidades funcionales dispersas abre una
interesante perspectiva para el desarrollo de sistemas nanoscopicos y microscopicos
destinados al tratamiento y diagnostico de enfermedades (terandstica), entre otras
aplicaciones.

El trabajo de investigacion que se presenta en esta tesis incluy6 en una primera parte el
desarrollo de la sintesis orgdnica de una molécula de la familia de las
aminotricarbocianinas (Cy-PIP) cuya emision de fluorescencia es funcion del pH del
medio. Cy-PIP es un sensor molecular de pH con marcada sensibilidad en el rango de
pH fisoldgico (6-8) y su propiedad distintiva es que absorbe y emite luz en la regién del
IR cercano del espectro electromagnético (650-950 nm, NIR). La luz de NIR conforma
una “ventana bioldgica” apta para realizar deteccién no invasiva de moléculas in vivo.
Luego se sintetizaron nanoparticulas de SiO: (NP) funcionalizadas para la union
posterior de Cy-PIP a la superficie. Asi, se logré desarrollar un nanosensor fluorescente
de pH que opera en el NIR (Cy-PIP@SiO:) y cuyo pKa es cercano al pH fisiologico. Con
el objetivo de emplear estas NP en sistemas bioldgicos, se evalud la respuesta de
emision de fluorescencia en células de la linea Hel a, in vitro e in vivo. Se observo que el
cambio de pH que implica el proceso de endocitosis puede ser estudiado mediante la
utilizacion del nanosensor, en las condiciones de trabajo ensayadas.

En una segunda parte, se explord la incorporacion de azul de metileno (MB) a NP de
silice por diversos métodos de sintesis y se estudi6 su capacidad de generaciéon de 'O2
con el objeto de establecer plataformas para fototerapia. Por otra parte, se estudi6 la
incorporaciéon simultanea de dos sondas fluorescentes (de visible y de NIR) en el
mismo nano-objeto, para construir nanosensores autoreferenciados de pH.

Todos los resultados obtenidos en este trabajo de tesis han permitido desarrollar una
plataforma de sintesis reproducible de NP fluorescentes de SiO: que pueden disefiarse
de manera especifica de acuerdo a la aplicacion proyectada. Mas aun, la plataforma
resulta muy promisoria para el desarrollo de nanosensores que ademads lleven
funciones quimicas especificas para el reconocimiento por receptores celulares y/o que,
ante ciertas sefiales del entorno logren disparar acciones especificas (p.ej. liberacion

controlada de moléculas como respuesta a estimulos enzimaticos o celulares).

Palabras clave: aminotricarbocianinas, infrarrojo cercano (NIR), SiO: nanosensores

fluorescentes, fototerapia.






Integrated nano-particulate silica based systems as platforms

for diagnosis and treatment

The advanced design of nano-particulate systems allows the elaboration of chemical
systems where different components converge: metals, inorganic oxides and
semiconductors together with biopolymers, enzymes or carbohydrates. Compatibilize
different materials in scattered functional entities opens up an interesting perspective
for the development of nanoscopic and microscopic systems intended for the treatment
and diagnosis of diseases (theranostics), among other applications.

In this work we firstly developed the organic synthesis of a novel
aminotricarbocyanine (Cy-PIP) whose fluorescence emission changes with pH. Cy-PIP
is a molecular pH sensor with marked sensitivity in the physiological pH range (6-8)
and it is outstanding because it absorbs and emits light in the NIR region (650-950 nm).
NIR light establishes a “biological window” suitable for non-invasive detection of
molecules in vivo. Then, Cy-PIP was covalently attached to the surface of conveniently
functionalized nano-SiO:.. Thus, we reported the development of a fluorescent pH
nanosensor operating in the NIR region (Cy-PIP@SiO2) and whose pKa is close to
physiological pH. We also evaluated the fluorescence emission response of Cy-
PIP@SiO: in HeLa cells, both in vitro and in vivo. It was observed that the change in pH
involved in the process of endocytosis could be studied by using our nanosensor.

In a second part, the encapsulation of methylene blue (MB) into silica NP was explored
and its 'O2 generating capacity was studied in order to establish phototherapy
platforms. Furthermore, the incorporation of two fluorescent probes (visible and NIR)
in the same nano-object was studied, so as to build ratiometric pH nanosensors.

All the results obtained in this thesis work have made it possible to develop a platform
for reproducible synthesis of fluorescent SiO: NP according to the projected
application. Moreover, the platform is very promising for the development of
advanced nanosensors (with specific chemical functions for recognition by cellular

receptors).

Keywords: aminotricarbocyanines, NIR, SiO:, fluorescent nanosensors, phototherapy.






Abreviaturas

ACN acetonitirilo

AF acido félico

DMF dimetilformamida
DMSO dimetilsulfoxido
EtOH etanol

MeOH metanol

TEA trietilamina

PEG polietilenglicol
PBS buffer fosfato

THF tetrahidrofurano
MB azul de metileno

NP nanoparticulas
Otras:

TLC Cromatografia en capa delgada

ESI Ionizacion por electrospray

FRET Transferencia de energia por resonancia de Forster
FTIR Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
ns nanosegundo

SPC Conteo de fotones individuales

DLS Dispersion de luz dindmica

TEM Microscopia electronica de transmision

SEM Microscopia electronica de barrido

PS fotosensibilizador

PDT terapia fotodindmica

NIR infrarrojo cercano del espectro electromagnético
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1 Introduccion general

1.1 Motivacion del uso de nanoparticulas para visualizacion in

vivo, sensado y terandstica

El conocimiento y las técnicas de nanotecnologia han derramado en
numerosas disciplinas tales como la fisica, la ciencia de materiales, quimica,
biologia y medicina!. La nanotecnologia aplicada a la medicina (nanomedicina)
ha sido reconocida como una tecnologia clave (KET, del inglés Key Enabling
Technology) con un gran impacto en tres dreas principales: terapéutica,
diagnostico/visualizacion (imaging) y medicina regenerativa. De ahi el vocablo
terandstica (terapia y diagndstico). En los altimos anos el campo de la nano-
oncologia se ha expandido enormemente con el desarrollo de nanosistemas
para el diagnodstico y el tratamiento del cadncer. En este contexto, se piensa que
los nanosistemas que vengan en la préxima década tendran una decisiva
influencia en el tratamiento del cancer si contemplan los siguientes aspectos: i)
el uso de nuevas formulaciones para la deteccion temprana de la enfermedad,
ii) si los nanosistemas son agentes de visualizacién y de marcacion altamente
sensibles y selectivos para el tumor, y iii) minimizan los efectos secundarios en

el paciente.?
1.1.1 ;Por qué nano?

Un nandmetro es la milmillonésima parte de un metro. Por
nanotecnologia entendemos a un conjunto de tecnologias que derivan de la

capacidad de los investigadores de manipular o procesar la materia a la escala
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de los nandmetros. La definicion mas aceptada de nanomaterial es aquél que
posee alguna de sus dimensiones entre 1 y 100 nm.? Asi, se tienen diferentes
arquitecturas de nanomateriales: esferas, prismas, etc. Uno de los aspectos mas
interesantes de este campo del conocimiento cientifico es que, mas alla de la
identidad del material, adquiere relevancia el tamafo: esa escala “magica” a la
que llamamos “nano”. Un ejemplo clasico es el oro, un metal dorado, buen
conductor, que funde a 1065 °C. Cuando el oro se encuentra en forma de
nanoparticulas (NP) de didmetro menor a 100 nm ya no es mas dorado: la

suspension de NP de oro cambia de color de acuerdo al tamafio del objeto.

En este contexto, la sintesis de coloides y NP adquiere relevancia al ser
sistemas de dimensiones reducidas susceptibles de ser modificados
quimicamente y que presentan una elevada area superficial. La disponibilidad
de esta area para ser funcionalizada con diversos compuestos moleculares
resulta sumamente atractiva para una variedad de disciplinas, desde la catalisis
industrial hasta aplicaciones en medicina. Si a esto agregamos la posibilidad de
realizar una sintesis de un material de manera racional donde se integran
diferentes componentes de manera secuencial o concertada, se expanden
notablemente las perspectivas de generar un sistema quimico muy integrado
con una alta densidad de grupos funcionales.

Asi, los materiales “nano” se destacan principalmente por tres motivos: i)
presentan propiedades diferentes y novedosas en comparacion con los mismos
materiales a escala macroscopica (bulk, del inglés), ii) tienen una elevada
relacion superficie/volumen vy, iii) ese drea puede ser modificada quimicamente
y dar como resultado un material complejo con una alta densidad de grupos

funcionales todos reunidos en una misma entidad nanométrica.

1.1.2 Nanomedicina
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Como ya mencionamos, en las ultimas décadas, uno de los campos en el
que los investigadores han realizado grandes avances es el de la nanomedicina,
en particular la nano-oncologia. Se han desarrollado una amplia gama de
especies de NP que pueden circular por el torrente sanguineo y dirigirse a los
tumores. A diferencia de los medicamentos estandar de bajo peso molecular, las
NP son esencialmente multifuncionales, y en ellas se pueden
introducir/programar muchas propiedades al mismo tiempo, ya sea en el
nucleo de las NP o en su superficie, y aprovechar la gran relacion
area/volumen. En las NP se pueden combinar componentes/funciones que
aporten luminiscencia, magnetismo, calentamiento plasmonico o capacidad de
entregar moléculas terapéuticas. Las NP multifuncionales pueden disenarse
para absorber y transportar con alta eficiencia una variedad de compuestos y
sondas entre los cuales se encuentran los farmacos de moléculas pequenas,

moléculas fluorescentes, ADN, ARN, proteinas y glicanos.!?

En 1986 Matsumura y Maeda descubrieron un efecto que llamaron EPR
(enhanced permeability and retention effect, del inglés) y que resulto clave para
para el futuro desarrollo de terapias antitumorales.* Las investigaciones de
Maeda et al. demostraron que la mayoria de los tumores solidos tienen vasos
sanguineos con arquitecturas defectuosas y, generalmente, producen
cantidades extensas de varios factores que otorgan permeabilidad vascular. Asi,
la permeabilidad vascular alta asegura un suministro suficiente de nutrientes y
oxigeno a los tejidos tumorales, lo que les permite un rdpido crecimiento. El
efecto EPR entonces considera esta naturaleza anatomico-patofisioldgica tinica
de los vasos sanguineos tumorales que facilita el transporte de macromoléculas
a dichos tejidos. Las macromoléculas de tamafio mayor a 40 kDa se filtran
selectivamente de los vasos y se acumulan en los tejidos tumorales, lo cual no
ocurre en tejidos sanos.>!! Por su parte, los nanosistemas, en virtud del efecto
EPR, también pueden llegar y acumularse selectivamente en los tejidos

tumorales, lo que les da una potencialidad terapéutica muy importante.!
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La primera generacion de NP antitumorales que ya han sido aprobados
para uso clinico incluye fundamentalmente a liposomas y NP poliméricas. La
principal ventaja de estos sistemas, conocidos como materiales blandos (soft
matter), es que aumentan la solubilidad de los medicamentos hidrofobicos, con
lo cual mejoran el tiempo de circulacidon y tienen una mejor llegada al sitio de
accion.'” En una segunda generacion de nanosistemas basados en materia
blanda, la administracion dirigida se ha impartido mediante la adicion de una
variedad de antigenos o anticuerpos a diferentes formulaciones.’®> Mas
recientemente, los sistemas inorganicos (hard matter) basados en NP estan
ganando impulso, pues ofrecen la posibilidad de afiadir en la estructura ntcleos
con propiedades magnéticas u dpticas, que mejoran la localizacion y el manejo
desde el exterior del cuerpo mediante la aplicacion de campos magnéticos
externos o la irradiacion.!®’” También pueden colocarse diferentes grupos
quimicos en la superficie y asi obtener NP multifuncionales. En la Figura 1-1 se
muestran dos tipos de nanomateriales a los que nos hemos referido hasta ahora:
liposomas y NP inorganicas multifuncionales.

Actualmente se estd desarrollando wuna tercera generacion de
nanosistemas sofisticados que combinan nucleos nanoestructurados
responsivos con sistemas de poros exactamente disefiados que actian como
reservorios de liberacién controlada®, o con fragmentos moleculares
(polimeros, biomoléculas) que permiten una inyeccion controlada como
respuesta a estimulos externos.'”? Esta tercera generacion de especies
“nanobioactivas”, que emulan sistemas inteligentes y compartimentalizados
como las células, implica la integracion de la entrega al sitio de accion, la
direccion y el seguimiento en nanosistemas complejos, lo que conduce al nuevo

campo de la teranostica.
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Figura 1-1. Ejemplos de nanosistemas del campo de la nanomedicina: liposomas y NP multifuncionales.

Asimismo, otra drea muy interesante es la de la fotonanomedicina, una
rama de la medicina que utiliza la nanotecnologia para producir materiales en
la escala de los nandmetros responsivos a luz. Las técnicas de visualizacion
Optica con luz para monitorear la biodistribucién de nanomedicinas resultan
muy atractivas por su facil uso e implementacion, a diferencia de las técnicas de
PET (Tomografia por emision de positrones) y SPECT (Tomografia computada
de emision monofotdnica), que utilizan compuestos radiomarcados dificiles de
manipular y detectores costosos. Las aplicaciones de la fotonanomedicina
pueden dividirse en tres grandes areas: i) visualizacion para diagnostico? %, ii)
visualizacion para guiar cirugias® y, iii) terapias luminicas, en particular terapia
fotodinamica (PDT) y terapia fototérmica (PTT).2>%* Como veremos, en esta tesis
solo nos enfocaremos en la construccion de nanomateriales para las aplicaciones
de visualizacion, de sensado de analitos biologicamente relevantes y de terapia

fotodinamica.
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1.2 Nanoparticulas luminiscentes de dioxido de silicio (5iOz2) y

la importancia de la luz de NIR

Queda claro que las posibilidades de nanosistemas a construir de
acuerdo a la aplicacion proyectada son enormes. En este trabajo, delimitaremos
nuestra atencidn a las nanoparticulas fluorescentes basadas en SiO: (S5iO: F-NP)
para aplicacion en visualizacion in vivo y sensado, y cuya emision se encuentre
preferentemente en la region del infrarrojo cercano del espectro
electromagnético (NIR). Las SiO: E-NP constituyen un sistema atractivo y muy
estudiado en nanomedicina debido tanto a propiedades intrinsecas de la SiO:
como su biocompatibilidad y transparencia a luz visible, como a la posibilidad
que ofrecen de construir plataformas complejas con muchas funciones
integradas.

Las propiedades fotofisicas de las SiO: F-NP vienen determinadas por la
identidad de la molécula con la cual se ha dopado el material, o con la cual se
ha funcionalizado la superficie. En el caso de las sondas encapsuladas, se ha
reportado el rol fotoprotector de la matriz inorgdnica de SiO: sobre las
moléculas activas, 1o cual aumenta su fotoestabilidad.?” Asimismo, controlando
las variables de sintesis se puede colocar en una misma NP mas de una sonda
fluorescente. Dichas moléculas podrian interactuar entre si, por ejemplo,
mediante procesos de transferencia de energia (ET). Asi, procesos de ET entre el
mismo tipo de moléculas podrian llevar a fendmenos de autoapagamiento, lo
cual seria una desventaja, pero también a fendmenos de amplificacion de sefial,
en muchos casos deseables. Si la transferencia de energia ocurre entre dos
moléculas diferentes que dopan el mismo material, puede dar lugar a procesos
de tipo FRET (Transferencia de energia por resonancia de Forster) que pueden
ser modulados por ejemplo para la construccion de sensores. También desde el

disefio y la sintesis de las NP se puede controlar que la distancia entre las
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moléculas fluorescentes sea mayor que la distancia critica necesaria para que
ocurran procesos de tipo FRET, y aprovechar esto para construir sensores

autoreferenciados de ciertas propiedades con mdas de una sonda fluorescente.

Cuando hablamos de técnicas luminiscentes para visualizacion in vivo es
importante tener en cuenta que la luz que se utilice debe poder llegar hasta los
tejidos en los que se requiera la visualizacion. Existe una “ventana biologica” de
trabajo en la que los tejidos son relativamente transparentes y no absorben luz:
la region NIR del espectro electromagnético (650-1800 nm).?#* Dicha region
puede ser dividida en tres zonas: a) NIR-1 (650-950 nm), en la cual aun es
considerable la dispersion de luz por los tejidos y existe cierta autofluorescencia
de los componentes celulares, b) NIR-2 (1000-1350 nm) y c) NIR-3 (1500-1800
nm).* Para aplicacién bioldgica, es entonces deseable poder construir
nanosistemas luminiscentes, en particular SiO2 F-NP, que absorban y emitan luz
en el NIR tanto para marcado y visualizacion como para aplicaciones de

sensado y/o de terapia.

1.3 El proceso sol-gel

La sintesis de SiO2 F-NP involucra en la mayoria de los casos procesos de
tipo sol-gel, que explicaremos a continuacion y que fueron los utilizados para

sintetizar todos los materiales que se reportan en esta Tesis.

Los procesos sol-gel implican una ruta coloidal que es utilizada para
sintetizar materiales ceramicos y en la cual existe una etapa intermedia que
incluye el pasaje por los estados sol y/o gel. Llamamos sol a una suspension
estable de particulas coloidales en un liquido; y gel a una red porosa sdlida
tridimensional continua, que se expande a lo largo de un medio liquido. Una de
las ventajas mas importantes de la sintesis sol-gel radica en el uso de bajas

temperaturas, en comparacion con la sintesis convencional de cerdmicos.? Asi,
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se pueden crear materiales hibridos organico-inorganicos con un control mas
eficiente y simple de la cinética de las reacciones involucradas, la nucleacion y
el crecimiento de las particulas. Estas condiciones suaves de sintesis permiten
procesar los materiales obtenidos de diversas maneras (polvos, fibras,
monolitos, nanoparticulas, etc).*

Se trata de un método andlogo a la polimerizacion en quimica orgénica:
se parte de un monomero para producir un polimero. La diferencia radica en
que, en los procesos sol-gel, el mondmero es un precursor inorganico y el
polimero es la red del oxido. Para la formacion del 6xido es necesaria la
interconexion de los centros metdlicos M (éstos pueden ser metales como Ti o
Zr y semimetales como Si) mediante puentes oxo M-O-M o hidroxo M-(OH)-

M.32

El proceso sol-gel involucra dos etapas: hidrdlisis y condensacion (Figura
1-2). La etapa inicial es la hidrolisis de los precursores inorganicos MXn (donde
X puede ser, por ejemplo, un anion o un grupo alcoxido -OR) y es anadloga a la
etapa de iniciaciéon en una reaccion de polimerizacion orgéanica. Luego, la
especie hidrolizada M-OH participa de una segunda etapa, donde condensan
dos centros M, que, luego de sucesivos pasos, permiten la generacion de la red
de 6xido. La etapa de condensacion es similar a la etapa de propagacion en una
polimerizacion y puede ocurrir a través de una reaccion de oxolacion
(condensacion a través de puente oxo) o a través de una reaccion de olacién

(condensacion a través de un puente hidroxo).
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Figura 1-2. Reacciones involucradas en la sintesis sol-gel de SiO: (Adaptacion de Galo Soler y autores

varios)

Las velocidades de las reacciones de hidrolisis y condensacion dependen,
entre otros factores, de la identidad del precursor inorgéanico. Por ejemplo, para
alcéxidos de silicio como el TEOS (Si(OEt)4) la hidrolisis es lenta y debe ser
catalizada en medio acido o en medio basico, y la velocidad de condensacion se
minimiza a pH 1-3.32 En definitiva, los procesos sol-gel permiten tener control
sobre el esqueleto inorganico y asi variar el tamafio, la forma y la funcionalidad
superficial mediante la eleccion adecuada del precursor inorganico, el solvente,
el pH, el uso de complejantes o de catalizadores, la temperatura y las

concentraciones de las distintas especies en solucion.

1.3.1 Meétodo de Stober
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En 1968, Stober et al. reportaron la sintesis de nanoparticulas de silice en
un medio alcohodlico con pequefias cantidades de agua para la hidrolisis y con
amoniaco en cantidades cataliticas. Como precursores utilizaron alcdxidos de
silicio. Dichas NP resultaron altamente monodispersas y esféricas, con un

tamafo controlable entre 100 y 600 nm.*

Mas tarde, Bogush et al. extendieron el trabajo de Stober, Fink y Bohn y, a
partir de sus experimentos lograron establecer una correlacion entre el didmetro
de las NP (monodispersas) y las concentraciones iniciales de TEOS, agua y
amoniaco. Esto permitié disponer de una férmula a partir de la cual predecir el

tamano de las NP de silice (Ecuacion (1)).3

d=A-(H,0)? e(-BWH07) (1)

donde d es el didmetro de las NP, A es un parametro funcion de las
concentraciones de TEOS y amoniaco y B es un pardmetro que solo es funcion

de la concentracion de amoniaco.

Asimismo, Bogush et al. estudiaron la cinética del proceso sol-gel de
formacion de las NP. A través de medidas de conductividad establecieron que
el mecanismo de crecimiento de las NP involucra reacciones en solucion (que
proceden independientemente de la presencia de NP) que dan lugar a la
formacion de nucleos de silice que luego se agregan para formar particulas.®

Por otra parte, Van Blaaderen et al. reportaron en 1992 la sintesis de SiO:
F-NP, esféricas y monodispersas.* El enfoque consistié en la co-condensacion
del derivado de fluoresceina isotiocianato (FITC) y 3-aminopropiltrietoxisilano
(APTES) junto con TEOS en condiciones de Stober. Se agregd el fluordforo
derivatizado con APTES en diferentes momentos de la sintesis para obtener las
arquitecturas mostradas en la Figura 1-3. Hasta el dia de hoy, se han reportado

una numerosa cantidad de SiOz-F NP sintetizadas a partir de este enfoque.
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Figura 1-3. Diferentes arquitecturas de SiOz-F NP sintetizadas por Van Blaaderen et al®. Las partes
oscuras representan las regiones en las que se ha unido el fluordforo. Arriba se representa la situacion B

de funcionalizacion superficial con APTES-FITC.

1.3.2 Método de microemulsion inversa

Con el método de Stober es dificil obtener NP monodispersas de
didmetros menores a 100 nm. Alternativamente, las NP preparadas en
microemulsiones agua-en-aceite (W/O, water in oil, del inglés) resultan
monodispersas, y es relativamente facil controlar su tamafno.””* Por “aceite”
entendemos a un solvente orgdnico inmiscible con agua. Una microemulsiéon de
agua en aceite puede definirse como una solucion termodindmicamente estable,
isotrdpica y transparente de aceite, agua y surfactante, en la que las gotas de
agua se dispersan como entidades liquidas nanométricas en un dominio

continuo de aceite. Las nanogotas de agua sirven como nano-reactores para la
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sintesis de NP. Este método tiene la ventaja de que no requiere condiciones
extremas de temperatura y presion, y el tamano y la forma de las particulas se
pueden controlar simplemente variando los parametros de la microemulsion.
Bagwe et al. estudiaron la encapsulacién de [Ru(bpy)s:]* en NP de SiO:
sintetizadas en microemulsiones inversas en diferentes condiciones
experimentales.* En su trabajo, exploraron los efectos de la naturaleza del
surfactante, las concentraciones de TEOS y amoniaco, la relacién molar
agua/surfactante y la relacion molar co-surfactante/surfactante en el tamaro, la
polidispersién y el espectro de fluorescencia de las NP [Ru(bpy)s]**@SiO:
obtenidas.

En primer lugar, la identidad del surfactante (AOT anidnico, NP-5
neutro) determina qué tipo de micela se formara (Figura 1-4). E1 AOT forma
micelas esféricas, mientras que las micelas de NP-5 tienen una estructura
lamelar. Las micelas lamelares permiten la asociacion entre micelas para formar
canales de intercambio de agua, a diferencia de lo que ocurre con micelas
esféricas. Asi, la nucleacion es rapida y los tamanos de NP obtenidos con NP-5

(micelas lamelares) son menores que AOT (micelas esféricas).

e ow g
ﬁ'

/ifm\ et

AOT/heptano/agua  NP-5/ciclohexanofagua (NP-5+AOT)/ciclohexano/agua

Figura 1-4. Estructura de micelas representativas. Adaptado de Ref.%

Por otra parte, el parametro clave en estos sistemas es la relacion molar
agua/surfactante, R. Esencialmente, un mayor valor de R: 1) incrementa el

tamano del “pool” de agua en la micela, y habra menos agua bulk en contacto
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con las moléculas de surfactante, 2) incrementa el nimero de mondémeros por
nanogota y, 3) favorece el intercambio intermicelar por el aumento en el tamafio

de la micela.

Por ultimo, y como veremos en el Capitulo 6, el surfactante puede
interactuar con el colorante mediante fuerzas electrostaticas si se trata

moléculas cargadas®, o formando complejos surfactante-fluoréforo®.

1.4 Moléculas fluorescentes

1.4.1 Principios basicos del proceso de emision

Por luminiscencia (del latin, lumen = luz) entendemos el proceso de
emision de fotones de UV, visible o NIR de una especie en estado excitado. La
fluorescencia y la fosforescencia son casos particulares de luminiscencia, en los
que la excitacidon de las especies ocurre mediante la absorcion de fotones (por
ello se las llama fotoluminiscencias). Se han reportado una extensa variedad de
materiales luminiscentes, entre los que se cuentan minerales, moléculas
organicas, complejos con metales de transicion o NP de metales nobles o de
semiconductores. Entre ellos, las moléculas orgénicas fluorescentes (también
denominadas fluoréforos, fluorocromos o sondas fluorescentes) son las mas
estudiadas.*!

Una vez que una molécula es excitada por la absorcién de un fotén de
luz, puede retornar a su estado basal emitiendo luz de fluorescencia (desde su
primer estado electrénico excitado, S1). Sin embargo, pueden ocurrir diversos

procesos que compiten con la fluorescencia (Figura 1-5).
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Figura 1-5. Diagrama de Jablonski en el que se indican los procesos fundamentales de fotoluminiscencia
(F: fluorescencia, P: fosforescencia) y procesos alternativos como IC (conversion interna) e ISC (cruce

entre sistemas).

Los caminos principales de relajacion alternativos a la fluorescencia son:
conversion interna (IC, relajacion vibracional hasta el So, sin emisién de luz),
cruce entre sistemas (ISC, paso del S1 al Ti, puede dar lugar a la fosforescencia),
transferencia intramolecular de carga (ICT) y, cambio conformacional. Existen
también caminos de relajacion que involucran a otras moléculas: transferencia
electronica, transferencia de proton, transferencia de energia y la formacion de

excimeros y exciplejos.

Es importante destacar que las vias de des-excitacion mencionadas
pueden competir con la emision de fluorescencia si tienen lugar en una escala
de tiempo comparable con el tiempo promedio (tiempo de vida) durante el cual
las moléculas permanecen en el estado excitado. Como veremos, el tiempo de
vida de una especie representa la ventana experimental de tiempo para la

observacion de procesos dinamicos.

El éxito de la fluorescencia como herramienta de investigacion en el
estudio de la estructura y la dinamica de la materia o de los sistemas vivos se

debe a la alta sensibilidad de las técnicas fluorométricas. Asimismo, a través de
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la fluorescencia se puede estudiar la influencia del microambiente (determinado
por el pH del medio, la viscosidad, la fuerza ionica, la temperatura, la presion,
etc) de la molécula en sus propiedades emisivas. Entonces, las moléculas
fluorescentes son capaces de proporcionar informacion espacial y temporal
sobre las propiedades del entorno, herramienta que sera clave a lo largo de esta

Tesis.

1.4.2 Parametros que caracterizan la emision

Existen varios parametros relevantes que caracterizan la fotofisica de un
fluordforo: la intensidad de fluorescencia (Ir) y el rendimiento cudntico de
fluorescencia (®r), la longitud de onda de excitacion (Aex) y de emision (Aem) en
relacion con los espectros de absorcion y emision, el tiempo de vida medio de
fluorescencia (tr) y la polarizacién de la emision fluorescente (en relacion a la
anisotropia).

Consideremos el caso de una solucion diluida de un fluoroforo A que es
excitado con un pulso corto de luz. Asi, una fraccion de moléculas de A
absorberd luz instantdneamente y pasard al estado excitado A*, a partir del cual
relajara al estado basal So de forma radiativa () o no radiativa (nr), o pasara al
estado triplete. La Ecuacidn (2) representa este proceso desde el punto de vista

de la cinética quimica.

—d('4 %)

= k) (A @)

Si se integra la Ecuacion (2), se puede definir el tiempo de vida media de

fluorescencia tal como se expresa en la Ecuacion (3).
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Por su parte, el rendimiento cuantico de fluorescencia (®r) es la fraccion
de moléculas excitadas que regresan al estado basal So con emisién de fotones
de fluorescencia (Ecuacién (4)). En otras palabras, es la proporcion entre el

numero de fotones absorbidos y emitidos.

ki

b, = —"F
F7RS + k3,

=kt (D

La intensidad de emisién (Ir) depende del coeficiente de extincion molar
del fluorodforo (¢) y del rendimiento cudntico de fluorescencia (®r). A su vez, los
espectros de absorcion y emision, caracterizados por las longitudes de onda de
maxima absorcion y emision, Aa y Af, respectivamente, dependen de Ia
naturaleza quimica (estructura) de la molécula. La diferencia entre el maximo
de la primera banda de absorcion y el maximo de la emision (expresados en

numero de onda) se conoce como “corrimiento de Stokes” (Ecuacion (5)).

Av =v, —vg (5)

Cuando una poblacidon de fluordforos es iluminada por un haz de luz
linealmente polarizada, aquellas moléculas cuyos momentos de transicion estan
orientados en la misma direccion que la del vector campo eléctrico incidente se
excitan preferentemente. A este fenémeno se lo llama fotoseleccion. Asi, dado
que la distribucion de los fluordforos excitados es anisotropica, la fluorescencia
emitida también lo es. Cualquier cambio en la direccion del momento de
transicion del fluordéforo durante su tiempo de vida de estado excitado causara

que la anisotropia de la muestra disminuya. Esto significa que se esta
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induciendo una despolarizacion parcial (o total) de la fluorescencia. Entre las
causas de la despolarizacion de la fluorescencia se tienen: que los momentos de
transicion de absorcion y emisiéon no sean paralelos, las torsiones de las
moléculas, el movimiento browniano, la transferencia de la energia de
excitacion a otra molécula. Las mediciones de la polarizacion de la fluorescencia
pueden, por lo tanto, proporcionar informacion ttil sobre movilidad molecular,
tamano, forma y flexibilidad de las moléculas, fluidez de un medio, asi como
también sobre parametros de orden (en una bicapa lipidica, por ejemplo). En el
Capitulo 3 se especifican las formulas que se utilizaron para calcular la

anisotropia promedio r.

1.4.3 Propiedades deseables de las especies fluorescentes

Cuando se debe elegir un fluoréforo para marcado de biomoléculas,
visualizacion o sensado de analitos, se espera que cumplan con ciertos

requisitos en sus parametros caracteristicos:

. Longitudes de onda de excitacion y de emision. Si el fluordforo puede
excitarse a una longitud cercana al maximo de absorcion, se lograra un
mayor brillo. Para estudios en células in vivo, la longitud de onda de
excitaciéon debe ser mayor a 400-500 nm, e idealmente la sonda debe
poder excitarse en el NIR.

1 Corrimiento de Stokes. Un valor alto de esta propiedad permite disminuir
los efectos de dispersion de luz y facilita la separaciéon de la radiacion de
excitacion y emisidn, por lo cual es muy deseable cuando se va a trabajar
con sistemas in vivo. Como veremos, existen pocas sondas que cumplen
con esta propiedad y un ejemplo son las aminotricarbocianinas que se

estudian en esta tesis.
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14.4

Coeficiente de absortividad molar (¢) y rendimiento cudntico de fluorescencia
(Or). Cuanto mayor sean estos valores, mas brillo tendra la sonda y
mayor serd la sensibilidad de la deteccion. En general, para fluoroforos
organicos ¢ se debe encontrar entre 10° y 10° M-lcm™.

Fotoestabilidad. Las fuentes de irradiacion laser de los microscopios de
fluorescencia son potentes y todos los fluordforos pueden sufrir
degradacion en la exposicidn continua luego de algunos ciclos de
excitacion-emision. Esta degradacion ocurre en muchos casos por
reacciones fotoquimicas durante el tiempo de vida del estado excitado
por ejemplo, con el oxigeno del medio. Se busca que las especies
fluorescentes logren la mayor cantidad de ciclos de excitacion-emision
sin ser degradadas. Es aqui que entran en juego los (nano)materiales

como protectores de los fluoréforos organicos.

Efectos de la estructura molecular en la fluorescencia: compuestos

heterociclicos

Los compuestos heterociclicos como indoles y carbazoles derivados del

pirrol (cuyas estructuras se muestran en el Esquema 1-1) poseen altos

rendimientos cuanticos de fluorescencia. El orbital no enlazante del N

heterociclico es perpendicular al plano de la molécula, lo que le permite el

solapamiento con los orbitales 7 de los carbonos adyacentes. Asi, las

transiciones que involucran a los electrones libres del N heterociclico son

similares a transiciones de tipo m-mt*.4!
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Esquema 1-1. Estructuras de compuestos N-heterociclicos.

Muchos fluoroforos de interés son derivados de compuestos
heterociclicos. En el Esquema 1-2 se muestra la estructura de la cumarina, un
compuesto heterociclico con un ®r muy bajo. Sin embargo, la sustitucion en
algunas de sus posiciones genera compuestos fluorescentes que emiten en la
region del azul-verde (400-500 nm). Las sustitucion en la posicion de la

molécula por un grupo ~OH (7-hidroxicumarinas) resulta en compuestos muy

sensibles al pH.
5 4
6@1 /@il
7
5 O O HO O (@]
) 7-hidroxi
cumarina \
cumarina

Esquema 1-2.Estructura de la cumarina y su derivado 7-hidroxi cumarina.

Por otra parte, se tienen los derivados de xanteno: rodaminas y
fluoresceinas. En contraste con las cumarinas, sus espectros de absorcion y
emision son estrechos (emiten luz en el rango de 500-700 nm) y su corrimiento
de Stokes es pequeno. La fluoresceina y sus derivados son muy sensibles al pH

y se utilizan a menudo como sensores moleculares de esta propiedad.
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Esquema 1-3. Estructuras del xanteno y sus derivados rodamina (R = H o alquilo) y fluoresceina.

Por ultimo, tenemos a los fluoréforos de la familia de las cianinas. La
estructura base se muestra en el Esquema 1-4 y la sustitucion adecuada genera
una libreria de compuestos cuyo cromoéforo es una cadena de dobles enlaces 7t
conjugados flaqueada por dos heterodtomos, uno de los cuales se comporta

como donante de electrones (D) y el otro como aceptor de electrones (A).

Esquema 1-4. Estructura base de las cianinas.

Se trata de compuestos muy utilizados en fotografia®, tecnologias laser*
y celdas fotovoltaicas*. Se utilizan también para visualizacién de biomoléculas
en microscopias de fluorescencia, in vitro e in vivo* y, para estudios de
moléculas tinicas. Presentan una gran fotoestabilidad, buena solubilidad en

agua y alto rendimiento cudntico de fluorescencia. La gran mayoria tienen
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corrimientos de Stokes pequenos y tiempos de vida muy cortos (menores a 1
ns). Sus espectros de absorcidn cubren una regiéon amplia del espectro

electromagnético (visible y NIR).

Los grupos donante y aceptor de electrones pueden ser compuestos N-
heterociclicos de tipo indol, benzoindol, benzoxazol, benzotiazol y quinolina, lo
que da lugar a carbocianinas. E1 N es terciario en el grupo donante, mientras que
en el grupo aceptor resulta cuaternario (carga positiva).”” Sin embargo, la carga
del grupo aceptor se encuentra en resonancia a través de los dobles enlaces
conjugados, por lo cual la estructura que se suele esquematizar no es mas que
uno de los hibridos de resonancia posibles. En el Esquema 1-5 se halla la

estructura de una carbocianina derivada de indol y benzoindol.

Esquema 1-5. Estructura de cianinas derivadas de indol y benzoindol (linea punteada).

Dado que se trata de moléculas complejas, fue necesario introducir una
nomenclatura para ellas. En los afos 90, Waggoner y colaboradores
introdujeron la nomenclatura “Cy” para nombrar a una familia de
indocarbocianinas para marcaciéon de proteinas y 4acidos nucleicos.®* Los

ejemplos mas conocidos son Cy3, Cy5 y Cy7 (Esquema 1-6).
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Esquema 1-6. Carbocianinas en forma de ésteres succimidilo Cy3 (n=1), Cy5 (n=2) y Cy7 (n=3).

1.5 Propiedades fotofisicas y espectroscopicas de las cianinas

1.5.1 Fluorescencia versus fotoisomerizacion

Ya dijimos que las carbocianinas son fluoréforos catidnicos que se
caracterizan por una conjugacion extendida de dobles enlaces que conforma un
sistema 7t de electrones deslocalizados. Muestran una banda de absorcion
n—7* muy intensa que puede ser ajustada a través del rango visible y NIR del
espectro electromagnético aumentando el niimero de dobles enlaces conjugados
de la cadena. En otras palabras, a medida que aumenta la extension de la
cadena polimetinica de dobles enlaces conjugados ocurre un desplazamiento
batocromico de los espectros de absorcion y emision que se conoce como
“desplazamiento del vinileno”.*® Se calcula que por cada enlace agregado el
desplazamiento es de unos 100 nm. Asi, en etanol, Cy3 absorbe luz a 548 nm,

mientras que Cy7 lo hace a 747 nm.
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Dado que el tiempo de vida media de fluorescencia esta en el orden de
unos pocos nanosegundos, si existe algtin proceso competitivo a la emision de
luz, de tratarse de un fendémeno muy rapido.>!

El estado fundamental de las cianinas se asocia a la configuracién
completamente trans de los dobles enlaces conjugados con los N en el mismo
plano que la cadena de polimetinos, a pesar de que pueden ocurrir
isomerizaciones. Cuando una cianina pasa a un estado excitado por absorcién
de luz, la relajacion puede ocurrir mediante los procesos fotofisicos que hemos
visto (fluorescencia, conversion interna, cruce entre sistemas) o implicar algin
tipo isomerizacion y es aqui donde se utiliza el término fotoisomerizacion. Este
proceso compite criticamente con la emision de fluorescencia, y se ve como una
desventaja de esta familia de fluoréforos. Entonces, luego de la absorcion de
luz, puede ocurrir isomerizacion desde el primer estado excitado singulete de la
molécula (*N) para dar un fotoisomero en estado fundamental (P) con una
configuracion mono-cis.*> En la Figura 1-6 se presenta el diagrama cinético que
normalmente se utiliza para representar el comportamiento fotofisico de las
cianinas, y su fotoisomerizacion. ® es la coordenada de rotacion responsable de
la isomerizacion, N es el estado singulete fundamental, !N es el primer estado
singulete excitado, P es el estado fundamental del fotoisomero y t es un
intermediario excitado no espectroscopico parcialmente retorcido (twisted state)
que se desactiva muy rapidamente de forma no radiativa hacia el estado
fundamental. Los procesos de desactivacidon de !N tienen lugar en la escala de
los pico a nano segundos (muy rapidos), dependiendo de la identidad del
compuesto y del medio®!, mientras que la reaccion de vuelta de P a N ocurre en
una ventana de tiempo de micro a milisegundos®. Los dos procesos de
isomerizacion (N — t — P y P— N) involucran la misma coordenada © y se
trata de procesos activados con constantes de velocidad (knt y ken) que
dependen de la temperatura y de la viscosidad del medio. Para DTCI (ioduro

de 3,3’-dietiltiacarbocianina) la relajacion de !N al estado fundamental ocurre en
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pequena medida por fluorescencia (®r (N) = 0,07%), mientras que la
fotoisomerizacion tiene una relevancia destacada (la relajacion al estado

fundamental ocurre via el intermediario t, ®~t = 0,93-0,95%4%).

D
2
LGCJ kr e Een
/ P
Ken
N
0 90 180 O/°
cis trans

Figura 1-6. Diagrama de energia potencial para la fotoisomerizacién de cianinas.

En este sentido, Aramendia et al. estudiaron en profundidad la
dependencia de la fluorescencia y de procesos de fotoisomerizaciéon con la
temperatura (rango de 0-70°C) en una variedad de solventes (alcoholes
primarios). Para todas las cianinas estudiadas encontraron que los ®r
disminuian al aumentar la temperatura y aumentaban si el solvente era mas
viscoso, en forma opuesta a lo que ocurria con los rendimientos cuanticos de
fotoisomerizacion.® Por otra parte, Di Paolo et al. utilizaron las técnicas de

espectroscopia de absorcion por laser, fluorescencia inducida por laser y
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espectroscopia optoacustica de ldser pulsado para estudiar los parametros
fotofisicos y espectroscopicos de la cianina ioduro de 3,3’-dietiltiacarbocianina
(DTCI), en particular del fotoisomero P. Los autores encontraron que @r (P) <
0,004, un valor muy bajo que sugiere que la desactivacion del primer estado
excitado de P debe ocurrir principalmente por un proceso no radiativo
(conversion interna), a diferencia de lo que sucede con la desactivacién de N

que tiene lugar a través del pasaje por la forma retorcida (t).

A modo de resumen, hemos visto que la rotacion en torno al enlace C-C
(fotoisomerizacion) es muy efectiva en cianinas, en particular en aquellas de
cadena corta (n=1, por ejemplo Cy3). Esto hace que el ®r sea muy pequefio para
estos fluoroforos.’” Para aumentar el rendimiento cuantico de fluorescencia de
las cianinas se debe impedir de alguna manera la mencionada isomerizacion.
Para ello, una opcion es utilizar solventes de alta viscosidad® o hacer cambios
estructurales en la molécula como unirla a biomoléculas grandes que inhiban la
rotacion por impedimento estérico.”® Sin embargo, otra solucién estructural
radica en la inclusion de ciclos en la cadena de polimetinos, que le dan cierta
rigidez a la molécula e impiden la isomerizacion, como veremos en la Seccion

1.5.2.

1.5.2 Tipos de cianinas rigidas

Como vimos en la Seccion 1.5.1, se puede aumentar el ®r de las cianinas
mediante la inclusion de ciclos que le impongan a la estructura una cierta
rigidez. En el Esquema 1-7 se muestran las estructuras de dos tipos de cianinas
rigidas: las tricarbocianinas, en las cuales se agrega un anillo de seis miembros
en el centro de la estructura y, las escuarainas®® que contienen una unidad de

acido escuarico.
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Esquema 1-7. Estructuras quimicas de cianinas rigidas. (A) Tricarbocianinas, X=0, S, N; (B)

escuarainas.

Ambas familias de cianinas rigidas tienen la propiedad de absorber y
emitir luz en el la region del NIR del espectro electromagnético. Como ya
referimos en la Seccion 1.2, esta caracteristica presenta multiples ventajas para
su aplicacion en biomedicina y microscopias de fluorescencia ya que la luz de
NIR ofrece minimas interferencias de absorcion y de fluorescencia con muestras
bioldgicas, se pueden usar diodos laser de bajo costo para la excitacion, se
obtiene una menor dispersion de la luz de excitacion y la penetracion en tejidos
es mucho mayor que la de la luz visible.

Cabe mencionar que las escuarainas sufren de dos importantes
limitaciones: son muy susceptibles al ataque nucleofilico (de nucledfilos
bioldgicos, por ejemplo), lo que limita su estabilidad quimica y, tienen una gran
tendencia a formar agregados no fluorescentes. En este sentido, Johnson et al.
estudiaron la encapsulacion de escuarainas en cavidades de rotaxanos y de
ciclodextrinas para superar ambas dificultades.*!¢2

Por su parte, las tricarbocianinas, al igual que la mayoria de las cianinas,

tienen tendencia a formar agregados en agua. Para disminuir la agregacion se
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puede introducir grupos voluminosos en la molécula o dotarla de una carga
permanente extra a fin de favorecer la repulsion electrostatica. También se ha
ensayado, al igual que con las escuarainas, la formacion de complejos
supramoleculares en los que las cavidades son rotaxanos® o ciclodextrinas®.
Este trabajo de tesis se centra en las propiedades fotofisicas de una
tricarbocianina, como veremos mads adelante. Por lo tanto, dedicaremos especial
atencion a esta familia de fluoréforos. El heteroatomo en la posicion meso de la
cadena de polimetinos puede ser cloro, lo que da lugar a las

clorotricarbocianinas, oxigeno, azufre o nitrogeno (Esquema 1-8).

PARREEEY e

X=0,8 N

Esquema 1-8. Tricarbocianinas rigidas con distintos sustituyentes en la posicién meso de la estructura.

(A) Clorotricarbocianina, (B) Oxa, sulfo y amino-tricarbocianinas.

Las clorotricarbocianinas son moléculas precursoras en la sintesis de oxa,
sulfo y amino-tricarbocianinas. Cuando en la posicion meso de la tricarbocianina
se tienen dtomos de cloro, oxigeno y azufre, se obtienen sondas fluorescentes de
NIR con bajos corrimientos de Stokes. Sin embargo, cuando se coloca un
sustituyente amino, las propiedades fotofisicas cambian drasticamente. A este
punto nos referiremos en el apartado siguiente y también sera objeto de estudio

del Capitulo 4.
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1.6 Propiedades fotofisicas y espectroscopicas de las

aminotricarbocianinas

Como veremos en el Capitulo 4 para una aminotricarbocianina
particular, colocar una funcién amino en la posicion meso de la tricarbocianina
en vez de Cl, O y S redunda en un cambio dréstico de las propiedades
espectroscopicas. En el Esquema 1-9 se muestra la estructura general de las

aminotricarbocianinas que estudiaremos.

Esquema 1-9. Estructura general de una aminotricarbocianina (heptametincianina). Ri, Rz y Rs son

grupos alquilo.

1.6.1 Corrimientos de Stokes e ICT

Una de las propiedades mas salientes de las tricarbocianinas N-
sustituidas en la posicion meso, en comparacion con sus precursores clorados, es
su alto corrimiento de Stokes (se pasa de ~10 nm a ~100 nm). A lo largo de los
afnos, los investigadores han intentado racionalizar dicho comportamiento
especial de las aminotricarbocianinas. Uno de los mecanismos que se han
propuesto para explicarlo es el de la Transferencia Intramolecular de Carga
(ICT, de sus siglas en inglés Intramolecular Charge Transfer). En 1995, Peng et al.®®

reportaron la sintesis y caracterizacion de aminotricarbocianinas que contenian
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un grupo sulfonato como sustituyente en el anillo bencénico del indol

(Esquema 1-10).

Esquema 1-10. Aminotricarbocianinas estudiadas por Peng et al.5

En los espectros de los derivados N-sustituidos de Peng et al. se
observaban tres caracteristicas fundamentales: i) un gran corrimiento de Stokes
en comparacion con el de precursores clorados, ii) un espectro de fluorescencia
ancho y sin estructura vibracional y, iii) que los espectros de absorcion y
emision no eran imagenes especulares entre si. Los autores vincularon este

comportamiento con un mecanismo de ICT.%

En este punto hagamos un paréntesis para comprender qué implica una
ICT. Como sabemos, la excitacion de un fluordforo induce el movimiento de un
electron de un orbital a otro (en el caso de las cianinas se trata de una transicion
7-1t*). Si ambos orbitales estan separados en el espacio, la transicion electrénica
se ve acompafnada por un cambio casi instantdneo del momento dipolar del
fluoréforo. Cuando dicha molécula posee a la vez un grupo donante de
electrones D (ej.-NHz,-NMe2, -CH3O) conjugado a un grupo aceptor de
electrones A (ej.,-CN), el aumento en el momento dipolar al excitar con luz

puede ser muy grande.*! En consecuencia, el estado excitado (llamado “Estado
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de Franck—Condon” o “Estado localmente excitado”, LE) sufre un corrimiento
hipsocromico en el espectro de absorcion respecto del precursor clorado y no se
halla en equilibrio con el solvente circundante si las moléculas de este ultimo
son polares. En un medio suficientemente fluido, las moléculas de solvente
rotan durante el tiempo de vida del LE hasta que se llega al equilibrio
termodinamico entre la capa de solvatacion y el estado excitado del fluordforo,
lo que conduce a un estado mas relajado llamado estado de transferencia
intramolecular de carga, ICT. En el estado ICT, el grupo D de la molécula le ha
cedido un electron al grupo A a través del sistema 7 conjugado. Se establece
entonces una transferencia neta de carga. De esta manera se tienen dos estados
excitados diferentes, LE e ICT, que pueden ser ambos emisivos. Asi, en
determinadas condiciones pueden observarse dos bandas en el espectro de

emision de este tipo de compuestos (p. €j. en solventes polares).

Otro aspecto a tener en cuenta es que la relajacion hacia un estado ICT
puede ir acompanada de una rotacion interna en el fluoréforo. Un caso muy
estudiado es el del 4-N,N-dimetilaminobenzonitrilo (DMABN)*, cuya
estructura se muestra en el Esquema 1-11. En el DMABN el grupo donante de

electrones es el dietilamino, mientras que el grupo aceptor es el grupo ciano.

\

°N CN

/

Esquema 1-11. Estructura del dimetilaminobenzonitrilo (DMABN). Se muestra una flecha que simboliza

la posible rotacion alrededor del enlace N-C que conecta el grupo dimetilamino a la molécula.

A pesar de su simplicidad estructural, el DMABN presenta una doble
fluorescencia en disolventes polares. Lippert y colaboradores estudiaron este
fenomeno en profundidad.®® En su estado basal, la molécula es casi plana, lo

que corresponde a la maxima conjugacion entre el grupo dimetilamino y el
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anillo fenilico. Segtun el principio de Franck-Condon, el estado localmente
excitado LE sigue siendo plano. Sin embargo, la relajacion con el solvente tiene
lugar conjuntamente con la rotacién del grupo dimetilamino hasta colocarse
perpendicular al plano de la molécula (estado TICT, Twisted Intramolecular
Charge Transfer), lo que conlleva una pérdida de la conjugacion. En el estado
TICT resultante, estabilizado por las moléculas de disolventes polares, existe
una separacion total de carga entre el grupo dimetilamino y la parte

cianofenilica (Figura 1-7).

—Q—» D'

.
Estado LE Estado TICT
* Planar * No planar
» Transferencia » Transferencia
parcial de carga total de carga

Figura 1-7. Representacion de los estados excitados LE y TICT para el DMABN. Adaptado de Ref.4!

En términos de un diagrama de energia potencial, la formacién del
estado TICT puede representarse como en la Figura 1-8.

Como resultado, en el espectro de emision puede observarse, ademas de
la banda de fluorescencia debida a la emision del estado LE (banda "normal"),
una banda de emision correspondiente a la relajacién desde el estado TICT a
longitudes de onda superiores (banda "anémala"). En THF, un solvente polar
que estabiliza la separacion de cargas, se observan dos bandas correspondientes
a la emision desde los estados LE y TICT. En hexano, solvente apolar, el estado
TICT no se encuentra estabilizado y s6lo se observa la “banda normal”, es decir,
la emision desde el estado LE.

Ademas, segin Lippert y colaboradores®, el supuesto de torsion puede

demostrarse comparando la fluorescencia del DMABN en un solvente polar con
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la que presenta en solventes en los cuales la torsion estd en un caso
completamente permitida (so6lo se observa la banda TICT) y, en otro caso,

completamente impedida (sélo se observa la banda LE).

TICT
S\__

yan

S, /
Y

Coordenada
de reaccién

Figura 1-8. Diagrama de energia potencial de DMABN. La coordenada de reaccién contiene tanto la

relajacion por el solvente como la rotacién del grupo dimetilamino. Adaptado de Ref.4!

Ahora que ya nos hemos ocupado de qué significa una ICT, veamos
cdmo se aplica al caso de las tricarbocianinas N-sustituidas. Como veremos en
el Capitulo 4, los espectros tipicos de absorcion y emision de las
aminotricarbocianinas no son imdagenes especulares entre si, no existe una
relacion de simetria entre ellos, los espectros de emision son anchos y sin
estructura vibracional y, por supuesto, los corrimientos de Stokes son altos en
comparacion con el precursor clorado. De acuerdo a lo que reportan Peng et al.

este comportamiento es tipico de los procesos de tipo ICT.%

Mas aan, un cambio estructural importante que acompafa a las
transferencias intramoleculares de carga (ICT)®% es que la disposicion
piramidal de la amina de cabeza de puente en el estado basal se aplana
considerablemente en el estado ICT. Asi, luego de la excitacidn, se forma el

estado LE que conserva la geometria piramidal para luego transformarse en un
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estado ICT de configuracion planar.® En el Esquema 1-12 se muestra una
representacion de la configuracion piramidal de los estados basal y LE de una
aminotricarbocianina genérica, estructuralmente similar a la reportada por

Peng et al.®

SO3H
‘038

Esquema 1-12. Geometria piramidal del nitrogeno central de una aminotricarbocianina cuando se halla en

el estado basal o en el estado localmente excitado (LE).

En su trabajo, Peng et al.®> midieron los espectros de fluorescencia de una
aminotricarbocianina similar a la del Esquema 1-12 en mezclas de etanol-
glicerol. En etanol puro se observo una tinica banda en el espectro de emision,
alrededor de los 760 nm, asociada al el estado ICT. Cuando se agregaba glicerol,
aparecia una banda al azul, a expensas de la banda de 760 nm. En el caso
extremo de 100% glicerol, solo observaron la banda azul de emision. Cuando se
utiliza un solvente de alta viscosidad como el glicerol, la rotacion de la molécula
se ve impedida, la conformacion piramidal de la amina en el estado basal se
“congela”, y la tnica emision que debe observarse es la del estado LE. Asi, en
los casos intermedios se observaron las dos bandas, LE e ICT. Con esta
evidencia, los autores sugieren que la tasa de transferencia de LE a ICT se
reduce en solventes polares viscosos, como el glicerol, y la emision desde LE es
dominante.®>®70 Paralelamente, al cambiar la composicién del solvente, los

espectros de absorcidn permanecieron invariantes.®

En resumen, en las aminotricarbocianinas el grupo amino se comportaria

como un grupo donante de electrones en procesos de ICT. Esa posibilidad que
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ofrece el grupo amino modificaria las energias de los orbitales de frontera de la
molécula, en particular aumentaria la energia del orbital LUMO. Esto haria que
se observaran desplazamientos hipsocrémicos del espectro de absorcion en
relacidon con los precursores clorados, y un aumento del corrimiento de Stokes.
Por otra parte, como veremos luego, si se modula el mecanismo de ICT
mediante interacciones adecuadas, puede aprovecharse para construir

sensores.”!

1.6.2 Influencia del sustituyente amino

El caricter atractor o donante de electrones de los sustituyentes del
atomo de nitrégeno en la posicion meso de la aminotricarbocianina ejerce una

influencia importante en sus propiedades espectroscdpicas.

En 2006, Kiyose et al. reportaron la sintesis y caracterizacion fotofisica de
derivados aminados de IR-786, con diferentes sustituyentes amino (Esquema
1-13).” En particular, los autores encontraron que la longitud de onda del
maximo de absorcion esta relacionada con la naturaleza del sustituyente amino
de la tricarbocianina: si el sustituyente es tal que disminuye la densidad
electrénica en el atomo de nitrogeno, entonces disminuye la energia de la
transicion electronica y por lo tanto aumenta la longitud de onda del maximo
de absorciéon de la molécula. Tal es asi que un sustituyente hexilamino en IR-786
da una molécula con un maximo de absorcidon a 626 nm, mientras que si el
sustituyente es bencilamino, dicho maximo se encuentra a 647 nm; sin embargo,
la longitud de onda del maximo de emisidén no se ve practicamente afectada con
el cambio de sustituyente.” El resultado mencionado esta de acuerdo con la
teoria de Khun para fluoréforos basados en cadenas de polimetinos.” En las
heptamentincianinas la densidad electronica en el atomo de carbono meso de la

estructura es diferente para los orbitales de frontera: en el HOMO es baja y en el
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LUMO es alta. Asi, los sustituyentes del atomo de nitrogeno meso que sean
atractores de electrones estabilizaran al orbital LUMO esencialmente, mientras
que no afectardn al orbital HOMO. Esta teoria predice entonces que, con
sustituyentes atractores de electrones en el nitrogeno meso habra

desplazamientos batocromicos en el espectro de absorcion.

Mayor caracter atractor de e”

Mayoer pK, de NHR
Mayor corrimiento hipsocrémico de la A

Esquema 1-13. Derivados aminados de IR-786 sintetizados por Kiyose et al. Se indica con flechas la
tendencia en la longitud de onda del maximo de absorcion en relacion al cardcter atractor de electrones del

sustituyente R del amino y el pKa de la base libre NHR.

Por otra parte, el pKa de la amina con la que se sustituye la posicion meso
clorada (NHR) nos da una idea de la disponibilidad de los electrones en el
nitrogeno: a mayor pKs, mas basica es la amina y mayor es la disponibilidad de
electrones en el nitrogeno, con lo cual el corrimiento hipsocromico en el
maximo de absorcion serd mayor (y mayor el corrimiento de Stokes). En el

Capitulo 4 retomaremos estas ideas.
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Todo lo expuesto provee herramientas fundamentales para el disefio de
sensores fluorescentes basados en la diferencia de la capacidad donante de
electrones del atomo de nitrogeno central cuando estd unido o no al analito de

interés, un tema del que nos ocuparemos.

1.7 Sensores moleculares fluorescentes

1.7.1 ;Por qué sensores fluorescentes?

El disefio de sensores fluorescentes resulta de suma importancia debido a
la gran demanda en quimica analitica, bioquimica, medicina, quimica
ambiental, biologia molecular, etc. Muchos analitos se pueden detectar
mediante técnicas fluorescentes, entre los cuales encontramos cationes (H*, Li*,
Na*, K+, Ca¥*, Mg?, Zn*, Pb*, AI**, Cd¥, etc), aniones (iones haluros, citratos,
carboxilatos, fosfatos, ATP, etc), moléculas neutras (azucares, p. ej. glucosa) o
gases (02, CO2, NO, etc). Si bien existe una amplia variedad de sensores
moleculares fluorescentes, muchos de ellos disponibles comercialmente, atin es
necesario desarrollar sensores que mejoren la selectividad y minimicen la
perturbacion del microentorno estudiado.*!

Ahora bien, jpor qué elegir un sensor fluorescente? El éxito de los
sensores fluorescentes puede explicarse por las distintas ventajas que ofrece la
deteccidon de fluorescencia en términos de sensibilidad, selectividad, tiempo de
respuesta y observacion local (por ejemplo, mediante espectroscopia de
imagenes fluorescentes). Asimismo, se han logrado mejoras considerables en la
sensibilidad y la resolucion espacial y temporal de los instrumentos de
medicion, lo que constituye un factor clave en el éxito de las técnicas de

deteccion basadas en fluorescencia.
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1.7.2 Clases de sensores moleculares fluorescentes de acuerdo a la

interaccion

Los procesos de deteccidn con sensores fluorescentes se gestan en
interacciones entre especies. Es decir, la especie que se desea detectar (el analito)
interactiia con la especie disefiada para la deteccion (el sensor). El sensor debe,
por una parte, interactuar con el analito en la forma mas selectiva posible y
reconocerlo y discriminarlo frente a otras especies de estructura y propiedades
similares. Para ello los sensores estan dotados de un receptor o unidad de
reconocimiento, que es la parte de la molécula responsable de la interaccion.
Asimismo, el sensor debe ser capaz de convertir la interaccién en una senal
susceptible de ser reportada, es decir, debe actuar como un transductor. La
estructura responsable de la transduccion se conoce como reportero y, en el caso
de los sensores fluorescentes, es el fluoroforo mismo. La sefial que se detecta se
corresponde con un cambio en alguna de las propiedades fotofisicas del
fluordforo (por ejemplo, @k o k).

En la Figura 1-9 se presenta una representacion simplificada de las tres

clases de sensores fluorescentes desde el punto de vista de la interaccion.

La Clase 1 esta compuesta de sensores en los que no hay asociacion entre
el fluordforo y el analito: s6lo ocurre apagamiento por colision (ej. Oz, CI). Los
sensores de Clase 2 se unen reversiblemente al analito. La unidn trae aparejado
que el fluordforo se “apague” (disminucion de la fluorescencia por
complejacion, DFC, caso que se muestra en la Figura 1-9) o se “prenda”
(aumento de la fluorescencia por complejacion, AFC). Los sensores de pH que
abordaremos en esta tesis son un caso particular de sensor de Clase 2. La Clase 3
comprende a fluoroforos unidos (via espaciador como el caso presentado en la
Figura 1-9, o sin espaciador) a un receptor que es el encargado de unirse

reversiblemente al analito. La unién del analito perturba la fotofisica normal del
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fluordforo o su interaccion con el receptor mediante procesos de transferencia
de energia, transferencia de electrones, transferencia de carga, etc. En el caso de
que el analito sea un ion, el receptor se llama iondforo y el sensor completo es un

fluoroiondforo.

CLASE 1: SIN ASOCIACION

NN \b/

ON Fluoroforo _ > Fluoréforo | OFF
NN NN\

CLASE 2: FLUOROFOROS COMPLEJANTES

NN\ O
ON - — OFF
Fluoréforo < Fluoréforo

NNNANNN

CLASE 3: FLUOROFOROS UNIDOS A UN RECEPTOR

NANNNN
ON Fluoréforo & <———— | Fluorsforo ’ OFF
NN NN\

Figura 1-9. Clases principales de sensores para iones o moléculas pequefias. El circulo azul representa al

analito. En los sensores de Clase 3 se presenta el caso de fluordforos unidos al receptor mediante un grupo

espaciador.

1.7.3 Sensores moleculares fluorescentes de pH

Sabemos que el pH se define en funcion de la actividad de H* en el
medio. Los métodos Opticos (espectrofotometria y espectrofluorometria) no
miden directamente la actividad, sino que se basan en la determinacién optica

de las concentraciones de las formas dcida A y basica B de una especie que
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experimenta un equilibrio acido-base. La constante termodinamica del

equilibrio &cido-base se expresa en la Ecuacién (6).

A+ " Ap
=— 6
—  ©®

K

Si se tiene en cuenta que las actividades se pueden expresar como un
producto de la concentracion por un factor (o coeficiente) de actividad (f), a

partir de la Ecuacion (6) se puede derivar la Ecuacion (7).

B
pH = pK +log% +log];—j (7)

Asi, el pKa del fluoroforo se puede definir como en la Ecuacion (8) y
depende de los coeficientes de actividad de las especies acida y basica que
tienden a 1 en soluciones muy diluidas (estado de referencia: soluto a dilucion

infinita).

pK, = pK +log—  (8)
A

K. representa asi una constante “aparente” o “efectiva” que no sodlo
depende de la temperatura sino también de los factores que pueden modificar
los coeficientes de actividad (f) como la fuerza idnica, las interacciones
especificas del indicador fluorescente con el medio circundante (los
componentes del buffer, la cercania a superficies) y los cambios estructurales del
medio (en microemulsiones por ejemplo).

La Ecuacion (7) puede reescribirse considerando la Ecuacidon (8) y

teniendo en cuenta que en titulaciones fluorométricas se mide la intensidad de
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emision total I = a-(A) +b - (B), que es funcion de la longitud de onda de
excitacion y de emisidon. Asimismo, a y b son proporcionales a los coeficientes
de absortividad molar (a la longitud de onda de excitacién) y a los rendimientos
cuanticos de fluorescencia de A y B (®a y ®s). Asi, se obtiene la Ecuacion (9)
que es la expresion de la Ecuacion de Henderson-Hasselbach para titulaciones

fluorométricas.

-1,
IB_I

pH = pK, + log )

Para mas detalles sobre la deduccion matematica de las ecuaciones de
esta Seccion se puede consultar el libro de B.Valeur Molecular Fluorescence:

Principles and Applications.*!

1.7.4 Sensores fluorescentes autoreferenciados

Un sensor fluorescente puede cambiar su senal (intensidad) de emisién
en presencia del analito y esta propiedad utilizarse para medir la evolucion de
alguna propiedad de interés del sistema (por ejemplo, el pH). Este tipo de
deteccidén requerird de una curva de calibracion previa a la medicion de la
muestra incdgnita. Sin embargo, en entornos complejos (como los sistemas
bioldgicos) muchas veces es necesario disponer de otro tipo de sensores con los
que se pueda medir el cociente de las intensidades de emisién a dos longitudes
de onda. En inglés este tipo de sensores se denominan ratiometric sensors y no
existe una traduccion literal al espanol. El término que mas se acerca a la idea

de estos sensores es “autoreferenciados”, por lo que los llamaremos asi.

La importancia de los sensores autoreferenciados radica en que la

relacion (cociente) de las intensidades de fluorescencia a dos longitudes de
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onda es independiente de la concentracion total del colorante, el fotoblanqueo,
las fluctuaciones de la intensidad de la fuente de iluminacidén, la sensibilidad
del instrumento, etc.

Existen esencialmente tres métodos para generar medidas
autoreferenciadas en el caso de utilizar una tnica sonda fluorescente. Los dos
primeros casos se conocen como medidas de tipo “2-A” (Caso [ y Caso II) y se

esquematizan en la Figura 1-10.

Caso I. Dos excitaciones y una emision

Excitacion Emision
A
© =235
S 5T
& 2 3
2 & a
2 g8
Ke) [e]
< ey
Alexc }\zexc Jem
Caso ll. Una excitacion y dos emisiones
Excitacién Emisién
A
© ==
2 g8
£ g2
Q )
3 ga
< O o
Qv O

exc em em
A Aem A,

Figura 1-10. Sensores moleculares autoreferenciados. Se tienen dos especies A y B que representan la

forma unida y la forma no unida al analito.
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El Caso I (dos excitaciones y una emision) ocurre cuando el fluoréforo
tiene un espectro de absorcion para cada una de las especies. Si se trata de un
sensor de pH, las dos especies serian la forma acida A y la forma basica B. Asi,
se calcula el cociente de las emisiones a una longitud de onda fija para las
excitaciones a cada una de las longitudes de onda de maxima absorcion de A y
B. El Caso II (una excitacion y dos emisiones) se corresponde con fluordforos
que tienen espectros de emision diferentes para la forma acida y la forma
basica. Estos fluoroforos son los de preferencia en técnicas de microscopia de
fluorescencia y citometria de flujo porque la mayoria de los equipos pueden
colectar dos longitudes de onda de emision simultdneamente.

Por ultimo, se tiene el Caso III (dos longitudes de excitaciéon y dos
longitudes de emision), que se vincula a sensores moleculares fluorescentes que
tienen un espectro de absorcidén y un espectro de emision para cada una de las
especies A y B. En total se tendrian cuatro espectros y existen tres cocientes de
intensidades posibles para calcular, pero en general se calcula la proporciéon de
las emisiones a las longitudes de onda de excitacién dadas por los maximos de
absorcion de A y B. La principal ventaja de este método es que las intensidades
de emision son mucho mayores porque tanto la forma 4cida como la basica se
excitan cerca de sus maximos de absorcion, lo que resulta en una emisién mas
fuerte de ambas especies. Sin embargo, resulta mas dificil realizar este tipo de

medidas en técnicas como las microscopias de fluorescencia.

La expresion para la ecuacion de Henderson-Hasselbach cuando se

tienen sensores autoreferenciados es la que se muestra en la Ecuacion (10).

R—-R, [(42)
H = pK, +log—2 4+ 1og 2222 (1)
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R es el cociente I(4,)/I(4,) de intensidades de fluorescencia a dos
longitudes de onda de excitacion 4; y 4, (o a dos longitudes de onda de
emision). R, y Rp son los valores de R cuando sdlo esta presente la forma acida
y la forma basica, respectivamente. Tanto R como R, y Rp son muy sensibles a

las longitudes de onda elegidas y al arreglo instrumental.

En lo que respecta al pH, existen varios indicadores comerciales que
permiten medidas autoreferenciadas (Esquema 1-14). Los que mas se utilizan en
medidas de microscopia confocal para aplicaciones bioldgicas son, ademas de la
fluoresceina, los BCECF (2’,7’-bis (carboxietil)-5(o 6)-carboxifluoresceina), los de
la familia SNAFL (semi-naftofluoreceina) y los de la familia SNARF (semi-

naftorodafluor).

BCECF “OOC\

COOH Caso |. Cociente de
excitaciones 505/439 nm

HOOC COCH
O ‘ pKa ] 7,0
o) o]

Caso Il. Cociente de
emisiones 540/630 nm
pKa =7,0-7,8

Caso Il. Cociente de
emisiones 550/670 nm
pKa =7,0-7,8

Esquema 1-14. Fluordforos autoreferenciados de pH disponibles comercialmente. Los pKa se han tomado

de la Ref4!
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1.8 Sensores moleculares basados en cianinas

Las cianinas son fluoréforos muy usados para construir sensores. A
partir del trabajo de Peng et al.®®, las aminotricarbocianinas cobraron relevancia
tanto para marcacion, como para deteccion pues tienen la propiedad saliente de

presentar un gran corrimiento de Stokes.

En este apartado, veremos los principales mecanismos por los cuales
operan los sensores fluorescentes basados en cianinas. Existen esencialmente
tres mecanismos clasicos: PET (transferencia electronica fotoinducida), ICT
(transferencia intramolecular de carga) y FRET (transferencia de energia por
resonancia de Forster). Se expondran ejemplos reportados de sensores de pH

basados en aminotricarbocianinas que operan por cada uno de los mecanismos.

1.8.1 Sensores basados en PET

PET es uno de los mecanismos mas importantes por los que operan los
sensores basados en cianinas. En general, los sensores de cianinas para PET son
de Clase 3 (Seccidon 1.7.2), es decir, con la molécula unida a un receptor (sitio de
reconocimiento) mediante un grupo espaciador. Los sitios de reconocimiento
con diferentes potenciales de reduccion pueden actuar como donantes o
aceptores de electrones.””> Cuando el potencial de oxidacion del sitio de
reconocimiento es menor que el de la cianina, la transferencia electrénica ocurre
desde el receptor hacia la cianina, lo que resulta en un apagamiento de la
fluorescencia.” Este proceso se llama “a-PET” porque la cianina se comporta
como aceptor de electrones (Figura 1-11). Por el contrario, si el estado excitado
del fluoréforo puede donar electrones al orbital LUMO del sitio de

reconocimiento ocurre el apagamiento de la fluorescencia de la cianina. En este
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ultimo caso el mecanismo se conoce como “d-PET” pues la cianina se comporta

como donante de electrones (Figura 1-12).

Si el sensor opera por a-PET y el analito que interacttia con el sitio de
reconocimiento bloquea la transferencia electronica, el modo de deteccion se
conoce como PET “ON-OFF” (el ON y el OFF se refieren al mecanismo de PET).
Asi, la presencia del analito hace que la sonda recupere su fluorescencia, se
“prenda”. Por el contrario, la reaccién inversa de liberaciéon del analito
generaria una respuesta de tipo PET “OFF-ON”, lo que se detectaria como un

apagamiento de la fluorescencia de la sonda.

a-PET

PET ON PET OFF
e hv
- S JENNNNVA
Fluordéforo - Fluoréforo .
NN AN AN\N
LUMO

LUMO

a-PET Emisién
- HOMO
+ L”’ +

Cianina Receptor Cianina Receptor
en estado libre en estado unido
excitado excitado

Figura 1-11. Representacién de un mecanismo de tipo a-PET. EI fluordforo se comporta como aceptor de

electrones y el receptor como donante de electrones.
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d-PET

/g\l
5 d-PET ON
+ d-PET Fluoréforo ‘

LUMO pH acido

+ o]

. ANANANANAN
O Fluoréforo d-PET OFF
excitado \\ \ \ \
pH basico

Figura 1-12. Representacién de un mecanismo de tipo d-PET para un sensor de pH. El fluoréforo se

comporta como donante de electrones mientras que el receptor es el aceptor de electrones.

Existen muchos ejemplos de sensores moleculares fluorescentes de
cationes metalicos basados en a-PET.”””? Sin embargo, vamos a centrar nuestra
atencion en los sensores de pH que operan via a-PET y fueron construidos a
partir de aminotricarbocianinas. En 2007, Tang et al. reportaron un sensor dual
en el cual un grupo aminofenol modulaba la emision (Esquema 1-15 A).% Con el
enfoque de dos longitudes de onda de excitaciéon y dos longitudes de onda de
emision, el sensor respondia a la concentracion de H* en dos rangos de pH: 4,0-
6,5 (Aexe 558 nm, Aem 615 nm) y 10,5-11,8 (Aexc 468 nm, Aem 517 nm). Por otra parte,
se tiene el sensor de NIR de Tang et al., construido a partir de Cy7 y un receptor
derivado de la terpiridina (Esquema 1-15 B).%!

Por otro lado, debemos destacar que si bien la absorcién y emision de luz
en el NIR es ventajosa para técnicas de deteccion in vivo, la modulacion de la
emision por un mecanismo de tipo PET se hace dificil ya que la energia So—5:

es muy pequefa para este tipo de fluoroforos, entre los cuales tenemos a las
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aminotricarbocianinas. De acuerdo a la ecuacion de Rehm-Weller, se puede
predecir el AGrer, que estd determinado en gran parte por la energia de la
transicion So—S:1 AEw. El hecho de que AEw sea tan pequefio para
tricarbocianinas en comparacion otros fluoréforos resulta una desventaja para

controlar su fluorescencia por PET.®

Esquema 1-15. Sensores de pH por a-PET. (A) Ref.80 y (B) Ref.8!

1.8.2 Sensores basados en ICT

Como mencionamos en la Seccion 1.6.1, el mecanismo de ICT justificaria
el gran corrimiento de Stokes en las aminotricarbocianinas. La posibilidad de
modular el mecanismo de ICT ofrece otro mecanismo de deteccion de analitos
con cianinas. Si la sonda opera por este mecanismo, siempre se obtienen
respuestas autoreferenciadas (ratiometric) que permiten la correccion de las
interferencias del microambiente. En un arreglo de tipo aminotricarbocianina,
dichas respuestas usualmente se obtienen cuando, en presencia del analito, se
modifica la capacidad donante de electrones del sustituyente en la posicion

meso de la molécula. Asi, la modulacion de la capacidad donante de e- del N con
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el analito genera un corrimiento en la posicion del maximo de absorcion o de
emision.

El aporte mas relevante en sensores de pH basados en
aminotricarbocianinas fue el realizado por el grupo de Nagano.” En su trabajo
de 2011 reportaron el disefio racional de sondas de pH basadas en
tricarbocianinas N-sustituidas con diferentes piperazinas y etilendiaminas.®
Asi, obtuvieron sensores moleculares fluorescentes y autoreferenciados (Caso I:
dos excitaciones y una emision, ver Seccién 1.7.4) que operaban por ICT. La
hipotesis que expusieron los autores fue la siguiente: cuando se tiene una
estructura de tipo diamina unida al ntcleo de la cianina, en condiciones acidas
el H* puede deslocalizar su carga entre los dos nitrégenos, y se obtiene una

estructura supramolecular estable, y reversible.

En la Figura 1-13 se muestra la estructura de uno de los sensores de pH
que reportan Myochin et al. Cuando la molécula se protona disminuye la
capacidad donante de electrones de la N-metilpiperazina, eso disminuye la
energia del orbital LUMO de la molécula y experimentalmente este hecho se
observa como un corrimiento batocrémico en el espectro de absorcion. Asi, la
deteccidn de la emision se realiza a 780 nm y se excita a 750 y 670 nm (cociente I

780 (Exc. 750 nm)/ 1 780 (Exc. 670 nm)).

Uno de los conocimientos mads relevantes que aporta el trabajo
mencionado es la posibilidad de predecir el pKa del sensor a partir del pKa
calculado de la amina con la que se construye el derivado aminotricarbocianina.
Existe una muy buena correlacion entre el pKa calculado de la amina libre y el
pKa experimental de la aminotricarbocianina derivada, de manera que los
primeros resultan aproximadamente una unidad superiores al pKa

experimental de la cianina.®
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Casos

ﬂ ¢ intermedios 3

H+

-H+

pKa =6,8

Figura 1-13. Representacion del sensor molecular de Myochin et al. derivado de N-metilpiperazina.

Las medidas se realizaron en una mezcla de buffer PBS-DMSO 90-10 % v/v por cuestiones de

solubilidad.

Cabe mencionar que existe controversia en cuanto a la influencia de la
concentracion de H* y de otros cationes en las propiedades fotofisicas de las
aminotricarbocianinas. Ya mencionamos el trabajo de Peng et al., que fue un
trabajo pionero en proponer la ICT como un mecanismo plausible para justificar
el gran corrimiento de Stokes que se observa en las aminotricarbocianinas en
comparacion con los precursores clorados (Seccion 1.6.1).5 En dicho trabajo, los
autores ademas estudiaron la influencia del pH en el espectro de absorcion. Al
disminuir el pH observaron que en el espectro de absorcion aparecia una nueva
banda a 490 nm (corrimiento hipsocrémico) a expensas de la banda principal a
600 nm (asociada a un estado ICT). Contrariamente a los resultados de Peng et
al.®®, Zhu et al. reportan un sensor molecular de Hg(Il) que, en presencia del
analito, desarrolla una nueva banda roja de absorcion (desplazamiento
batocréomico).# La formacién de la estructura supramolecular con Hg(Il) reduce
la capacidad donante de electrones del nitrégeno de la posicion meso,
reprimiendo la ICT que justificaba el gran corrimiento de Stokes que presentaba

la aminotricarbocianina no complejada. En linea con este resultado, Descalzo y

~ 1-49 ~



Rurack aportan ejemplos a partir de los que concluyen que la reduccion de la
capacidad donante de electrones del N en la posicion meso que puede ocurrir
por complejacion o por protonacion debe dar lugar a desplazamientos
batocrémicos del espectro de absorcion.®® Mas atn, a partir del andlisis de los
espectros de absorcidon y emision de su aminotricarbocianina concluyen que, a
medida que se acidifica el medio, primero se protona el nitrégeno meso de
forma reversible (desplazamiento batocromico en la absorcidén) y luego se
protonan los carbonos metinicos que flanquean la estructura polimetinica,
generando una estructura hemicianina que se evidencia como una banda de
absorcion en el azul (desplazamiento hipsocrémico). Esto ultimo paso es
irreversible y ocurre a pHs muy acidos (alrededor de 1).%

En resumen, a partir de todos los antecedentes presentados podemos
concluir que las aminotricarbocianinas derivadas de diaminas seran sensores de
pH reversibles que pueden operar por ICT y cuyo pKa puede ajustarse a partir
del pKa de la diamina. En este tipo de sensores cabria esperar un

desplazamiento batocrémico del espectro de absorcion al acidificar.

Por ultimo, y como ya dijimos en la Seccion 1.8.1, las tricarbocianinas
tienen un valor muy bajo de AEw en la ecuaciéon de Rehm-Weller, lo que
dificulta la supresion de la fluorescencia por PET.*> En estos casos, las sefiales de
fluorescencia del ambiente (senales de fondo o background) cobran relevancia y
constituyen una  complicacion. Por el contrario, los sensores
aminotricarbocianina basados en ICT ofrecen respuestas autoreferenciadas, mas
fiables para la deteccion cuantitativa. Asi, ICT es una herramienta prometedora

para el disefio de sensores basados en aminotricarbocianinas.

1.8.3 Sensores basados en FRET
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La transferencia de energia por resonancia de Forster (Forster Resonance
Energy Transfer, FRET) es un proceso que involucra una transferencia de energia
no radiativa desde una especie fotoexcitada (donante) hacia otra especie
(aceptora) ubicada en las cercanias de la primera y que, a su vez, puede relajar
hacia su estado basal con emision de radiacion. La emision del aceptor producto
del proceso FRET se conoce como “emision sensibilizada”. Un requerimiento
para que ocurra FRET es que el espectro de emisién del donante se superponga,
al menos en parte con el espectro de absorcion del aceptor, como se muestra en

la Figura 1-14.

Donante Aceptor
abs em abs em
Longitud de onda (A)

Figura 1-14. Ilustracién del solapamiento espectral entre la emision del donante y la absorcién del

aceptor.

Se han utilizado numerosos donantes para FRET, pero solo citaremos un
ejemplo que utiliza nanocristales semiconductores (Quantum Dots, del inglés;
QD), un tipo de material que ha sido adaptado muy favorablemente para la
construccion de sensores Opticos.® La absorcion y la fluorescencia de los QD es
dependiente del tamano y de la forma de las particulas. Ademas, poseen las
siguientes caracteristicas quimicas y fotofisicas: 1) se pueden preparar

facilmente, son monodispersos en tamano y se pueden suspender en agua de
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acuerdo al recubrimiento, 2) su superficie se puede funcionalizar de acuerdo al
requerimiento del sistema, 3) tienen grandes corrimientos de Stokes, altos
rendimientos cudnticos de fluorescencia y una extraordinaria fotoestabilidad.
Algunos de los sensores basados en QD que utilizan el mecanismo de FRET han
sido aplicados en sistemas bioldgicos. Uno de los ejemplos mas relevantes es el
trabajo de Tang et al. en el que combinaron CdTeSe/ZnS QDs con una molécula
sensora de pH derivada de Cy7 y obtuvieron un nanosensor fluorescente por
tiempo de vida.?” Dicho sensor (Figura 1-15) fue capaz de monitorear pHs entre

2,0 (12 ns) y 10,0 (29 ns).

cONH—/ QD NO FRET

S03Na

Figura 1-15. Nanosensor de pH reportado por Tang y Achilefu.s”

1.9 Nanosensores fluorescentes de SiO:

El desarrollo de sensores sobre soportes de silice es uno de los campos de

la quimica de materiales que mas se ha desarrollado en los ultimos afios. Una
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busqueda en Scopus con las palabras claves “silica”, “sensor” y “fluorescence”
al mes de febrero de 2018 arrojo los resultados de la Figura 1-16. Se observa que
el nimero de trabajos presenta un crecimiento sostenido desde los anos noventa

en adelante, y aun contintia en desarrollo.

60

N
o
1

Numero de trabajos
3
1

1996 2000 2004 2008 2012 2016

Figura 1-16. Evolucion de la produccion cientifica en el periodo 1993-2019 que da el buscador Scopus con

”voou

las palabras claves “sensor”, “silica” y “fluorescence”.

Como ya explicamos en la Seccién 1.2, la silice presenta grandes ventajas
como soporte de fluordforos para el desarrollo de SiO2-F NP pues, entre otras
razones, en muchos casos mejora la luminiscencia y la fotoestabilidad de las

sondas.s8

En la Seccion 1.7.4 expusimos la importancia de los sensores moleculares
autoreferenciados (ratiometric). Estos métodos permiten la eliminacién de
interferencias e independizarse de las concentraciones de la sonda, lo que
conducen a una mayor robustez y fiabilidad de las medidas. Ademas, con las
medidas referenciadas se pueden evitar los extensos procesos de calibracion
que acompanan a cada experimento, aspecto especialmente importante si se
quieren estudiar sistemas biologicos (ej. células). Para construir nanosensores

autoreferenciados soportados en materiales una opcion es unir a la superficie
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sensores moleculares autoreferenciados de enfoque “2-A” (Caso I (una excitacion
y dos emisiones) y Caso II (dos excitaciones y una emision), Seccion 1.7.4).% En
otros casos, se pueden incluir dos sondas fluorescentes en el nano-objeto, una
de las cuales no debe cambiar su emision con la propiedad que se quiere medir.
Esta sonda se llama “sonda de referencia” y, para que la medida sea
autoreferenciada, tanto la sonda de referencia como la sonda que es sensible a la
propiedad a medir deben poder excitarse a la misma longitud de onda o emitir
luz a la misma longitud de onda. A este tipo de nanosensores los incluiremos
dentro del Grupo c (enfoque “2-A” con dos sondas, una de ellas de referencia).
Por ultimo, los nanosensores con dos sondas, una de ellas de referencia y la otra
sensora, que se excitan y emiten a dos longitudes de onda diferentes se
llamaran “sondas duales” y constituirdn el Grupo d de nanosensores que no

pueden considerarse autoreferenciados con fines practicos.

Existen algunos ejemplos reportados de nanosensores autoreferenciados
de pH a base de SiO: con dos sondas fluorescentes. En particular, en 2006 Burns
et al. reportaron la sintesis y caracterizacion de NP de silice de tipo nucleo-
cascara, en las que la sonda de referencia (TRITC, tetrametilrodamina) se incluia
en nucleo y FITC (fluoresceina isotiocianato) se unia a la superficie para
detectar el pH del entorno.” Por su parte, en 2007 Peng et al. reportaron un
SiO-F NP que encapsulaban [Ru(bpy):]* como sonda de referencia y FITC
como sonda sensible al pH.”® En ambos antecedentes los nanosensores se
aplicaron con éxito para monitorear el pH intracelular en diferentes lineas
celulares. Sin embargo, todas las moléculas fluorescentes utilizadas son sondas
que absorben y emiten luz en la region visible del espectro electromagnético. En
el Capitulo 7 abordaremos la construccion de nanosensores autoreferenciados
de pH a base de silice en la zona del NIR del espectro electromagnético. Dado
que la region del NIR se puede considerar como una “ventana bioldgica” de

trabajo, el desarrollo de este tipo de nanosensores resulta mas que relevante.
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1.10 Terapia fotodinamica

1.10.1 Generalidades

Tal como dijimos en la Seccion 1.1, la terapia fotodindmica (PDT) se ha
popularizado como una opcion viable en el tratamiento del cancer. El principio
de la PDT consiste en que al irradiar con luz a una molécula, el llamado
fotosensibilizador (PS), se pueden generar especies moleculares citotdxicas
derivadas del oxigeno.? Estas especies reactivas de oxigeno (ROS) danan las
organelas y las membranas de las células, lo que puede provocar la muerte
celular (por apoptosis, necrosis o autofagia). Los PS (ej. rosa de bengala, azul de
metileno) son moléculas que poseen un alto rendimiento cuantico de formacion
de estado triplete y desde alli son capaces de transferir la energia que han
absorbido de la luz a moléculas de oxigeno del medio para producir oxigeno
singlete (!1O2) (PS Tipo II) o experimentar una reaccién de transferencia
electronica con moléculas circundantes para formar radicales libres, que luego
pueden reaccionar con oxigeno molecular y producir radicales superoxido,
perdxido de hidrdgeno e hidroxilo (PS Tipo I).”2 En la Figura 1-17 se muestra el

diagrama de orbitales para un PS.

El éxito de la PDT depende en gran medida de la eficiencia con la que los
PS logren producir 'Oz (Pa) y de su capacidad para ser administrados
selectivamente en el tejido tumoral a las concentraciones terapéuticas.”®> Como
las ROS tienen un tiempo de vida muy corto (< 3,5 pseg) y pueden difundir
distancias de alrededor de 10-20 nm, el dafio que pueden provocar estd en
general limitado a la zona en la que se acumulan las moléculas del PS
(mayormente mitocondrias y reticulo endoplasmatico).”>** La mayoria de los PS

absorben luz en la region visible del espectro electromagnético, lo que limita la
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terapia a tratar lesiones superficiales (la luz visible penetra sdlo unos pocos

milimetros en los tejidos).

s: AL
i Fotoreacciones
© 2 ISC
= i S e . i
g S1 Tipo lI Tipo |
c A = T .
L 11 v P '0, Radicales,
 — m— OH-
—_——T T — Vz e-
= H 30, Biomolé-
So culas

Estado electréonico fundamental

Figura 1-17. Diagrama de orbitales para un PS. EI PS en estado triplete excitado puede reaccionar con

oxigeno molecular o con biomoléculas.

Las NP que se utilizan en PDT (liposomas, de polimeros, de materiales
ceramicos o NP metdlicas) pueden clasificarse en dos grupos: A) NP “pasivas”,
que transportan PS para producir estrés oxidativo en los tejidos y, B) NP

“activas”, que no llevan un PS sino que ellas mismas pueden generar ROS.

En cuanto a las NP “pasivas” (Figura 1-18), se ha demostrado que tienen
una mayor fotoactividad que los PS libres. Ademas, las NP mas pequenas
presentan un mayor efecto fototoxico en comparacion con las NP mds grandes
debido a su mayor tasa de absorcion intracelular por endocitosis, lo que resulta
en la liberacion de las moléculas de PS dentro del citosol y no en el entorno
extracelular. Asimismo, cuanto menor es el tamano de las NP, mayor es la
relacion superficie/volumen, lo que en muchos casos aumenta la tasa de

liberacién del PS.2

Existen muchas arquitecturas posibles de NP para PDT. Una de ellas

consiste en incluir en el mismo objeto un colorante con capacidad donante para
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FRET vy el fluoroforo PS, que actuaria como aceptor en FRET. Este enfoque de
co-encapsulacion, posible en el caso de tener un soporte nanoparticulado,
permitiria la transferencia eficiente de energia entre el colorante y el PS. Para
que el proceso sea eficiente es necesario que la cantidad inmovilizada (carga)
del colorante donante sea mucho mayor que la cantidad de PS. Dado que las
NP funcionalizadas de SiO: permiten lograr una carga diferencial de moléculas
a la vez que son biocompatibles y relativamente porosas para permitir que el Oz
llegue a encontrarse con las moléculas de PS, resultan una plataforma excelente
para PDT. Un ejemplo es trabajo de Kim et al., quienes co-encapsularon una
sonda fluorescente que presenta absorciéon de dos fotones, forma nano-
agregados y actia como donante en FRET en conjunto con una droga PS

derivada del piro-feoforbido.”

Irradiacion
0, con luz
w0, A\
\.oo%
o
Py \ Moléculas de
o ® 0 fotosensibilizador

Figura 1-18. Representacién de NP multifuncionales pasivas que llevan encapsulado el PS y otras

moléculas fotoactivas.

1.10.2 Azul de metileno

El azul de metileno (MB) es un colorante catiénico derivado de las
tiazinas (Esquema 1-16), y se comporta como un PS. Tiene caracteristicas
fotofisicas interesantes como un alto rendimiento cuantico de cruce entre

sistemas (ISC) y de generacion de 'O: (®a~0,5), largo tiempo de vida de
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fosforescencia, bajo rendimiento cudntico de fluorescencia y bajo potencial
rédox.”? Ademads, absorbe y emite luz en la region del NIR del espectro
electromagnético. Asi, se ha utilizado en una variedad de aplicaciones
fotoquimicas que incluyen la conversion de energia solar y como PS en
PDT.100101 E] aspecto de esta molécula que mas nos interesara y que trataremos

en el Capitulo 6 sera su capacidad de generacion de 'O, es decir, su rol como

N
JOS PR
\N+/ S N/

Esquema 1-16. Estructura del azul de metileno.

PS.

Otro aspecto saliente del MB es su tendencia a formar agregados tanto en
solucion acuosa como en sistemas confinados que se han caracterizado
ampliamente por espectrofotometria.102103

La tendencia de las moléculas a formar agregados depende tanto de la
estructura quimica del fluoréforo como de propiedades del entorno (pH, fuerza
ionica, concentracion del fluoroforo, polaridad del solvente y temperatura). En
general, a mayor concentracion y fuerza idnica, mayor serd la agregacion y, a
mayor temperatura se vera desfavorecida la agregacion.

La agregacion es un proceso que influye en las propiedades fotofisicas y
fotoquimicas de los fluordforos. En particular, los agregados en solucion
muestran cambios en los espectros de absorcion al compararlos con las especies
monomeéricas. Se han caracterizado dos tipos de comportamientos en cuanto al
espectro de absorcidn: 1) la aparicion de bandas a menores longitudes de onda
(corrimiento hipsocrémico respecto del mondmero), las llamas bandas H'™ y, 2)

bandas con un desplazamiento batocromico respecto del monomero, las
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llamadas bandas J'®. La teoria de acoplamientos de excitones moleculares
permite explicar la relacion existente entre la orientacion relativa de los
fluoroforos en los agregados (momentos de transicion) y los desplazamientos
espectrales observados.'® En el marco de esta teoria, los monomeros (M) se
consideran dipolos puntuales que interacttian entre si para formar un dimero
(D) y esa interaccion da lugar a la formacion de bandas excitonicas nuevas, que

estaran relacionadas con la estructura del dimero (Figura 1-19).
Existen dos clases ideales (extremos) de estructuras de dimeros'®”:

1) Estructura sandwich. Los momentos de transicion de los M son
paralelos en el estado de energia mas alto (\W+), lo que significa que
la intensidad y la fuerza del oscilador de la transiciéon Wo—W+ es
sustancial. Para la transicion de menor energia ocurre lo opuesto.
Asi, en el espectro de absorciéon del D aparece una banda H a
menores longitudes de onda respecto del M (Figura 1-19 H).

2) Estructura cabeza-cola. La transicion Wo—W- esta prohibida porque los
momentos de transicidn se ubican en direcciones opuestas. Sin
embargo, la transiciéon de menor energia estd permitida y aparece
como una banda ] en el espectro de absorcion (Figura 1-19 ).

Los casos que hemos presentado son casos ideales de dimeros y, en la
realidad, los momentos de transicion no son ni completamente paralelos ni
antiparalelos, lo que lleva a la aparicion de bandas H y ] al mismo tiempo en el
espectro del dimero. La intensidad relativa de las bandas H y ] depende del

angulo entre los momentos de transicion, a, que se define en la Ecuacion (11):

a = 2-arctan
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donde v es la posicion de la banda (en cm™) y f es la fuerza del oscilador

de la transicion correspondiente.

H Sandwich J Cabeza-cola
v v EEEs
- .
- = — " ==
Al F A L<—| Al F
F Al |F
' ¥, Y _ ¥
0} [0}
Monémero Dimero Monémero Dimero

Figura 1-19. Diagramas de energia y esquemas de las estructuras de dimeros tipo Hy |. a es el dngulo

entre los momentos de transicion.

Un fendmeno interesante que abordamos en esta tesis es el del
confinamiento. En particular, cuando se confinan fluoréforos en un espacio
reducido se observa en muchos casos un apagamiento dependiente de la
concentracion o “autoapagamiento”. La pérdida de fluorescencia se debe
principalmente a dos procesos: la transferencia de energia (homo-FRET por
ejemplo) y/o la formacion de complejos no fluorescentes (trampas fluorescentes)
que operan por apagamiento estdtico, usualmente dimeros y agregados. El
apagamiento estdtico muchas veces ocurre por un mecanismo de tipo PET. De
hecho, controlar la agregacion de los fluoréforos puede resultar un mecanismo

muy eficiente para modular la emision de fluorescencia.!® Los dimeros que
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acttian como trampas de luz absorben radiacion pero no presentan emision de

fluorescencia.

Por otra parte, la geometria de los dimeros afecta el rendimiento cuantico
de fluorescencia del dimero en comparacion con las especies monoméricas. Los
dimeros de tipo J tienen un ®r mayor y los de tipo H un ®r menor.!® En el
caso particular del azul de metileno, sdlo se ha observado una disminucion en
®r en diferentes medios al formarse dimeros, lo que indica su gran tendencia a
formar agregados de tipo H.!'* En consecuencia, los espectros de dimeros y
agregados de azul de metileno presentardn corrimientos hipsocrémicos en sus
bandas de absorcion respecto del mondmero, y una disminucién en la
intensidad de emisién y el ®r. En el Capitulo 6 nos ocuparemos de la
encapsulacion del MB en matrices de silice, de la repercusion del confinamiento
en las propiedades fotofisicas y fotoquimicas de la sonda (en particular de su

capacidad de produccion de 'O: en los sistemas como herramienta para PDT).
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2 Hipotesis y objetivos

2.1 Antecedentes e hipotesis de trabajo

Sobre la base de lo visto en el Capitulo 1, queda claro que el campo de los
nanomateriales para aplicaciones bioldgicas esta en pleno desarrollo. Se
conocen muy bien los métodos de sintesis de nanoparticulas de SiO:, densas y
mesoporosas, y diferentes métodos de funcionalizacién. Sin embargo, existen
pocos ejemplos de materiales biocompatibles de SiO:2 que integren sondas
fluorescentes de NIR. En resumen, sabemos que: a) las NP de SiO:2 ofrecen la
posibilidad de funcionalizacion con diversos grupos organicos e inorganicos, lo
que permite integrar en un mismo nano-objeto funciones quimicas de distinta
naturaleza y generar asi bloques de construccién complejos b) la silice es un
material biocompatible, c) las tricarbocianinas son sondas fluorescentes activas
en el NIR y su sintesis puede disefiarse racionalmente para orientar sus
propiedades fotoquimicas, resultando en sensores moleculares fotoactivos de
propiedades de interés biologico y, d) se han utilizado nanoparticulas de silice
para terapia y diagnostico (teranostica) de enfermedades en investigacion
basica y aplicada. Asi, tanto las tricarbocianinas como las nanoparticulas
pueden considerarse bloques de construccion de nanomateriales fluorescentes

avanzados.

A partir de la adecuada eleccion de los bloques de construccion motivada
por la aplicacion final del material y utilizando los métodos de sintesis de
nanoparticulas detallados en el Capitulo 1, se pueden crear nuevos materiales
para aplicacion bioldgica como reporteros, transportadores (carriers), sensores
y/o agentes terapéuticos. Esta es la premisa a partir de la cual iniciamos los

estudios de este trabajo de tesis.
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2.2 Obijetivos generales y especificos

El trabajo presentado en esta tesis se enmarco en un proyecto general que
plantea el disefio y la construccion de nuevos nano-objetos, nano-herramientas
o nano-vehiculos fluorescentes basados en la integracion de moléculas
organicas a nanoparticulas de didxido de silicio. La motivacion principal es la
de reportar y ofrecer (tanto para investigacion basica como para investigacion
aplicada) nuevos materiales que puedan ser utilizados con fines bioldgicos (ej.
en microscopias de fluorescencia para elucidar los mecanismos biofisicos y
bioquimicos responsables de la funcion celular) y en aplicaciones de teranostica
y/o sensado de analitos de interés.

El objetivo general de esta tesis estuvo asi orientado al desarrollo de
sensores basados en nanoparticulas fluorescentes de silice (SiO:-F NP) en las
que la molécula responsable de la interaccién con la luz se encontraba o bien
encapsulada en la nanoparticula, o bien unida a su superficie. Las principales
sondas fluorescentes con las que se trabajo0 compartian la propiedad de
absorber y emitir luz en la region del infrarrojo cercano del espectro
electromagnético (NIR) que, como se explicd, resulta una “ventana biologica”
de trabajo porque se trata de una luz de alta penetracién en tejidos, entre otras
razones. En varios casos, se buscé colocar en el mismo nano-objeto mas de una
sonda fluorescente. Asi, se desarrollaron diversos métodos sintéticos para

construir los nanomateriales que cumplieran con las caracteristicas buscadas.

En este marco, se propusieron también varios objetivos especificos:

-El desarrollo y la optimizacion de rutas de sintesis organicas para la
obtencion de aminotricarbocianinas simétricas nuevas, en particular de una

molécula sensora de pH (Cy-PIP, su estructura se reporta en el Capitulo 4).
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-Caracterizar el comportamiento fotofisico de Cy-PIP y establecer la
dependencia de su absorcion y emision de fluorescencia con el pH del medio
para evaluar su potencial aplicacion como marcador y sensor fluorescente de

pH.

-La sintesis y caracterizacion fisicoquimica de un nanosensor de pH
basado en la modificacion superficial de nanoparticulas de SiO: con Cy-PIP
(Cy-PIP@SiOz). Luego, el ensayo de este sistema en células HeLa como una

prueba de concepto para medir pH en entornos celulares.

-Sintetizar nanoparticulas que encapsulen azul de metileno, un colorante
cationico de bajo costo y, fundamentalmente, de NIR, por distintos métodos de
sintesis de SiO: (método de Stober y microemulsion inversa), caracterizar su
fotofisica y establecer su capacidad de generacion de oxigeno singulete (!O2) con
miras a ser aplicadas en terapia fotodindmica (PDT). En este punto, se buscé
establecer una correlacion entre el método de sintesis, el estado de agregacion
del colorante (de acuerdo a su espectro de absorcion) y su rendimiento cudntico

de formacién de 'Oz (®a).

-Aumentar la robustez del nanosensor Cy-PIP@SiO: agregando otras
sondas fluorescentes a la plataforma, como por ejemplo, [Ru(bpy)s]** y azul de
metileno. Asi, se apunt6 a construir nanoparticulas duales (con dos fluoroforos)
como punto de partida para la sintesis de nanosensores fluorescentes y

autoreferenciados de pH cuya respuesta se encuentre completamente en el NIR.

-Estudiar la encapsulacion de sondas fluorescentes comerciales en NP de

SiO:2 por distintos métodos de sintesis y agregar diferentes funcionalidades a la
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superficie que, en una etapa avanzada, puedan aprovecharse para dar mayor

complejidad a la plataforma.
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3 Parte experimental

3.1 Introduccion

En este capitulo se describen los procedimientos sintéticos llevados a
cabo en esta tesis, tanto de moléculas como de materiales hibridos. Por otra
parte, se presentan las técnicas de caracterizacion empleadas y su aplicacion a

los sistemas estudiados.

3.2 Sintesis y caracterizacion estructural de tricarbocianinas

3.2.1 Generalidades

Todas las reacciones de la ruta de sintesis de Cy-PIP se llevaron a cabo en
colaboracion con el laboratorio de la Dra. Carla Spagnuolo del CIHIDECAR-
QO, FCEN-UBA.

Todos los reactivos utilizados fueron de grado pureza analitica o
superior, y el proveedor fue Sigma Aldrich. No se realizaron purificaciones
extras de los reactivos comerciales. Los solventes organicos para reacciones de
sintesis fueron purificados y secados por métodos estdndar con anterioridad a
su uso. En el caso del acetonitrilo, se destild y se recogié el destilado sobre
tamices moleculares (MS, molecular sieves) 3A°, al igual que en el caso del MeOH
para realizar purificaciones. La DMF fue adquirida anhidra y sobre MS.

En todos los casos en los que las reacciones fueran sensibles a la
humedad, el material de vidrio utilizado fue previamente secado en estufa, y

las reacciones se llevaron a cabo bajo atmdsfera de nitrogeno o argon.
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3.2.1.1 Cromatografias

Las reacciones de sintesis de tricarbocianinas se monitorearon por
cromatografia en placa delgada de fase reversa (TLC RP-18). Como fase movil
se utilizaron mezclas de MeOH-agua-acido acético, segtn el requerimiento de
la reaccion. Para purificar los productos intermedios obtenidos, se ensayaron
cromatografias en columna utilizando como fase estacionaria silice de tipo RP-
18 (Lichroprep RP-18 40-63 pum, Merck) y como fase mdvil mezclas de MeOH y
agua. El producto final Cy-PIP se purifico mediante cromatografia en placa
preparativa sobre soporte de vidrio (RP-18). Asi, se raspd la silice a la altura de
la banda de interés, se resuspendié en MeOH para extraer el compuesto y se
filtré la suspension con vacio. Luego se evaporo el solvente a presion reducida
y se seco el producto obtenido con vacio a temperatura ambiente, protegido de

la luz.

3.2.1.2 Resonancia magnética nuclear (RMN)

Las caracterizaciones de los productos intermedios de la sintesis se
realizaron por RMN 'H y 3C. Los espectros de RMN se adquirieron con dos
equipos: Bruker AC-200 del Departamento de Quimica Organica (FCEN, UBA)
que trabaja a 200 MHz para '"H y a 50 MHz para *C y Bruker AM-500 (LANAIS
RMN-500, CONICET) que opera a 500 MHz para '"H y a 125 MHz para BC.

Para la preparacion de las muestras se utilizaron solventes deuterados en
todos los casos, principalmente MeOH deuterado y DMSO deuterado, solventes
en los que los precursores y las tricarbocianinas son solubles. Los
desplazamientos quimicos (0) se expresan en partes por millén (ppm) respecto

del solvente deuterado.
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Los espectros se analizaron por completo utilizando el software Mestre
Nova. En los casos en los que fue posible, las sefiales se asignaron teniendo en
cuenta espectros informados de 'H y 3C para compuestos similares. También se
utilizo la herramienta del software Mestre Nova para simular espectros de RMN.
En el caso de Cy-Cl y Cy-PIP, para asignar las sefales inequivocamente, se
requirieron experimentos de RMN bidimensional por las técnicas de HSQC,

HMBC y COSY.

3.2.1.3 Espectrometria de masas de alta resolucién (HRMS)

Las muestras se enviaron al servicio de Espectrometria de masas del
UMYMEFOR (FCEN, UBA). El equipo con el que se llevé a cabo el analisis de las
muestras fue un equipo BrukermicroTOFQ-II (ESI+, ESI-). La fuente de
ionizacion era de electrospray (ESI) y el analizador un cuadrupolo-tiempo de
vuelo (TOF) que provee masas exactas con error menor a 3 ppm en EM y menor

a 5 ppm en EM/EM.

3.2.1.4 Horno de microondas para sintesis

Para la reaccion de N-alquilacion del benzoindol de partida se utilizé un
horno de microondas especial para sintesis organica (Monowave 300, AntonPaar)

perteneciente al CIHIDECAR, FCEN, UBA. En la Figura 3-1 se muestra una foto

del equipo.
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Tapa del horno

Pantalla tactil

Figura 3-1. Horno de microondas Monowave 300 de marca AntonPaar (CIHIDECAR, FCEN, UBA). El
equipo cuenta con una conexion a un tubo de nitrogeno, gas que se utiliza para enfriar la muestra una vez
finalizada la reaccién. En la parte superior izquierda de la figura se muestra una foto del tubo de vidrio de

borosilicato de 10 ml empleado para las reacciones.

A diferencia de lo que ocurre en un procedimiento de calentamiento
tradicional (reacciones por la via térmica), en los procesos en los que se utilizan
microondas para generar calor, la radiacion incide en las moléculas del medio y
produce un supercalentamiento interno. El calentamiento del solvente o del
reactivo mediante microondas depende de lo que se conoce como su “factor de
pérdida”, magnitud que estd relacionada con su constante dieléctrica. Para
tener una absorcién eficiente y, en consecuencia, un calentamiento rapido hace
falta un medio de reaccién con un valor de factor de pérdida elevado (mayor a
0.5). El agua y el MeOH tienen factores de pérdida altos, mientras que para

disolventes polares como CCls, dichos valores resultan muy bajos.!

3.2.2 Sintesis

3.2.2.1 Bromuro de 3-(5-carboxipentil)-1,1,2-trimetil-1H-

benzolelindolenonio(benzoindol o producto alquilado)



En un recipiente de reaccion de microondas de 10 ml provisto de una
barra magnética para agitacion se colocaron: 1,1,2-trimetilbenzo[e]indol (0,96 g,
4,6 mmol), acido 6-bromohexanoico (1,34 g, 6,8 mmol) y acetonitrilo (anh) (6,0
mL). El recipiente de reaccidon se calentdé en un horno de microondas para
sintesis organica a 150°C durante 2 horas. Se dejo enfriar la mezcla de reaccion a
temperatura ambiente y después se conservo a -20°C (freezer) durante 2
semanas. Luego de ese tiempo se observo que el producto habia precipitado en
gran cantidad como un sélido gris. El producto crudo se filtr6 con vacio, se lavd
con éter etilico (3 x 10 mL) y se secO con vacio a temperatura ambiente para
obtener 1,75 g (95%). Para la siguiente reaccion se continu6 con este producto
crudo, sin purificaciones adicionales, si bien fueron ensayadas.
'H NMR (200 MHz, CDCls): d 8,19 - 7,89 (m, 3H); 7,87 — 7,51 (m, 3H); 4,59 (t, ] =
7,3 Hz, 2H); 2,25 (t, ] = 6,4 Hz, 2H); 2,02 - 1,83 (m, 2H); 1,75 (s, 6H); 1,68 — 1,55
(m, 2H); 1,47 (m, 2H).

3.2.2.2 2-cloro-1-formil-3-(hidroximetilen)-1-ciclohexeno (bisaldehido

insaturado, BI)

Antes de iniciar la reaccion, todo el sistema fue purgado con gas argon.
El sistema constaba de un balon de dos bocas provisto de un refrigerante de
reflujo en la boca central y un septum de goma en la boca lateral. El baldn se
cargo con una solucion de DMF (20,0 mL, 0,26 mol) en DCM anhidro (20,0 ml,
0,31 mol), la boca superior del refrigerante se cerrd con un septum y se purgo6 el
sistema con argoén. A través de una cdnula de acero inoxidable limpia y seca se
trasvasé usando presion de gas nitrogeno y manteniendo la temperatura a 0°C
(bafio de hielo) al balon de dos bocas, gota a gota, una solucién de oxicloruro de
fésforo (18,5 mL; 0,2 mol) en diclorometano (17,5 ml; 0,2 mol). El color de la
solucion se tornd amarillo. Luego, manteniendo la temperatura a 0°C se ahadio

ciclohexanona (5,0 g; 5,3 ml; 0,05 mol) gota a gota (jeringa de vidrio) durante 30
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minutos (la reaccion es altamente exotérmica). La solucion se puso roja. Una vez
completada la adicidon de ciclohexanona, a la salida del refrigerante se coloco
una trampa de CaClz (anh) para evitar el ingreso de la humedad ambiente al
sistema y la mezcla se llevd a reflujo durante 3 horas. Después de este tiempo, la
mezcla de reaccidn se dejo enfriar a temperatura ambiente (1 hora) y luego se
enfrid a -20°C, temperatura a la cual se mantuvo durante 18 horas. Luego de ese
tiempo, se observo la aparicion de unos cristales amarillos que se filtraron bajo
vacio y se lavaron primero con agua fria (10 ml) y luego con éter dietilico (3 x 10
mL). Los cristales secaron al vacio (a temperatura ambiente) para obtener 3,97 g
(46%). Es importante tener en cuenta que el producto es inestable y debe
almacenarse a -20°C (durante un periodo no superior un mes).

IH RMN (200 MHz, DMSO-ds): 8 2,35 (t, ] = 6,1 Hz, 4H); 1,65 - 1,48 (m, 2H).

3.2.2.3 Tricarbocianina clorada Cy-Cl

En un balén de dos bocas equipado con un refrigerante de reflujo en la
boca central se colocaron el “benzoindol” bromuro de 3-(5-carboxipentil)-1,1,2-
trimetil-1H-benzo[e]indolenonio (0,0698 g; 0,173 mmol) y el “bisaldehido
insaturado” 2-cloro-1-formil-3-(hidroximetilen)-1-ciclohexeno (0,0297 g; 0,173
mmol). Luego, utilizando una jeringa de vidrio de 10 ml se anadieron n-butanol
anhidro (9,4 ml) y benceno anhidro (4,0 ml). El sistema se purgo6 con argon bajo
agitacion. La mezcla se reflujo durante 1 hora y la reaccion fue monitoreada por
TLC. Se dej6 enfriar la mezcla de reaccidon a 50 °C y se anadio otro equivalente
de bromuro de 3-(5-carboxipentil)-1,1,2-trimetil-1H-benzo[e]indolenonio (0,0698
g, 0,173 mmol) junto con piridina anhidra (2,7 ml; 33,2 mmol). La mezcla se
reflujo durante otra hora y luego de ello se dejo enfriar a temperatura ambiente.
La piridina se elimind a presion reducida en rotavapor mediante arrastres con
tolueno (forma un azeo6tropo) y el residuo resultante se lavd con Et:O para

inducir la cristalizacién. Se obtuvo un sélido verde que luego fue purificado por
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cromatografia de exclusion por tamano Sephadex utilizando MeOH como
eluyente. Las fracciones puras se recogieron, se evaporaron y se secaron al vacio
a temperatura ambiente. El producto purificado se obtuvo como un sélido color
verde inglés (87 mg, 49%).

'H NMR (500 MHz, MeOD-ds): 0 8,55 (dd, J = 14,7, 3,0 Hz, 2H); 8,27 (d, ] = 8,6
Hz, 2H); 8,09 - 7,95 (m, 4H); 7,65 (t, ] = 8,9 Hz, 4H); 7,57 — 7,43 (m, 2H); 6,33 (dd,
] =14,6, 49 Hz, 2H); 4,31 (t, ] = 6,7 Hz, 4H); 2,77 (t, ] = 6,0 Hz, 4H); 2,34 (ddd, ] =
15,6, 9,5, 5,3 Hz, 4H); 2,02 (s, 11H); 1,95 - 1,81 (m, 12H); 1,71 (dd, ] = 14,5, 7,7 Hz,
4H); 1,54 (dd, ] =13,9, 7,3 Hz, 4H).

3.2.2.4 Aminotricarbocianina Cy-PIP

En un baléon de una boca de 5 ml se colocaron Cy-Cl (95 mg), N-
metilpiperazina (25 ul; 0,2 mmol) y 1 mL de DMF anhidra. Se agreg6 TEA (123
uL; 0,9 mmol) y se purgo el sistema con argdn, bajo agitacion. La solucion
resultante se agitd durante toda la noche, protegida de luz, y la atmdsfera inerte
se garantizd usando un globo con presion positiva de argén. Una vez
monitoreada la reaccion por TLC (RP-18, MeOH), el disolvente se elimind en un
Speedvac. Se obtuvo el producto crudo como un residuo azul intenso que se
purificO mediante cromatografia de exclusion por tamafio en columna Sephadex
(LH-20, MeOH) y cromatografia en columna RP-18 (MeOH-H20 90:10). El
producto puro resulté un solido de color azul oscuro (62,5 mg, 62%).

'H NMR (500 MHz, MeOD-d4): d (ppm) 8,22 (d, ] = 8,5 Hz, 2H); 7,99 — 7,94 (m,
6H); 7,61 (dd, ] = 14,0, 7,1 Hz, 3H); 7,52 (d, ] = 8,9 Hz, 2H); 7,46 — 7,40 (m, 2H);
6,08 (d, ] = 13,7 Hz, 2H); 4,17 (t, ] = 7,4 Hz, 4H); 3,79 (s, ] = 4,7 Hz, 4H); 2,89 (s,
4H); 2,63 — 2,55 (m, 7H); 2,29 (t, ] = 7,3 Hz, 4H); 2,02 (s, 12H); 1,93 — 1,85 (m, 6H);
1,72 (dt, ] =15,0, 7,3 Hz, 4H); 1,53 (t, ] = 7,7 Hz, 4H).

BC NMR (500 MHz, MeOD-d4): o (ppm) 178,77; 172,82; 142,59; 141,51; 133,88;
132,95; 132,38; 131,55; 131,07, 129,88; 129,63; 128,56, 126,38; 125,46, 123,17;
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111,77, 97,88; 72,91; 57,72; 55,13; 51,44; 46,46; 44,51; 35,91; 28,87; 28,06; 27,62;
26,23; 26,16; 23,16.
HRMS (ESI+): Calculado [M+H]* 847,51703; Experimental: 847,51568.

3.3 Sintesis de SiO2-F NP

3.3.1 Generalidades

Todas las sintesis de materiales descriptos en esta tesis se realizaron en
los laboratorios de la Gerencia Quimica (Centro Atdémico Constituyentes,

CNEA).

3.3.1.1 Acondicionamiento del material de vidrio

Para todas las reacciones de sintesis de NP se emplearon como reactores
balones o frascos adecuados de vidrio que, provistos de una barra magnética
agitadora, fueron limpiados antes de ser utilizados. La limpieza consistié en un
tratamiento bajo agitacion con solucion de potasa alcohodlica (KOH/EtOH)
fresca, luego enjuagues exhaustivos con EtOH, agua destilada y, por ultimo,
agua calidad mQ. Los reactores de vidrio se secaron en estufa a 130°C y se

retiraron de ella sblo treinta minutos antes de su uso.

3.3.1.2 Condiciones experimentales generales y tratamiento previo de los

reactivos

Siempre que se utilizo NHs (c) se trabajo bajo campana de extraccion. La
temperatura, salvo se indique en el procedimiento experimental especifico, no

se controlo y las reacciones se llevaron a cabo a temperatura ambiente, entre 18
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y 35°C. El agua utilizada en las reacciones siempre fue calidad mQ y el EtOH de
grado absoluto. En todas las sintesis, el EtOH, el agua y el NHs (c) se pesaron.
En el caso de los solventes organicos como ciclohexano y n-hexanol, las
cantidades a utilizar se midieron en volumen en probetas o pipetas graduadas
perfectamente limpias y secas.

En la mayoria de los casos, salvo indicacién expresa, el TEOS
(tetraetilortosilicato) comercial se destildé (dest. fraccionada) a presiéon
atmosférica (P.eb. TEOS: 168°C) para purificarlo de los oligémeros de silice
producto de la hidrdlisis y condensacion parcial del reactivo con la humedad
ambiente (Figura 3-2). Las fracciones puras se conservaron en viales de vidrio

de 10 ml con septum, bajo atmosfera de nitrégeno.

Balones para
recoleccién de
destilado

Figura 3-2. Equipo de destilacién fraccionada armado en el laboratorio para la purificacion de TEOS. Se
adaptd una trampa de cloruro de calcio (anhidro) en una de las salidas del refrigerante para imponer una

barrera al ingreso al sistema de la humedad del ambiente.

Por otra parte, en las reacciones en las que se utilizaron colorantes, se
busco proteger los reactores de la luz ambiente. Asi, siempre se cubrieron con
papel de aluminio en todas las etapas de reaccién, desde la adicion del

colorante.

~3-9 ~



Las NP siempre se purificaron mediante ciclos de centrifugacion-
sonicado. La velocidad y el tiempo de centrifugacion se eligieron de acuerdo al

tamano de las NP.

3.3.2 Semillas de SiO: por el método de Stober

Las cantidades de los reactivos se calcularon, de acuerdo al tamano
deseado de las NP, utilizando como guia Ecuacion (1) de Bogush et al?
(Capitulo 1). Los didmetros tipicos buscados fueron de 100 nm.

En un balén de 100 ml (Vol. total de reaccion 55 ml) se pesaron 39,4 g de
EtOH absoluto (0,856 mol), 0,971 g de H20 (0,054 mol) y 1,7 g NHs (c) (~0,1
mol). Bajo agitacién vigorosa, se agregaron 2,25 ml de TEOS (0,01 mol) y el
sistema se dejo agitando durante 18 horas a temperatura ambiente. El didmetro
hidrodindmico se monitored por DLS (cercano a 115 nm con este protocolo). Las
NP se purificaron mediante ciclos de centrifugacion-sonicado con EtOH de

farmacia.

3.3.3 APTES@SiO: por modificacion del método de Stober

En una botella de vidrio se prepar6 una solucion con 157,5 g de EtOH
absoluto, 3,7 g de agua mQ y 6,7 g de NHs (c). Bajo agitacion vigorosa se
agregaron 8,6 g (4,1 mmol) de TEOS a la solucion. Se dejé agitando la mezcla de
reaccion durante 5 horas a temperatura ambiente a una velocidad moderada, y
al cabo de ese tiempo se observo un aumento de la opalescencia. Se agregé a la
mezcla una solucion preparada mezclando 0,3 ml de APTES con 5 ml de EtOH
absoluto. Se agitd a temperatura ambiente durante 18 horas y, una vez
transcurrido ese tiempo, la suspension resultante se centrifugd (7200 rpm, 30

minutos) y se separd el sobrenadante. Las NP asi obtenidas se purificaron
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mediante ciclos de centrifugado-resuspension con EtOH y agua desionizada,
hasta que el sobrenadante alcanz6 un pH de 7. Las NP se secaron bajo vacio a

60°C durante 16 horas y asi se obtuvo el producto como un fino polvo blanco.

334 Cy-PIP@SiO:

Se agregaron 100 pL de una solucion de 1,1-carbonildiimidazol (11,6 mg)
en DMF anhidra (1,0 ml) sobre una solucion de Cy-PIP (4,2 mg) en DMF
anhidra (250 pL). El sistema fue purgado con nitrogeno y agitado durante 1
hora hasta completar la activacion de los 4cidos carboxilicos de la molécula.
Luego, la mezcla de reaccion fue agregada sobre una suspension bien dispersa
de 20,9 mg de APTES@SiO2 en 200 ul de DMF. Se dejé que la mezcla reaccionara
overnight, protegida de la luz. Luego, se eliminaron los remanentes de reactivos
mediante ciclos de centrifugacion y resuspension, hasta no observar mas

emision de fluorescencia en el sobrenadante (Aexc = 650 nm).

3.3.5 MBe@ SiO:

3.3.5.1 Por modificacion del método de Stober (MB@SiO:-ST)

El volumen de reaccion fue de 40 ml y con las siguientes concentraciones

de los reactivos principales: 0,17 M de TEOS, 4,6 M de agua y 0,53 M de NHs.

Procedimiento general:

En una botella de vidrio se colocaron 27,5 g de EtOH absoluto, 2,4 g de
agua mQy 1,3 g de NHs (c), bajo campana. Se adicioné un pequefio volumen de
solucion etanodlica de MB (Solucién 1). Bajo agitacion vigorosa, se agregaron 1,52

ml (1,43 g; 6,86.10° mol) de TEOS. El reactor se cubrio de la luz y se dejo
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agitando durante 24 horas. A las 2 horas de reaccion ya se observaba una mayor
opalescencia en las soluciones. Para aislar las NP, se centrifugdé a 5000 rpm
durante 15 minutos y se obtuvieron un residuo sélido azul o celeste segun el
caso y un sobrenadante de color violeta. Los precipitados de NP se purificaron
por ciclos de centrifugacion-sonicacion, hasta no observar MB en el
sobrenadante por espectroscopia UV-visible.

La Solucién 1 se prepar6 con x mg de MB CisHisCIN3S-3H0 (MW 373,85)
en 0,5 ml de EtOH absoluto, donde x fue: a) 5,1 mg (1.36.10° mol) o b) 0,51 mg
(1,36.10° mol). En el caso a) la relacion molar MB: SiO: resulta de 1: 500
(MB@SiO:-ST-1) y, en el caso b) de 1: 5000 (MB@SiO2-ST-2).

Los productos de ambas sintesis se caracterizaron por DLS, SEM,

espectroscopia UV-visible y espectroscopia de fluorescencia.

3.3.5.2 Por microemulsion inversa (MB@SiO2:-ME)

NP niicleo

La solucién de microemulsién (ME) se prepardé mezclando cantidades
adecuadas de surfactante, co-surfactante, disolvente organico, soluciéon acuosa
de colorante y NHs (c), que actiia como catalizador para la hidrdlisis de los
silanos. El volumen total inicial del lote fue de 227 ml. La relacion molar
agua/surfactante fue 10,7. Se variaron las relaciones molares de TEOS-HDTMOS
(hexadecil-trimetoxisilano) sin variar los moles totales de silano para obtener 3
tipos de NP diferentes: 1/3 (MB@SiO:-ME-1), 2/2 (MB@SiO-ME-2) y 3/1
(MB@SiOz-ME-3).

Procedimiento general para MB@SiO:»-ME-2: la solucion de la ME se
prepar6 mezclando 34,8 g de Triton-X (55,7 mmol), 32 ml de n-hexanol (26,05 g,
254,9 mmol), 150 ml de ciclohexano (116,85 g), 8 ml de agua mQ (8 g, 444.4
mmol) y 1,2 ml de una soluciéon acuosa de MB 0,1 M (0,12 mmol MB, 66,7 mmol
agua). Luego, se agregaron 2,4 ml de NHs (0,60 g NHs, 35,3 mmol NHs, 1,56 g
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H20O, 86,7 mmol H:0). Bajo agitacion, rdpidamente se agregd una mezcla de
1760 ul de HDTMOS (1,566 g, 4,52 mmol) y 1000 ul de TEOS (0,933 g, 4,48
mmol). Luego de 18 horas de reaccién bajo agitaciéon moderada, se separaron 5
ml del lote como contramuestra y el resto del volumen se dividio en dos

fracciones, para sintetizar NP nuicleo-cdscara como se detalla a continuacion.

NP niicleo-cdascara

Reacciones
1) MB@SiO-ME
Se agregaron 125 ul de TEOS y 375 ul de NH3 (c) a 50 ml de mezcla de

reaccion de NP nticleo y la mezcla se dejo agitando durante 18 horas.
2) MB@SiO:-ME-NH:

Se agregaron 375 ul (0,356 g, 1,60 mmol) de APTES y 1125 ul de NH3 (c)
a 172 ml de mezcla de reaccion de NP ntcleo. Se dejo reaccionar bajo agitacion
por un lapso de 18 horas.

Purificaciones

Para romper las emulsiones, a cada lote se agregaron 20 ml de acetona
por cada 50 ml de volumen de reaccion. La mezcla se dejo reposar durante 1
hora y se observo turbidez en el fondo de los frascos de reaccion. Se separd el
sobrenadante y se recuperd el precipitado con EtOH. Las suspensiones
etandlicas de NP se purificaron por ciclos de centrifugacion-resuspension (7500
rpm, 1 hora) en EtOH y agua mQ hasta que el pH de los sobrenadantes se
acercoa’.

En el caso de que MB@SiO>-ME-NH: fueran a utilizarse en reacciones de
funcionalizacion de la superficie, las NP se secaron a 60°C durante 3 horas y
luego bajo vacio a temperatura ambiente hasta peso constante. El producto se
obtuvo como un fino polvo azul. Caso contrario, las suspensiones etanolicas se

conservaron en heladera, protegidas de la luz.
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3.3.6 NP duales [Ru(bpy);]*@SiO-NH-Cy-PIP

3.3.6.1 [Ru(bpy)s]*@SiO:-NH:

Se realizaron mediante una modificacion del método reportado por
Mirenda et al.?

Primero se sintetizaron semillas de SiO: con el protocolo descripto en la
Seccion 3.3.2. A las 2 horas de reaccion, se agregd a la mezcla una solucién
preparada con 0,57 mg de Ru(bpy)s.Cl2.6 H20 en 0,5 ml de EtOH absoluto junto
con 100 ul de TEOS. Luego de 1 hora se adicionaron 100 pl de TEOS (en 0,3 ml
de EtOH) y, después de otra hora, 100 pul mas (en 0,3 ml de EtOH). Luego de 1
hora mas, se agregaron 100 ul de APTES (en 0,5 ml de EtOH) y la mezcla de
reaccion se dejo agitando overnight.

Las NP se purificaron mediante ciclos de centrifugacién (7500 rpm, 15
min)-resuspension. Parte del lote se seco en estufa a 60°C durante 1 hora y
luego en estufa de vacio a temperatura ambiente. Las NP se obtuvieron como

un polvo amarillo.

3.3.6.2 Post-funcionalizacion con Cy-PIP

El grupo -COOH de Cy-PIP se activé con CDI en DMF (anh) de forma
analoga al procedimiento descripto en la Seccion 3.3.4. Para ello, en un vial se
mezclaron una solucion preparada con 1,1 mg de Cy-PIP y 200 ul de DMF y
una solucion de 12,2 mg de CDI en 600 ul de DMF. Se dej6 reaccionar 1 hora
protegido de la luz (Solucién A). Mientras, en un vial de vidrio de 5 ml se
pesaron 170 mg de NP [Ru(bpy)s]*@SiO-NH: y se dispersaron en 700 ul de
DME. A dicha suspension de NP se le agregaron 750 ul de la Solucion A, y se
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dejé agitando overnight. Las NP se recuperaron por centrifugacion (13000 rpm,
15 min) y se lavaron con etanol y agua para eliminar los restos de imidazol de la

reaccion de acoplamiento.

3.3.7 NP duales MB@SiO:-ME-1-NH-CyTest

Se prepararon soluciones madre de Cy-Test en DMF (1,84 mg/ml) y de
CDI en DMF (10 mg/ml). En un vial de vidrio provisto de una barra magnética
para agitacion se mezclaron 22 ul de solucion madre de Cy-Test y 200 pl de
solucion madre de CDI. Se agregaron 800 pl de DMF y se dejé que la reaccion
procediera durante 1 hora bajo atmosfera de nitrégeno. Luego se agregdé al vial
de reaccion una dispersion de MB@SiO>-ME-1-NHo: (secas) en 1 ml de DMF y se
dejo reaccionar durante 18 horas, protegido de la luz.

Las NP se lavaron con etanol mediante ciclos de centrifugacion (12000

rpm, 30 min)-sonicado.

3.3.8 ATTO488@SiO:

La inclusion del colorante se realizd por co-condensacién de TEOS y del

derivado APTES del ATTO 488.

Sintesis del silano APTES-ATTO488

Se realizaron dos protocolos, dependiendo del colorante de partida. Con
ATTO 488 en su forma de acido carboxilico libre, se realizé una activacion con
CDI de forma analoga a lo explicado en secciones previas.

Cuando se utilizo ATTO 488 en forma de éster de N-hidrosuccinimida
(NHS), la reaccion se llevé a cabo en DMF (1100 pl) a partir de 0,2 mg de
colorante (2,04.107 mol), 10 pl de APTES (4,28.10° mol). El vial de reaccién se
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selld, se purgd con nitrogeno y se dejé agitando durante 2 horas, protegido de la

luz. La solucién de reaccion (color rojiza) se llamo Solucién A.

Sintesis de NP ATTO488@SiO2-VS

Se sintetiz6 a partir de una variacion del protocolo reportado por Penelas
et al.* En un balon de 100 ml se pesaron 48,04 g EtOH absoluto, 1,13 g de H.0
mQ, y 2,7 ml de NHs (c). Bajo agitacion vigorosa, se agregd rapidamente una
solucion preparada con 3 ml de TEOS, 9,64 g de EtOH absoluto y 550ul de
Solucién A. Se dejo agitando la mezcla durante 18 horas. Se controlo el tamano
por DLS, y se obtuvo un didmetro hidrodindmico (EtOH) de 96 nm (PDI 0,073).
Sobre esa base, y a partir de consideraciones de tamarno, se calculé agregar 969
pl de viniltrietoxisilano (VTES) a la reaccion (50 monocapas). Nuevamente, la
mezcla se dejo reaccionar overnight. Se realizaron tres arrastres a presion
reducida (30°C) hasta la mitad del volumen y se repuso EtOH fresco cada vez,
para eliminar el NHs de la reaccidon. Después de la destilacion, el pH fue de 7.
Luego se elimino el exceso de VS por ciclos de centrifugacion-resuspension en
EtOH. Las NP asi obtenidas (~6 % p/v) se utilizaron en el paso siguiente de
reaccion.

Considerando un rendimiento de 100% para la formacion de las NP a

partir de TEQS, se esperaban ~0, 8 g de NP (Lote de VTES).

Reaccién click tiol-eno sobre la superficie

Se separd una tercera parte del volumen del Lote de VS (~0,3 g NP, ~6 %
p/v) para esta reaccién. En una botella de 50 ml se pesaron 0,2580 g de acido
mercaptosuccinico (MSA) (relacion molar VS-MSA 1:1) y 0,0625 g de
benzofenona (Bzf) (relacion molar VS-Bzf 1:0,2). Se ajusté el volumen de
reaccion con EtOH para que la suspension de NP fuera ~1% p/v. Bajo agitacion,
se irradio la suspension con una lampara de tubo de 15 W de potencia y una

longitud de irradiacion maxima de 352 nm. Una vez finalizada la reaccion, la
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suspension se purificé mediante ciclos de centrifugacidon y resuspension con
EtOH y agua. Las NP se almacenaron en suspension de EtOH (heladera) para

ensayos posteriores.

3.3.9 PTCDA@SiO:

La sonda PTCDA (Perileno-dianhidrido-3,4,9,10-tetracarboxilico) se
encapsuld en la matriz de silice por el método de microemulsion inversa, de
forma andloga a lo descripto para las NP ntcleo-cascara MB@SiO: de la Seccion

3.3.5.2.

3.4 Caracterizacion rutinaria de los materiales

3.4.1 Dispersion dinamica de luz (DLS)

El equipo empleado fue un BI-200 SM (Brookhaven Instrument)
equipado con un detector de fotodiodo de avalancha (A 637 nm). Dicho equipo
cuenta con un accesorio para termostatizar la celda de medicion. En general, las
muestras se prepararon a partir de la dilucion de 50 ul de suspension madre de
NP (~1% p/v, EtOH) en 15 ml del solvente en el que se quisiera evaluar el
didmetro hidrodindmico (EtOH absoluto o agua mQ, en general). Las muestras
se sonicaron durante 15 minutos en viales especiales para DLS. Las temperatura
de las muestras se estabilizo a 25°C en la celda de medida (15 minutos). En la
mayoria de los casos, se midi6 la dispersion dindmica de luz a 90°. En algunos
casos, se trabajo a angulo variable, midiendo la dispersion dindmica de luz
desde 30° a 150°, cada 10° Los didmetros hidrodindmicos que el software de
Brookhaven informa se calcularon a partir de aplicar el método de Andlisis de

Acumulados y teniendo en cuenta la Ecuacién de Stokes-Einstein. Asimismo,
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otro dato valioso del analisis de DLS es el indice de polidispersion (PDI),

relacionado con el ancho de la distribucion del tamano de particula.

3.4.2 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

Se utilizé un equipo Nicolet Magna 560 con un detector MCT-A en modo
DRIFTS (Espectroscopia infrarroja de reflectancia difusa por Transformada de
Fourier). Para enfriar el detector se utiliz6 nitroégeno liquido.

Las NP se secaron bajo vacio a temperatura ambiente hasta peso
constante antes de las medidas. Las muestras se prepararon como mezclas 1%
p/p de NP muestra en KBr calidad espectroscopica. Las mezclas se
homogeneizaron en un mortero de dgata previo al montaje en los soportes de

DRIFTS.

3.4.3 Potencial zeta

Las mediciones se realizaron en un equipo Zetasizer 2000 (Malvern
Instruments Ltd.). Las muestras se prepararon en soluciones acuosas de KCl 10
mM de diferente pH (ajustado con pequefias alicuotas de HCl y NaOH) 0,1 M, y
medido con un pH-metro Metrohm 691 adecuadamente calibrado). A 20 ml cada
una de las soluciones se le anadieron 100 pl de suspension de NP muestra
(concentracion final ~0,015 % p/v). Se verifico el valor del pH con pH-metro.
Entre muestra y muestra, el canal de inyeccion se lavd 3 veces con agua mQ y

KCI 10 mM.

3.4.4 Microscopia electronica de barrido (SEM)
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Las micrografias de FE-SEM se tomaron en un microscopio Zeiss Leo 982
Gemini (CMA, FCEN, UBA) en el modo de electrones secundarios. Los analisis
de las imagenes se realizaron con el programa libre Image J. En general, para
cada imagen, se midi6 el didametro de 100 NP, se calculé el promedio y la

desviacién estandar.

3.4.5 Microscopia electronica de transmision (TEM)

Las imagenes de TEM se tomaron en un microscopio TEM Philips EM 301
(CMA, FCEN, UBA). Los andlisis de las imdgenes se realizaron de forma
analoga a las de SEM.

3.5 Espectroscopias

3.5.1 Generalidades UV-vis y fluorescencia en estado estacionario

En general, todas las medidas de fluorescencia en estado estacionario
(incluyendo la anisotropia) se realizaron en colaboracion con el Dr. Martin
Mirenda, investigador de CONICET con lugar de trabajo en CNEA.

Las medidas de absorcion UV-visible se realizaron en un
espectrofotometro Cary 50 Conc UV-Vis (Varian), equipado con un
portamuestras termostatizado. En la mayoria de los casos, se utilizaron cubetas
de cuarzo de 1 cm de paso dptico.

Los espectros de fluorescencia de estado estacionario se registraron en un
Fluorometro Felix X32 PTI, equipado con una ldampara de xené6n UXL-75XE y un
portamuestras termostatizado. Tanto los monocromadores de excitacién como
los de emision presentan rejillas de 1200 lineas/mm, en las que 1 mm

corresponde a un ancho de banda de 4 nm. Las rendijas de excitacion y emision
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se ajustaron de acuerdo a los requerimientos de cada experimento. Sin
embargo, para medir soluciones tipicamente se utilizaron (tanto en excitacion
como emision) en 0,5 mm (2 nm) y, para medir coloides en 1,5 mm (6 nm).

Las medidas de anisotropia de fluorescencia se realizaron con el mismo
fluorémetro, agregando polarizadores en la excitacion y en la emision. La
anisotropia de fluorescencia en estado estacionario <r(A)> se calcul6 a cada

longitud de onda de emision mediante las ecuaciones (1) y (2):°

IVV (7‘) — IVH (X)GO‘)
) =0 21 (0G0 0
G(r)= i—&g 2

I(A) representa la intensidad de emisiéon y los subindices denotan la
orientacion del vector, linealmente polarizado, de los haces de excitacién y
emision respectivamente. V indica polarizacion vertical mientras que H
representa polarizacion horizontal con respecto al plano de incidencia. El factor
G(A) corrige las diferencias de sensibilidad de los elementos Opticos del
espectrofluorémetro en la direccion de polarizacion de la luz.

Para coloides, las medidas de anisotropia se llevaron a cabo de forma
analoga a las medidas de moléculas, pero utilizando DMF como solvente.

Si bien el fendmeno de dispersion de luz coloidal es la base de técnicas
como DLS, en el caso de la espectroscopia UV-visible, complica el analisis de la
absorcion de luz ya que debe tenerse en cuenta una componente dispersiva
(que posee una dependencia con 1/A%) en la sefial de absorcion. Una forma de
solucionar parcialmente este problema es elegir un solvente que posea un
indice de refraccion similar a las NP como medio dispersante. La DMF es un
solvente adecuado pues tiene un indice de refraccion de 1.4288 (298.15 K)¢, muy
similar al de las NP de SiO:, que puede tomarse como 1.475’, valor altamente

dependiente del grado de porosidad o condensacién de las redes de Si-O-5i.
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Dado que la dispersion de luz es funcion de la diferencia entre los indices de
refraccion entre las NP y el solvente, minimizar este contraste permite discernir
las bandas de absorcion de los colorantes inmovilizados en las NP.

Asi, para evaluar el espectro de absorcion de colorantes inmovilizados en
matrices de SiO;, en la mayoria de los casos se utilizaron dispersiones en DMF.
Luego de restar la absorcion del blanco de solvente (DMF), los espectros se
corrigieron por el efecto residual de la dispersion de luz, simulando una linea
de base de dispersion (funcion exponencial entre 400 y 800 nm, muy similar a
un decaimiento proporcional a 1/A%) a partir de los espectros experimentales con
un programa creado en MATLAB. Los espectros que se presentan en el
Capitulo 7 NP de MB@SiO: se han corregido de esta manera.

Por otra parte, las curvas de titulacion tanto de moléculas como de NP
por absorbancia y por fluorescencia se llevaron a cabo en cubetas de cuarzo de
lemxlcm, bajo agitacion. Las muestras se prepararon en buffer PBS 10 mM
((Cy-PIP) < 10uM o 200 pl de suspension de NP ~10 mg/ml EtOH en 2 ml de
PBS) y el pH se ajust6 con un microelectrodo mediante el agregado de
pequenos volumenes de HCl y NaOH 1 M. Todas las soluciones se filtraron
previo a su uso con filtros de jeringa de 0,22 um. Los espectros se corrigieron
por linea de base y por dilucion y, en algunos casos de medidas de coloides, fue
necesaria una correccion por dispersion de luz a partir de medir una dispersion

blanco de NP o, de simular una funcion de correccion.

3.5.1.1 Estimacion de la liberacion de MB de MB@SiO:-ST

Tipicamente, las NP se guardaron suspendidas en EtOH absoluto
protegidas de la luz hasta el momento del ensayo. Para evaluar la liberacién e
colorante de MB@SiO2-ST, se parti6 de un volumen total de 7,5 ml de
suspension. Se centrifugaron dichas suspensiones (5000 rpm, 20 minutos) y se

separaron los sobrenadantes etanolicos para su posterior medicion por UV-
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visible. Por otra parte, las NP ya centrifugadas se reconstituyeron en su
volumen original de 7,5 ml de EtOH absoluto, se sonicaron durante 30 minutos
y se tomaron alicuotas de alrededor de 0,3 ml que se trasvasaron a eppendorfs
limpios. Dichas alicuotas se centrifugaron en microcentrifuga a 12000 rpm
durante 15 minutos, se separaron los sobrenadantes etanolicos y se agregaron
0.8 ml de DMF calidad espectroscopica. Se sonicaron durante 30 minutos vy,
luego se midieron en el espectrofotometro UV-visible utilizando DMF como
solvente y realizando diluciones adecuadas.

En todos los casos, y por supuesto teniendo en cuenta las diluciones, se
evaluo la relacion molar de dimero de MB en el sobrenadante respecto de las
NP para todo el volumen total de suspension (7,5 ml). Se tomo la absorbancia a
597 nm en todos los casos (maximo del dimero) y se considerd un 100% de
dimero para las NP, sobre el cual se calculd la contribucion porcentual del

dimero en el sobrenadante etandlico.

3.5.2 Fluorescencia resuelta en el tiempo

Todas las medidas resueltas en el tiempo se llevaron a cabo en
colaboracion y bajo la supervision del Dr. Pedro Aramendia en el CIBION-
CONICET.

Se realizaron medidas de tiempo de vida de Cy-PIP en mezclas de
MeOH-buffer PBS 50:50 a diferentes pHs basicos (8,85; 8,38; 8,01 y 7,53). La
concentracion utilizada de fluoréforo fue siempre menor a 5 uM.

Las curvas de decaimiento de emisiones dependientes del tiempo se
registraron equipo IBH-Horiba-Jovin-Ivon Time Correlated Single Photon
Counting. La muestra fue excitada con un nanoLED de pulso a 653 nm. La luz
paso a través de un monocromador antes de incidir en la muestra en una cubeta
de cuarzo de 10 x 10 mm. La dependencia de la deteccion con la polarizacion se

elimind utilizando la condicion de “dngulo magico” (polarizadores de
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excitacion y emision a 0° y 54,7°, respectivamente). Usando filtros de emision
adecuados, la senal de emision fue registrada en por un fototubo multiplicador.
Se utilizo una configuracion de deteccion de 13,7 ps/canal para todas las
medidas.

Los ajustes mono y bi-exponenciales se realizaron utilizando el software

de deconvoluciéon IBH DataStation.

3.5.3 Rendimiento cuantico de fluorescencia de MB@SiO:

Los rendimientos cudnticos de fluorescencia experimentales (®s) se obtienen

utilizando la siguiente ecuacion:

U i-10 M )

a0,
=107

R

siendo ®R el rendimiento cudntico de fluorescencia de una referencia en
el mismo medio que la muestra, Am y Ar las absorbancias de la muestra y la
referencia a la longitud de onda de excitacion y Ju y Jr el numero de fotones
emitidos por la muestra y la referencia calculados a través de la siguiente

integral:

donde I(A) representa la intensidad de luz emitida por la muestra o por
la referencia a cada longitud de onda. Tanto la muestra como la referencia se
excitan a la misma longitud de onda.

Como referencia se utiliz6 MB colorante libre que tiene un ®r = 0,04 en

etanol.® Tanto los espectros de emision de MB libre como de las NP MB@SiO»-
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ME-1-102 (Aex = 580 nm) se colectaron luego de desgasar las muestras 15

minutos con nitrogeno.

3.6 Experimentos en células

Los experimentos en células fueron llevados a cabo por el Dr. Federico
Coluccio Leskow en el IQUIBICEN-QB, FCEN-UBA.

Se hicieron crecer células Hel.a de carcinoma cervical humano (ATCC-
CCL-2) en un medio Eagle modificado por Dulbecco (GIBCO) suplementado
con penicilina, estreptomicina y FBS al 10%, a 37°C en 5% CO.. Las células se
plaquearon 24 horas antes del tratamiento (hasta 1 x 10° por well) sobre
cubreobjetos de vidrio de 12 mm en 24 well-plates para experimentos de
microscopia. Para los experimentos de citometria de flujo, se plaquearon de a
2,5x10¢ células en platos para citometria de 60 mm. Para evaluar la absorcion y
la internalizacién de la nanosonda Cy-PIP@SiO: por microscopia de
fluorescencia, las células fueron tratadas durante 1 hora con diluciones de
diferente concentracion de NP, lavadas con PBS e incubadas durante 240 min a
37°C en medio de cultivo. Luego fueron fijadas con paraformaldehido al 5% y
analizadas en la microscopia. Si bien en el rango de mg/mL las células
mostraron protrusiones de membrana y desprendimiento, en el rango de 2
pug/mL no se observd toxicidad bioldgica aparente, manteniendo una senal

robusta de fluorescencia en la ventana de tiempo del experimento.

3.6.1 Microscopia confocal de fluorescencia

La microscopia confocal de fluorescencia de barrido por laser se realizo
utilizando un microscopio Olympus Fluoview FV 1000 con un objetivo de

inmersion en agua UPLSAPO 60x 1,2 NA. El colorante DAPI (4',6-Diamidino-2-
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fenilindol dihidrocloruro, Invitrogen) se utilizo para tefiir los nacleos celulares, y
se excitd con un laser de 405 nm (en la emision se usd un filtro pasa banda (BP)
de 430-470 nm. Para excitar a Cy-PIP se uso un laser de 637 nm y para recoger
su emision se empleo un filtro pasa banda de 655-755 nm. Para la adquisicion
de imagenes siempre se utiliz6 el modo secuencial de barrido.

Se analizaron muestras fijadas a distintos tiempos posteriores a la

incubacion con NP: 1, 2, 3 y 4 horas.

3.6.2 Citometria de flujo

La citometria de flujo se llevd a cabo con un instrumento Benton
Dickinson FACSAriall. Para la dispersion de luz en las componentes lateral (SSC)
y frontal (FSC) se utiliz6 un laser 488 nm, y se colect6 la dispersiéon a 530+15 nm.
Para excitar a la sonda Cy-PIP se utilizé un laser de 633 nm y la observacion de
la fluorescencia se realiz6 a 780+30 nm. Se evaluaron muestras a 1, 2, 3 y 4 horas
(como se realiz6 para la microscopia) una vez transcurrida la incubaciéon con
NP. Se realizaron dos experimentos controles: la mediciéon de NP Cy-PIP@SiO:
y la medicién de células HeLa sin tratar con NP.

El andlisis de datos fue realizado con el software WinMDI Version 2.9.
Parte del andlisis de datos consistié en generar histogramas para cada tiempo
post-incubacién (1, 2, 3 y 4 horas) seleccionando una ventana (gating) de
eventos positivos para la senal de la sonda con aproximadamente el 20% de los
eventos a tiempo cero (teniendo en cuenta la autofluorescencia celular basal de
los experimentos control de células sin tratar con NP). Para cada histograma se
determind la intensidad de fluorescencia promedio de la poblacion analizada y
se establecid un porcentaje de la poblacion celular de la muestra que presentaba
mayor intensidad de fluorescencia que la IF promedio (fluorescencia positiva)

dentro de la ventana establecida.
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3.7 Medicion de la generacion de oxigeno singulete (1O2) de

MB@SiO: con un monitor quimico (DPBF)

Estas medidas se realizaron en cardcter de colaboracion con el Dr.
Hernan B. Rodriguez en el Departamento de Quimica Inorgdnica de FCEN,
UBA.

DPBF (1,3-difenilisobenzofurano) es un monitor quimico muy utilizado
para medir 'O: en diferentes medios y condiciones.”!’ Presenta una banda de
absorcion con un maximo a 415 nm que desaparece al reaccionar con 'O,
producto de su peroxidacion (Esquema 3-1)."'12 Los experimentos con este

monitor se realizaron en solucién de DMF (para minimizar la dispersion de la

luz de las NP).
Ph Ph i
— o ¢}
O + 102 —_— O —_—
N (o) O
Ph Ph Bh
DPBF

Esquema 3-1. Reaccidn de peroxidacion del DPBF en presencia de 'Ox.

Se realiz6 una estimacion de @, para suspensiones de MB@SiO: en DMF
(purificada y anhidra). El procedimiento consiste en agregar un pequeno
volumen de suspension de NP (con absorbancia menor que 0,1) dentro de una
cubeta de absorcion de 1 x 1 cm que contiene la solucion con el DPBF. El arreglo
experimental puede observarse en la Figura 3-3. Los ensayos fueron realizados
utilizando irradiacion policromdtica con una ldmpara de proyector (Philips
7748SEH], 24V-250W), un filtro de agua y un filtro de corte de 495 nm (Schott

GG 495) a fin de evitar la absorcion de luz por parte del monitor quimico.
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Figura 3-3. Experimento de fotdlisis para generar oxigeno singulete a partir de NP MB@SiO: en
presencia de DPBF.

La cubeta se colocd en su portamuestras y se irradio por un cierto tiempo
(cronometro) con la ldmpara, bajo agitacién. Inmediatamente se registro el
espectro de absorcion de la muestra. Este procedimiento se repitié para cubrir
una ventana representativa de tiempo de irradiacion para cada muestra.

En la aproximacién de estado estacionario, la velocidad de desaparicion

del monitor, v (M s?), resulta igual a:

. IA(DAkQ[Q]

"7k, 4k [Q] ©)

donde Ia es la intensidad absorbida por el fotosensibilizador (Einstein L
s?), Q es la concentracion de monitor, ko la constante de apagamiento
(quenching) y ka es la constante difusional del oxigeno en el medio de reaccion.

En experiencias bajo irradiacion policromatica:
-A )»

donde Io(A)dA es la intensidad de radiacion incidente entre A y A + dA,

A(A) es la absorbancia del fotosensibilizador a la longitud de onda A y la
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integral se extiende al intervalo de longitudes de onda de medicion, limitada
por el sistema de radiacion utilizado y las caracteristicas del fotosensibilizador.
En las experiencias realizadas, la absorcion se colectd entre 350 nm y 700 nm,
pero para los calculos de intensidad absorbida se utilizé el rango 480-700 nm,
que es la regién en la que absorbe luz el azul de metileno. Los espectros de NP
debieron corregirse por dispersion de luz.

En el caso particular en que ka << ko [Q)], la Ecuacién (3) se convierte en:

V:IA(I)A (7)

independientemente de la concentracion de monitor, condicion que debe
ser verificada experimentalmente.

La determinaciéon de ®, se realiza usando un compuesto de referencia
con rendimiento cudntico de formacién de 'O: conocido (®a®). A partir de la
pendiente del gréafico absorbancia vs. tiempo para la muestra (M) y para la
referencia (R) se pueden obtener las velocidades vm y vr, respectivamente.
Utilizando la siguiente ecuacion se calcula ®aM:

VI A NN
A VRII;:I (8)

En nuestro caso, la referencia fue MB colorante libre que tiene un

rendimiento cuantico ®@a de 0,52.
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4 Una aminotricarbocianina (Cy-PIP) como

sensor molecular de pH

41 Introduccion

Conocer el pH intra y extra celular es de fundamental importancia en lo
que respecta a entender procesos fisioldgicos y bioldgicos tales como la
endocitosis, el metabolismo celular, el transporte de iones o enfermedades como
el cancer!. En este contexto, todas las proteinas dependen del pH para mantener
su estructura y funcién, mientras que los procesos de protonacion-
desprotonacion determinan la carga de las superficies bioldgicas y habilitan
diversos caminos metabdlicos?. En la Figura 4-1 se esquematizan los diferentes

pHs de algunos compartimientos de células eucariotas!.

PerOX|somas 0O G;h
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Figura 4-1. pH de los diferentes compartimientos celulares eucariotas. Adaptacion de Casey et al. 2010.1

Un ejemplo de la importancia del pH en los procesos celulares es la

alteracion del metabolismo de las células tumorales en comparacion con células
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sanas. En las primeras, la falta de oxigeno y nutrientes lleva a niveles elevados
de acido lactico (bajo pH), que afecta la permeabilidad de la célula a las drogas
terapéuticas y, por tanto, promueve la diseminacion de tumores®!. En este
contexto, la deteccion de eventos biologicos y su transduccion luminica
estimula la investigacion en sistemas moleculares (fluoréforos organicos®) y de
tamafio nanométrico (nanoparticulas emisoras®’). Por otro lado existe un gran
interés en el desarrollo de técnicas de visualizacion (imaging) Optica para
monitorear la biodistribucion de nanofdrmacos basdndose en las propiedades
opticas de los tejidos subcutaneos humanos. Existe una “ventana bioldgica” de
trabajo en la region del infrarrojo cercano del espectro electromagnético (NIR,
650-900 nm) donde los tejidos son relativamente transparentes ya que poseen
una baja absorcion de luz, autofluorescencia y dispersion de luz.

La sintesis de fluoroforos organicos y nanoparticulas de “conversion
ascendente” (upconversion) basadas en lantdnidos con actividad en el NIR es
altamente relevante debido a su aplicacion en biologia y medicina® 2. La luz de
emision de estos sistemas de NIR tiene alta penetracion en tejidos y minima
sefal de emision o fondo (background) de los componentes celulares. Técnicas
alternativas como la Tomografia por Emisiéon de Positrones (PET) o la
Tomografia Computada por Emision Monofoténica (SPECT) involucran la
utilizaciéon de compuestos radiomarcados con bajos tiempos de vida media y
equipamientos experimentales complejos con detectores costosos. Asi, en
comparaciéon con las técnicas de PET y SPECT, la visualizaciéon de procesos
celulares/tejidos con sistemas fluorescentes activos en el NIR resulta
naturalmente ventajoso.

La mayoria de los fluoroforos disponibles para detectar pH en el rango
de pH fisioldgico (6-8) absorben y emiten luz en la regién visible del espectro
electromagnético, tienen bajos corrimientos de Stokes y son poco solubles en
agua con lo cual es necesario utilizar co-solventes organicos citotoxicos>!3!,

Dada la escasa oferta de verdaderos fluoréforos de NIR que superen las
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desventajas mencionadas, las tricarbocianinas emergen como candidatos muy
convenientes. La sintesis de estas sondas fluorescentes es realmente versatil y
las moléculas que se obtienen pueden disefiarse a priori para tener una buena
solubilidad en agua.™® Eligiendo adecuadamente los sustituyentes de la
molécula, los corrimientos de Stokes resultan muy altos (> 100 nm), de los mas
altos reportados para sondas fluorescentes. Esta gran separacion entre la luz de
excitacion y la de emision que se logra cuando se incluye un grupo amino en la
posicion meso de la molécula minimiza el apagamiento por autoabsorcion de la
luz de emision y la influencia de la dispersion de luz?®.

Se ha demostrado el excelente rendimiento de este tipo de sondas NIR
como marcadores y sensores en células vivas!”. En particular, sondas sensoras
de pH derivadas de tricarbocianinas que contienen piperazina, terpiridina o
que tienen a los nitrégenos de los heterociclos como receptores de protones
presentan una gran sensibilidad a los cambios de pH?-%. Para el momento en el
que nuestro grupo se involucré en esta linea de investigacion, no se habia
reportado una tricarbocianina de NIR sensora de pH con buena solubilidad en
agua y un pKa dentro del rango fisioldgico. Esto nos motivé a disehar una
molécula que superara estas dificultades y que, ademads, tuviera grupos
quimicos funcionales que permitieran la unién a estructuras supramoleculares
y/o materiales.

En este capitulo se describe la sintesis y la caracterizacion fotofisica de
una molécula derivada de las tricarbocianinas que se comporta como sensor

molecular fluorescente de pH (de aqui en mas, Cy-PIP).

4.2 Una estrategia sintética general para las aminotricarbo-

cianinas simétricas
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En este apartado nos ocuparemos de la sintesis de las moléculas
precursoras y del derivado de interés con propiedades sensoras de pH (Cy-
PIP). Dicha abreviatura hace referencia al hecho de que la molécula es de la
familia de las cianinas (Cy) y se encuentra modificada con una N-
metilpiperazina (PIP). Decidimos focalizarnos en la obtencion de un derivado
simétrico (la molécula es equivalente a ambos lados del centro o posicion meso

de la estructura). La estructura de la molécula se muestra en el Esquema 4-1.

0 o)

Esquema 4-1. Estructura de Cy-PIP.

En nuestro caso, se desarrolld una sintesis convergente de cuatro pasos,
con buen rendimiento en comparacién a los reportados en literatura para
cianinas similares.?* Todas las reacciones resultaron robustas, reproducibles y
escalables a los gramos, un aspecto clave desde el punto de vista sintético.

Mas alla de las ventajas que las tricarbocianinas rigidas muestran en
cuanto a sus propiedades fotofisicas, como ya explicamos en el Capitulo 1,
también poseen una ventaja desde el punto de vista sintético. Tal es asi que la
ruta sintética de estos compuestos presenta un precursor comun de gran

versatilidad (“Cianina clorada”, Cy-Cl) a partir del cual pueden derivarse
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multiples compuestos fluorescentes con solo un paso de sintesis (Esquema 4-2
B). Mas especificamente, Cy-Cl posee un atomo de cloro en la posicidén meso de
la molécula que puede ser sustituido facilmente por diversos nucleofilos
(alcoxidos, aminas o tioles) a través de una reaccién del tipo Sustitucion
Aromatica Nucleofilica Radicalaria (SRN1), mecanismo al que nos referiremos
en detalle mas adelante. Sumado a ello, dicho precursor agrega versatilidad a
partir de cambiar la identidad de los grupos unidos a la molécula a través del N
del indol (R1 y R2).

Por otra parte, en el Esquema 4-2 A se muestran en forma de retrosintesis
las moléculas que dan lugar a la formacion de la Cy-Cl: los heterociclos N-

alquilados y el bisaldehido insaturado (BI).

Grupo reactivo frente a nucledfilos

"Cy-CI"

R4, R, = R-COOH, R-S0O3-, alquilo, bencilo
Unién a estructuras supramoleculares y NP

"Cy-CI" Cy-NH

Esquema 4-2. A) Representacion esquemdtica de la retrosintesis del precursor versitil Cy-CI; B)

Modificacion de CyCl con nucledfilos amino para obtener aminotricarbocianinas.

4.2.1 Precursor clorado Cy-Cl

4.2.1.1 Antecedentes

~4-5 ~



Se pueden desarrollar una gran variedad de tricarbocianinas
modificando las cadenas R1 y R2 unidas a los heterociclos. Los derivados
resultantes muestran similares propiedades espectroscopicas ya que, mediante
estas variantes, no se esta afectando directamente a la cadena m-7t conjugada.
En 1977, Reynolds y colaboradores reportaron por primera vez sondas
fluorescentes estables de la familia de los heptametin pirilio que contenian un
atomo de cloro reactivo en la posicién meso de la molécula.” Dichos colorantes
absorbian luz fundamentalmente en la region del IR, entre 1000 y 1300 nm. En
el mismo ano, Makin et al. reportaron sondas de NIR con otros anillos
heterociclicos en los extremos de la cadena conjugada, de forma tal de obtener
compuestos de la familia de las cianinas. El procedimiento sintético incluia una
reaccion de condensacion entre un anillo heterociclico que contenia un grupo
metilo activado y un bisaldehido insaturado o su derivado en presencia de un
catalizador como acetato de sodio.? Las cianinas resultantes ofrecian, ademas,
un grupo funcional nuevo para la modificacion posterior. Se trataba de
compuestos mds versatiles en términos de sus propiedades espectroscdpicas,
que absorbian luz entre 700 y 1100 nm.

Hasta el dia de hoy y, como retomaremos mas adelante, la posicidon meso
que ocupa el atomo de cloro en las tricarbocianinas ha sido modificada por
diferentes nucleofilos: tioles, alcoholes, fenoles, aminas y anilinas. La primera
sustitucion del cloro de la posicion meso fue realizada por Strekowski et al. en
1992.7 Los autores reportaron la sustitucién nucleofilica con metdxido de sodio,
metilamina, fendxido de sodio, tiofendxido de sodio, tiofenol y 4-aminotiofenol.
Asi, obtuvieron un amplio espectro de moléculas activas en NIR. La novedosa
estrategia sintética abrio las puertas para obtener una diversidad de estructural
enorme de tricarbocianinas de NIR.

En 1995, Narayanan y Patonay disefiaron un procedimiento mas eficiente
de sintesis de heptametincianinas y tricarbocianinas que el reportado por Makin

et al. en 1977%, que no involucraba la presencia de un catalizador para la
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reaccion.?® Asi, sentaron las bases para disponer de un procedimiento versatil y
reproducible para obtener tricarbocianinas variadas, lo cual resulté un aporte
muy importante a la sintesis organica de moléculas fluorescentes de NIR. Sin
embargo, las propiedades fotofisicas (especialmente la emisiéon de
fluorescencia) no habian sido bien caracterizadas hasta el momento. En 1997,
Flanagan et al. reportaron una novedosa tricarbocianina de NIR modificada con
un grupo isotiocianato susceptible de reaccionar con aminas primarias.*
Recapitulando, tenemos dos métodos ampliamente extendidos para la
formacion del derivado clorado de tricarbocianinas a partir de una reaccion de
condensacion: 1) el método con catalizador y, 2) el método de Narayanan sin
catalizador. Asimismo, como reactivo de la reaccion de condensacion se pueden
utilizar esencialmente dos equivalentes sintéticos del mismo bloque de
construccion de la cianina. Esto es: en un caso, se utiliza un bisaldehido
insaturado (BI) sin ningtn tipo de purificacion para la reaccion posterior de
condensacién? y, en el otro caso, el bisaldehido se obtiene “protegido” como
una base de Schiff (BS)?. Mas adelante se ahondara en cada uno de los pasos de
sintesis, y en el mecanismo de las reacciones relevantes. En el Esquema 4-3 se
muestran las dos rutas de sintesis mdas utilizadas para construir

tricarbocianinas, como hemos explicado en los parrafos precedentes.
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Cy-Cl

Esquema 4-3. Esquemas sintéticos para la obtencién de tricarbocianinas simétricas a partir del mismo

precursor N- alquilado P1 y BI (arriba) o BS (abajo).

4.2.1.2 Sintesis convergente del Precursor Clorado (Cy-CI)

La sintesis de Cy-Cl se lleva a cabo mediante la condensacion de dos 2-
metil-aza-heterociclos funcionalizados en el N del heterociclo (P1) con un
bisaldehido insaturado (BI, o un equivalente del mismo, por ejemplo una base
de Schiff), a reflujo en medio neutro (o basico). En esta tesis se trabajo con la
estrategia de Narayanan sin catalizador.”® Ldégicamente, se pueden lograr
diversas estructuras variando la funcionalidad de las moléculas de partida: i)
los sustituyentes de los atomos de N de los heterociclos (R1 y R2), ii) la
identidad del ciclo que estara en el centro de la cadena poliénica a través de
modificar el bisaldehido insaturado (BI) y, iii) la identidad de los aza-
heterociclos (benzoindol e indolenina).

Combinando estas variables en el disefio de la estructura final es posible
controlar la solubilidad, reactividad y propiedades espectroscépicas de las
cianinas cloradas derivadas de ellos. En cuanto al punto i), los grupos

funcionales mas utilizados son cadenas alquilicas derivatizadas con grupos
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sulfonato o carboxilato. Estos grupos confieren al compuesto final una mayor
solubilidad en agua, a la vez que, en el caso del carboxilato, ofrecen un grupo
quimico funcionalizable para uniones posteriores, ya sea biomoléculas,
superficies variadas y nanoparticulas. Asimismo, no es menor el hecho de que
los grupos -SOsH y .COOH son inertes en las condiciones de reaccion para la
obtencion de Cy-Cl y para su modificacion posterior en la posicion meso —CI.

En el Esquema 4-4 se muestra la ruta final diseniada para obtener el
precursor Cy-Cl en base a lo discutido previamente. El desarrollado de las rutas
sintéticas se realizo en colaboracion con el grupo de la Dra. Carla Spagnuolo,
del DQO-FCEN-UBA, con amplia experiencia en la sintesis organica de esta

familia de fluoroforos.

% a
N

Cy-Cl

Esquema 4-4. Sintesis convergente de Cy-Cl.

Cabe destacar que, en cada paso de sintesis, el producto es fuertemente

coloreado lo que permite monitorear las reacciones de una manera sencilla.
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4.2.1.2.1 Primer bloque de construccion: el precursor N-alquilado

En el Esquema 4-5 se muestran los azaheterociclos comerciales mas
comunes de partida, junto con dos ejemplos de agentes alquilantes del N del
indol (que dan lugar a la funcionalizacion con R1 y R2), y las reacciones de
cuaternizacion de los N heterociclicos para la obtenciéon del primer bloque de
construccion de la molécula. Se trabajo con los heterociclos 2,3,3-
trimetilindolenina (“indolenina”, de aqui en mas) y 1,1,2-trimetilbenzo[e]indol
(“benzoindol”, de aqui en adelante) y con el alquilante &cido 6-
bromohexanoico. En esta tesis sdlo se muestran los resultados correspondientes
al 1,1,2-trimetilbenzo[e]indol, pues es esta molécula la que estaba menos
explorada al momento de comenzar este trabajo y revestia mayor novedad
tanto desde el punto de vista sintético (el benzoindol es menos reactivo que la

indolenina) como desde el punto de vista fotofisico.

A Azaheterociclos Agentes Alquilantes
‘/ o g
r
N/ N OH o
H* H*
Indolenina Acido 6-bromohexanoico 1,3-propanosultona

Cuaternizacién del N
del heterociclo
OH

Esquema 4-5. A) Bloques de construccion del precursor alquilado P1 y, B) reaccion genérica de

alquilacion del N del heterociclo.
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Cabe destacar que la reactividad del nitrogeno del heterociclo frente al
ataque de nucleofilos es mayor para la indolenina en comparacién con el
benzoindol.* Jares y colaboradores estudiaron ampliamente la sintesis de
tricarbocianas fluorescentes!®', tal es asi que sentaron las bases para gran parte
de los conocimientos adquiridos en esta tesis. Uno de los aspectos que los
autores establecieron fue la diferencia de reactividad para la N-alquilacion. En
particular, Menéndez® estudio la alquilacion por la via térmica de indolenina y
benzoindol con acido 6-bromohexanoico en diferentes solventes organicos y a
distintas temperaturas. Asi, observé que los mejores rendimientos se obtenian
cuando hacia la reacciéon a reflujo en tolueno para la indolenina, pero ningun
solvente conseguia alquilar el nitrégeno del benzoindol con 4&cido
bromohexanoico por via térmica. Mas aun, reportd la alquilacion exitosa de la
indolenina en una reaccion de microondas utilizando como solvente de reaccion
acetonitrilo.

Conscientes de esta gran diferencia de reactividad, decidimos
desarrollar y optimizar la alquilacién de 1,1,2-trimetilbenzo[e]indol con acido 6-
bromohexanoico por la via de las microondas, sin descartar controles de
reaccion por la via térmica. En el Esquema 4-6 se muestra la reaccién en las

condiciones experimentales mds optimizadas que se pudieron lograr.

0]
[
7 /,
N g

N5 -
Br
1) MeCN, 150°C
Microondas, 2 h
2) -20°C, 15 dias, Eter etilico OH
Rend.: 95 % pi1 ©

Esquema 4-6. Reaccién de N-alquilacion del 1,1,2-trimetilbenzo[e]indol con dcido bromohexanoico por la

via de las microondas.
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De esta manera, se probaron diferentes relaciones molares de reactivos,
diferentes temperaturas y tiempos de reaccion. La reaccion de microondas
usando wuna relacion molar de 1,1,2-trimetilbenzo[e]indol- acido 6-
bromohexanoico 1: 1,5 se monitored por cromatografia en placa delgada de fase
reversa (MeOH-ACOH 99,9:0,1). La mejor conversion se obtuvo a las dos horas
de reaccion y, a partir de ese momento, no se observo mds avance. En cuanto a
la relacion molar, se utiliz6 un exceso de medio equivalente de agente
alquilante respecto del benzoindol, en linea con la baja reactividad de este
compuesto frente a la alquilacion. Dicha relacion molar resulta el mejor
compromiso entre obtener un avance de reaccién adecuado y no impurificar
demasiado el producto con reactivo sin reaccionar. En la Tabla 4-1 se muestra la
comparacion entre los productos obtenidos mediante la via térmica y la de las
microondas en cuanto al tiempo de reaccidn, en acetonitrilo. El acetonitrilo,
como se vio en el Capitulo 3, es un solvente con un factor de pérdida bajo
(0.062) y, por lo tanto, con una capacidad baja de absorcion de la energia de
microondas. Sin embargo, resulta buen solvente en cuanto a que disuelve los
reactivos y, mas adelante, al enfriar, el producto precipita con una buena

pureza del medio de reaccion y se puede recuperar por filtracion.

Tabla 4-1. Comparacion de las vias térmica y de microondas para la N-alquilacién de 1,1,2-

trimetilbenzo[elindol con dcido 6-bromohexanoico (1 eq: 1,5 eq) en acetonitrilo.

Via Temperatura /°C | Tiempo | Aspecto sdlido crudo
Térmica 82 (reflujo) 4 dias | Gris-verdoso (impuro)
Microondas 150 2 horas Verde

Solamente luego de 4 dias de reflujo en acetonitrilo se observo reaccién.
A la luz de los resultados de la Tabla 4-1, queda claro que la via de las

microondas es la mds conveniente para la reaccion.
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Dado el carécter zwitteriénico del producto, una sal interna de bromuro,
éste resulta dificil de purificar por técnicas convencionales de quimica organica.
En muchos casos, el mayor desafio con esta familia de fluoroforos reside en las
etapas de aislamiento y purificacion, ademas de la sintesis en si. La
precipitacion del producto crudo de acetonitrilo en frio (-20°C) generd un
producto con un muy buen rendimiento (95 %) sin detectarse el reactivo de
partida por cromatografia en placa delgada. Asi, se pudo continuar el proceso
sin realizar purificaciones adicionales.

Por otra parte, se prestd atencidn al escalado de la reaccidon. En este caso,
se tested la reaccion desde los miligramos a los gramos y, en todos los casos, se
obtuvieron rendimientos superiores al 80 %, con un rendimiento promedio de
(86£7) % en la obtencidn de 5 lotes diferentes.

La caracterizacion de este precursor se realizo por RMN 'H (Figura 4-2).
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Figura 4-2. Espectro de RMN 'H del precursor N-alquilado P1 (200 MHz, solvente Cloroformo-d1).
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La sefal diagndstica del espectro es la C, un triplete a 4,59 ppm que
integra para aproximadamente dos hidrogenos y se corresponde con los
hidrogenos equivalentes del metileno unido directamente al nitrogeno del
indol. Se trata de los hidrégenos alquilicos mas desprotegidos de la molécula y
esto tiene que ver con el caracter cationico del nitrégeno al que estan unidos.
Por otra parte, la sefial D (triplete, 2,25 ppm) corresponde a los dos hidrogenos
del metileno unido al carbono del acido carboxilico. El singulete E a 1,75 ppm
proviene de los 6H de los metilos del benzoindol de partida que también,
logicamente, se encuentran en el producto alquilado. El resto de las senales
alquilicas (F, G y H) completan las sefiales de los metilenos correspondientes a
los carbonos 18, 19 y 20, segtn lo indicado en la Figura 4-2. Por ultimo, nos
queda el conjunto de senales A (8,04 ppm) y B (7,65 ppm), que se corresponden

con los seis hidrogenos del sistema aromatico.

4.2.1.2.2 Sintesis del niicleo de la cianina: el bisaldehido insaturado (BI)

Como ya dijimos en la Seccion 4.2.1.1, se tienen dos posibilidades en
cuanto la eleccion del bloque de construccion del ntcleo de la cianina: BI o BS.
Si bien BI y BS son equivalentes sintéticos, existen diferencias de estabilidad y
de reactividad. El precursor BS es facilmente cristalizable y mas estable que BI,
tal es asi que puede ser almacenado por meses a temperatura ambiente y
cubierto de la luz sin signos de descomposicion.*® Por su parte, el BI es dificil de
cristalizar en el medio de reaccion y se puede almacenar durante un mes y
medio a -20°C y bajo atmosfera de nitrégeno. Sin embargo, y de acuerdo a lo
reportado por Zhang y Achilefu, la mejora en la estabilidad se opone a la
reactividad del derivado: BI muestra una mayor reactividad y mejores
rendimientos en la posterior reaccion de condensacion con los heterociclos N-
alquilados.” Esto esta en linea con lo reportado por Menéndez, quien compard

la reactividad de BI y BS para dos sintesis de tricarbocianinas cloradas a partir
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de precursores N-alquilados diferentes. En un caso, reporté una baja de 73%
(BI) a 58% (BS) de rendimiento y, en el otro caso, una disminucion de 62% (BI)
a 48% (BS).3° Asi, utilizar la molécula protegida BS en vez de BI impacta en
promedio en un 15% en el rendimiento de la reaccion de sintesis de la
tricarbocianina clorada. Esto se debe a que cuando la reaccion de formacion de
la tricarbocianina clorada se hace con el precursor protegido BS, se obtiene una
mezcla compleja de productos que resulta dificil de caracterizar, lo que
disminuye el rendimiento de la reaccion.*

Sobre la base de este conocimiento, se decidid optar por sintetizar el
bisaldehido insaturado BI. Se tom¢ la precaucion de disponer de precursor N-
alquilado fresco en cantidad para utilizar todo el BI sintetizado en la reaccion
posterior de sintesis de Cy-Cl, pues sabiamos que BI no era un precursor
estable. El rendimiento promedio que obtuvimos en nuestro laboratorio para el
BI crudo fue de 46%.

El mecanismo propuesto para la reaccion de formacién de BI se muestra
en el Esquema 4-7.3-%

La reaccién comienza con el ataque de la dimetilformamida sobre el
oxicloruro de fésforo para formar el reactivo de Vilsmeier-Haack, 1
(diclorofosfonato de N-clorometilen-N,N-dimetilamonio). El mismo se adiciona
sobre el enol de la ciclohexanona, 2, para (luego de la adicion de otra molécula
de 1) dar el derivado hemicianina 3. La reaccion posterior de adicion de una
nueva molécula de 1 seguida de un ataque de cloruro sobre el carbono meso del
sistema heptametino rinde la base de Schiff derivada de la N,N-dimetilamina, la

cual se hidroliza para dar el bisaldehido BI.
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Esquema 4-7. Mecanismo de formacion del bisaldehido insaturado a partir del Reactivo de Vilsmeier-

Haack.

Asi, en el
Esquema 4-8 se muestra la reaccion de sintesis de BI, tal y como se llevd
a cabo en el laboratorio. Luego de la cristalizacion y el secado se obtuvo un

solido amarillo-anaranjado, tal y como reportan otros autores.?*
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4) Llevar a 25°C
5) Agregar H,0O
6)-20°C, overnight
7) Filtrar y secar, Rend. 46%

Esquema 4-8. Sintesis de BI especificando las condiciones utilizadas en el laboratorio.

La caracterizacion del bloque de construccion BI se realizé por 'H-RMN
y el espectro obtenido se muestra en la Figura 4-3. Lo primero que cabe aclarar
es que no se observan las senales de los protones aldehidicos, y esto tiene que
ver con que forman parte de un equilibrio tautomérico cuyo tiempo
caracteristico muy probablemente sea menor que la escala de tiempo de
adquisicion del RMN. Tenemos, ademads, dos tipos de H alquilicos en la
molécula, como se ve en la Figura 4-3: los dos correspondientes al metileno “3”,
quienes se acoplan con los cuatro H equivalentes “2” y “4”, y por eso se ven en
el espectro como un multiplete. Los “2” y “4”, por su parte, sélo acoplan con los

H “3” y por ello su sefial corresponde a un triplete.
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Figura 4-3. Espectro de RMN 'H del bisaldehido insaturado BI (200 MHz, solvente Dimetilsulfoxido-

d6). Se muestran la sefial principal del DMSO y el agua residual que contiene este solvente.
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4.2.1.2.3 Reaccion de condensacion para obtener Cy-Cl

Como se menciono en la seccion 4.2.1.2, la sintesis del precursor Cy-Cl se
realiza a partir de BI y P1 (Esquema 4-4).

En el Esquema 4-9 se muestran las condiciones experimentales utilizadas
en el laboratorio. Dichas condiciones fueron desarrolladas por Narayanan y
Patonay en 1995%, quienes exploraron la sintesis de heptametincianinas

variadas, simétricas y asimétricas.

1) n-BuOH-Benceno 70:30
Reflujo 1 hora
2) Py, P1 (1 eq)

RefIUJo 1 hora
+ HO
NBr

Enfrlar evaporar bajo vacio
) Filtrar, lavar con éter etilico

OH 5) Secar bajo vacio (25°C)

P1(1 eq) g Bl (1 eq)

Cy-Cl

Esquema 4-9. Sintesis de Cy-Cl llevada a cabo de acuerdo a las condiciones de Narayanan?s. El

rendimiento obtenido fue de 49%.

Se utiliza una mezcla de los solventes n-butanol y benceno en proporcion
70:30, y segun los autores, se debe eliminar el agua que genera la reaccion de
condensacién mediante el uso de una trampa de Dean-Stark.?® De acuerdo a
nuestra escala de trabajo, optamos por utilizar tamices moleculares de 4 A° para
atrapar el agua que la reaccion generase, con la posibilidad de aumentar el
rendimiento de las reacciones de condensacion en un 10%.30

Las principales ventajas del método de Narayanan son:
a) Se trata de un método que no utiliza catdlisis, a diferencia de los métodos

que utilizan acetato de sodio como catalizador*3® y etanol anhidro

como solvente. En ausencia de catalisis, la reaccion de formacién del
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intermediario hemicianina (el producto de reacciéon de una molécula de
P1 y una molécula de BI) es lenta, lo que hace a este método muy
adecuado para la sintesis de tricarbocianinas asimétricas. No se acumula
hemicianina en exceso, que puede dar el producto simétrico en grandes
cantidades.

b) No requiere pasos repetidos de purificacion, a diferencia de los métodos
que utilizan catalisis.

c) Se obtienen rendimientos moderados (50-70%) y la reaccion es escalable

a los gramos.

El grado de avance de la reaccion puede monitorearse de forma sencilla
pues reactivos y productos presentan diferentes colores caracteristicos: amarillo
para el bisaldehido y verde oscuro para la tricarbocianina simétrica formada. El
producto crudo se obtuvo por evaporacion a presion reducida (arrastres con
tolueno para eliminar la piridina como un azedtropo) y posterior resuspension
en éter etilico frio. Luego de secado bajo vacio a temperatura ambiente, el sélido
se observd de color bronce. Sin embargo, si se lo disolvia en algun solvente, el
color era un verde intenso.

La purificacion se realizé por una columna de exclusién por tamafio
(Sephadex) utilizando metanol como eluyente. Las principales impurezas de la
sintesis se corresponden con precursor alquilado (P1) sin reaccionar y con
productos de oxidacion de la cianina clorada. Si bien no fue posible aislar algin
producto de oxidacion, de acuerdo a lo reportado por Narayanan, la sustitucion
de Cl por el oxigeno del agua seria responsable de la formacion de esta
impureza.”

En la Figura 4-4 se muestra el espectro de RMN-'H de Cy-Cl. Entender
las sefiales de los protones de esta molécula result6é clave para avanzar en la

interpretacion de los espectros de moléculas derivadas de este precursor
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versatil. Se tienen tres senales caracteristicas de la familia de las

tricarbocianinas.
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Figura 4-4. Espectro de RMIN 'H de Cy-Cl (500 MHz, solvente MeOD-d4).

Antes que nada identificamos las sefiales correspondientes a los H de los
dobles enlaces de la cadena polimetinica, las sefales diagnosticas de la
molécula. Los protones H16 y H34 se corresponden con la sefal A a 6,33 ppm (J
14,7 Hz) que estd en el rango tipico para H metinicos de cadenas poliénicas de
6,0-6,5 ppm. Asimismo, tenemos la sefial D a 8,55 ppm (J 14,6 Hz), que se
corresponde con H33 y H32 (8,0-8,5 ppm es el rango tipico). Estas senales se
pueden reconocer en forma sencilla: son dos dobles dobletes con una constante
de acoplamiento escalar grande, correspondiente a un doble enlace con
configuracién trans (Jrrans~14Hz).

Por otra parte, tenemos la sefial B caracteristica (triplete, 4,31 ppm) que

se corresponde con los hidrogenos de los metilenos unidos a nitrégeno
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cuaternario del indol, en linea con lo explicado en la seccion 4.2.1.2.1 para el

precursor alquilado P1.

4.2.2 Sintesis del derivado N-sustituido

4.2.2.1 Antecedentes y motivacion

Hasta 2005, la mayoria de las tricarbocianinas de NIR estaban basadas en
los derivados oxigenados y azufrados de un precursor tricarbocianina clorada.
Dichos derivados eran en muchos casos quimicamente inestables y presentaban
pequenos corrimientos de Stokes (~25 nm). Con estas limitaciones en mente,
Gao y colaboradores reportaron en 2005 la sintesis y caracterizacion de nuevas
heptametincianinas en las cuales el cloro de la posicion meso se habia
reemplazado con un nitrogeno de una amina.* El enlace C-N en la posicion
central se convirti6 en un paradigma para la transferencia de carga
intramolecular (ICT). Los derivados resultantes mostraban un desplazamiento
hipsocrémico de las longitudes de onda de absorcion y grandes corrimientos de
Stokes (~150 nm). Como vimos en el Capitulo 1, las sondas de NIR con N en la
posicion meso son superiores a las cianinas comunes para el uso en microscopia
de fluorescencia debido al minimo solapamiento entre el espectro de absorcion
y de emision.3

En 2006, Lee et al. reportaron la sintesis de heptametincianinas solubles
en agua por la reaccion de Suzuki-Miyaura.” Asi, introdujeron un enlace C-C
en la posicion meso de la estructura cromofdrica de forma muy robusta. Dichas
sondas resultaron mas fotoestables comparadas con los derivados oxigenados
(ariléter y alquiléter) y tiolados (ariltioéter y alquiltioéter), también comparadas
con los aminados (arilamino).

En cuanto a la capacidad sensora de las tricarbocianinas, podemos decir

que se han desarrollado multiples sensores fluorescentes basados en este tipo
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de moléculas para una variedad de cationes inorganicos, algunos de ellos
metales pesados que pueden representar un riesgo para la salud humana y
cuyos niveles en aguas y suelos resultan importantes de monitorear, (p. ej.
Cu2+,38 Cd2+,39 ng+,40 y Zn2+ 18,41,42)'

Como ya hemos explicado en la Seccion 4.1, otro pardmetro que resulta
de un interés excepcional en sistemas bioldgicos es el pH. Se han desarrollado
una gran variedad de sensores fluorescentes de pH basados en aminocianinas
para su aplicacion en microscopia de fluorescencia de células in vivo, con
especial énfasis en un pH de trabajo de entre 5,0 y 7,5.2!

En todos los casos, se wutiliza como precursor comun una
cloroheptametincianina que luego es derivatizada con el ionoforo
correspondiente mediante un tinico paso de reaccion. Asi, se pueden generar
librerias de aminocianinas marcadores y/o sensores moleculares fluorescentes
activos en la zona NIR del espectro de radiacion. En particular, la sustitucion
del dtomo de cloro en la posicion meso de la cadena de polimetinos por un
atomo de nitrogeno conlleva un cambio abrupto en las propiedades dpticas de
los fluoréforos.®* Los derivados aminados de tricarbocianinas cloradas
presentan, entre otras caracteristicas, un gran desplazamiento hipsocrémico de
las bandas de absorcién y un excepcional aumento del corrimiento de Stokes,
ambos hechos aprovechados en el desarrollo de nuevas sondas para la
cuantificacion y marcacion especifica de analitos en estudios de microscopia de
fluorescencia.*® Asi, la motivacion principal de la sintesis de
aminotricarbocianinas de NIR responde a una necesidad de los investigadores
para elucidar mecanismos bioldgicos complejos mediante microscopia de

fluorescencia.

4.2.2.2 Estrategia sintética para Cy-PIP y mecanismo de reaccion
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En este apartado se describira la sintesis y caracterizacion de un nuevo
sensor fluorescente de pH activo en la zona NIR del espectro electromagnético
(Cy-PIP).

Como ya dijimos, la versatilidad de intermediarios de tipo Cy-Cl permite
obtener una familia de compuestos fluorescentes mediante un tnico paso de
reaccion. Esta transformacion se lleva a cabo mediante el tratamiento de la meso-
clorotricarbocianina  correspondiente Cy-Cl con un nucledfilo en

dimetilformamida como solvente de reaccion (Esquema 4-10).

Esquema 4-10. Obtencion de derivados de tricarbocianinas por sustitucion del -Cl en la posicién meso.
Para la sintesis, se siguid el procedimiento descripto por Nagano y

colaboradores?® y como nucledfilo se wutilizd N-metilpiperazina. Las

condiciones de reaccion se muestran en la Figura 4-5.

1;1

TEA, DMF, overnight

=
N
Rend. 62%
(o} HO
O HO 0 0

Cy-Cl Cy-PIP

Figura 4-5. Sintesis de la aminotricarbocianina simétrica sensible al pH (Cy-PIP).
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Se utilizd trietilamina (TEA) para que la forma principal de la N-
metilpiperazina fuera la especie desprotonada, que es el nucleofilo propiamente
dicho en la reaccion. Si bien la reaccion se monitored por cromatografia en placa
delgada, a ojo desnudo se puede notar, a medida que avanza la reaccion, un
cambio de color de verde oscuro a azul oscuro. Finalmente, el solido azul
obtenido se purifico por cromatografia de exclusion por tamano (Sephadex) y
cromatografia en placa preparativa (RP-18).

Es interesante entender cudl es el mecanismo por el que ocurre esta
reaccion. Segun lo reportado en literatura, el mecanismo mas plausible para
estas reacciones es el de Sustitucion Nucleofilica Aromatica Radicalaria
(SRN1).74 En el Esquema 4-11 se muestra la secuencia de reacciones que se
propone da lugar a la reaccidn. En la Etapa inicial (a) ocurre una transferencia
electronica desde el reactivo (en nuestro caso seria el cation Cy-Cl) hacia el
nucledfilo (N-metilpiperazina), lo que genera un radical libre (R-X). Dicho
radical se fragmenta (b) y se elimina el grupo saliente X (CI en nuestro caso)
como un anién. Asi, se forma un catién radical R™* que, en la etapa de
propagacion (c) reacciona con el nucledfilo para dar un nuevo radical (R-Nu)'.
Finalmente, el nuevo radical reacciona por transferencia electrénica con una
molécula de sustrato (Cy-Cl) en la etapa (d) para obtener el producto (R-Nu)*y

un radical que puede volver a disociarse y entrar en la secuencia de reacciones.

(R-X)*+Nuw —> (R-X)+ Nu (a)
(R-X) —» R*'+X (b)
R*+ NuU—> (R-Nu)’ (c)

(R-Nu) + (R-X)* — = (R-Nu)* + (R-X) (d)

Esquema 4-11. Mecanismo de Sustitucién Nucleofilica Aromdtica Radicalaria. Tomado de Ref.?”
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4.2.2.3 Caracterizaciéon por RMN

Para la caracterizacion estructural completa de la molécula Cy-PIP, se
realizaron experimentos de RMN unidimensional (*H, *C) y bidimensional
(COSY y HSQC). Para facilitar la identificacion de las senales caracteristicas, en
el Esquema 4-12 se muestra la estructura de la molécula con todos sus carbonos

y heteroatomos numerados.

e
37 35
” | e ~N _,‘,2\ !4/ ol N
3& - 6\ I N/ P o I 0
7NN 12 =3 27 3 I
” | >s\ Z R /zlo\ P /z/ 26 \32/39
2\ 3/ ~ N/ \ \ 1|5/ ¥ 22/ X /Izls\ I
7 N =31
I 6 -8 \ 2|4 s
TN Y N
zis / a5
NG a6

Esquema 4-12. Estructura quimica de Cy-PIP. Se numeran los carbonos y los heterodtomos a fin de

poder hacer referencia a las sefiales caracteristicas (marcadas con flechas).

En la Figura 4-6 se muestra el espectro de RMN-'H completo de Cy-PIP
(panel inferior). Arriba, se muestran algunas de las sefiales caracteristicas
ampliadas, para facilitar el andlisis del espectro. Las sefales diagnosticas se
corresponden con: i) los hidrégenos de la cadena polimetinica, ii) los metilenos

unidos al nitrégeno del indol y, iii) los metilenos y metilo de la piperazina.
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En primer lugar, las sefiales a 7,96 ppm (A) y a 6,08 ppm (B) se
corresponden con los 4 H de la cadena polimetinica. La sefial a 6,08 ppm esta
asociada a dos de los hidrogenos de la cadena polimetinica, el H13 y el H22.
Andlogamente, la sefial a 7,96 ppm se corresponde con los hidrégenos H21 y
H14. Mediante HSQC determinamos que la sefial a 7,96 ppm no es un doblete
como esperabamos porque corresponde a la superposicion de dos sefiales: la de
los H21 e H14 (enlaces dobles) y una senal correspondiente a cuatro hidrégenos
aromaticos.

Asimismo, tenemos el triplete a 4,17 ppm (Figura 4-4, ampliacién C) que
corresponde a los grupos metileno unidos directamente al nitrogeno del indol
(4H, 2 H10 y 2 H34). El alto desplazamiento quimico de estos metilenos tiene
que ver con gran el efecto de desproteccion que ejerce el nitrogeno cuaternario
del indol parcialmente cargado positivo. Por otra parte, tenemos las sefiales a
3,79 ppm (2 H52 y 2 H54) y a 2,89 ppm (2 H51 y 2 H55) que se observan en la
ampliacion D y corresponden a los grupos metileno de la piperazina.
Finalmente, en la ampliacién E puede verse el triplete asimétrico a 2,59 ppm
que esta asociado a dos tipos de carbonos diferentes (HSQC, no se muestra el
espectro) y, por ende, a dos tipos de protones diferentes. Es probable que la
forma del triplete se deba a la superposicion de un singulete (metilo -CHs de la
piperazina, 3 H57) con un triplete (2 grupos metileno del anillo central, 2 H16 y
2 H18).
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Figura 4-6. RMN 'H de Cy-PIP (500 MHz, solvente MeOD-d4). Arriba. Ampliaciones de las sefiales
mds relevantes. Abajo. Espectro completo en el que se detallan las integraciones obtenidas

experimentalmente.
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4.3 Caracterizacion fotofisica de Cy-PIP

4.3.1 Propiedades espectroscopicas de derivados N-sustituidos

Como se explicd en el Capitulo 1 y en la Seccién 4.2.2.1, un atomo de
nitrogeno en la posicion meso de la tricarbocianina redunda en un cambio
dramatico de sus propiedades espectroscopicas. En la Figura 4-7 se muestran
los espectros de absorcion y emisién del precursor clorado (Cy-Cl) y de su

derivado N-sustituido (Cy-PIP) sintetizados en el laboratorio.

Cy-PIP _wm
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N
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Figqura 4-7. (Izq.) Espectros de absorcién y emisién de Cy-Cl (Exc.: 750 nm) normalizados en sus
mdximos. (Der.) Espectros de absorcion y emisién (Exc. 685 nm) normalizados en sus mdximos de la
cianina sensora Cy-PIP. En ambos casos el solvente es buffer fosfato (PBS) 10 mM pH 7,3 y se utilizan
concentraciones de alrededor de 5 M de los analitos. La apertura de rendija de excitacién y emision es 20

nm.

En buffer PBS 10 mM, para Cy-Cl el maximo de absorcion se encuentra a
819 nm y el maximo de emision a 833 nm. Para Cy-PIP, en cambio, el maximo
de absorcién se halla a 680 nm y el maximo de emisiéon a 820 nm en solucién
acuosa a pH 7. Asi, el corrimiento de Stokes aumenta considerablemente una

vez que se ha sustituido el &tomo de Cl por N: pasa de 14 nm en Cy-Cl a 140 nm
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en Cy-PIP, y es uno de los mas grandes reportados hasta la fecha de la escritura
de esta tesis. Cy3 y Cy5, dos colorantes de tipo cianina cuyo uso en marcacion
fluorescente estd muy extendido, muestran corrimientos de Stokes menores a 20
nm en solucion acuosa.*

Por otra parte, como se ve en la Figura 4-7 (Der.), Cy-PIP muestra un
espectro de absorcion con dos bandas en buffer PBS a pH 7,30. Se tiene el

maximo absoluto a 680 nm y un maximo local a 820 nm.

4.3.2 Efecto de la concentracion en el espectro de absorcion de Cy-PIP

Una caracteristica importante de las cianinas es que tienen cierta
tendencia a formar agregados en solucion y en interfaces liquido-sélido y
liquido-aire* bajo determinadas condiciones. En este sentido, diversas fuerzas
intermoleculares favorecen la formacion de estas estructuras supramoleculares
(p-€j., las fuerzas entropicas de las cadenas alquilicas, las fuerzas electrostaticas
y de enlace de hidrdgeno de los grupos idnicos y polares y, las fuerzas de Van
der Waals).#% Cabe destacar que la tendencia de las moléculas a formar
agregados depende tanto de la estructura quimica del fluoréforo como de
propiedades del entorno (pH, fuerza idnica, concentracion del cromoforo,
polaridad del solvente, concentracion de electrolitos y temperatura).

La agregacion de los fluordforos y la consecuente formacion de
agregados supramoleculares inciden de manera directa sobre sus propiedades
fotofisicas y fotoquimicas. Asi, los agregados en solucién muestran cambios en
los espectros de absorcidén en comparacion con su mondmero de origen. Como
vimos en el Capitulo 1, se han caracterizado dos tipos de comportamientos
fotofisicos frente a la agregacién: la aparicion de bandas a menores longitudes
de onda (bandas H)* y de bandas a mayores longitudes de onda (bandas J).*’ La

explicacion de estas nuevas bandas se puede lograr a partir de la Teoria de los
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excitones moleculares®®. En particular, las cianinas presentan una gran
tendencia a la formacion de agregados de tipo J.*2

Si bien el objeto de este trabajo de tesis no era el estudio sistematico de la
capacidad de formacion de agregados de Cy-PIP, nos resultd importante
determinar si dicha molécula formaba agregados de algun tipo a las
concentraciones de trabajo empleadas segun la aplicacion deseada y establecer
un rango seguro para la concentracion en el que la molécula se encontrara como
monomero.

Asi, se realizo un experimento a partir de una solucién stock 20 uM de
Cy-PIP en buffer PBS pH 8,3. A partir de ella, se realizaron diluciones con
buffer PBS pH 8,3 para barrer un rango de concentracion util para medidas
fotofisicas (de 2 a 18 uM) y se midieron los espectros de absorcién de las

soluciones.
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Figura 4-8. (A) Espectros de absorcion de Cy-PIP en PBS 10 mM pH 8.3. La concentracion fue
aumentindose gradualmente desde 2 uM (linea llena de menor absorbancia) hasta 18 uM (linea llena de
mayor absorbancia); (B) Cociente entre los mdximos de absorcién a 823 nm y a 687 nm, respectivamente

para el rango de concentraciones 2-18 uM de Cy-PIP (PBS 10 mM, pH 8.3). La relacion de bandas

promedio para todo el rango de concentraciones resulta ser (0,72 + 0,04).

En la Figura 4-8 A se observa que, al aumentar la concentracion, el

espectro de absorcion de Cy-PIP aumenta de manera regular y uniforme; esto
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es, las dos bandas de absorcion aumentan. Mas aun, en la Figura 4-8 B puede
apreciarse que la relacion de bandas de absorcion (As:z nm/Aes7 nm) se mantiene
practicamente constante en el intervalo de concentraciones ensayado, a
excepcion de la concentracion de 7 uM. Este resultado nos indica que en el
espectro ninguna de las dos bandas puede atribuirse a un agregado, y el mismo
se corresponde con el espectro de absorcion de Cy-PIP monomero. Asimismo,
las concentraciones ensayadas son muy bajas para observar la aparicién de
agregados, normalmente presentes en la escala del milimolar.® La desviacion
de la tendencia de la solucion 7 uM puede explicarse por problemas con la linea
de base: resulta dificil obtener medidas cuantitativas cuando las absorbancias
que se miden son tan bajas (menores a 0,01 unidades). Asimismo, los espectros
que se presentan han sido suavizados para una mejor apreciacion de las bandas
de absorcion. Cabe aclarar que dicho procedimiento no cambia el resultado de

la relacion de bandas de absorcidn.

4.3.3 Influencia del solvente en la fotofisica de Cy-PIP

Como vimos en el Capitulo 1, los pardmetros que caracterizan la
fluorescencia de una molécula determinada (como puede ser el rendimiento
cuantico de fluorescencia) se ven afectados por cualquier proceso que involucre
interacciones de la molécula en el estado excitado con su ambiente cercano. Los
desplazamientos en la posicion de las bandas de absorcion y de emision al
cambiar de solvente (solvatocromismo) son evidencias experimentales en los
cambios en la energia de solvatacién. En otras palabras, cuando un soluto esta
rodeado de moléculas de solvente, su estado basal y su estado excitado
dependeran de las interacciones soluto-solvente.

Entre las variables que caracterizan el microentorno del fluoroforo
tenemos: la polaridad del solvente, la capacidad de formacién de enlaces de

hidrégeno, el pH, la viscosidad, la temperatura, y la concentracion de iones,
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entre otros. Resulta importante, entonces, evaluar qué ocurre con los espectros
de absorcion y de emision de Cy-PIP en los solventes mas utilizados en esta

tesis como metanol, THF y buffer PBS.

T T T T T T T T T T T
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Figura 4-9. Espectros de (A) absorcion y (B) de emision de Cy-PIP (5 uM) en metanol (negro), THF
(azul) y buffer PBS 10 mM (rojo).

En la Figura 4-9 A se observa que la forma del espectro de absorcion de
Cy-PIP se ve modificada al pasar de metanol a buffer PBS. En metanol, el
espectro es ancho y presenta un maximo de absorcion a 750 nm, algo similar a
lo que sucede en THF, solvente polar aprotico. En solucion acuosa de PBS, en
cambio, se resuelven dos bandas, como ya hemos visto en secciones anteriores,
una a 680 nm y otra a 820 nm. No estd clara la naturaleza de este
comportamiento, si bien creemos que la banda de 820 nm no se corresponde
con una banda de agregado de tipo J, como vimos en la Seccién 4.3.2.
Asimismo, se observa una disminucion pronunciada de la absorbancia al pasar
de metanol a agua, en linea con lo reportado en literatura.®

Por otra parte, en la Figura 4-9 B se observa que la emision de Cy-PIP se
ve fuertemente influenciada por el solvente: en metanol se observa la mayor
intensidad de fluorescencia, el THF es un caso intermedio y, finalmente, en
solucion acuosa la intensidad de emision baja a menos del 10% comparado con

el valor original en metanol. La dramatica influencia en la intensidad de
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emision contrasta con la minima variacién en la posicion del maximo de

emision, que en todos los casos se encuentra cercano a 820 nm.

4.3.4 Fotoestabilidad de Cy-PIP en solucion acuosa

Una propiedad muy deseable para una sonda fluorescente es que sea
fotoestable en el medio en el que se la quiera utilizar.'® En nuestro caso, Cy-PIP
se pensd6 como una sonda NIR para aplicaciéon bioldgica, lo cual hace
fundamental que la molécula sea fotoestable en agua a pH regulado, como los
de los compartimientos celulares.

Para testear la fotoestabilidad de Cy-PIP en solucion acuosa
monitoreamos su emision en el curso de dos horas a temperatura ambiente, en
una cubeta aireada y bajo irradiacion continua. En la Figura 4-10 se muestran
los resultados a pH acido y basico. Se observa que la intensidad de emision a
820 nm no cambia apreciablemente a ninguno de los dos pHs ensayados: a pH
5,15 se observa una baja de intensidad de 5%, mientras que a pH 9,47 se observa
una disminucién de 8%, ambas bajas aceptables para sondas de este tipo.
Evidentemente, a pH 5,15 no ocurre una protonacion irreversible de la sonda, y
era lo que esperdbamos ya que no se tiene una monoamina. Mas adelante
relacionaremos la fotoestabilidad con el comportamiento de los espectros de

absorcion de la sonda al modificar el pH un experimento de titulacion.
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Figura 4-10. Dependencia temporal de la emisién de fluorescencia de Cy-PIP a 820,5 nm en buffer PBS
10 mM (Aexe = 685 nm; slit =20 nm). Con un (=) se muestran los resultados a pH dcido de 5,15 y, con un

() los resultados a pH bdsico de 9,47.

En la Figura 4-10 se observa que la emision de Cy-PIP a pH basico
resulta mayor que a pH acido. La modulacion de la emisién de fluorescencia
con el pH del medio que experimenta Cy-PIP es la caracteristica distintiva de

esta molécula y serd el objeto de estudio de secciones posteriores.

4.3.5 Fluorescencia de Cy-PIP resuelta en el tiempo

Un aspecto importante de la fotofisica de los fluordforos es su tiempo de
vida de emision. Las medidas de tiempo de vida de emision resultan
complementarias a las medidas de estado estacionario e incluso resultan
ventajosas por sobre estas ultimas, dado que permiten obtener informacion
acerca de velocidades de reaccién, procesos intra e intermoleculares. Las
medidas de tiempos de vida también proveen un método para estudiar el
ambiente local del fluordforo y, bajo ciertas condiciones los tiempos de vida

pueden determinarse con mayor precision que las medidas de intensidad
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(estado estacionario).”® En la Figura 4-11 se muestran los ajustes
monoexponenciales para el recuento de fotones de emisiéon de Cy-PIP a
diferentes pHs en mezclas de metanol-buffer PBS. Dado que las
aminotricarbocianinas presentan un bajo rendimiento cuantico de emision de
fluorescencia en agua (del orden de 0,05), debimos utilizar mezclas de metanol
y buffer.3® Ademas, a pH acido la emision de Cy-PIP se apaga (Seccion 4.4.2), lo
cual impone una limitacion experimental para evaluar el tiempo de vida de la

molécula a pHs menores a 7.

500 F— T T T T ™ 500 T T
pH 8,0 pH 8,9

7 =0,554 ns (SD = 0,002 ns) 400 n 7 =0,495 ns (SD = 0,006 ns)

100 | -

4 6 8 10 12 14 2 4 6 8 10 12 14
Tiempo / ns Tiempo / ns

Figura 4-11. Recuento de fotones de emision de Cy-PIP (dye libre) a 820 nm en PBS 10 mM pH 7-
Metanol 1:1 (Aexe = 685 nm). Se muestra en azul la funcion de ajuste monoexponencial para cada pH

ensayado: A) pH 8,1, y C) pH 8,9.

En la Tabla 4-2 se recopilan los datos de tiempos de vida de fluorescencia

producto de los ajustes mono-exponenciales.

Tabla 4-2. Recopilacidn de los tiempos de vida de fluorescencia de Cy-PIP a distintos pHs alcalinos.

pH T/ns

8,0 | 0,554 + 0,002

8,3 10,492 + 0,001

8,9 10,495 + 0,006
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Podemos ver que los tiempos de vida de fluorescencia se mantienen
practicamente constantes en el pequenio rango de pH ensayado, y son tiempos
caracteristicos muy rapidos. Estos resultados sugieren que habria una tnica

especie emisiva, con un tiempo de vida de fluorescencia de ~0,5 ns.

44 Cy-PIPy su capacidad sensora de pH

4.4.1 Dependencia de la absorbancia con el pH

En la Figura 4-12 A se muestran los espectros de absorbancia de Cy-PIP
en funcion del pH. Estos datos se obtuvieron a partir de la titulacion de una
solucion de Cy-PIP (5 uM) con NaOH y HCl tal como se describe en el Capitulo
3. Se observa que la absorcion de nuestra molécula de interés disminuye a
medida que el pH se hace mas acido, en sus dos bandas de absorcion. Si bien la
baja de la absorcion al acidificar ha sido reportada en moléculas similares®, en
este caso no se distingue un corrimiento batocrémico al acidificar, como
reportan la mayoria de los autores.?! Resulta importante destacar que espectro
de absorcion de Cy-PIP no muestra un punto isosbéstico definido y, si se tiene
en cuenta la estructura de la molécula, se puede pensar en la existencia de
varias especies acido-base dependientes del pH que estan aportando al espectro
de absorcion (Se tiene el grupo —-COOH como 4&cido débil y la N-

metilpiperazina como base).
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Figura 4-12. (A) Espectros de absorcion de Cy-PIP (5 uM, PBS 10 mM) en el rango de pH 8,85-4,73.
(B) Curva de Absorbancia (680 nm) versus pH. El pKa calculado para Cy-PIP es de (6,9+0,1).

En la Figura 4-12 B se muestra la curva de pKa de Cy-PIP que proviene
del ajuste de los puntos obtenidos mediante una funcion de Henderson-

Hasselbach, como se vio en el Capitulo 3. El pKa asi obtenido fue de (6,9+0,1).

4.4.2 Dependencia de la emision con el pH

La emisién de fluorescencia de Cy-PIP a 820 nm cambia marcadamente
cuando se titula en el rango de pH de 3,8-10,9, en un procedimiento andlogo al
descripto para la titulacion por absorbancia. En la Figura 4-13 se muestran los
espectros obtenidos, junto con la curva de pKa que resulta del ajuste realizado

tal como se explicita en el Capitulo 3.
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Figura 4-13. (A) Espectro de emision de Cy-PIP (5 uM) en buffer PBS 10 mM, rango de pH 3,9-10,9.
(B) Intensidad de fluorescencia a 820 nm en el mismo rango de pH (Excitacion 680 nm). EIl pKa obtenido
fue de (7,1+0,1).

El pKa obtenido por fluorescencia es de 7,1, muy de acuerdo con el valor
de 6,9 obtenido por absorbancia. Ambos valores se encuentran en el rango de
pH fisioldgico, lo cual hace a Cy-PIP un sensor molecular de pH atractivo para

aplicaciones bioldgicas.

4.5 Discusion

4.5.1 Estrategia sintética de Cy-PIP

En la Seccidn 4.2 nos ocupamos de analizar la estrategia sintética para
Cy-PIP. El paso de N-alquilacion de 1,1,2-trimetilbenzo[e]indol con &cido 6-
bromohexanoico por la via de las microondas resulté una mejora sustancial,
pues permitd obtener un producto de una pureza considerable y con buen
rendimiento (95%), en una reaccion que sélo duraba dos horas, a diferencia de
la via térmica por la que no fue posible realizar la reaccion. Es decir que la baja
reactividad del precursor benzoindol frente a la alquilacion puede ser superada

utilizando la via de las microondas. En cuanto a la sustitucion del Cl en la
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posicion meso de la tricarbocianina por N-metilpiperazina, podemos decir que
se obtuvo un rendimiento (62%) mayor que el reportado para reacciones

similares.3®

4.5.2 Propiedades fotofisicas de Cy-PIP

De acuerdo a los resultados expuestos en la Seccion 4.3.1, en
comparacion con el precursor clorado, los espectros de absorcion y emisiéon del
derivado N-sustituido resultan mas anchos, pierden resolucion y no mantienen
una relacion especular entre si. Este comportamiento estd en linea con lo
reportado por otros autores para aminotricarbocianinas estructuralmente
similares.® En estas aminocianinas, la longitud de onda del maximo de
absorcion sufre un gran desplazamiento hipsocrémico, normalmente desde los
~800 nm a la regién de los ~650 nm. Por su parte, el espectro de emision no
sufre cambios tan pronunciados, sino que hay bajos corrimientos al azul (de 30-
40 nm). En suma, cuando se tiene un nitrdgeno en la posiciéon meso, los
corrimientos de Stokes aumentan notablemente, de 10 nm en precursores
clorados a ~140 nm en derivados N-sustituidos. Cabe aclarar que si el
sustituyente es un atomo de oxigeno o un atomo de azufre, estos cambios no se
observan y las tricarbocianinas oxigenadas y sulfonadas poseen corrimientos de
Stokes comparables a los del precursor clorado.*

Una explicacién posible del aumento sustancial en el corrimiento de
Stokes tiene que ver con un mecanismo de tipo ICT (transferencia
intramolecular de carga), como explicamos en el Capitulo 1. El andlisis de los
espectros de absorcion y emision de la aminotricarbocianina Cy-PIP (Figura
4-7), tal como reportan Gao y colaboradores®, permite observar que no existe
una relacién de simetria entre ellos. Por ejemplo, los anchos de pico a media

altura son diferentes. Esta observacion apuntaria a que existe un cambio en la
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geometria entre las especies que absorben y que emiten energia, algo usual en
los procesos de transferencia de carga.*

Si bien Cy-PIP no tiene a sus grupos -COOH conjugados con el sistema
7, la observacion experimental de los espectros nos lleva a pensar en la ICT
como un mecanismo posible para dicha molécula, que explicaria el gran
corrimiento de Stokes.

Por otra parte, estudiamos el efecto de la concentracion (Seccion 4.3.2) en
el espectro de absorcidn (en buffer PBS) de Cy-PIP con el objeto de detectar si
habia agregacion en el rango de trabajo ensayado (2-18 uM). A medida que se
aumentaba la concentracién, y en todo el rango ensayado, se observo que el
espectro de absorcion aumentaba de forma regular y uniforme. Mas adn, la
relacion experimental de bandas de absorcion (Asxs nm/Assz nm) se mantiene
practicamente constante en el intervalo de concentraciones ensayado. En suma,
los resultados indicarian que ninguna de las dos bandas puede atribuirse a un
agregado, y el espectro observado es el espectro de absorcion de Cy-PIP
mondmero.

Kimura y colaboradores llevaron a cabo un trabajo en el que estudiaron
de forma sistematica el efecto de la concentracion de una sonda de tipo
tiacarbocianina en solucion acuosa en las propiedades opticas del sistema.” A la
vez, utilizaron diferentes técnicas experimentales para caracterizar las especies
supramoleculares obtenidas (agregados de tipo H y J). Por espectroscopia de
absorciéon UV-visible, a una concentracion de 1 uM observaron el espectro
tipico de la especie monomérica. A 1000 uM observaron la aparicion de una
banda de absorcién a menores longitudes de onda (corrimiento hipsocrémico,
banda H). A 4 mM, se agregd al espectro una banda al rojo (corrimiento
batocromico, banda J]). Finalmente, a 10 mM, solo se observa la banda
correspondiente al agregado J.>* En nuestro caso, y teniendo el antecedente del

trabajo de Kimura, podemos decir que las concentraciones ensayadas (2-18 uM)
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son muy bajas para observar la aparicion de agregados, normalmente presentes
en la escala del milimolar.5%

Respecto de influencia del solvente en las propiedades fotofisicas
(Seccién 4.3.3), podemos decir que tanto el espectro de absorciéon como el
espectro de emision se ven modificados en presencia de diferentes solventes. De
acuerdo al orden de polaridad de los solventes ensayados (agua > metanol >
THF) y, sobre la base de los espectros presentados, podemos decir que el
corrimiento de Stokes aumenta a medida que aumenta la polaridad del
solvente. Este comportamiento sugiere que el momento dipolar de Cy-PIP en el
estado excitado es mayor que en el estado basal® Asimismo, los
solvatocromismos negativos al aumentar la polaridad del solvente
(desplazamientos hipsocrémicos en el espectro de absorcion) son indicativos de
posibles procesos de ICT.* En particular, el mayor corrimiento de Stokes (140
nm) se observo cuando se utilizaba agua como solvente, lo cual es una ventaja a
la hora de disefiar sondas fluorescentes para aplicacion en sistemas in vivo.” El
gran corrimiento de Stokes es decididamente una ventaja en este sentido; sin
embargo, también viene acompafiado de una baja considerable en la emisién de
fluorescencia en comparacion con la que se observa en solventes organicos.

Por otro lado, una limitacion para proyectar la aplicacién de sondas
fluorescentes de tipo cianina tiene que ver con la fotoestabilidad. La indocianina
verde, un colorante aprobado por la FDA para su uso en visualizacion optica
(bioimaging), presenta severos problemas de fotoblanqueo.'> La baja estabilidad
de los fluoroforos de tipo cianina se asocia en general a su reaccion con el
oxigeno disuelto en solucion.® Sin embargo, mediante la encapsulacion de ICG
en matrices de silice se ha conseguido mejorar considerablemente la
fotoestabilidad.” En el Capitulo 5 retomaremos estas ideas. Por otra parte, la
isomerizacion resulta también una causa de baja fotoestabilidad.* Para ello, una

de las soluciones posibles consiste en rigidizar la estructura de la cianina con un
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grupo ciclico en el centro de la cadena de polimetinos, como es el caso de Cy-
PIP y Cy-Cl.

En cuanto a la fotoestabilidad de Cy-PIP en solucién acuosa (Seccion
4.3.4), obtuvimos una baja de 5% en la intensidad de emision (820 nm) a pH
5,15, mientras que a pH basico de 9,47 la baja fue de 8%, en el lapso de dos
horas de irradiacion continua. Para sondas derivadas de tricarbocianinas, una
disminucién de menos de 10% en estas condiciones representa un buen
resultado.

Segun lo reportado por Nagano y colaboradores, la emision de una
aminotricarbocianina derivada de la metilamina desaparecia por completo
cuando se la irradiaba durante una hora a pH 4,73. Paralelamente, en el
espectro de absorcion se observaba un corrimiento hipsocromico abrupto de la
banda principal. Todo este cambio se producia de forma irreversible.!® El
hallazgo estd en linea con los resultados de Descalzo y Rurack, quienes
concluyeron que el fendémeno observado a pH 4cido tiene que ver con la
existencia de dos pasos de protonacién, uno de ellos irreversible.®’ Los autores
aportan ejemplos a partir de los cuales concluyen que la reduccion de la
capacidad donante de electrones del N en la posicién meso que puede ocurrir
por complejacion o por protonacion debe dar lugar a desplazamientos
batocromicos del espectro de absorcion. Mds aun, a partir del andlisis de los
espectros de absorcion y emision de su aminotricarbocianina los autores
exponen que, a medida que se acidifica el medio, primero se protona el
nitrégeno meso de forma reversible (desplazamiento batocromico en la
absorcion) y luego se protonan los carbonos metinicos que flanquean la
estructura polimetinica, generando una estructura hemicianina que se evidencia
como una banda de absorcion en el azul (desplazamiento hipsocromico). Esto
ultimo paso es irreversible y ocurre a pHs muy acidos (alrededor de 1).%° Para
Cy-PIP, cuyo nitrogeno meso estd doblemente sustituido, descartamos una

protonacion irreversible a pH acido de 5,15.
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4.5.3 Capacidad sensora de pH

Las sondas fluorescentes de la familia de las tricarbocianinas, en
comparacion con otros fluordforos, presentan la gran ventaja de absorber y
emitir luz en la regién del NIR (650-900 nm). A partir de esta caracteristica se
han desarrollado una variedad de sensores de biomoléculas (Ca?, Zn*, H*) que
aprovechan el cambio en la emisidn de las tricarbocianinas en presencia de los
analitos.?16> Los mecanismos por los que ocurre el cambio en la intensidad de
emisién contintian siendo objeto de investigacion debido a que no existe un
consenso generalizado en cuanto a los fendmenos involucrados en sus
respuestas luminescentes.

Como vimos en el Capitulo 1, existen esencialmentre tres mecanismos
reportados para el sensado de analitos mediante tricarbocianinas: PET
(Transferencia electronica fotoinducida), ICT (Transferencia intramolecular de
carga) y FRET (Transferencia de energia por resonancia de Forster). Solo nos
referiremos a PET e ICT, pues las condiciones para FRET no estdn dadas en
nuestros ensayos (la eficiencia de FRET a la concentracion empleada es
despreciable).®

En un mecanismo de tipo PET se tiene un fluoréforo (en nuestro caso una
tricarbocianina) unido a un sitio de reconocimiento de analito mediante un
grupo espaciador. Los sitios de reconocimiento, de acuerdo a su potencial de
reduccion en comparacion con el de la tricarbocianina, pueden actuar como
donantes o aceptores de electrones.*** Cuando el fluoréforo se comporta como
aceptor de electrones se habla de un mecanismo de tipo a-PET, mientras que
cuando se comporta como donante de electrones, el mecanismo se refiere como
d-PET.

Se han reportado sensores de oxi-tricarbocianinas que operan por a-PET

para analitos como Ca? y NO.®%2 En dichos ejemplos los autores observaron
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que, en presencia del analito, aumentaba la intensidad de emisién (“off-on”),
mientras que el espectro de absorcion de la molécula permanecia invariante.
Asimismo, en 2014 Sun et al. reportaron la sintesis y caracterizacion fotofisica de
una aminotricarbocianina estructuralmente muy similar a Cy-PIP, cuya emision
de fluorescencia aumentaba a pH 4cido, a la vez que ocurria un desplazamiento
batocromico del espectro de absorcion al disminuir el pH.® Los autores
explicaron dicho comportamiento proponiendo un mecanismo de tipo a-PET. El
comportamiento fotofisico de la sonda de Sun et al. coincide con el de la familia
de fluordforos estudiados por Nagano vy colaboradores, también
estructuralmente similares a Cy-PIP.?! Sin embargo, las aminotricarbocianinas
de Nagano operarian por un mecanismo diferente, de tipo ICT.?®

Por su parte, un mecanismo de sensado de tipo ICT siempre resulta en
respuestas autoreferenciadas (ratiometric, del inglés) de la propiedad a medir. El
ejemplo mds claro en este sentido fue aportado por Nagano y colaboradores,
quienes sintetizaron una variedad de aminotricarbocianinas que funcionaban
como sensores autorefenciados de pH. Las moléculas experimentaban un
desplazamiento batocrémico del espectro de absorcion al acidificar, lo cual les
permitia excitar a las sondas a dos longitudes de onda diferentes. A su vez,
colectaban la emision para a cada una de las longitudes de onda de excitacion,
la sefial del sensor se expresaba como un cociente de las emisiones, y
aumentaba al disminuir el pH.?! Esto les permitia incrementar el rango
dindmico del sensor a la vez que la respuesta se corregia por las interferencias
del medio.”” La estrategia para la construccion de estos sensores de pH radica
en controlar la habilidad donante de electrones del nitrégeno meso mediante
protonacion-desprotonacion del grupo diamino. En condiciones 4cidas, el H*
puede deslocalizar su carga entre los dos nitrégenos, y se tiene una estructura
supramolecular estable, y reversible (Esquema 4-13). Asimismo, se ha reportado
un sensor de pH estructuralmente similar a Cy-PIP que, en linea con los

resultados de Nagano y colaboradores?, sufria un desplazamiento batocrémico
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en el espectro de absorcion al disminuir el pH, pero su intensidad de emision

disminuia.?°

Esquema 4-13. Mecanismo de la respuesta a pH de los derivados aminocianina. Se muestra el equilibrio

de protonacidn y desprotonacion. Adaptado de Myochin et al.”!

Si bien Cy-PIP es estructuralmente muy similar a las moléculas
reportadas por los autores a los que nos hemos referido en los parrafos
precedentes, su comportamiento fotofisico es diferente. En el caso de Cy-PIP,
no se observa un desplazamiento batocrémico en el espectro de absorcion al
aumentar la concentracion de H* y dicho espectro experimenta una disminucion
regular y uniforme al disminuir el pH. Sumado a ello, la intensidad de emision
a 820 nm disminuye al disminuir el pH. Asi, el comportamiento fotofisico de
Cy-PIP no puede racionalizarse con un mecanismo estandar de tipo a-PET o
ICT.

Recientemente, Samaniego et al. reportaron la sintesis y caracterizaciéon
fotofisica de dos aminoboronolectinas, una de ellas derivada de wuna
aminotricarbocianina muy similar a Cy-PIP en estructura.?’%® La emision de las
aminoboronolectinas se apagaba a pH acido, y se prendia a pH basico, al igual
que ocurre con Cy-PIP. En linea con lo reportado por Zhang et al. para
carbazoles funcionalizados con acidos bordnicos,®”° Samaniego et al. sugieren
que podria estar ocurriendo un mecanismo de tipo d-PET en el que la
tricarbocianina actuaria como donante de electrones, mientras que el grupo
aminobordnico protonado actuaria como aceptor de electrones. Esto explicaria

la recuperacion de la emision de la sonda por bloqueo del mecanismo de d-PET
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a pH basico. Hasta donde tenemos conocimiento, este mecanismo solo ha sido
reportado para moléculas que contienen sustituyentes dcidos borodnicos, con lo
cual no podemos aventurarnos a decir que Cy-PIP pueda operar por d-PET.

Es claro que el mecanismo de sensado de las aminotricarbocianinas esta
en discusion en la actualidad. Para Cy-PIP, las medidas resueltas en el tiempo
podrian sugerir que la tinica especie emisora de luz es la especie completamente
desprotonada. Comparando con los antecedentes reportados a los que nos
hemos referido en parrafos precedentes, podemos pensar que la presencia del
grupo -COOH en Cy-PIP influye en el comportamiento fotofisico del sensor.
Por otra parte, es importante destacar que descartamos que el apagamiento de
la fluorescencia se deba a la agregacion de Cy-PIP, pues siempre trabajamos
con concentraciones de alrededor de 5 uM, a las cuales no se puede hablar de
agregacion. Asi, se deben realizar experimentos adicionales para disponer de
evidencias que permitan racionalizar el comportamiento fotofisico de Cy-PIP y
proponer un posible mecanismo de sensado de pH.

Finalmente, el valor de pKa de Cy-PIP (7,1+0,1) es muy similar al de otros
sensores de pH de tipo aminotricarbocianina ya reportados.”3® Esta
concordancia en los valores refuerza la hipdtesis de Myochin et al., quienes
establecieron una correlacién entre el valor de pKa de la diamina y el de la
aminotricarbocianina resultante de la sustitucion. La N-metilpiperazina tiene un
pKa de 7,83 y, seguin la hipotesis de los autores, se espera un pKa de una unidad

menor para la aminotricarbocianina derivada, es decir, de 6,8.%!

4.6 Conclusiones

En este capitulo se describieron la sintesis y la caracterizacion estructural
y fotofisica de Cy-PIP, una aminotricarbocianina que funciona como sensor

molecular de pH. Sus caracteristicas mas destacables son: 1) absorbe y emite luz
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en el NIR con un gran corrimiento de Stokes, lo cual evita, por un lado, la
autofluorescencia de los tejidos celulares y el dafio de los mismos por luz y, por
otra parte, favorece la penetracion de la luz en los tejidos y minimiza los efectos
de filtro interno y de dispersion de luz; 2) el pKa del sensor se encuentra en un
rango de pH relevante desde el punto de vista bioldgico, con una respuesta
rapida y sensible a las fluctuaciones de dicha propiedad; 3) ofrece posibilidad
de conjugacion a estructuras supramoleculares y a nanomateriales a través del

grupo acido carboxilico en la estructura.
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5 Nanosensor de pH en el NIR basado en la

funcionalizacion superficial de SiO:

5.1 Introduccion

En el Capitulo 4 describimos la sintesis y la caracterizacion de un sensor
molecular de pH de la familia de las aminotricarbocianinas (Cy-PIP). En este
capitulo, presentaremos un sensor nanoparticulado de pH derivado de Cy-PIP
como prototipo de un nano-objeto con aplicacion bioldgica.

Siguiendo la estrategia de inmovilizar colorantes dentro o sobre la
superficie de una matriz inerte, las nanoparticulas de silice se revelan como un
excelente material de soporte debido a su estabilidad, baja toxicidad y bajo
costo de produccion. Las nanoparticulas de silice dopadas o funcionalizadas
con colorantes en su superficie resultan unos marcadores interesantes para
técnicas de visualizacion (imaging) ya que, en muchos casos, aumentan el
rendimiento cudntico de fluorescencia de los colorantes y su fotoestabilidad en
sistemas bioldgicos.!

Combinando las excelentes propiedades opticas de los fluoréforos NIR
derivados de tricarbocianinas con la versatilidad de los materiales a base de
silice, obtuvimos un nanosensor de pH con un gran corrimiento de Stokes. El
colorante (Cy-PIP) lleva una funcién N-metilpiperazina que acttia como aceptor
de protones y esa interaccion modula su fluorescencia. Ademas, en este capitulo
presentamos la preparacion, caracterizacion y aplicacion de este novedoso
nanosensor NIR en la deteccién de cambios de pH en células HeLa (in vitro e in
vivo), como prueba de concepto de su capacidad de detecciéon en un sistema

bioldgico.
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5.2 Sintesis de Cy-PIP@SiO:

En este apartado describiremos la estrategia sintética general que
desarrollamos para Cy-PIP@SiO: (detalles experimentales en Capitulo 3).
Primero se sintetizaron nanoparticulas de silice funcionalizadas con grupos
aminopropilo (APTES@SiO:) y luego se realizé una post-funcionalizacion de la

superficie con Cy-PIP.

5.2.1 Sintesis de Nanoparticulas de SiO: funcionalizadas con APTES

Como ya dijimos, la superficie de las nanoparticulas (NP) y coloides de
SiO: resulta una excelente interfaz para la inmovilizacion de moléculas.!
Ademas, las moléculas basadas en organo-alcoxisilanos constituyen una amplia
e interesante biblioteca quimica para la facil modificacion superficial de
materiales derivados de silice y de dxidos metdlicos de transicion.* Asi, como se
muestra en el Esquema 5-1, se sintetizaron nanoparticulas de silice amino-
derivada utilizando 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES) de acuerdo con

procedimientos estandar reportados.>”

OEt
‘ 1) NH3, Hz0, 25°C

/Si “““““““ OEt mor

o \ 2) APTES

Ot

OFt

TEOS s‘ OEt
- |

NH,

Esquema 5-1. Sintesis de nanoparticulas APTES@SiO:x.
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En una primera etapa, se obtuvieron semillas de NP de SiO: en una
dispersion coloidal en etanol, y cinco horas después se adicion6 a la reaccion
una pequena cantidad de APTES para que pudiera hidrolizarse y condensar

con los grupos silanoles de la superficie de las semillas de SiO..

5.2.2 Unidn de Cy-PIP a APTES@SiO:

La inmovilizacion de Cy-PIP en la superficie de APTES@SiO: se realizo
mediante una reacciéon de acoplamiento con 1,1-carbonildiimidazol (CDI), un
procedimiento ampliamente conocido en quimica organica.®® Se tienen dos
etapas: 1) activacién de los grupos acido carboxilico de Cy-PIP con CDI
(Esquema 5-2) y, 2) reaccion del derivado activado de Cy-PIP con el grupo
amino de la superficie de APTES@SiO: (Esquema 5-3).

Derivado activado de Cy-PIP

Esquema 5-2. Etapa de activacion de Cy-PIP con 1,1-carbonildiimidazol (CDI) en DMF.
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La etapa de activacion se llevo a cabo en solucion y, para la etapa
siguiente, se realizo el agregado de esta solucion (que contenia el derivado
COOH activado de Cy-PIP) a una dispersion de APTES@SiO: en DMF.

Como se explicito el Capitulo 3, la cantidad de Cy-PIP de partida se
calculd en exceso respecto de la cantidad estimada (a partir de consideraciones
sobre el tamafio de las NP) de sitios aminopropilo en la superficie (Relaciéon Cy-
PIP-Amino (NP) 500:1). Por otra parte, cabe aclarar que los esquemas muestran
la reaccion de un tnico grupo -COOH de Cy-PIP so6lo a modo ilustrativo. No
descartamos que ambos grupos -COOH de la molécula se activen con CD], ya

que Cy-PIP es simétrica.

DMF, 25°C, 18 h
Atm. Nz

o ;

S~
HN N

\_

Esquema 5-3. Reaccion del derivado activado de Cy-PIP con APTES@SiOz2en DMF.

5.3 Caracterizacion del nuevo material

5.3.1 Morfologiay tamafo

En la Figura 5-1 se muestra una micrografia de FE-SEM de Cy-PIP@SiOs,

en la que puede verse que la morfologia de las NP es esférica. Mediante el
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tratamiento de la imagen de acuerdo al procedimiento descripto en el Capitulo

3, se calculé un didmetro de (89+13) nm.

Figura 5-1. Micrografias de FE-SEM de las nanoparticulas Cy-PIP@SiO:. Sobre la imagen se calculd el

tamario de las nanoparticulas, que resulté (N = 150) en un didmetro = (89 + 13) nm.

Para evaluar la estabilidad de las nanoparticulas en medios de PBS a
distintos pHs, suspensiones de Cy-PIP@SiO: se trataron con soluciones de PBS
20 mM de pH 5, 7 y 9,5 durante 10 minutos, 1 hora y 3 horas. Mediante SEM se
determiné que tanto la forma como el tamano de las nanoparticulas para todos
los pHs y tiempos no presentaban cambios significativos.

Por otra parte, con el objeto de medir el didmetro hidrodindmico de las
particulas y en pos de comparar con el valor obtenido por SEM, se realizaron
medidas de DLS (Figura 5-2). El didmetro hidrodinamico promedio en agua
resultd de (152+1) nm (N=4 medidas). Se observa que el didmetro experimental

promedio obtenido por DLS es mayor que el obtenido por SEM.
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&
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Figura 5-2. Medidas de DLS a 90° de una dispersion acuosa de Cy-PIP@SiO: a 25,0°C.
(a) Distribucién de tamario por intensidad, didmetro hidrodindmico = (15241) nm, N = 4 medidas

independientes; (b) Funcion de correlacion y su ajuste, N = 4.

5.3.2 Espectroscopia infrarroja (FTIR)

La espectroscopia FTIR constituye una herramienta para detectar la
presencia de grupos quimicos diagnosticos que forman parte del material. En la
Figura 5-3 se muestran los espectros de (a) una silice control de tipo Stober, (b)

APTES@SiO:y, (c) Cy-PIP@SiO..

Amida Il
/VC-H f -NRH,*
© (© I\/\/\ ©
(b) ) /\/\f\ )
(a) (a) (a)
3700 3500 3300 3100 2900 2700 1675 1625 1575 1525 1475 1400 1200 1000 800
Numero de onda / cm” Numero de onda / cm” Numero de onda / cm” |

Figura 5-3. Espectros FTIR (DRIFTS) de (a) SiO: control de tipo Stéber, () APTES@SiO:2 y, (c) Cy-

PIP@SiO:z. El espectro completo se ha dividido en regiones a fin de facilitar la visualizacion de las bandas.

o

Los espectros estdn desplazados en el eje “y” de absorbancia.

Los espectros FTIR de las nanoparticulas de SiO: (a) y sus derivados

funcionalizados (b) y (c) muestran una banda intensa a 3600-3100 cm™ que se
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corresponde con las vibraciones de estiramientos de O-H. En todos los casos, se
observa una banda ancha caracteristica a 1100-1000 cm™? que se asocia a las
vibraciones tipicas de Si-O y O-Si-O. Los films de SiO: sintetizados por un
método sol-gel sin tratamiento de calcinacion posterior exhiben un pico muy
notorio a 3400 cm™! correspondiente al estiramiento O-H del agua adsorbida a la
superficie, que interactia por puente de hidrogeno.!*3 Sumado a ello, la region
de 3800-3000 cm™ incluye los estiramientos O-H de los silanoles (SiOH aislados
a 3750 cm, SiOH geminales a 3742 cm™ y SiOH vecinales entre 3720 y 3520 cm-
1)'

La silice de tipo Stober y la silice funcionalizada superficialmente por
reacciones posteriores (post-grafting), dependiendo de la densidad de grupos,
puede o no mostrar las bandas caracteristicas de los alifaticos v(C-H) a 2900-
2800 cm.131* Asi, en el espectro (c) podemos distinguir las bandas alifaticas
caracteristicas entre 2900 y 2800 cm™, a diferencia del espectro (a), por lo que
dichas sefiales deben estar asociadas a la presencia de Cy-PIP en la superficie de
la silice. En el caso de APTES@SiO: (b), las bandas alifaticas mencionadas
apenas se distinguen, lo que nos habla de un grado de funcionalizacién mucho
menor que en otro tipo de materiales, por ejemplo, 6xidos mesoporosos.

Las aminas primarias protonadas (-NRH:") tienen absorciones medias a
fuertes cerca de 1600 cm™ y 1500 cm™ debido a las vibraciones de deformacion
simétricas y asimétricas.!* Estas bandas se ven claramente en el espectro (b) de
APTES@SIO:, entre 1580 y 1480 cm™. En el espectro (c) aparecen estas bandas -
NRH-", pero se superponen a una banda asociada a la absorcién caracteristica
fuerte de las amidas secundarias en fase sélida (banda amida II, deformacion N-
H y vibraciones de estiramiento C-N) a 1570-1515 cm™.** Las vibraciones de
estiramiento del grupo carbonilo C-O (banda amida I) no pueden distinguirse
debido a la fuerte y ancha banda de vibracion del agua cerca de 1643 cm™. Ni
las bandas amina primaria -NRH>" ni la banda de amida II estdn presentes en el

espectro (a) de SiO: control, a diferencia de lo que pasa con las nanoparticulas
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funcionalizadas. Toda esta informacion sugiere que Cy-PIP se ha unido a
APTES@SiO: NP a través de un enlace amida.

Por otra parte, cabe destacar que no se observo en el espectro (c) una
banda a ~1725 cm™ que indicaria la vibracion de estiramiento del C=O del —

COCOH de Cy-PIP.

5.4 Emision de fluorescencia en estado estacionario

En la Figura 5-4 se muestran los espectros de emision normalizados (en
metanol) para Cy-PIP (colorante libre) y Cy-PIP@SiO:. El maximo de emisién en
metanol del colorante libre esta a 820 mientras que, para el colorante anclado en
la superficie de las nanoparticulas, se encuentra en 825 nm. El desplazamiento
del maximo de emisiéon es muy pequefo, lo que podria sugerir que la
superficie, el menos en esta configuraciéon de la unién de la molécula a la
superficie, no ejerce influencia significativa en las propiedades fotofisicas del

colorante.

- - -Cy-PIP
—— Cy-PIP@SIO,
1,00 |

0,75 |-
0,50 |

0,25 -

Emision normalizada (Exc. 685 nm)

0100 l 1 1 1 1 1
725 750 775 800 825 850 875 900

Lambda

Figura 5-4. Espectros de emision normalizados en metanol de Cy-PIP (solucién 2,5.10° M, linea ----) y

Cy-PIP@SiO: (linea llena); Aexe: 685 nm, apertura de rendija: 20 nm.
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5.5 Cy-PIP@SiO:y su rol como nanosensor fluorescente de pH

La emision de fluorescencia de Cy-PIP@SiO. a 820 nm cambia
marcadamente cuando se titula en el rango de pH de 3 a 9, en un procedimiento
analogo al descripto para la titulacion de la sonda libre Cy-PIP (Capitulo 4). En
la Figura 5-5 se muestran los espectros obtenidos, junto con la curva de pKa que
resulta del ajuste realizado tal como se explica en el Capitulo 3. Cabe aclarar
que no se ensayaron pHs mayores a 9 para evitar complicaciones por la

disolucién de la silice a esos pHs.!®

®
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Figura 5-5. (A) Espectro de emision de Cy-PIP@SiO: en buffer PBS 10 mM, rango de pH 2-9; excitacion
680 nm. (B) Intensidad de fluorescencia a 820 nm, rango de pH 3-9; excitacion 680 nm. El pKa obtenido
a partir del ajuste fue de (7,40+0,01).

El pKa obtenido por fluorescencia es de 7,4, muy cercano al valor de 7,1
que se obtuvo para el colorante libre (Capitulo 4). Ambos valores se encuentran
en un rango de pH comun de medios biologicos (ej. células), lo cual hace a Cy-

PIP@SiO: un nanosensor de pH atractivo para aplicaciones en este sentido.
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5.6 Aplicacion: Deteccion de pH en células Hela in vivo e in

vitro

En esta seccion presentaremos los resultados obtenidos en experimentos
de internalizacion de Cy-PIP@SiO: en células HeLa (células de cancer de cuello

de utero, Capitulo 3).

5.6.1 Estudios por microscopia confocal de fluorescencia

Con el fin de evaluar la absorcién (uptake) e internalizacion del
nanosensor Cy-PIP@SiOs, las células HelLa fueron tratadas durante 1 hora con
una suspension acuosa de nanoparticulas. Seguidamente, dichas células fueron
lavadas con buffer PBS para eliminar todo resto de nanoparticulas que no
hubieran sido internalizadas, luego incubadas durante diferentes lapsos de
tiempo (1, 2, 3 y 4 horas) a 37°C en medios de cultivo y, finalmente, fijadas con
paraformaldehido al 5% p/v para su posterior observacion (materiales y
métodos en el Capitulo 3). En la Figura 5-6 se muestran las imagenes de las
células HeLa obtenidas por microscopia confocal a distintos tiempos de
incubacion con Cy-PIP@SiO:. Los nucleos se marcaron con el colorante DAPI
(Aexc 405 nm) y Cy-PIP se excitd con un laser de 633 nm.

Se observa que las nanoparticulas Cy-PIP@SiO: efectivamente se
internalizaron en las células ya que, para el primer tiempo de observacion (1
hora de incubacion) se localizan dispersas alrededor del nticleo (puntos rojos en
la Figura 5-6). Asimismo, al observar las imagenes a distintos tiempos se puede
ver que las NP se fueron agrupando progresivamente en la region perinuclear.
A las 4 horas de incubacion se continud observando un patrén puntuado con
localizacién perinuclear, lo que sugiere que la viabilidad celular no se vio

afectada durante el tiempo del experimento.
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Cy-PIP@S:0, Cy-PIP@SIO, + DAPI

Figura 5-6. Imdgenes de células HeLa obtenidas en un microscopio de fluorescencia confocal a diferentes
tiempos luego de incubacién con el nanosensor Cy-PIP@SiOz. El niicleo celular fue tefiido con DAPI
(azul, Aexc 405 nm) y la excitacion de Cy-PIP se realizo con un ldser a 633 nm, colectando la emision con

un filtro APC-H7.

5.6.2 Estudios por citometria de flujo

Para evaluar cuantitativamente la respuesta del nanosensor a las
fluctuaciones de pH en células vivas, se realiz6é un experimento de citometria de
flujo en las mismas condiciones descriptas para la microscopia confocal (Seccion
5.6.1) en cuanto a concentraciones y tiempos de incubacion.

En la Figura 5-7 se muestran los resultados del experimento de citometria
en forma de patrones de puntos de dispersion de luz lateral (S5C, side scatter) y
frontal (FSC, forward scatter), que se muestran en color azul. Asimismo, en color
verde se indican aquellos puntos que presentan fluorescencia a (780+30) nm.
Tipicamente, en cada experimento para cada tiempo de incubacion (1, 2, 3y 4
horas), se analizd la intensidad de fluorescencia de 5.10* células. Ademas,
células no tratadas con Cy-PIP@SiO: se utilizaron como referencia (Figura 5-7
A) para establecer la “compuerta de fluorescencia” (gating) y asi poder luego

realizar el tratamiento de datos en forma de histogramas. También se realiz6é un
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experimento control en el que no se utilizaron células pero si una suspension de
nanoparticulas Cy-PIP@SiO: (Figura 5-7 F).

En primer lugar, al comparar el control de células HelLa con los
tratamientos con Cy-PIP@SiO: a distintos tiempos en la Figura 5-7, se observa
que el patron de puntos azul determinado por las dispersiones de luz frontal y
lateral se conserva. Esto sugiere que, durante el tiempo que duro el
experimento, no se observaron diferencias en el tamano, la forma o la
granulosidad de las células. El control de Cy-PIP@SiO: (Figura 5-7 F) muestra
otro patron de puntos en regiones de bajo FSC y SSC en comparacion con las
células HeLa control, como se esperaba para nanoparticulas de tamafio menor
a 200 nm.

En cuanto a la fluorescencia a (780£30) nm, en la Figura 5-7 A se puede
ver que existen puntos verdes en el patrén de puntos de las células HeLa
control, lo cual indicaria una cierta auto-fluorescencia de los componentes
celulares. Sin embargo, para los tratamientos con nanoparticulas a todos los
tiempos de incubacion se observé una mayor densidad de coloracion verde en
el patron de puntos (B, C, D y E) en comparacién con las células HeLa control
(A). Esta observacion apunta a la internalizacion de Cy-PIP@SiO: en las células

HeLa, como se observé mediante Microscopia confocal de fluorescencia.

~5-12 ~



HelLa HelLa + NP HeLa + NP
control t=1h t=2h

66C.-A

0 200 e 600 0o L
FSC-A FSC-A
HelLa + NP HelLa + NP NP Cy-PIP@SIO,
t=3h t=4h control

F

0 200 400 €30 800 1w v By 400 600 00 1¥ [ 200 90 600 eac "
SC-A FBC-A FSC-A

Figura 5-7. Medidas correlacionadas o grdficos de puntos (azul) de luz dispersa frontal (FSC, forward
scatter) y luz dispersa lateral (SSC, side scatter), junto con la emision de fluorescencia (verde).
Excitacién: 488 nm para FSC y SSC, 633 nm para emision de fluorescencia. Observacion: 530/30 nm

para FCS y SSC, 780/60 para la emisién de fluorescencia.

Por otra parte, en la Figura 5-8 se muestran los resultados de los
experimentos de citometria a distintos tiempos de incubacion en forma de
histogramas. En ellos se grafica el numero de eventos (medido en cuentas) en
funciéon de la intensidad de fluorescencia (IF). Para cada histograma se
determino la intensidad de fluorescencia promedio de la poblacién analizada y
se establecid un porcentaje de la poblacion celular de la muestra que presentaba
mayor intensidad de fluorescencia que la IF promedio (fluorescencia positiva).

Como se ve en la Figura 5-8, el porcentaje de fluorescencia positiva va

disminuyendo conforme aumenta el tiempo de incubacion: pasa de 20,8 % para
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1 hora de incubacion a 6,2% para 4 horas de incubacion. Esto significa que la
poblacion celular mds fluorescente (con fluorescencia positiva) se reduce en un
70% al cabo de 4 horas. Sumado a ello, la intensidad de fluorescencia promedio
va disminuyendo significativamente conforme transcurre el tiempo, hasta

reducirse a un 40% de su valor original.

1h 2 h 3h - 4h
Promedio: 198 Promedio: 144 Promedio: 139 Promedio: 79
S c < IS
=] (] o) )
0o 3 3 3
20,8 % 152 % 13,1%
P —— ’
100 10* 10? 10° 100 10* 10? 103 100 10t 102 — 103 100 10t 102 108
IF IF IF IF

Figura 5-8. Histogramas creados a partir del andlisis de los datos de citometria para cada tiempo de
incubacion (1, 2, 3 y 4 horas). Se grafica el niimero de eventos (Cuentas) versus la intensidad de
fluorescencia (IF) y se indica el promedio para esta tiltima propiedad. También se muestra el porcentaje de

eventos con fluorescencia mayor que el promedio (fluorescencia positiva).

5.7 Discusion

5.71 Cy-PIP@SiOz: caracterizacion y capacidad sensora de pH

En cuanto a la morfologia de las nanoparticulas, SEM reveld que las
nanoparticulas Cy-PIP@SiO: tienen una forma esférica con un didmetro de
(89£13) nm. A su vez, por DLS se determind un radio hidrodindmico de (152+1)
nm. El hecho de que en DLS se midan didmetros hidrodindmicos hace
entendible y esperable que se obtengan mayores valores para el didmetro por
esta técnica en comparacion con SEM. Sin embargo, no descartamos que
pudieran estar ocurriendo procesos de hinchamiento (swelling) de las
nanoparticulas en solucion, que llevarian a didmetros experimentales mayores.

En este sentido, Costa et al. demostraron por diferentes técnicas de
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caracterizacion de materiales que existen diferencias significativas en cuanto al
hinchamiento de nanoparticulas de tipo Stober de diferentes tamafios en
solventes como agua y etanol.!® Asi, en el trabajo de Costa et al., las particulas
mas pequenas (22 nm por SEM) presentaron un mayor incremento en su
didmetro que las mas grandes (118 nm por SEM) al cambiarse el solvente.!® Por
otra parte, Skvarla et al. utilizaron microscopia de fuerza atémica (AFM) para
determinar el radio de nanoparticulas de silice y propusieron la existencia de
una capa elastica de gel en la superficie de silice coloidal. Entonces, las
nanoparticulas, una vez dispersas en soluciones acuosas, resultarian mas
grandes de lo que en verdad son."”

Por otro lado, como describen Pffeifer et al., las propiedades fisico-
quimicas de las nanoparticulas coloidales (NP) se ven influenciadas por su
entorno local y este entorno, al experimentar interacciones con la superficie,
tiene un impacto diferente al que puede tener el medio continuo o "bulk”. En
particular, las concentraciones locales de iones cerca de la superficie de las
nanoparticulas son diferentes de las de la solucion bulk y esto estd intimamente
relacionado con la carga superficial.’® Por ejemplo, si la superficie es
mayormente negativa, la concentracion local de iones positivos serd mayor. En
este contexto, los fluoroforos ion-sensibles emergen como una estrategia
factible para investigar las concentraciones de iones cerca de la superficie de las
NP. Estos fluoréforos generalmente cambian su intensidad de emision en
funciéon de la concentracion del i6n respectivo / analito y el ejemplo mas
destacado de esta tesis es Cy-PIP, un sensor molecular de pH. Sin embargo,
resulta conveniente disponer de algun tipo de referencia interna para realizar
medidas relativas (ratiometric sensing)*** y no de intensidades absolutas, como
veremos en el Capitulo 7. Si los colorantes sensibles a iones se unen a la
superficie de las NP mediante grupos quimicos espaciadores (por ejemplo,
ADN?%, o derivados de PEG!*?%?) de distinta longitud, se tiene la posibilidad

de estudiar el perfil de concentracion de iones alrededor de las NP. Zhang et al.
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estudiaron la influencia de la carga superficial de nanoparticulas de oro
recubiertas con polimeros cargados negativos en la capacidad sensora de pH
del conocido colorante SNARF.”” El colorante se unio a las nanoparticulas
recubiertas mediantes espaciadores de tipo PEG de diferente longitud. Los
autores mostraron que, a medida que aumentaba la longitud del espaciador, el
pKa del fluoréforo se movia hacia valores mas altos que los del colorante libre.
Segun el modelo de Debye-Hiickel, la concentracion de iones de signo contrario
atraidos a la superficie (en este caso, los H*) decae radialmente con la distancia
hasta llegar a la concentracion de la solucion bulk a largas distancias. En este
sentido, el pH local cerca de las NP es menor que el de la solucién bulk. En
términos del SNAREF, si el espaciador es lo suficientemente largo (6-8 nm para
un PEG de 10 kDa), el pH sensado se corresponde con el de la solucion bulk. Por
el contrario, si el espaciador tiene una longitud menor a 1 nm (PEG 0,1 kDa), la
concentracion local de H* que sensa el SNARF es mayor, el pH local disminuye
respecto del pH de la solucion bulk y, por lo tanto, el pKa observado para la
sonda es mayor que el de la sonda libre.” Es decir, la sonda cerca de la
superficie de la nanoparticula (cargada negativa) puede protonarse a un pH de
solucion bulk mas alcalino que la sonda libre porque la concentracién local de
H* es mayor.

En la Seccién 5.5 vimos que Cy-PIP@SiO: se comporta como un
nanosensor de pH en buffer PBS, con un pKa de 7,4. Este valor es ligeramente
mayor al hallado para el pKa de Cy-PIP sonda libre, de 7,1 (Capitulo 4). Si bien
la concordancia entre los valores de pKa. de la sonda libre y anclada a la
superficie es buena, el antecedente de Zhang et al. nos lleva a pensar que el
corrimiento hacia un pKa mas alcalino se deba a la influencia de la superficie.””
Cy-PIP esta unido a la superficie de las nanoparticulas mediante un grupo
aminopropilo cuya longitud es menor a 1 nm, lo que hace que esté muy cerca
de la superficie y su entorno local sea probablemente mas 4cido que el de la

solucion bulk. También, se observd (Seccidon 5.4) que el espectro de emision de
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Cy-PIP@SiO: presenta un pequefio corrimiento batocromico (5 nm) respecto de
Cy-PIP libre en metanol, lo cual podria estar relacionado con una pequefa

influencia de la superficie sobre la fotofisica de Cy-PIP.

5.7.2 Internalizacidon y capacidad sensora de pH de Cy-PIP@SiO: en células
HeLa

Diversos estudios han reportado que las nanoparticulas inorgéanicas con
didmetros menores de 100 nm tienden a mostrar una mayor eficiencia de
penetracion en tumores que NP mas grandes.”® Aun asi, particulas mas grandes,
de alrededor de 200 nm, también pueden ser internalizadas a menor velocidad
por células HeLa.” En la Seccion 5.6 presentamos los resultados de los ensayos
de internalizacion de Cy-PIP@SiO: en células HeLa in vitro. Por microscopia de
fluorescencia confocal determinamos que una hora de incubacién con la
suspension de nanoparticulas (4 pg/ml) alcanza para que ocurra internalizacion.
A la hora de observacion las nanoparticulas se vieron ubicadas alrededor del
nucleo celular. Luego de 4 horas de tratamiento, las nanoparticulas se
observaron en la region perinuclear, y la morfologia de los ntcleos de las
células no se vio alterada. Complementariamente, por citometria de flujo
pudimos evaluar el comportamiento del nanosensor in vivo, una vez
internalizado en las células. Durante el tiempo que dur6 el experimento (4 horas
de incubacion fue el tiempo mas largo), el patron de puntos de dispersion (SSC
y FSC) no se vio afectado ni mostrd diferencias respecto del ensayo control de
células HeLa sin NP, lo cual dio la pauta de que tanto el tamafio (dado por la
dispersion frontal, FSC) como la forma, la granulosidad y la estructura (dadas
por la dispersion lateral, SSC) de las células no se vio afectada durante la
exposicion a Cy-PIP@SiO2.*° Este hallazgo es consistente con las observaciones
de microscopia confocal y nos indica que, a las concentraciones de trabajo, no se

puede hablar de toxicidad bioldgica de las nanoparticulas.
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Por otra parte, se conoce que la endocitosis estd implicada en varios
procesos celulares importantes como el metabolismo de proteinas y lipidos, la
presentacion de antigenos y la homeostasis energética.’*> El proceso de
endocitosis detecta y regula la interaccion entre una célula y su ambiente
externo, y asi permite el ingreso de materiales extracelulares a las células. Por
ejemplo, la degradacion y el reciclado de receptores transmembrana mediante
endocitosis regula la sensibilidad de las células a ciertos ligandos especificos.3*3
Durante la endocitosis, la acidificacion progresiva resulta esencial para
diferentes aspectos de varias funciones bioquimicas y fisiologicas de las
células.®*® En nuestro caso, los experimentos de citometria de flujo permitieron
establecer que tanto la intensidad de fluorescencia promedio como el porcentaje
de células con fluorescencia positiva van disminuyendo considerablemente
conforme aumenta el tiempo de incubacion. Estas observaciones son
consistentes con el mecanismo por el cual la fusion endosoma-lisosoma

conduce a una drastica caida del pH dentro del compartimiento celular.?

5.8 Conclusiones

Utilizando métodos sintéticos (in)orgdnicos asequibles y versatiles
pudimos construir un nanosensor altamente biocompatible con capacidad
sensora de pH. El nanosensor Cy-PIP@ SiO: conserva las  caracteristicas
fotofisicas salientes de Cy-PIP como su gran corrimiento de Stokes y su emision
de fluorescencia en NIR que se ve modulada por la concentracion de protones
en el medio. El pKa de Cy-PIP@SiO: (7,4) se encuentra en el rango mas relevante
a monitorear desde el punto de vista bioldgico (6 a 8) y la respuesta del
nanosensor a los cambios de pH en células vivas brind¢ la posibilidad de seguir
el proceso de endocitosis celular, con una toxicidad no detectable en las

condiciones del ensayo.
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Esta plataforma de sensores establece un punto de partida prometedor
para lograr un bio-nanosensor de pH de alto rendimiento. La flexibilidad de la
superficie y la estructura de la SiO:, en términos de su modificacién quimica,
ofrece una amplia gama de posibilidades en cuanto a la fijacion de sondas
complementarias y/o ligandos especificos para dirigir la nanosonda de forma
controlada al sitio deseado. Mdas aun, como veremos en el Capitulo 7, la
plataforma de Cy-PIP@SiO: puede ser modificada a fin de incluir otros
fluordéforos en la estructura de las nanoparticulas y asi lograr respuestas
autoreferenciadas de pH (ratiometric sensing) o marcado con biomoléculas

relevantes (ej. acido fdlico).
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6 Nanoparticulas de SiO2 modificadas con
azul de metileno y potencial aplicacion en

terapia fotodinamica

6.1 Introduccion

En este capitulo se reporta la sintesis y caracterizacion de una variedad
de nanomateriales que encapsulan en su matriz azul de metileno (MB, por las
palabras inglesas methylene blue). Como abordamos en el Capitulo 1, el MB es
una molécula derivada de las fenotiazinas que posee las siguientes
caracteristicas: i) esta aprobada por la FDA (Food and Drug Administration) para
su uso en humanos como tratamiento para la metahemoglobinemia;' ii) absorbe
y emite luz en la region del NIR, a la vez que tiene un alto rendimiento de
produccién de 'Oy; iii) es catidnico, lo que permite su encapsulacion en NP de
SiO: mediante interacciones electrostaticas y, iv) es de bajo costo.

En este capitulo presentaremos dos estrategias para incluir MB dentro de
la matriz de SiO2. En un caso se trabajo con una modificacion de la sintesis de
Stober y, por otra parte, se hizo uso de microemulsiones inversas para obtener
NP de SiO: dopadas con MB. Se detallaran las propiedades fotofisicas de cada
uno de los sistemas sintetizados y, con el objeto de contribuir en el campo de la
nanomedicina, se establecera su potencial aplicacion para terapia fotodindmica
por producciébn de oxigeno singulete. Finalmente, se relacionaran las
propiedades fotofisicas y la produccion de oxigeno singulete con las variables

de sintesis.
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6.2 Caracterizacion de nanoparticulas dopadas con MB

6.2.1 Nanoparticulas de tipo Stober (MB@SiO>-ST)

6.2.1.1 Introduccion

Como dijimos, el MB es una molécula cationica. Esa carga positiva
permanente favorece las interacciones electrostaticas con las superficies de
silices, que se hallan cargadas negativamente. De hecho, este principio de
interaccion electrostatica para inmovilizar colorantes cationicos en superficies
con cargas fijas anidnicas ha sido ampliamente utilizado en quimica de

materiales.>

6.2.1.2 Caracterizacion del material MB@SiO2-ST

Se obtuvieron NP de forma esférica mediante una modificaciéon del
conocido método de Stober® utilizando el protocolo descripto en el Capitulo 3.
Llamaremos MB@SiO2-ST a las particulas sintetizadas por este método. Durante
el crecimiento de las NP de SiO;, el fluoréforo queda atrapado en la matriz
debido a las interacciones electrostdticas que operan entre MB (cargado
positivo) y los oligémeros de silice (cargados negativos). Se probaron dos
relaciones molares silicio-MB, a saber: 1 molécula de MB / 500 atomos de Si
(MB@SiO2-ST-1) y, 1 molécula de MB / 5000 atomos de Si (MB@SiO2-ST-2). Cabe
destacar que el colorante se adiciond al comienzo de la sintesis, con lo cual se
estima que la encapsulacion ocurrié en todo el volumen de las NP. En la Figura
6-1 se puede apreciar el aspecto de ambas suspensiones etandlicas de NP, antes
y después de centrifugarlas. Se ve que MB@SiO2-ST-1, como esperabamos, es de

color azul intenso, mientras que MB@SiO2-ST-2 resultd celeste. Ademas, a ojo
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desnudo los sobrenadantes de la centrifugacion no poseen coloracion azul, lo
cual sugiere que no existe una liberacion apreciable de colorante, como

veremaos.

Figura 6-1. NP (A) MB@SiO2-ST-1 y (B) MB@SiO2-ST-2 en suspension de etanol y luego de una

centrifugacion (5000 rpm, 20 minutos).

Mas adelante, en la Seccion 6.3.1.1, presentaremos la caracterizacion por
espectroscopia UV-visible de las NP y los sobrenadantes que se muestran en la

Figura 6-1.

6.2.1.2.1 Morfologia y tamaiio

En la Figura 6-2 se pueden ver las micrografias de FE-SEM obtenidas
para las NP MB@SiO:-ST-2. Se observa que tienen una forma esférica, con un
didmetro promedio de 181 + 11 nm. Por otra parte, con el objeto de medir
didametro hidrodindmico de las particulas y compararlo con el valor obtenido
por SEM, se realizaron medidas de DLS (Figura 6-3). El didmetro
hidrodindmico promedio en etanol resulté de 201 * 7 nm (indice de
polidispersion, PDI = 0,049). Se observa que el didmetro experimental promedio

obtenido por DLS es mayor que el obtenido por SEM.
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Figura 6-2. Micrografias de FE-SEM de las NP MB@SiO2-ST-2 (1:5000). Sobre la imagen (B) se calculd

el tamario de las NP, que resulté (N =100) en un didmetro = (181 + 11) nm.

(a) (b)

199 nm (PDI 0,084)
100

0

Intensidad / a.u

5000
Diametro / nm T

Figura 6-3. Medidas de DLS a 90° de una dispersion etandlica de MB@SiO:-ST-2 a 25.2°C. El didmetro
hidrodindmico calculado a partir de la medicion a dngulo variable fue de (201 +7) nm (30 a 150°, cada
10°) con un PDI promedio de 0,049; (a) Distribucion de tamario por intensidad para 90°, se muestra el

tamarfio promedio y el PDI para esta medida; (b) Funcién de correlacion para 90°.
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Para las NP con 1 molécula de MB cada 500 atomos de silicio (MB@SiO»-
ST-1) se realiz6 un tratamiento andlogo de las micrografias de FE-SEM (Figura

6-4), y se obtuvo un tamanfo de (135 £ 15) nm.

Figura 6-4. Micrografias de FE-SEM de las NP MB@SiO>-ST-1 (1:500); Sobre la imagen (B) se calculd
un didmetro (N =100) de (135 + 15) nm.

Por otra parte, las medidas de DLS (Figura 6-5) arrojaron un didmetro

hidrodinamico de (213 + 9) nm (PDI 0,080).
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Figura 6-5. Medidas de DLS a 90° de una dispersion etandlica de MB@SiO:-ST-1 a 25.2°C. El didmetro
hidrodindmico calculado a partir de la medicién a dngulo variable fue de (213 = 9) nm (30 a 150% cada
10°) con un PDI promedio de 0,080; (a) Distribucion de tamario por intensidad para 90°, se muestra el

tamariio promedio y el PDI para esta medida; (b) Funcién de correlacién para 90°.

6.2.2 Nanoparticulas por Micromemulsion Inversa

6.2.2.1 Introduccion

Como ya abordamos en los Capitulos 1 y 3, los métodos de emulsiones
inversas para sintetizar NP de silice consisten en ofrecer nanogotas de agua
como reactores en los que ocurre la hidrdlisis y condensacion del alcoxisilano
del que se desee partir. La mayor limitacion de este método para desarrollar
materiales luminiscentes de silice reside en que el colorante con el que se quiere
dopar el material debe ser soluble en agua en una buena proporcion, dado que
toda la quimica ocurre en las nanogotas de agua.! Asi, se prefieren los
colorantes solubles en agua, en muchos casos catidonicos, como el azul de

metileno.

6.2.2.2 Caracterizacion del material MB@SiO:-ME

Como se indico en el Capitulo 3, se realizaron sintesis de microemulsion

inversa (con un R =10) por co-hidrolisis de dos alcoxisilanos: TEOS y HDTMOS,
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en distintas proporciones, y luego se depositd (one-pot) una capa de TEOS para
darle buena dispersabilidad a las NP en solventes proticos. De esta manera, se
obtuvieron NP de tipo nucleo-cascara (del inglés, core-shell), en las cuales el
nucleo era parcialmente hidrofébico (dado que contenia HDTMOS) en mayor o
menor grado y la cdscara era hidrofilica (sélo TEOS). Por otra parte, y en una
variante de la sintesis, se depositd una cascara que contenia grupos amino, a
través del uso de APTES como alcoxisilano. Para los nucleos se probaron
esencialmente tres relaciones molares de TEOS-HDTMOS: 1:3, 2:2 y, 3:1
(Sintesis 1, 2 y 3, respectivamente). En una exploracion inicial se observo que
concentraciones inferiores a 10® M de MB no resultaban en un dopado
detectable por absorcion UV-visible. Asi, se trabajé en concentraciones
superiores (10 M, tipicamente).

Para facilitar la lectura de los resultados, recordemos que MB@SiO>-ME
hace referencia a NP sintetizadas por microemulsidon inversa. Luego se agrega
una referencia numérica (1, 2 o 3) dependiendo de la proporciéon de los
diferentes silanos en el nucleo. Asi, MB@SiO2>-ME-2 se refiere a una proporcion
2:2 TEOS-HDTMOS. Si ademas las céscaras provienen de una funcionalizacion
con APTES, la nomenclatura sera MB@SiO>-ME-2-NHa.

El colorante se adiciondé una vez formada la emulsién y previo al
agregado de los silanos. Sin embargo, el MB tiene cardcter catidnico y su
solubilidad en ciclohexano es escasa, con lo cual se estima que la mayor parte
del colorante se encuentra solubilizado en las gotas de agua de la
microemulsion inversa. Luego de agregados los silanos y el amoniaco,
comienzan las reacciones de hidrdlisis y condensacion de los alcoxisilanos en
las gotas de agua y el MB se encapsula en la matriz. Cuando se afiade el silano
para depositar la cascara hidrofilica (TEOS o APTES), aun queda MB en la fase
acuosa, con lo cual es razonable que el colorante se encapsula tanto en el ntcleo
como en la cascara de las NP, es decir, en todo el volumen del objeto. En la

Figura 6-6 se puede apreciar el aspecto de dos suspensiones etanolicas de NP
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distintas (MB@SiO>-ME-1 y MB@SiO>-ME-1-NH2), antes y después de
centrifugarlas. La diferencia de color tiene que ver principalmente con la
concentracion de NP suspendidas. A ojo desnudo puede verse que los

sobrenadantes de la centrifugacion no poseen coloracion azul.

. ¥

L9

Figura 6-6. NP (A) MB@SiO>-ME-1 y (B) MB@SiO2»-ME-1-NH: en suspension de etanol y

luego de una centrifugacién (7500 rpm, 30 minutos).

En la Seccién 6.3.2.1, presentaremos la caracterizacion por espectroscopia

UV-visible de las NP que se muestran en la Figura 6-6.

6.2.2.2.1 Morfologia y tamaiio de MB@SiO:-ME

6.2.2.2.1.1 Nanoparticulas “hidrofilicas”: MB@SiO.-ME-3

En la Figura 6-7 se muestran las micrografias de FE-SEM de las NP con
proporciéon 3:1 de TEOS-HDTMOS. Dichas particulas, al contener menor
proporcién de silano hidrofobico, son las que presentaron mayor cardcter
hidrofilico y esto explica su mejor dispersabilidad en agua en comparacién con

MB@SiO:-ME-2 y 1. La forma es esférica desde la etapa de sintesis de los
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nucleos, y se calcula un crecimiento promedio de 8 nm para la cascara de silice,
con un tamano de nanoparticula nticleo-cascara final de (50+4) nm.

Cabe destacar que por medidas de DLS no se obtuvieron didmetros
hidrodindmicos que estuvieran en linea con el resultado de SEM. Siempre se
obtuvieron valores del orden de los 200 nm, lo que nos sugiere que los sistemas
en suspension se encuentran formando agregados de mas de una particula. Si
bien SEM no es una técnica por la cual se pueda evaluar agregacion, en las
imagenes de la Figura 6-7 puede distinguirse que las particulas no se
encuentran formando una monocapa como si ocurre con MB@SiO2-ST (Figura
6-2 y Figura 6-4), sino que se acumulan en varias capas, unas encima de las
otras. Por estas razones, se decidi® no utilizar DLS como una técnica de
caracterizacion rutinaria del tamafno de los sistemas preparados por

microemulsion inversa.

Figura 6-7. Micrografias de FE-SEM de las NP MB@SiO2>-ME-3; (A) y (B) corresponden a las NP

niicleo y (C) y (D) a las NP niicleo-cdscara. Los didmetros medidos son: Niicleo (N=100): (42+ 3) nm,

niicleo-cdscara (N=100): (50#4). El crecimiento promedio es de 8 nm (SD 7 nmy).
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6.2.2.2.1.2 Hidrofobicidad intermedia: MB@SiO>-ME-2

Cuando se utilizan iguales proporciones de TEOS y HDTMOS para la
sintesis del ntcleo se obtienen particulas de forma esférica, con un tamano final
de (5543) nm, como se muestra en la Figura 6-8. El crecimiento promedio de
nucleo a nicleo-cascara es de 7 nm y la forma de las NP es esférica.

Para esta proporcion 2:2 de TEOS-HDTMOS en el ntcleo se puso a punto
una sintesis de varios pasos en un solo reactor (one-pot), que incluia como
ultimo paso la funcionalizacion con aminopropiltrietoxisilano (APTES) tal y
como se describe en el Capitulo 3. Se observé que el crecimiento de la cascara
resultaba menor (en general, un 50% menor) cuando se usaba APTES en
comparacion con las NP control en las que se utilizaba TEOS. Sin embargo,
debe tenerse en cuenta que la incerteza en la determinacién del crecimiento de
la cascara de silice es del orden del valor promedio, con lo cual el valor
informado es solo una estimacion que nos da una idea de que el crecimiento en
didmetro es siempre menor al 10% del didmetro original.

Las NP MB@SiO:-ME-2 se midieron por DLS a angulo variable (agua
milliQ) y se obtuvo un valor de (165+27) nm (PDI 0,288). El valor alto de PDI
indica que la muestra no es monodispersa y, muy probablemente, existan
agregados de diferentes tamafos (de dos o mas particulas). Nuevamente, estos
resultados estdn en linea con la decisién ya mencionada de no utilizar DLS
como una técnica de caracterizaciéon de rutina del tamano de las NP sintetizadas

por microemulsion.
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Figura 6-8. Micrografias de FE-SEM de las NP MB@SiOz-ME-2. (A) y (B) son imigenes de NP niicleo,
(C) y (D) son imdgenes de NP de tipo niicleo-cdscara que se han originado a partir de los niicleos
mostrados en (A) y (B). Los tamarios calculados son (N = 100): (4823) nm para los niicleos y (553) nm

para los niicleo-cdscara, con un crecimiento promedio de 7 nm de la ciscara de silice (SD 6 nm).

6.2.2.2.1.3 Nanoparticulas “hidrofébicas”: MB@SiO>-ME-1

En la Figura 6-9 (A y B) se muestran las micrografias de FE-SEM para las
NP ntcleo-cascara de mayor caracter hidrofdbico en el ntcleo. Asimismo, se
observan las imagenes de MB@SiO>-ME-1-NH: (Figura 6-9 C y D). En todos los
casos la forma es esférica y se observa que las NP se distribuyen en forma de
cumulos. En este caso, la funcionalizaciéon con aminos (MB@SiO.-ME-1-NH2)
resultd en particulas ligeramente mas grandes que las NP control con céscara de
silice (MB@SiO2>-ME-1): (55£5) versus (51£6) nm, respectivamente, a diferencia
de lo ocurrido para las NP con proporcion 2:2 (Seccién 6.2.2.2.1.2). Sin embargo,

no dispusimos de un nimero considerable de ensayos con proporcion 1:3 en el
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nucleo y funcionalizacion con APTES en la cascara de forma de poder establecer

una tendencia en cuanto al crecimiento de esta Gltima.

N MB@SiO,-ME-1 e MB@Si0,-ME-1-NH,

Figura 6-9. Micrografias de FE-SEM de las NP MB@SiO:-ME-1. (A) y (B) son imdgenes de NP niicleo-
cdscara con cdscara de TEOS y, (C) y (D) son imdgenes de NP de tipo niicleo-cdscara con cdscara de
APTES. Los tamaiios calculados son (N =100): (51+6) nm para los MB@SiO2-ME-1 y (55£5) nm para
MB@SiO:-ME-1-NH..

6.2.2.2.2 Potencial zeta

Para estudiar la funcionalizaciéon con grupos aminopropilo via
microemulsion inversa, se evalud la carga superficial (potencial zeta) de las NP
con MB. En la Figura 6-10 se observan los puntos medidos para MB@SiO.-ME-2
y MB@SiO>-ME-2-NHy, a diferentes pHs.

Como muestra la Figura 6-10, la carga superficial de MB@SiO: se

convierte en mas negativa a medida que se incrementa el pH, con un punto
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isoeléctrico de entre 3 y 4. Este comportamiento se relaciona con la disociacion
de los grupos silanoles, como ya ha sido reportado en literatura.®® Por su parte,
la carga superficial de la silice modificada con aminopropilo se convierte en
positiva por debajo de pH 6,7 (punto isoeléctrico) debido a la protonacion de los
grupos amino de la superficie. La inversion de la carga superficial que se da al
funcionalizar con aminos podria indicar que la mayoria de los grupos silanoles

originales se han convertido en grupos aminopropilo.?
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Figura 6-10. Potencial zeta (carga superficial) de NP MB@SiO>-ME-2 y MB@SiO2-ME-2-NH:. Se
utilizé KCl 10 mM como electrolito soporte y se titularon las suspensiones acuosas con soluciones

acuosas diluidas de HCl y NaOH.

6.2.2.2.3 Espectroscopia FTIR

La presencia de azul de metileno en las NP puede ser evaluada por
espectroscopia FTIR. En la Figura 6-11 se muestran los espectros de una silice

control SiO: (sin dopar con MB) y una silice de tipo MB@SiO2-ME-2.
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Figura 6-11. Espectros FTIR (DRIFTS) de; (a) 5iO: control de tipo Stéber y (b) MB@SiO:»-ME. El

espectro completo se ha dividido en regiones a fin de facilitar la visualizacién de las bandas. Los espectros

"y

estdn desplazados en el eje “y” de absorbancia, que no se explicita.

Los espectros de FTIR de las NP de SiO: y MB@SiO2-MB-2 muestran una
banda intensa a 3600-3100 cm™ que se corresponde con las vibraciones de
estiramientos de O-H. En ambos casos, se observa una banda ancha
caracteristica a 1100-1000 cm™ que se asocia a las vibraciones tipicas de Si-O y
O-5i-O. Los films de SiO: sintetizados por un método sol-gel sin tratamiento de
calcinacion posterior exhiben un pico muy notorio a 3400 cm™ correspondiente
al estiramiento O-H del agua adsorbida a la superficie, que interacttia por
puente de hidrégeno.*'? Asimismo, la region de 3800-3000 cm! incluye los
estiramientos O-H de los silanoles (SiOH aislados a 3750 cm, SiOH geminales a
3742 cm y SiOH vecinales entre 3720 y 3520 cm).

En el espectro (b) podemos distinguir las bandas alifaticas caracteristicas
entre 2900 y 2800 cm™, a diferencia del espectro (a), por lo que dichas senales
deben estar asociadas a la presencia de MB en la estructura de la silice.’® Mas
especificamente, los picos a 2922 y 2852 cm™ pertenecen a las vibraciones
simétricas en el -CHs del grupo dimetilamino del MB. Andlogamente, el pico a
2958 cm™ proviene de las vibraciones asimétricas en el mismo metilo.

Asimismo, los picos en la region de 3550-3450 cm! se asocian a las
vibraciones de los grupos OH unidos que interacttian con los monémeros de

MB o toman un rol en la formacion de agregados de tipo H. Asi, estas bandas,
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que se observan en el espectro (b), dan cuenta del MB atrapado en la matriz de
silice.’

De acuerdo a resultados reportados en literatura, los espectros de
soluciones de azul de metileno que han sido llevadas a seco resultan diferentes
de los espectros de las moléculas libres y los hidratos de MB. Las diferencias
mas notorias se dan para concentraciones iniciales de 10 y 10° M de MB, con
una importante contribucion de los agregados H.!* La region entre 1700 y 1300
cm! es la mas importante para identificar las bandas de MB que estan presentes
en el espectro (b) y no estan presentes en SiO: (a). En primer lugar, tenemos la
sefal débil a 1633 cm™ que es compatible con las vibraciones C=N* de los
grupos dimetilamino. Esta senial aparece montada sobre la banda vibracional
del agua cerca de 1643 cm™, que estd presente en ambos tipos de NP, control y
con MB. Luego, se puede ver un hombro a 1597 cm™ asociado a las vibraciones
heterociclicas C=C y C=N y un grupo de sefiales entre 1441 y 1529 cm
vinculadas con las vibraciones de estiramiento de C-C y C-N. Finalmente, entre
1485 y 1456 cm! tenemos las sefiales de las vibraciones C=5*y, a 1369 cm! las

vibraciones de estiramiento debidas tanto a C-N como a C=S* del heterociclo.!®

6.3 Caracterizacion fotofisica de las nanoparticulas

En esta seccion veremos como son los espectros de absorcion y emision
de estos sistemas, y qué revelan acerca de los mismos. Se hara hincapié en las
diferencias mas salientes en los espectros de absorcion de acuerdo al tipo de

sintesis empleado para producir las NP.

6.3.1 MB@SiO:-ST
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6.3.1.1 Espectroscopia UV-visible

6.3.1.1.1 Espectros de absorcién y estado de agregacion del colorante

Como se describio en el Capitulo 3, luego de la sintesis y posterior
purificacion de las NP, se deben medir sus espectros UV-visible para tener
informacion acerca del estado de agregacion del MB encapsulado en la matriz

de silice (Figura 6-12), en comparacion con el que presenta el MB en solucion.

0,8 T T T T

T
—— MB libre
—— MB@SiO,-ST-1
—— MB@SiO,-ST-2

Absorbancia

500 550 600 650 700 750
Longitud de onda / nm

Figura 6-12. Espectros de absorcién en DMF de: solucién de azul de metileno 1,5.10° M (azul),
suspension de NP MB@SiO»-ST-1 (0,87 mg/ml, negro) y MB@SiO2-ST-2 (8,46 mg/ml, rojo). Los

espectros se han corregido a los efectos de eliminar el efecto de la dispersion de luz de las NP.

En la Figura 6-12 puede verse que el MB libre presenta un méaximo de
absorcion en DMF a 655 nm, con un hombro a 614 nm. Como vimos en el
Capitulo 1, el monomero de MB presenta un espectro de absorciéon en etanol
con un maximo a 660 nm y un hombro a 610 nm.* El dimero, por su parte, tiene
un maximo a 605 nm y una segunda banda cerca de 690 nm, y todo el espectro
es mucho menos intenso que el del mondémero.'>'” El espectro de MB libre que

se ve en la Figura 6-12 debe ser entonces el resultado de la superposicion de los

~6-16 ~



espectros del dimero y del monémero, aunque en la concentracion empleada la
proporcion de dimero es muy baja y, por tanto, mayormente se trata del
espectro del mondmero. En el caso de las NP, se observa que los espectros
presentan un corrimiento hipsocrémico respecto del espectro del mondmero, lo
cual sugiere que el azul de metileno encapsulado mediante el método de Stober
en la silice se encuentra mayormente agregado. El espectro de MB@SiO:-ST-2
presenta un maximo de absorcion efectivo a 595 nm que muy probablemente se
deba a la superposicion de los espectros del dimero y del mondmero. En el caso
de MB@SiO2-ST-1, el maximo absoluto se encuentra a 560 nm, con una segunda
banda alrededor de 595 nm. Nuevamente, observamos que en MB@SiO>-ST-1 se
tiene un espectro complejo, resultado de la suma de diferentes especies de MB
encapsuladas: monémero en muy pequena proporcion, dimero y agregados
superiores (banda a 560 nm).

Para estimar el orden de magnitud de la cantidad de mondmero presente
en las NP, tal y como se describié en el Capitulo 3, se utiliz6 el ¢ de azul de
metileno en etanol a 654 nm (40700 M! cm™!) reportado por Taniguchi et al.®® y,
por supuesto, los datos de los espectros de la Figura 6-12. Los resultados se

informan en la Tabla 6-1.

Tabla 6-1. Cantidad de MB mondmero presente en las NP MB@SiO:-ST estimada a partir de los
espectros de absorcion en DMF.* Se utilizo el peso molecular de C16H1sCIN3S-3 H20 (373.85).

Conc. Np Conc. MB | Moles MBmon/ | % m/m MB* en
A (654 nm)
/ g/L mon /M 100 g NP las NP
MB@SiO-@ST-1 0,87 0,081 1,98.10 2,3.10+ 0,09
MB@SiO-@ST-2 8,46 0,061 1,50.10 1,8.10° 0,007

Resulta ilustrativo comparar los valores estimados de MB monomero

presente en las NP (Tabla 6-1) con los valores obtenidos en el caso de que todo
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el colorante adicionado se hubiera incorporado a la matriz de silice como

monomero. En la Tabla 6-2 se muestra la comparacion de los % m/m.

Tabla 6-2. Estimacion de la cantidad de MB incorporada como mondmero en MB@SiO2-ST respecto de la

cantidad inicial de MB utilizada en las sintesis.

% m/m MB* en % MB incorporado
% m/m tedrico
las NP como monomero
MB@SiO2@ST-1 0,09 1,25 7,2
MB@SiO.@ST-2 0,007 0,13 5,4

Los valores sugieren, como esperabamos, que la proporcion de MB
incorporada como mondmero en las NP de tipo Stober siempre es menor al 10%
de la cantidad inicial. Del restante = 90%, parte se incluye en las NP como
dimeros y agregados superiores a la vez que la mayor proporcion se pierde en

la solucién etandlica (después se elimina como sobrenadante).

6.3.1.1.2 Liberacion de MB de la matriz de SiO:

Para evaluar la liberacion de colorante de los coloides, como se explicéd en
el Capitulo 3, se midieron las absorbancias de los sobrenadantes de
centrifugacion que se observan en la Figura 6-1. Cabe destacar que los
sobrenadantes de centrifugacion se obtuvieron a partir de particulas ya
purificadas, que habian sido guardadas en suspension etandlica durante un
ano, protegidas de la luz.

En la Figura 6-13 se muestran los espectros de absorcion de los
sobrenadantes etandlicos. Dichos espectros muestran una forma que da cuenta
de una mezcla de especies de azul de metileno: se tienen fundamentalmente
dimeros y agregados de tipo H, y, suponemos, una pequefia proporcion de

mondmero que no se llega a resolver como banda. Probablemente en el
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sobrenadante de centrifugacion queden algunos oligémeros de SiO: y MB que
den origen a los espectros de la Figura 6-13, ya que no se observa resuelto el

espectro de MB mondmero libre.

T T
Sobren. MB@SiO,-ST-1
—— Sobren. MB@SiO,-ST-2

Absorbancia

500 550 600 650
Longitud de onda /nm

Figura 6-13. Espectros de absorcién de los sobrenadantes etanélicos de centrifugacion (5000 rpm, 20
minutos) de (A) MB@SiO2-ST-1 (negro) y (B) MB@SiO2-ST-2 (rojo). El volumen total de cada batch y,

por tanto, de los sobrenadantes, es de 7,5 ml.

Asimismo, la forma de las curvas es muy similar a la de las NP que les
dieron origen (Figura 6-12), pero las absorbancias son bajas (menores a 0,02). Si
se calcula el porcentaje que representa el dimero en las NP respecto de lo que

representa en los sobrenadantes, se obtienen los resultados de la Tabla 6-3.

Tabla 6-3. Estimacion de la cantidad de MB dimero liberado en los sobrenadantes de MB@SiO2-ST luego
de un afio de almacenamiento en etanol. Las absorbancias se evaluaron a 597 nm y no se necesité conocer

el ¢ del dimero a 597 nm porque se realizé una medida relativa.

Muestra Moles MB dimero | % de MB dimero
/ € (dimero)
Mol.M.cm
MB@SiO2-ST-1 1,12.10 100
Sobrenadante de MB@SiO2-ST-1 1,59.104 0,2
MB@SiO>-ST-2 7,05.103 100
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Sobrenadante de MB@SiO2-ST-2 2,06.105 0,3

De acuerdo a los resultados, el porcentaje que representa el dimero en los
sobrenadantes es menor al 1% del colorante atrapado en la matriz de SiO,
luego de un afio de almacenamiento en suspension etandlica. Asi, se corrobora
que la liberacion de colorante de las matrices de silice hacia la solucion no es

significativa.

6.3.1.1.3 Efecto del pH en el espectro de absorcion

Como vimos en la Seccion 6.2.2.2.2, la carga superficial de las particulas
se ve afectada por su funcionalizacién, lo que origina un cambio en el punto
isoeléctrico. Asi, cuando el pH disminuye, es de esperar que aumente la
proporcion de grupos silanoles que se encuentran protonados, disminuyendo la
carga negativa de la particula. Esto podria afectar, en principio, a la interaccion
electrostatica entre MB y la matriz de silice y, en consecuencia, a la agregacion

del MB en la matriz.

0,8

0,6

0,4

A/ A (597 nm)

0,2

00k L L L 9
500 550 600 650 700

Longitud de onda / nm

Figura 6-14. Espectros de absorcion normalizados a 597 nm de una suspension de NP MB@SiO2-ST-2.
En linea negra se muestra el espectro en DMF vy, en linea azul el espectro en una mezcla de DMF y dcido

acético.
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En la Figura 6-14 se observan los espectros de absorcion normalizados de
las NP MB@SiO:-ST-2, en DMF y en una mezcla de DMF y acido acético. Se
observa que, a partir de 650-655 nm, aparece un hombro en el espectro que
podria sugerir cierto aumento de MB mondmero en las particulas. En el caso de
MB@SiO2-ST-1, no se pudo individualizar este hombro y, muy probablemente
ese resultado tenga que ver con la gran proporcion de agregados H superiores

incluidos en las NP (Figura 6-12), y que son muy dificiles de revertir.

6.3.1.2 Espectroscopia de fluorescencia

Para evaluar la capacidad de emitir luz de las NP se midieron sus
espectros de fluorescencia. En la Figura 6-15 se muestran los resultados para las
NP MB@SiO:-ST-1. En primer lugar, se evaluo la apertura de rendija de emision
y excitacion para lograr una buena sefial. A partir de 1 mm de apertura se
obtuvieron buenas senales, con altas relaciones senal/ruido. También se evalud
como la longitud de onda de excitacion influye en la sefial de emision obtenida:
cuando se excita desde 580 a 620 nm, la intensidad de emisiéon va aumentando,
mientras que al pasar de 620 a 630 nm, la intensidad de emisiéon disminuye. Este
comportamiento estd de acuerdo con el espectro de absorcion obtenido para las
NP (Figura 6-12). El maximo de emision determinado en DMF en estas

condiciones se ubica cerca de los 650 nm.
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Figura 6-15. Espectros de emision de MB@SiO:-ST-1 (DMF) medidos con una absorbancia a 597 nm de
0,144. (A) Diferentes aperturas de rendijas de excitacion y emisién: 1,0 mm y 1,5 mm; (B) Barrido de

longitudes de onda de excitacién: de 580 a 630 nm con una apertura de rendijas de 1,5 mm.

En la Figura 6-16 A se muestran los espectros de excitacion y emision
normalizados para MB@SiO2-ST-1. Se observa que el maximo del espectro de
excitacion estd en 615 nm y, en el espectro de emision, a 650 nm. Los espectros
de excitacion y emision de las NP MB@SiO:-ST-2 (Figura 6-16 B) son muy

similares a los obtenidos para MB@SiO-ST-1.

N

W

MB@SIO,-ST-1

T T T T T
—— Exc; A =700 nm MB@SIO,-ST-2

—— Em; Exc 1 =580 nm

T T
— Exc; » =700 nm
—— Em; Exc » =580 nm

Excitacion y Emision normalizadas >

Excitacion y Emision normalizadas

0,0
500

0,0
500

L L L L L L L L
650 700 750 550 600 650 700 750

Longitud de onda / nm

L L
550 600

Longitud de onda / nm

Figura 6-16. Espectros de excitacion y emision en DMF normalizados en su mdximo de: (A) MB@SiO:-

ST-1y (B) MB@SiO2-ST-2. Apertura de rendija: 1,5 mm.

Por otra parte, cabe destacar que el maximo de emision de las NP se

encuentra corrido al azul respecto del colorante libre en solucién: de 680 nm
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para MB libre en DMF, pasamos a 650 nm para MB incluido en las NP. Este
resultado puede tomarse como evidencia de la inclusion del MB en la matriz de

silice, que ofrece un entorno diferente al de la DMF.*

6.3.2 MB@SiO-ME

6.3.2.1 Espectroscopia UV-Visible

Si bien cuando abordemos la produccion de oxigeno singulete de las NP
(Seccion 6.4.2) se podran apreciar los espectros de absorcion en cada caso, aqui
resumiremos las diferencias salientes entre los espectros de los distintos
sistemas. Existen esencialmente dos tipos de espectros de absorcion para las NP

de tipo MB@SiO:-ME.

i. Aquellos en los cuales el maximo absoluto se halla a 640-650 nm y
aparece una nueva banda al azul, cerca de los 520 nm, de menor
intensidad.

ii. Aquellos en los cuales el maximo absoluto se encuentra a

aproximadamente 570 nm, con un hombro cerca de los 640-650 nm.

Sélo un caso de NP de tipo MB@SiO2-ME-1 (TEOS-HDTMOS 1:3) dio NP
con el espectro i y se las llam6 MB@SiO2>-ME-1-102. Como se vera en la Seccion
6.4.2.1, fueron las Unicas que resultaron en un alto rendimiento cuantico de
producciéon de oxigeno singlete. Asimismo, las NP MB@SiO:-ME-1-NH:
resultaron en un espectro del tipo ii.

Por su parte, las NP MB@SiO.-ME-2 y MB@SiO»-ME-3 dieron siempre

espectros del tipo ii. En la Figura 6-17 se comparan los espectros de absorciéon
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normalizados de dos sistemas representativos de tipo i (MB@SiO>-ME-1-10z) e ii

(MB@SiO2-ME-2-B) con el espectro del azul de metileno libre.

— Espectro iI
1,5 |-~~~ Espectroii |
—— MB libre

Absorbancia normalizada

1
500 550 600 650 700

Longitud de onda / nm

Figura 6-17. Espectros de absorcion representativos de nanoparticulas sintetizadas por microemulsion. Se

indican con una flecha las longitudes de onda de las bandas principales.

En definitiva, los espectros de la Figura 6-17 sugieren que por
microemulsion se pueden obtener sistemas con MB en distintos estados de
agregacion: el espectro ii es representativo de un sistema con una presencia
dominante de MB en forma de agregados, mientras que el espectro i se
corresponde con MB principalmente como mondmero. Mads adelante

hablaremos de la banda secundaria a 520 nm.

6.3.2.2 Espectroscopia de fluorescencia

En la Figura 6-18 se presentan los espectros de excitacion y emision de
las NP cuyo espectro de absorcion abordamos en la Seccion 6.3.2.1 precedente.
Se puede ver que la forma de los espectros de emision es la misma para los dos
tipos de NP y, si bien no se muestran los resultados aqui, resulta idéntica a la

forma de los espectros de emision de todas las particulas sintetizadas por
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microemulsion, cuyo maximo se encuentra en torno a los 650 nm. En cuanto a
los espectros de excitacion, se ve una unica diferencia entre las NP: para las
MB@SiO2-ME-1-102 se ve una banda poco intensa de excitacion cerca de los 500
nm (ver Figura 6-18 A), ademas de la banda principal a 633 nm, mientras que
para MB@SiO2>-ME-2-B sdlo se observa la banda principal a 640 nm. Esto podria
sugerir que la banda a 520 nm del espectro de absorcion de MB@SiO2-ME-1-10:
(espectro de tipo i) se corresponde con una especie que puede ser excitada y

emitir luz.

T T 1,25

1,25 T T T T T
—— Emision (Exc. 580 nm) 633 649
- - - Excitacion (Em. 700 nm) ¢ & A

1,00 |

T T T T
—— Emision (Exc. 580 nm) 640
- - - Excitacion (Em. 700 nm) ‘ (157 B

1,00 |
0,75 -
0,50 -

0,50 -

0,25 0,25

Excitacion y Emision normalizadas
Excitacion y Emision normalizadas

000F"" , , f , , , 0.00 o, ~"~’.\”\"""~. A , , ,
450 500 550 600 650 700 750 800 450 500 550 600 650 700 750 800
Longitud de onda / nm Longitud de onda / nm

Figura 6-18. Espectros de excitacion (linea punteada) y de emisién (linea llena) de (A) MB@SiO>-ME-1-

102y (B) MB@SiO2-ME-2-B. Se indican con una flecha los mdximos de los espectros en cada caso.

Para estudiar el caracter emisivo de la banda a 520 nm del espectro de
absorcion de tipo i, se realizo un experimento en el que las NP MB@SiO>-ME-1-
102 se excitaron a diferentes longitudes de onda en forma secuencial, y se
colectd su emision en estado estacionario. En la Figura 6-19 se observa que el
espectro de emision se va corriendo hacia el rojo a medida que se excita a
mayores longitudes de onda. Concretamente, los resultados parecieran sugerir
que existen al menos dos especies emisivas en las NP: una a 570 nm asociada a

la banda de 520 nm del espectro de absorcion de tipo i, y una proveniente del
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mondmero, con una emision méaxima a alrededor de 640-650 nm (y una

absorcion cercana a 650 nm en el espectro i).

1,0x10° — T T T T T

8,0x10° | g

6,0x10°

4,0x10°

Intensidad de emision / a.u

2,0x10°

0,0

500 550 600 650 700 750
Longitud de onda / nm

Figura 6-19. Espectros de emisién de MB@SiO:-ME-1-10: para distintas longitudes de onda de

excitacion, de 475 a 610 nm.

6.3.2.2.1 Anisotropia de fluorescencia

Con el objeto de evaluar la inmovilizacién del colorante en la matriz de
silice, medimos la anisotropia del colorante libre y en las NP MB@SiO>-ME-2.
En la Figura 6-20 se puede observar que la anisotropia de las NP, en el rango de
660 a 775 nm es mayor que la del MB libre. En particular, para 665 nm resulta
de 0,134 para MB en MB@SiO>-ME-2, mientras que el valor desciende a 0,040
para MB libre. El hecho de que el colorante en las NP presente una mayor
anisotropia que cuando estd libre en solucidon nos da la pauta de que estd unido

a la matriz de silice.
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Figura 6-20. Anisotropia de fluorescencia de MB@SiO:-ME-2 y MB libre en DMF. Aex 610 nim.

6.4 Generacion de oxigeno singulete

En este apartado se presentan los resultados de capacidad de generacion
de oxigeno singulete de los sistemas descriptos previamente. Todos los detalles
experimentales de la fotolisis se pueden encontrar en el Capitulo 3 de esta tesis.
En primer lugar, se abordan los sistemas de tipo Stober. Luego se presentan los
resultados de una variedad de sistemas sintetizados por microemulsién. Adn
contando con los mismos materiales (5i0: y MB), veremos que las diferentes
estrategias de sintesis seran determinantes en cuanto a su capacidad de

generacion de oxigeno singulete.

6.4.1 Nanoparticulas MB@SiO:-ST

En la Figura 6-21 se muestran los espectros de DPBF y de MB@SiO»-ST-1
que se obtuvieron en un experimento de fotolisis para medir la generacion de
oxigeno singulete. Esencialmente, se observa que en el tiempo total de
irradiacion (520 s), tanto el espectro de DPBF como el de las NP permanecen
casi invariantes. Dicho resultado indica que el azul de metileno encapsulado en

la matriz de MB@SiO2-ST-1 (que esta mayormente agregado como dimero y
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agregados H superiores) no es susceptible de foto degradacion. Asimismo, la

produccién de 'Oz debe ser menor que la detectable por la técnica empleada.

0,12 T T T T T
B —0s

Absorbancia
Absorbancia

L L L L L 0,00 L L L L L
360 380 400 420 440 460 500 550 600 650 700 750

Longitud de onda / nm Longitud de onda / nm

0,0

Figura 6-21. Medicion de la generacion de oxigeno singulete en DMF de MB@SiO:-ST-1 mediante la
reaccion con DPBF. (B) Espectros del DPBF desde 0 a 520 segundos de irradiacion; (B) Espectros de
MB@Si02-ST-1 desde 0 a 520 segundos de irradiacion.

Al evaluar las NP MB@SiO:-ST-2 (Figura 6-22) se observd un
comportamiento similar al anterior. Tanto el espectro del DPBF como el de las
NP presentan una variacion muy pequena y podemos decir que la generacion
de 'O2 no es medible por esta técnica, a la vez que la matriz de silice protege al
azul de metileno (que se encuentra en forma de dimero mayoritariamente) de la

degradacion por luz.
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Figura 6-22. Medicion de la generacion de oxigeno singlete en DMF de MB@SiO2-ST-2 mediante la
reaccion con DPBF. (B) Espectros del DPBF desde 0 a 550 segundos de irradiacion; (B) Espectros de
MB@Si02-ST-2 desde 0 a 550 segundos de irradiacion.

Como se dijo en el Capitulo 3, en cada experimento de fotdlisis se incluye
un control de azul de metileno libre en solucion, a partir del cual se calcula el
rendimiento cudntico relativo de cada muestra. En la Figura 6-23 se muestran
los resultados obtenidos para el control de azul de metileno. A partir de estos
resultados, y como se espera, es evidente que el DPBF disminuye rdpidamente
(en solo 35 segundos) su absorbancia cuando se fotoliza al MB en soluciéon
aireada. Este comportamiento viene acompafado de una disminucién en la
absorbancia del MB en el tiempo (Figura 6-23 B). Esto sugiere que el MB libre se
estd degradando fotoquimicamente, lo cual no ocurre en las NP con MB ocluido
(Figura 6-21 y Figura 6-22). En particular, al evaluar la absorbancia a 665 nm del
MB en el experimento, se observa una disminucién que ajusta a un decaimiento

mono exponencial (Figura 6-24).
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Figura 6-23. Control de la generacion de oxigeno singulete en DMF de MB molécula libre mediante la
reaccion con DPBF. (B) Espectros del DPBF desde 0 a 35 segundos de irradiacion; (B) Espectros de MB

molécula libre desde 0 a 35 sequndos de irradiacion.
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Figura 6-24. Decaimiento de la absorbancia a 665 nm del MB libre en DMF, al ser irradiado en las
condiciones del experimento, de 0 a 35 sequndos. Se muestra el ajuste mono exponencial obtenido a partir

de los datos experimentales. y = Ar*exp(-x/t1) + yo, donde t1=14,54 s (SD =1,22s).

Al evaluar cémo evolucionan las absorbancias a 415 nm en el tiempo de
cada experimento se obtienen las curvas de la Figura 6-25. En el caso de las NP
se han ajustado rectas y, en el caso del MB libre, los datos experimentales se han
ajustado con una funcidn cuadratica (la cinética deja de ser de orden cero
porque hay foto degradacion del MB libre, lo cual se observé en todos los
experimentos control de MB libre realizados). Las pendientes de las rectas

correspondientes a las NP (~10* s') resultaron dos oérdenes de magnitud
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menores que la pendiente a tiempo cero del decaimiento cuadratico de la
absorbancia del DPBF en presencia de MB libre (~10 s™). Esta informacién nos
vuelve a dar la pauta de que la produccion de 'Oz no es significativa en estos

sistemas segin el método que estamos empleando para medirla.
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Figura 6-25. Comparacion de las absorbancias a 415 nm versus tiempo para los tres sistemas medidos en
el experimento: MB@SiO:-ST-1, MB@SiO:-ST-2 y MB molécula libre en solucién. Se muestran los
ajustes realizados: para las NP se trata de funciones lineales, mientras que para MB libre se trata de una
funcion cuadradtica. Rectas y = m*x + b: i) MB@SiO2-ST-1: m = -1,44E-4 s (SD = 4,83E-6 s7), ii)
MB@Si02-ST-2: m = -2,19E-4 s (SD = 3,93E-6 s!). Polinomio de grado dos y = b1*x + b2*x2 + c: MB: b
=-0,02078 s1 (SD = 6,05E-4 s°1), b2 = 8,70E-5 s (5D = 1,66E-5 52).

Por otra parte y, en linea con lo que venimos diciendo, en la Figura 6-26
se muestran las absorbancias a 415 nm versus tiempo para MB@SiO2-ST-2 (A) y
para MB libre (B), cada experimento con su control previo al agregado de la
muestra. Para MB@SiO»-ST-2 (Figura 6-26 A) se observa que la pendiente previo
al agregado de las NP es la misma que luego de la adicién. Dicho
comportamiento hace explicito que el sistema no genera una cantidad medible
de 'O: (por esta razon no se informa un valor de ®a). En contraposicion, el MB
libre si produce un quiebre abrupto en la pendiente y, por tanto, si produce 'O
en cantidades significativas, como se espera. Para el sistema NP MB@SiO2-5T-1

se obtuvieron resultados similares (no mostrados). El valor de la pendiente para
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este sistema puede verse en la Figura 6-25, y es la misma antes y después del

agregado.
A 20— — . . . . < B 20—
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Figura 6-26. Absorbancias tomadas a 415 nm en el experimento de generacion de oxigeno singulete,
versus tiempo. Se muestran las medidas previas al agregado del analito y se indica con una flecha el
momento del agregado. (A) Resultados para las NP MB@SiO2-ST-2, con los respectivos ajustes lineales
previo al agregado y posterior al agregado; (B) Resultados para MB molécula libre, con los respectivos
ajustes: el previo al agregado se ajusté a una funcion lineal y, el posterior al agregado se ajusté a una

funcion cuadratica.

Por otra parte, cabe destacar que los controles de la absorbancia del
DPBF previos al agregado de cada muestra son esenciales para validar cada
medida. De esta manera, si la pendiente previa al agregado de analito es muy
pequefa nos aseguramos de que el DPBF es estable en las condiciones de la
fotdlisis y cualquier baja de su absorbancia vendra dada por su reaccion con el

102 generado en presencia del analito correspondiente.

6.4.2 Nanoparticulas MB@SiO-ME

Como ya vimos, por microemulsion inversa se pueden obtener una
variedad de materiales con diferentes propiedades Opticas. En particular, con

diferentes espectros de absorcion de luz. En esta seccion, nos ocuparemos de la
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generacion de 'Oz de dichos sistemas, para mas adelante discutir y racionalizar

su comportamiento y su potencial aplicacion a sistemas reales.

6.4.2.1 MB@SiO:-ME-1

Para las NP con el nticleo de caracter mas hidrofobico (MB@SiO.-ME-1,
TEOS-HDTMOS 1:3) pudimos ver que, para distintos lotes de particulas
sintetizadas en las mismas condiciones, el rendimiento cuantico de produccion
de 'Oz variaba sustancialmente. Asi, se obtuvieron particulas con una excelente
capacidad de generacion de 'O: y particulas en las que no se pudo medir un
rendimiento cudntico de generacion de 'O.. Mas tarde, en la Seccion 6.5,
discutiremos las posibles causas de dicho comportamiento.

En esta seccion solo mostraremos dos casos: i) MB@SiO2-ME-1-'02, NP
que producen 'Oz en grandes cantidades y ii) MB@SiO>-ME-1-NHz, NP en las

que la cascara se deposito a partir de aminopropiltrietoxisilano.

6.4.2.1.1 MB@SiO:-ME-1-0:

En la Figura 6-27 A se puede observar la disminucion pronunciada en el
espectro de absorcion del DPBF a medida que transcurre el tiempo de
irradiacion. En so6lo 40 segundos se tiene una disminucién de aproximadamente
30 % de la absorbancia a 415 nm y, como veremos, se puede anticipar que la
produccion de 'O: serd elevada. En la Figura 6-27 B se observan los espectros de
las NP en funcion del tiempo. Dichos espectros se corresponden con los de tipo
i (Seccién 6.3.2.1). Estan compuestos principalmente por dos bandas: una banda
con un maximo a 640-650 nm y una banda al azul, centrada cerca de 515 nm.

También se esboza un hombro al azul de la banda de 640 nm, cerca de 610 nm.
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Desde ya, estos espectros no coinciden con ninguno de los obtenidos para las

NP MB@SiO»-ST.
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Figura 6-27. Medicion de la generacion de oxigeno singulete en DMF de MB@SiO:-ME-1-102 mediante
la reaccién con DPBF. (B) Espectros del DPBF desde 0 a 40 sequndos de irradiacion; (B) Espectros de
MB@S5i0:-ME-1-10: desde 20 a 40 segundos de irradiacion.

Asimismo, en la Figura 6-27 B se ve que los espectros correspondientes a
las NP se midieron con absorbancias muy bajas para tener tiempo de medir un
buen decaimiento de la absorbancia del DPBEF. Esto conllev6 una baja relacion
sefial-ruido y, por ello, para los calculos de ®a que veremos a continuacion se
utiliz6 el espectro promedio en el tiempo del experimento.

En la Figura 6-28 se comparan las absorbancias de DPBF a 415 nm para
las NP y para el control de MB libre. En el caso de MB@SiO>-ME-1-'02, se pudo
ajustar la cinética a una funcién lineal, mientras que para el MB libre, como ya
vimos, se requirié un polinomio de grado dos. En principio, esta diferencia nos
habla de la ausencia de foto-degradacion del colorante en las NP, en contraste
con lo que pasa cuando se encuentra el MB libre en solucion.

A partir de los valores de las pendientes o de las pendientes a tiempo
cero (para el caso del MB libre), de las intensidades de luz absorbidas y, para un

total de 4 experimentos independientes, tal como se explicé en el Capitulo 3, se
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pudo determinar un valor de rendimiento cuantico de generacion de oxigeno

singulete de @ = (0.44 + 0.07).
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Figura 6-28. Absorbancias tomadas a 415 nm en el experimento de generacién de oxigeno singulete,
versus tiempo. Se muestran las medidas previas al agregado del analito y se indica con una flecha el

momento del agregado. (A) NP MB@SiO:-ME-'Oz; (B) Resultados para MB molécula libre.

6.4.2.1.1.1 Control de generaciéon de 'O: en suspension desgasada de MB@SiO»-
ME-1-102

Para corroborar que la foto-reaccion de produccion de 'O: estd mediada
por oxigeno, se realizo un experimento en el que se midi6 la produccién de 'O:
de la suspension de MB@SiO>-ME-1-'0: en solucion aireada y, por otra parte, en

suspension desgasada con argon durante 30 minutos (Figura 6-29).
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Figura 6-29. Absorbancias en DMF a 415 nm (normalizadas a tiempo cero) versus tiempo de: MB@SiO2-
ME-1-102 desgasada con argén durante 30 minutos (estrella vacia) y MB@SiO2-ME-1-'0: aireada

(estrella llena).

Los resultados muestran que, en ambos casos se observa cierta foto
degradacion del colorante, pues se necesitd elegir polinomios de grado dos para
ajustar las cinéticas. Al comparar las pendientes a tiempo cero de las NP en
suspension aireada y en suspension burbujeada con argdn, se observa que
desplazar el oxigeno con argon disminuye la velocidad de la reaccién. Sin
embargo, los rendimientos cudnticos de formacion de 'O: resultan altos en
ambos casos: 0,46 para MB@SiO2-ME-1-'0: en aire y, 0,12 para las NP en argon.
En la Seccion 6.5 interpretaremos estos resultados en conjunto con el resto de

los resultados.

6.4.2.1.2 MB@SiO:-ME-1-NH:

En la Figura 6-30 A se muestran los espectros de las NP a diferentes

tiempos de irradiacion.
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Figura 6-30. Medicion de 102 en DMF. (A) Espectros de absorcion de las NP MB@SiO>-ME-1-NH:z a
diferentes tiempos de irradiacion: desde 0 a 240 sequndos. (B) Absorbancia a 415 nm versus tiempo de
irradiacion para las NP y el control de MB libre. En ambos casos los datos experimentales se han ajustado

a polinomios de grado dos.

En este caso, el espectro de absorcién UV/Vis apunta a la formacion de
agregados de MB en la matriz de S5iO2 (inico maximo a 567 nm, espectro de tipo
ii) y, por otra parte, se observa una disminucion de absorcion de luz con el
tiempo. Se deduce entonces que, en este sistema, el MB experimenta cierta foto-
degradacion. En la Figura 6-30 B se puede observar que la pendiente a tiempo
cero de la cinética de formacion de 'Oz:asociada a las NP es mucho menor que la

del MB libre control. Asi, se obtuvo para este sistema un ®a = (0.015 + 0.005).

6.4.2.2 MB@SiO:-ME-2

En el caso de las NP MB@SiO:-ME-2 (iguales proporciones de TEOS y
HDTMOS en el nacleo) pudimos ver que, para distintos lotes de particulas
sintetizadas en las mismas condiciones, el rendimiento cuantico de produccion
de 'O: variaba, pero siempre se mantenia por debajo de 1.5%. Aqui
mostraremos los dos casos mas representativos: i) MB@SiO:-ME-2-A, NP que

producen 'O: en cantidades pequefias pero medibles y, ii) MB@SiO.-ME-2-B, un
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sistema que ejemplifica el caso de NP sintetizadas por microemulsion que no

producen cantidades medibles de 'O..

6.4.2.2.1 MB@SiO:-ME-2-A

En la Figura 6-31 A se puede apreciar la disminucion en la absorbancia
del DPBF en el lapso de 5 minutos de irradiacion acumulada, una vez que se
han agregado las NP MB@SiO»-ME-2-A. En paralelo, se observa (Figura 6-31 B)
que el espectro de las NP no cambia durante el tiempo que dura el experimento.
Eso nos da la pauta de que el MB encapsulado en dichas NP (la mayor parte
estd agregado pero se observa un hombro de monomero) es foto estable en las

condiciones del experimento.
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Figura 6-31. Medicion de la generacion de oxigeno singulete en DMF de MB@SiO:-ME-2-A mediante la
reaccion con DPBF. (B) Espectros del DPBF desde 0 a 5 minutos de irradiacién; (B) Espectros de
MB@SiO:-ME-2-A desde 0 a 5 minutos de irradiacion.

Asimismo, a partir de los decaimientos de la absorbancia del DPBF a 415

nm que se muestran en la Figura 6-32 y, con el procedimiento descripto en el

Capitulo 3, se pudo calcular un valor de ®a = (0.015 * 0.002).
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Figura 6-32. Absorbancias tomadas a 415 nm en el experimento de generacién de oxigeno singulete,
versus tiempo. Se muestran las medidas previas al agregado del analito y se indica con una flecha el
momento del agregado. (A) Resultados para las NP MB@SiO2>-ME-2-A, con los respectivos ajustes
lineales previo al agregado y posterior al agregado; (B) Resultados para MB molécula libre, con los
respectivos ajustes: el previo al agregado se ajusté a una funcion lineal y, el posterior al agregado se ajusto

a una funcién cuadrdtica.

6.4.2.2.2 MB@SiO:-ME-2-B

En este caso, la Figura 6-33 muestra que el MB encapsulado no presenta
foto-degradacion, a la vez que el espectro del DPBF permanece invariante en el

transcurso del experimento.
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Figura 6-33. Medicion de la generacion de oxigeno singulete en DMF de MB@SiO:-ME-2-B mediante la

reaccién con DPBF. (B) Espectros del DPBF desde 0 a 450 segundos de irradiacion; (B) Espectros de

MB@SiO2-ME-2-B desde 0 a 450 segundos de irradiacion.

También se observa que el agregado de las NP en cuestion no modifica la

pendiente en la Figura 6-34 A, a diferencia de lo que ocurre con el MB libre

(Figura 6-34 B). Asi, aqui no hay produccién medible de 'Os..
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Figura 6-34. Absorbancias tomadas a 415 nm en el experimento de generacion de oxigeno singulete,

versus tiempo. Se muestran las medidas previas al agregado del analito y se indica con una flecha el

momento del agregado. (A) Resultados para las NP MB@SiO2-ME-2-B, con los respectivos ajustes

lineales previo al agregado y posterior al agregado; (B) Resultados para MB molécula libre, con los

respectivos ajustes: el previo al agregado se ajusto a una funcion lineal y, el posterior al agregado se ajusto

a una funcién cuadrdtica.

6.4.2.3 MB@SiO:-ME-3

De acuerdo a la Figura 6-35 y Figura 6-36 podemos decir que estas NP no

generan una cantidad medible de Oz en la fotdlisis y el MB es foto estable en la

matriz de silice mientras dura el experimento.
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Figura 6-35. Medicion de la generacion de oxigeno singulete en DMF de MB@SiO:-ME-3 mediante la
reaccion con DPBF. (B) Espectros del DPBF desde 0 a 4 minutos de irradiacion; (B) Espectros de
MB@5i0O2-ME-3 desde 0 a 4 minutos de irradiacion.
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Figura 6-36. Absorbancias tomadas a 415 nm en el experimento de generacion de oxigeno singulete,
versus tiempo. Se muestran las medidas previas al agregado del analito y se indica con una flecha el
momento del agregado. (A) Resultados para las NP MB@SiO2»-ME-3, con los respectivos ajustes lineales
previo al agregado y posterior al agregado; (B) Resultados para MB molécula libre, con los respectivos
ajustes: el previo al agregado se ajusté a una funcion lineal y, el posterior al agregado se ajusté a una

funcién cuadritica.

6.4.3 Rendimiento cuantico de emision de MB@SiO:-ME

Tal y como se detall6 en el Capitulo 3, se calculd el rendimiento cuantico

de fluorescencia de las NP referido al azul de metileno libre. Se obtuvo un valor
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maximo de @r = 0,0145 para MB@SiO2-ME-1-10:z (Aex = 580 nm), la muestra con
mayor contenido de MB monomero, comparable con el valor reportado para

MB en etanol (®r = 0,04).18

6.5 Discusion

6.5.1 Caracterizacion de los materiales MB@SiO:

6.5.1.1 Morfologia y tamaiio

Las NP sintetizadas por una modificacion del método de Stober
resultaron esféricas, con tamanos de entre 100 y 200 nm determinados por SEM.
Asimismo, el didmetro obtenido por DLS resultd siempre mayor al obtenido
por SEM. Las diferencias en los didmetros de NP y coloides que arrojan estas
dos técnicas son comunes y se pueden atribuir a las distintas composiciones de
las particulas (de metales, de 6xidos o poliméricas) que, en ultima instancia,
definen la quimica superficial en la interfase.? Recientemente, Skvarla et al.
utilizaron microscopia de fuerza atomica (AFM) para determinar el radio de NP
de silice y propusieron la existencia de una capa elastica de gel en la superficie
de silice coloidal que hace que los objetos, una vez dispersos en soluciones
acuosas, resulten mas grandes de lo que en verdad son.?! Esta hipotesis esta en
linea con los mayores didmetros que obtuvimos para las NP de Stober por DLS
(NP en suspensién), en comparacion con SEM. En lo que respecta a a los indices
de polidispersion (PDI), para ambas proporciones de colorante encapsulado,
resultaron bajos, lo cual indica que las NP sintetizadas por modificacion del
método de Stober presentan una buena monodispersion en tamario.

En cuanto a las NP obtenidas por el método de microemulsién inversa,

podemos decir que, sin importar la relacion molar de TEOS y HDTMOS, para la
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misma cantidad de silano total se obtienen particulas ntcleo de entre 40 y 50
nm y, luego, particulas finales nuicleo-cascara de entre 50 y 60 nm. En estudios
sistematicos con varios tipos de surfactantes, Bagwe et al. establecieron que el
tamafo de las NP sintetizadas por microemulsiéon inversa es funcion
principalmente de la relacion molar agua/surfactante (R) y de la relacion molar
surfactante/co-surfactante (9). De esta manera, a mayor R y o, mayor sera el
tamano de las NP.2 En todos las sintesis de MB@SiO:-ME reportadas en esta
tesis se trabajo con una R = 10, con lo cual se obtuvo una reproducibilidad
marcada en el tamano de todas las NP. Por otra parte, si bien la morfologia es
esférica, las particulas en suspension se presentan formando agregados, lo cual
se observé mediante medidas de DLS, cuyos resultados siempre arrojaron un

alto PDI.

6.5.1.2 Carga superficial

La funcionalizacion superficial con grupos amino se pudo corroborar por
potencial zeta. Tal es asi que se observd que el punto isoeléctrico (IEP) de la
silice modificada con aminos se desplazaba hacia 6,7, mientras que el
correspondiente a la silice control se encontraba aproximadamente en 3,5. Este
resultado estd en linea con el reportado por Palmai et al., con un IEP de 6,2 para
silice modificada con APTES.® Wu et al., por su parte, reportan la sintesis y
caracterizacion de silice modificada con APTES (150 nm de diametro) e
informan un IEP de 8,7%, superior al nuestro. Es muy factible que la diferencia
sea producto de una funcionalizacion incompleta de la superficie de nuestras

NP, en comparacion con las reportadas por Wu et al.?

6.5.1.3 Identificacion de azul de metileno por espectroscopia FTIR

~6-43 ~



Como vimos en la Seccion 6.2.2.2.3, por espectroscopia FTIR pudimos
determinar la presencia de azul de metileno en las NP pues se evidenciaron,
ademas de las bandas caracteristicas de la silice, las bandas diagndsticas del
MB. La region entre 1700 y 1300 cm™! result6 la mas importante para identificar

las bandas de MB, en correspondencia con lo reportado por Ovchinnikov et al.3

6.5.2 Caracterizacion fotofisica y generacion de oxigeno singulete

6.5.2.1 Sintesis y estado de agregacion del colorante

A pesar de su carga neta positiva, el MB tiende a formar agregados, tanto
en solucion acuosa como en superficies, (p.ej. celulosa).”” El efecto de las
interfaces cargadas (sistemas coloidales o interfaces solidas) en la agregacion
del colorante es ampliamente conocido.?-*

Aqui, desde el punto de vista de la sintesis, y teniendo en cuenta los
espectros de absorcidon explorados, podemos decir que cuando se usan sintesis
de tipo Stober, el MB se incluye en la matriz fundamentalmente como dimero o
como agregados superiores. El medio de Stober, sumado a la interacciéon
electrostatica entre MB y los oligdmeros de la silice, redunda en Ila
encapsulacion de grupos de moléculas. Por otro lado, cuando empleamos
microemulsiones inversas de TX-100/ciclohexano/hexanol/agua, el MB se
solubilizd en las nanogotas de agua y, si bien se obtuvieron espectros en los que
el maximo de absorcidn habia sufrido un corrimiento hipsocrémico (de 665 nm
para MB libre a 550-650 nm para MB encapsulado), en la mayoria de los casos
se detecta la presencia de un hombro a 650 nm en los espectros Uv/Vis
correspondiente a cierta poblacion de MB mondmero anclado en las NP (ver

Figs 6.27B, 6.32B, 6.34B y 6.36B).
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De acuerdo a los resultados reportados por Deng et al., 1a presencia de un
nucleo hidrofobico en las NP aumenta la foto-estabilidad del colorante e
impone una barrera fisica para el acceso de moléculas desactivantes
(quenchers).®® En nuestro caso, en la mayoria de las sintesis por microemulsion
en las que se empled la co-hidrdlisis de TEOS y el silano hidrofébico HDTMOS,
las NP no dieron produccion apreciable de !'O.. Esto puede deberse a dos
factores: 1) la agregacion del MB, que resulta en especies no fotoactivas y/o 2)

cierta barrera difusional o cinética que aisla a los mondmeros existentes (nticleo

hidrofébico).

6.5.2.2 Espectros de absorcion UV-visible y generacion de 'O

Hemos mostrado que las propiedades fotofisicas de las NP, en particular
los espectros de absorcion UV-visible, son la llave para predecir si los sistemas
seran o no productores de 'O: al irradiarlos con luz. En la Figura 6-37 se
comparan los espectros de absorcion representativos de los sistemas
reportados. Basicamente se tienen dos grupos de NP que no producen oxigeno
singulete: el grupo de MB@SiO:-ME-2-B y MB@SiO:-ME-3 (espectro de tipo ii) y
las NP MB@SiO2-ST-1 y 2. Todos los casos en los que el espectro UV/Vis
presentaba un maximo entre 550 y 600 nm y, a veces, con un hombro de MB
monomero a ~650 nm, no dieron produccién significativa de 'O.. Como vimos
en la Seccion 6.4.2.1.2, tenemos el caso especial de las NP aminadas, que dieron
un rendimiento cuantico % de produccion de 'O: de 1,5%. En la mayoria de los
casos reportados aqui, ya sea de Stober o de microemulsion, la produccion de
102 fue menor al 1.5%, o no detectable, y el MB encapsulado en la matriz resultd
ser siempre fotoestable. Por otra parte, se estudio el caso de las NP MB@SiO»-
ME-1-'O2 en las que, como se ve en la Figura 6-37, el MB encapsulado en la
matriz resulta en un espectro de absorcion UV/Vis con dos bandas

caracteristicas (espectro tipo i): una muy notoria, cerca de 650 nm, que se
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corresponde con el mondmero encapsulado (corrimiento hipsocrémico respecto
del mondmero libre en solucidén) y otra cerca de 520 nm. Creemos que la
presencia de una gran cantidad de MB inmovilizado en forma de mondmero en
estas NP es la responsable del alto ®a obtenido (0,44 encapsulado versus 0,52
para el colorante libre).En este sistema en particular atin coexiste una parte del
colorante en forma de agregados (espectro ancho alrededor de 600 nm, Figura

6-37, curva roja).
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Figura 6-37. Espectros de absorcién (normalizados) representativos de los sistemas reportados.

Segun lo reportado por Pramanick et al., el azul de metileno interactia
fuertemente con las moléculas del surfactante en microemulsiones inversas que
utilizan TX-100.3* En particular, estudiaron el comportamiento fotofisico del MB
en sistemas micelares de emulsion inversa de ciclohexano-hexanol-agua-TX-
100. Observaron que a medida que aumentaban la concentraciéon de TX-100, y
sobrepasaban la CMC de TX-100 en el sistema (1,09.10° M), se producia un
cambio del color de la solucién de azul a rosado, a la vez que en el espectro de
absorciéon aparecia una nueva banda a 520 nm. Mas aun, observaron la
aparicion de un punto isosbéstico a 558 nm que les indicé la formacién de un

complejo MB-TX-100 de estequiometria 1:1. Por debajo de la CMC la banda de
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520 nm no se observaba.?* En las condiciones de nuestros experimentos, los
controles de procesos previos al agregado de los silanos evidenciaron un
sistema de microemulsion en el que la banda de 520 nm era detectable. Al final
del proceso, solo las NP MB@SiO:-ME-1-'0: evidenciaron también la banda de
520 nm (Figura 6-37).

En cuanto a la naturaleza de la interacciéon entre MB y TX-100 para
formar el complejo, lo primero que podemos descartar es que sea de tipo
electrostatico ya que TX-100 es un surfactante neutro. Se ha reportado la
interaccion entre algunos colorantes cationicos (fenosafranina, rodamina B,
fucsina y cristal violeta) y TX-100 a través de un mecanismo de transferencia de
carga fotoquimico en el cual TX-100 actiia como donante de electrones, mientras
que MB acttia como aceptor.®® Asimismo, el anillo bencénico del TX-100 podria
donar un electrén 1 al MB, las moléculas de colorante se encontrarian atrapadas
en las micelas inversas y esta interaccion donante-aceptor de electrones seria
responsable del cambio de color de la solucion.’ Por otra parte, se ha propuesto
una interaccion de tipo hidrofébica para la formacion del complejo MB-TX-100
en emulsiones inversas de ciclohexano/agua.*

Limin Qi et al. emplearon el MB como sonda de polaridad para estudiar
el microambiente de micelas inversas de TX-100/ciclohexano/hexanol/agua.?” En
este sentido, el MB es escasamente soluble en ciclohexano y muy soluble en las
nanogotas de agua de la emulsiéon. De esta manera es altamente sensible al
estado del agua en el nucleo de la gota, lo cual lo convierte en una molécula
adecuada para reportar la polaridad del ntcleo polar de la micela. En su
trabajo, los autores lograron establecer que existen tres tipos de agua presentes
en el nucleo de la micela: i) el agua unida primaria, que interacttia directamente
con los grupos polares del TX-100 para formar una capa de hidratacion
primaria, ii) el agua unida secundaria, que se asocia menos intensamente a los
grupos polares del TX-100 vy, iii) el agua libre terciaria o “agua del pool”, que

esta lejos del TX-100, en el centro de la micela.?” El equilibrio de complejacion
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del MB con el TX-100 se ve afectado por la cantidad (y el tipo) de agua presente
en la micela. Cuando la cantidad de agua es tal que ya existe agua secundaria
(R=1,8) y terciaria (R=5,3), el equilibrio de complejacion MB-TX-100 se ve
afectado y se desplaza hacia la formacion de MB libre.¥” En nuestro caso, se
trabajo con un R =10 y, de acuerdo al espectro de la emulsion inversa previo al
agregado de los silanos, la banda de complejo era muy minoritaria respecto de
la banda de MB libre, en linea con la existencia de aguas secundarias y
terciarias.

Por otra parte, cuando se burbuje6 la suspension de MB@SiO:-ME-1-10:
con argon, se buscd desplazar el aire para probar que la foto-reaccion esta
mediada por oxigeno y no ocurriria en ausencia del mismo. Sin embargo, este
punto no se logré verificar ya que, si bien la produccion de 'O: de la suspension
desgasada fue menor que la de la suspension aireada, no fue nula. Este
comportamiento podria atribuirse a la presencia de oxigeno molecular
fisisorbido en la superficie de las NP, tal como se ha observado para otros
materiales.

Un punto importante para agregar a esta discusion se encuentra referido
a la utilizacion de micelas inversas como "nanoreactores" donde ocurren
multiples eventos quimicos en un espacio altamente confinado. En particular, la
sintesis de NP de SiO: empleando microemulsiones inversas involucra,
necesariamente, un proceso de hidroélisis-condensacion de los alcoxidos dentro
(o en la interfase) de estas micelas. Simultaneamente, ocurren los procesos de
adsorcion/inmovilizacién de la sonda de MB dentro de la matriz compuesta de
SiOq/surfactante. En este contexto, variables como la temperatura, orden de
agregado de los reactivos, nivel de agitacion o presencia de iones dentro del
"pool" acuoso inciden ya sea en la forma, nivel de condensacién o porosidad de
las NP sintetizadas.*#! Si bien no hemos encarado en esta Tesis un estudio
sistematico de todas estas variables, aparentemente, la sintesis en condiciones

de TEOS:HDTMOS 1:1 a temperaturas menores a 25°C resulta en NP de SiO:
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que no registran MB inmovilizado como mondmero. Consecuentemente, tal
como habiamos evaluado en Figura 6-37, esto implica que no habra produccién
de 'Oz. Un ejemplo de este tipo de NP son las MB@SiO2-ME-1-B. Si bien poseen
igual proporcion de TEOS-HDTMOS que las MB@SiO-ME-1-102;, no

evidenciaron produccion de 'O: (Figura 6-38).
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Figura 6-38. Medicion de 102 en DMF. (A) Espectros de absorcion de las NP MB@SiO»-ME-1-B a
diferentes tiempos de irradiacion: desde 0 a 12 minutos. (B) Absorbancia a 415 nm versus tiempo de

irradiacion para las NP (ajusta a funcién lineal) y el control de MB libre (ajusta a polinomio de grado

dos).

Dado que la temperatura afecta las velocidades de hidrdlisis-
condensacion de alcdxidos en procesos sol-gel*?, suponemos que serd relevante
en la competencia entre diferentes eventos simultaneos, mas especificamente en
la generacion o estabilizacién de especies monoméricas de MB dentro de la
matriz de SiO2. Esta hipotesis refuerza la necesidad de analizar en detalle las
interacciones de MB/SiO2/surfactante en las micelas inversas. A pesar de que
esto excede el marco de la presente Tesis, hemos establecido ciertas
herramientas de andlisis para avanzar en esta direccion y generar estructuras
nanoparticuladas con colorantes productores de oxigeno singulete.

Por ultimo, el ®a de MB@SiO2-ME-1-10z, 0.44+0.07, resulté muy alto en

comparacion con otros sistemas reportados. Tada et al. reportan un valor de ®a
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=0.03£0.02 para NP con ntcleo de magnetita y cascara de silice.** Este es un
valor que esta en el orden de los obtenidos para algunos de nuestros sistemas
sintetizados por microemulsion ®a =0.015 + 0.005 para las NP aminadas
MB@SiO:-ME-1-NH: y ®a =0.015 + 0.002) para las MB@SiO>-ME-2-A. No es
casual que los espectros de absorcion UV-visible reportados por Tada et al. sean
similares a los de MB@SiO.-ME-1-NH: y MB@SiO>-ME-2-A, en los que se
observa un corrimiento hipsocromico de la banda de absorcion respecto del
colorante libre, lo cual da la pauta de una agregacion notoria del MB.
Asimismo, Yu et al. reportaron un rendimiento de al menos la mitad del de MB

libre (®a ~0.25) para NP hibridas Au@polimero-MB.*

6.5.2.3 Emision de luz

El méaximo de emisién de todas las NP que incluian MB se encontro
corrido al azul respecto del colorante libre en solucion: de 680 nm para MB libre
en DMF a ~ 650 nm para MB incluido en las NP. Este resultado puede tomarse
como evidencia de la inclusion del MB en la matriz de silice, que ofrece un
entorno diferente al de la DMF. Este corrimiento hipsocrémico es caracterisctico
de los fendémenos de “rigidocromismo”.## Por su parte, medidas de
anisotropia de fluorescencia dieron la pauta de que el colorante efectivamente
estd inmovilizado en la matriz de silice.

En todos los casos, y aun cuando la mayor parte del colorante se
encontrase agregado (como es el caso de MB@SiO:-ST), se pudo detectar
emision de fluorescencia. Las NP MB@SiO2-ME-1-'O:z con mayor proporciéon de
mondmero fueron las mas fluorescentes (®r = 0,0145), a la vez que fueron las
mayores productoras de 'O-.

Los espectros de emision de las NP MB@SiO:-ME-1-'0: a diferentes
longitudes de onda de excitacion (Figura 6-19) revelaron que existen dos

especies emisivas de MB en las NP. De acuerdo a lo discutido en la Seccién
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6.5.2.2, podemos decir que esas dos especies se corresponderian con el complejo

MB-TX-100 y con el monémero de MB.

6.6 Conclusiones

Se estudiaron dos estrategias sintéticas para encapsular azul de metileno
en matrices de silice y se logro establecer una correlacion muy marcada entre el
espectro de absorcion UV-visible de las NP y el estado de agregacion del
colorante en la matriz. Asi, dichos espectros sirven como una herramienta de
prediccion de la capacidad de generacion de 'Oz de las NP. Cuando se trabajo
en microemulsion inversa y con una mayor proporcion de silano hidrofobico en
el nucleo se observd que, en determinadas condiciones, se pueden obtener
particulas en las que la mayor proporcion de MB se encuentra como mondmero,
y una parte se halla en forma de complejo con TX-100, inmovilizado en la
matriz. La inmovilizacién provocé un corrimiento hipsocrémico de la banda de
emision, en linea con lo reportado para otros sistemas.’ Dichas NP dieron un
®a = (0.44 = 0.07). Este valor es muy alto en relacion a otros materiales
reportados, y al MB molécula libre (0.52). Por ello, estas NP ofrecen una
plataforma excelente para pensar en su aplicacion en PDT en células in vitro e in
vivo.

Por otra parte, vimos que todos los sistemas reportados presentan
emision de fluorescencia en DMF, lo cual los hace a todos aplicables en
principio a deteccion por microscopias confocal de fluorescencia. La mayoria de
los sistemas reportados, a la vez de presentar emision de fluorescencia, tienen
una baja capacidad de generacion de generacion de 'Oz (como maximo 1.5 %).
Asi, estos sistemas pueden pensarse como buenos candidatos para construir
nano-objetos mas complejos que lleven en su superficie otras moléculas de

interés (sensores fluorescentes como Cy-PIP, por ejemplo, o moléculas con
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receptores especificos abundantes en células tumorales, por ejemplo acido
)

folico).
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7 Nanoparticulas de SiO2 con mas de una

sonda fluorescente

7.1 Introduccion

En capitulos anteriores mostramos que Cy-PIP es una molécula con
emision fluorescente sensible al pH (Capitulo 4) y que Cy-PIP@SiO: conserva su
capacidad sensora, incluso en contextos bioldgicos, lo cual resulta de gran
relevancia ya que el pH intracelular juega un rol muy importante en los
procesos celulares (Capitulo 5).

Como vimos en el Capitulo 1, las células estdn lejos de ser "cubetas"
Optimas para realizar estudios espectroscdpicos y existen problemas
importantes cuando se quieren cuantificar sefiales dpticas en dichos sistemas.
Las complicaciones se deben a multiples factores: variaciones en la longitud del
camino Optico y en las concentraciones locales de las sondas fluorescentes, la
dispersion de la luz que ocurre en las células, la variacion en la intensidad de la
iluminacion y el fotoblanqueo de sondas durante el experimento.? Sumado a
ello, las mencionadas variaciones ocurren no sélo dentro de una unica célula,
sino también entre células diferentes de una misma poblacion. Ademas, el
factor tiempo también juega un papel importante debido a la naturaleza
dindmica de las células vivas.!

La mayoria de estos problemas pueden ser minimizados e incluso
superados realizando medidas de absorbancia®* o de fluorescencia®>’ a dos
longitudes de onda en forma simultdnea de manera que resulten medidas
autoreferenciadas (ratiometric mesurements, del inglés). La espectroscopia de

fluorescencia que utiliza cocientes de emision a dos longitudes de onda (de una
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o mas sondas) requiere que el colorante sea diferencialmente sensible en una de
las longitudes de onda de emision al parametro de interés (la concentracion de
Ca* o de H, por ejemplo). La emisidon a la otra longitud de onda puede ser
insensible (por ejemplo, cuando hay un punto isosbéstico o, cuando se coloca
una sonda cuya emision no varia con la propiedad a medir), mucho menos
sensible, o sensible en la direccién opuesta en comparacion con la emision a la
otra longitud de onda. Es la relacion de los cambios en la emision en cada
longitud de onda lo que define la respuesta del sensor. Y, como la emision se
origina en el mismo volumen de muestra, la relacion (cociente de emisiones) se
normaliza para la longitud de la trayectoria dptica, la concentracion local de la
sonda, la intensidad de la iluminacién y el fotoblanqueo.! Asi, no se requieren
los espectros de emision completos pues la proporcion de las medidas a las dos
longitudes de onda refleja los cambios espectrales de todo el sistema de acuerdo
a los cambios en la propiedad a medir.

En principio, como vimos en el Capitulo 1, si hablamos de una tnica
molécula, la aproximacion mas directa para obtener medidas autoreferenciadas
viene de la mano del uso de sondas duales “2-A”.® En esta aproximacion
encontramos las siguientes situaciones: a) la sonda se excita a una tUnica
longitud de onda y se calcula el cociente de las emisiones a dos longitudes de
onda diferentes (Caso II, ver Cap.1) o, b) el fluordforo se excita a dos longitudes
de onda, se colectan las emisiones a una tnica longitud de onda y se calcula el
cociente entre ellas (Caso I, ver Cap.1). La deteccion con estas sondas “2-A" se
sirve de la diferente emisién (a) y/o absorcion (b) de la forma protonada y
desprotonada de la molécula.

Tal como mencionamos en el Capitulo 1, los derivados de xantenos como
el SNARF-1 son ejemplos de sensores moleculares muy utilizados para medidas
autoreferenciadas de pH en células.”!® El SNARF-1 presenta un espectro de
emision (Aex 514 nm) con dos bandas, una a 635 nm y otra a 590 nm, ambas

sensibles al pH, lo que permite medir el cociente de intensidades de emision, de
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acuerdo al caso (a). Por su parte, Myochin et al. reportaron sensores de pH de la
familia de las aminotricarbocianinas que son ejemplos de sensores de
autoreferenciados de tipo (b).!! Asimismo, se han reportado nanomateriales con
respuestas de fluorescencia autorefenciadas de tipo (a) para Hg(I)? y para
pH13.

En ciertos casos, algunos fluoroforos ttiles para sensar pH muestran solo
un cambio de la intensidad de la fluorescencia debido a la protonacion a pH
acido, pero no un cambio en la posicion de los maximos de absorcion o emision
(caso de Cy-PIP). En estos casos, no se puede hablar de un sistema
autoreferenciado en términos del enfoque “2-A”.# Esta dificultad puede
resolverse mediante la adicién de un colorante de referencia que sea inerte al
pH y pueda excitarse a la misma longitud de onda que la sonda sensible al pH,
lo que constituiria el caso (c). Los maximos de emision del indicador de pH y de
la referencia deben estar suficientemente separados para permitir la medicion
confiable de las dos sondas. Dado que el uso de dos colorantes individuales en
células vivas o tejidos no es adecuado, la utilizacién de sondas de referencia
cobra sentido cuando ambos fluoroforos (uno de ellos sensible al pH y el otro
insensible a dicha propiedad) pueden ser confinados en un mismo nano-objeto.
Xu et al. reportaron un ejemplo de sensor dual de tipo (c) en la regidn visible del
espectro electromagnético que consistia en nanoparticulas de silice que
encapsulaban en el ntucleo [Ru(phen)s]* como sonda de referencia y en la
superficie estaban funcionalizadas con FITC, una sonda sensible al pH.*1

Existen, por otro lado, ejemplos de nanomateriales que no pueden
incluirse dentro de los casos mencionados. Los materiales asi construidos se
pueden agrupar en un cuarto caso (d) y se distinguen de los demds porque sus
colorantes inmovilizados se excitan a dos longitudes de onda diferentes y sus
emisiones se colectan también en canales diferentes.’*? Se trata de
nanosensores duales, pero no se puede considerar que sean estrictamente

autoreferenciados.
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Pese al gran crecimiento en el campo de los sensores autoreferenciados,
no se han descripto nanosensores de pH con dos sondas fluorescentes que
absorban y emitan luz en la region del NIR. Es por ello que los resultados que
se presentan en este capitulo estan dirigidos a contribuir en el desarrollo futuro
de nanosensores autoreferenciados de pH en el NIR.

En este capitulo abordamos dos tipos de sistemas con dos fluoréforos. En
primer lugar, describimos la sintesis y caracterizacion de nanoparticulas duales
que contienen [Ru(bpy)s]* en el ntucleo y Cy-PIP en la superficie. Este sistema
no es completamente de NIR y, de acuerdo a los casos que hemos desarrollado
antes (a-c), no puede considerarse un nanosensor autoreferenciado (ratiometric)
de pH. Sin embargo, resulté valioso como primera aproximacién ya que nos
permitio obtener un nanosensor dual (caso d) de pH con dos sondas
fluorescentes confinadas en el mismo nano-objeto. Cy-PIP le otorga la
capacidad sensora de pH, mientras que [Ru(bpy)s]** acttia como referencia
interna. En segundo lugar, mostramos resultados preliminares de un
nanosistema que incluye azul de metileno (MB) en el nucleo y una molécula
derivada de las aminotricarbocianinas (Cy-Test) en la superficie como una
prueba de concepto de un sistema nanoparticulado completamente de NIR y
que servira como como modelo para la construccion de sensores
autoreferenciados de pH en los la sonda sensible a pH sea Cy-PIP. El MB
molécula libre varia su emision con el pH en menos de un 5% y, dado que la
FDA ha aprobado su uso para el tratamiento de la metahemoglobinemia, se
trata de una sonda de referencia atractiva para construir un nanosensor de pH
con aplicacion bioldgica.?!

Por otra parte, se presentan también otros sistemas de SiO2 que incluyen
en su nucleo sondas comerciales de la familia de las rodaminas como ATTO 488
o de la familia de los perilenos como PTCDA, con el objeto de expandir la
libreria nanomateriales emisivos a los que luego puedan agregarse funciones

mas complejas.
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7.1.1 Sistemas con dos sondas fluorescentes como plataformas para

nanosensores de pH

7.1.1.1 Nanoparticulas con [Ru(bpy)s]** y Cy-PIP

7.1.1.1.1 Generalidades del sistema

Como ya mencionamos, para fabricar un sensor dual de pH,
normalmente se incorporaran en una misma matriz (de silice en nuestro caso)
dos colorantes, uno sensible al pH y otro de referencia. En este enfoque, se
prefirié una arquitectura de ndcleo/cascara en la que el colorante de referencia
[Ru(bpy)s]** estaba localizado principalmente en el ntcleo y el colorante

sensible al pH localizado en superficie de la cascara.

7.1.1.1.2 Sintesis y caracterizacion del sistema dual

En primer lugar se sintetizaron las semillas de SiO: que contenian el
colorante de referencia [Ru(bpy)s]** mediante una modificaciéon del método de
Stober?? y sobre la base de las ideas de Matijevic¢ y colaboradores.”® En un primer
paso (Esquema 7-1), se obtienen particulas semilla de SiO: cuyo tamafio puede
ajustarse a través de la eleccion de los parametros de sintesis (Capitulo 3). En un
segundo paso en el mismo reactor (one-pot), las semillas se recubren con una
fina capa de silice que atrapa al fluoroforo debido a las interacciones
electrostaticas atractivas entre el [Ru(bpy)s]** y los oligémeros de silice cargados
negativos. Luego se vuelve a depositar una capa fina de silice y, por tltimo, se
agrega APTES al medio de reaccion para darle funcionalidad aminopropilo a la

superficie de las nanoparticulas. Se obtienen asi las NP [Ru(bpy)s]*@SiO>-NHo.
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N H,O0, NHy .
o} EtOH [Ru(bpy)s]
/—o-s}i-o—/ E— SiO, E— Sio,
o]
K H,O, TEOS, NH,
EtOH
TEOS
—0_
1) TEOS / EtOH ‘OOS"\/\ NH
Sio, —_— Sio, - 2

2) APTES / EtOH

NP [Ru(bpy)s]?*@SiO,-NH,

Esquema 7-1. Sintesis de nanoparticulas de SiO:2 dopadas con [Ru(bpy)s]** y funcionalizadas en la

superficie con aminopropiltrietoxisilano (APTES).

Los grupos aminopropilo que funcionalizan la superficie de
[Ru(bpy):]>*@SiO>-NH: se hicieron reaccionar luego con Cy-PIP de forma
analoga a la descripta en el Capitulo 5 para Cy-PIP@SiO:. En el Esquema 7-2 se

puede observar una representacion de la estrategia sintética empelada.

1) CDI, DMF, 1h —o,
25°C, Atm. N,
-O- Sl’\/\
—_— : 0 NH-Cy-PIP
S|02

2) NP [Ru(bpy)s]** @SiO,

0,
OSin
NH,

Sio,
NP [Ru(bpy)s]>* @SiO,-NH-Cy-PIP

Cy-PIP

Esquema 7-2. Sintesis de [Ru(bpy)3]**@SiO2-NH-Cy-PIP mediante acoplamiento con CDI.
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En la Figura 7-1 se presenta una imagen SEM de las nanoparticulas
finales obtenidas [Ru(bpy)s]*@SiO-NH-Cy-PIP. La morfologia es esférica, con

un didmetro de (166+12) nm.

Figura 7-1. Micrografia de FE-SEM de [Ru(bpy)s]*@SiO>-NH-Cy-PIP. El didmetro obtenido por

tratamiento de la imagen fue de (166212) nm, N=100 particulas.

7.1.1.1.3 Dependencia de la emision de fluorescencia de las sondas incluidas

con el pH

7.1.1.1.3.1 Comportamiento de [Ru(bpy)s]*@SiO2-NH-

En primer lugar, se evalud la dependencia de la emisién del [Ru(bpy)s]**
encapsulado en la matriz de silice con el pH. En la Figura 7-2 se muestran los
espectros de emision corregidos de [Ru(bpy)s]*@SiO.-NH: en PBS a diferentes

pHs. El maximo de emision de las nanoparticulas se encuentra en 602-605 nm
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(Aexc 460 nm) y se ve que en el rango de pH 8,74-5,68 la intensidad de emision

se mantiene practicamente constante (la variacion porcentual es menor a 3,5 %).

5x10° T T T 1,2 T
5,68 —~
<
A 3 B
5 [ee)
4x10° E :5- - = =
=10} == =
3 8,74 =
©  3x10°F T
> e
3 ©
= kel
08}
£ a0t 8"
o
1x10° <
S 06} .
Y, 2+ .
4 é’ NP [Ru(ophen),]”’@SiO,-NH,
0 % L L L w L L L L L L
550 600 650 700 750 5 6 7 8 9 10

Longitud de onda / nm pH

Figura 7-2. (A) Espectros de emision de las nanoparticulas [Ru(bpy)s]*@SiO2-NHz, Aexc: 460 nm; (B)
emision normalizada a 605 nm respecto del punto inicial a pH 8,74. La titulacion se llevé a cabo en buffer
PBS 10 mM, y se agregaron cantidades muy pequefias de HCI (aq) para ir disminuyendo el pH, de forma

de obtener datos a los pHs: 8,74, 8,36, 7,73, 7,42, 6,97 y 5,68.

En vista de estos resultados, se considerd que el [Ru(bpy)s]** encapsulado
en la matriz de silice puede ser utilizado como referencia interna de pH en un

sistema dual con dos fluoréforos.

7.1.1.1.3.2 Comportamiento del sistema dual [Ru(bpy)s:]*@SiO-NH-Cy-PIP

Para evaluar la capacidad sensora de las nanoparticulas duales se
realizaron experimentos de titulacion en buffer PBS (Capitulo 3) y se registraron
los espectros de emision para cada pH a dos longitudes de onda de excitacion:
460 nm para el [Ru(bpy)s]** y 680 nm para Cy-PIP. En la Figura 7-3 pueden
observarse los espectros de emision a los diferentes pHs (rango 8,68-5,77).
Como se esperaba de acuerdo a los resultados de la Seccion 7.1.1.1.3.1, el

espectro de emision del complejo de rutenio (II) encapsulado en la matriz de
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silice no se ve practicamente afectado por el cambio de pH, mientras que el
espectro de Cy-PIP muestra una baja importante en la intensidad de emision al

aumentar la concentracion de protones.

N
N
o

5,77 [Ru(ophen)3]2*

=
o
o

80 |-

Intensidad de emision / a.u >

Intensidad de emision / a.u

1 1 ) 1 1 1 1 1
550 790 800 810 820 830 840 850
Longitud de onda / nm Longitud de onda / nm

Figura 7-3. Espectros de emision de las nanoparticulas [Ru(bpy)s]**@SiO2-NH-Cy-PIP a pH 8,68, 8,0,
7,57, 6,75, 6,29 y 5,77 en PBS 10 mM. (A) Aexc 460 nm para excitar al [Ru(bpy)3]?*; (B) Aexc 680 nm para
excitar a Cy-PIP.

Si se analizan las intensidades de emision en sus maximos normalizadas
al valor de intensidad para el pH inicial adquirido (el mas alcalino, en este caso
8,68), se pueden construir las curvas de titulacion de la Figura 7-4. La variacion
en la intensidad de emision del [Ru(bpy)s]** fue menor al 3% de pH 8,68 a 5,77,
mientras que la variacion total de Cy-PIP de pH 9,64 a 5,77 resultd de 43%.
Ademas, el pKa calculado para Cy-PIP anclado en las NP [Ru(bpy)s]*@SiO2-
NH-Cy-PIP result6 de (7,8+0,2).

Por otra parte, se calculé para cada pH el cociente de las intensidades de
emision en los canales del [Ru(bpy)s]** y de Cy-PIP: I (820 nm) / I (605 nm),

como se ve en la Figura 7-5. El pKa obtenido fue de (8,1£0,5).
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Figura 7-4. Curvas de titulacién (PBS 10 mM) de las nanoparticulas [Ru(bpy)s:/**@S5iO.-NH-Cy-PIP.
Para cada pH (rango 9,64-5,77 para Cy-PIP y rango 8,68-5,77 para Ru(1l)), se excité a 460 nm para
colectar la emision del [Ru(bpy)s]**a 605 nm y, se excité a 680 nm para colectar la emision de Cy-PIP a
820 nm. Las respuestas se han normalizado al primer pH medido a fin de ser comparadas en el mismo

grdfico. Para Cy-PIP, se calculé un pKa = (7,820,2), R? = 0,9759.

pH

Figura 7-5. Curva de titulacion de las nanoparticulas [Ru(bpy)s]**@S5iO2-NH-Cy-PIP en PBS 10 mM a
partir de la intensidad de emision de Cy-PIP referida a la de [Ru(bpy)s]?*: I (820 nm)/1(605 nm). Para
cada pH (rango 8,68-5,77) se excité a 460 nm y a 680 nm. Se calculd un pKa (ratio) = (8,120,5), R? =
0,9544.
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7.1.1.2 Nanoparticulas con MB y Cy-Test

7.1.1.2.1 Generalidades del sistema

En el Capitulo 6 presentamos la caracterizacion de nanoparticulas que
encapsulaban MB en la estructura de la silice por diversos métodos de sintesis.
Vimos que algunos de los sistemas sintetizados no mostraban produccion
medible de 'O: y que, analizando el espectro de absorcion de las NP en DMF era
posible saber a priori si los sistemas tendrian capacidad productora o no.
Teniendo estos resultados en cuenta, elegimos uno de los sistemas que no
producian 'O: (MB@SiO:-ME-1-B-NH2) para construir un nano-objeto que
llevara, ademas de MB en el ntcleo, una sonda de la familia de las
aminotricarbocianinas (Cy-Test) en la superficie, como prueba de concepto de la
versatilidad de la matriz de silice para la multi-funcionalizacion con moléculas
fluorescentes. El hecho de que el MB encapsulado en la matriz no produzca 'Oz
en cantidades medibles es importante para evitar que la otra sonda
fluorescente (en este caso Cy-Test) reaccione y se degrade, lo cual
comprometeria su fotoestabilidad.

Cy-Test fue cedida gentilmente para los experimentos que se reportan en
este apartado y sintetizada por el Lic. Javier Abbas para su tesis de doctorado
en curso bajo la direccion de la Dra C. Spagnuolo (QO-FCEN). Como se ve en el
Esquema 7-3, Cy-Test tiene una estructura muy similar a la de Cy-PIP: posee
dos grupos acidos carboxilicos libres para la unién covalente a la superficie
aminada mediante una reaccion de acoplamiento via 1,1-carbonildiimidazol, tal
y como se describi6 para la funcionalizacion de APTES@SiO: con Cy-PIP

(Capitulo 5 y Capitulo 3 para los detalles experimentales).
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Esquema 7-3. Estructura de la aminotricarbocianina Cy-Test.

A diferencia de Cy-PIP, Cy-Test no presenta capacidad sensora de pH,
por lo cual so6lo la hemos utilizado como modelo a fin de construir un nano-
objeto con dos sondas de NIR. La perspectiva futura es unir Cy-PIP a la
superficie y asi tener un nanosensor autoreferenciado de pH completamente en

el NIR.

7.1.1.2.2 Dependencia de MB@SiO:-ME-1-B con el pH

En primer lugar, dado que la propiedad de interés es el pH, estudiamos
la dependencia de la emision de fluorescencia del MB (sonda de referencia)
encapsulado en matrices de silice. Idealmente se busca que la sonda que se
utiliza como referencia no cambie su emision con el pH en mas de un 10%. En la
Figura 7-6 se muestra la curva de titulacion de las NP MB@SiO-ME-1-B en

buffer PBS.

~7-12 ~



0,8 4

0,6 J
NP MB@SiO,-ME-1-B
1 1 1 1 1

4 5 6 7 8 9
pH

I (pH, 650 nm) / | (pH 8,92, 650 nm)

Figura 7-6. Curva de titulacién de las nanoparticulas niicleo-ciscara MB@SiO2-ME-1-B en buffer PBS
10 mM. El rango de pH ensayado fue de 8,92 a 4,5. La intensidad de emisién a 650 nm se ha normalizado
apH 8,92.

Se observd que la variacion en la intensidad de emision a 650 nm era de
un 9,2 % de pH 8,92 a 4,5. Recordemos también que las NP MB@SiO:-ME-1-B no
producen 'O: en cantidades medibles (Capitulo 6), lo cual es un requisito a la

hora de pensar en la unién posterior de otras sondas fluorescentes.

7.1.1.2.3 Caracterizacion fotofisica de las sondas libres en solucion

En primer término, para evaluar la posibilidad de excitar a una tnica
longitud de onda a los dos colorantes, se evaluaron los espectros de absorcion y
emision de las especies libres en solucién a pH regulado. En la Figura 7-7 se
muestran los espectros de absorcion y emision normalizados de MB y Cy-Test
en buffer PBS. E1 MB presenta un maximo de absorcién a 665 nm y de emision a
685 nm (Aexc: 580 nm). Por su parte, Cy-Test presenta un espectro de absorcion
ancho, tipico de las aminotricarbocianinas, con un maximo a 665 nm. El

espectro de emision (Aex: 690 nm) revela un maximo a 785 nm. Se observa
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ademas que ambas sondas libres en solucion pueden ser excitadas a partir de
los 580 nm, y 650 nm resultaria una buena longitud de onda de compromiso
para pensar en un unico canal de excitacion. Asi, la doble funcionalizacion de

las nanoparticulas de SiO:z se encard con miras a esta posibilidad.
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Figura 7-7. Espectros de absorcion y emision en buffer fosfato 10 mM normalizados en sus mdximos de

las sondas libres: (A) Azul de metileno (MB), Aex 580 nm, (B) Cy-Test, Aexc 690 nm.

7.1.1.2.4 Sintesis y caracterizacion del material dual

La sintesis de MB@SiO>-ME-1-B-NH: se realizé por microemulsion

inversa (descripta en el Capitulo 3). Como ya mencionamos, la uniéon de Cy-
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Test a la superficie se realizé en forma analoga a lo reportado para Cy-PIP en el
Capitulo 5. Como se muestra en el Esquema 7-4, se realizd un acoplamiento del
acido carboxilico de Cy-Test con la funcion aminopropilo de la superficie via

1,1-cabonildiimidazol (Capitulo 3 para detalles experimentales).

O, Cy-Test

Y
N

NH,

1) Cy-Test, CDI
DMF, 1 hora, RT, N,

Si
o 50

@)

2) DMF, 18 horas
RT, N,

Si
e
MB@SiO,

Esquema 7-4. Reaccion es esquemdtica de funcionalizacion de MB@SiO2-ME-1-B-NH: con Cy-Test.

En la Figura 7-8 A se muestran las nanoparticulas tipo nicleo MB@SiO»-
ME-1-B y, en la Figura 7-8 B las nanoparticulas ntcleo-cascara derivadas ya
funcionalizadas con Cy-Test (MB@SiO>-ME-1-B-NH:-Cy-Test). Se observa que
la morfologia, en linea con los resultados del Capitulo 6, es esférica desde la
sintesis de los nucleos. El diametro de los ntcleos fue de (54+4) nm, mientras
que el de las particulas nticleo-cascara resultd de (58+5) nm. Asi, el crecimiento

promedio de la capa de silice aminada es de 4 nm.
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Figura 7-8. Micrografias de FE-SEM de (A) MB@SiO2-ME-1-B nanoparticulas tipo niicleo y (B)

MB@SiO2-ME-1-B-NHz-Cy-Test tipo niicleo-cdscara. Los didmetros calculados fueron: (A) (54+4) nm

y, (B) (58+5) nm, N=100.

En la Figura 7-9 (Izq) se muestra una representacion de las

nanoparticulas con doble funcionalidad. En la Figura 7-9 (Der.) se muestran los

espectros de emision de las nanoparticulas MB@SiO:-ME-1-B-NH-Cy-Test en

metanol. En este caso, y como una prueba preliminar, las nanoparticulas se

excitaron a 580 nm para adquirir el espectro completo del MB y a 690 nm para

tomar el espectro de Cy-PIP.

) CyTest
; A __ 655 A 785 nm
MB@SiO,-ME-1-B - = nm SN
NH-Cy-Test f’m{; L 1o}
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Figura 7-9. (Izq.) Esquema de las nanoparticulas MB@SiO:-ME-1-B-NH-Cy-Test doblemente

funcionalizadas: en el niicleo encapsulan MB y en la superficie tienen unida Cy-Test covalentemente.

(Der.) Espectros de emision de las nanoparticulas en metanol normalizados en sus mdximos a dos
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longitudes de onda de excitacién: 580 nm para MB y 690 nm para Cy-Test. Rendijas de excitacion y

emision: 1,8 mm. Para MB se utilizaron los filtros VG9 (excitacién) y RG610 (emision).

7.1.2 Otros sistemas en estudio: resultados preliminares

Colorantes comerciales como los de la familia de los llamados ATTO y
los perilenos que se destacan por su gran fotoestabilidad. Con el objeto de
disponer de marcadores fluorescentes de nanoparticulas de silice a distintas
longitudes de onda sintetizamos nanoparticulas de SiO: dopadas con diferentes
colorantes. De acuerdo a las propiedades quimicas del colorante se eligié un
método de sintesis adecuado. Una vez obtenidas las nanoparticulas se teste la
dependencia de la emision del colorante encapsulado con el pH del medio, a fin
de establecer su potencial uso como sondas de referencia en sensores de tipo

autoreferenciados.

7.1.2.1 ATTO@SiO:-COOH

Dado que el colorante ATTO 488 (Esquema 7-5) es una molécula
organica con baja afinidad por la silice, para obtener las nanoparticulas de SiO:
dopadas con dicha molécula optamos por una estrategia de co-condensacion.
Concretamente, en un primer paso (Esquema 7-5), a partir de ATTO 488 y
APTES se obtuvo el derivado sililado del colorante (APTES-ATTO 488). Luego,
el crudo de reaccion se agregd a un medio de Stober y se realizd la co-
condensacién con TEOS, para dar las NP ATTO@SiO: que encapsulaban el

colorante (Capitulo 3).
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Esquema 7-5. Obtencion del derivado silanizado de ATTO 488 (APTES-ATTO 488) y sintesis de NP

ATTO@SiO: por co-condensacion del derivado y TEOS en un medio de tipo Stober.

El siguiente paso (Esquema 7-6) consistio6 en la funcionalizacion
superficial de las NP ATTO@SiO: con viniltrietoxisilano para obtener las NP
ATTO@SiO2-VS, de acuerdo al protocolo descripto por Penelas et al.?. Asi, luego

de sintesis, las NP se purificaron del amoniaco por destilacion.

OH N OH
> ; > o
e _—0-8i-0 —Si /
\ OH ) _\ 0 OH—
\Si—O/ K \\Si—O/ \/
ATTO@SIO, O/ VTES ATTO@SIO, O/
\ —_— \
% ~oH EtOrL-II:i;-lzo /S'\OH

NP ATTO@SIO,-VS

Esquema 7-6. Funcionalizacion de NP ATTO@SiO: con viniltrietoxisilano (VTES) para obtener NP
ATTO@SiO2-VS.

Una vez purificadas las NP ATTO@SiO2-VS, se realizé una reaccion de
tipo “click tiol-eno” sobre la superficie, utilizando 4cido mercaptosuccinico
como reactivo, benzofenona como iniciador y luz UV.?*? Se trata de una
reaccion de construccion C-C con la que se logra darle una funcionalidad acido
carboxilico a la superficie, que resulta clave para la buena dispersion de las

nanoparticulas y la estabilidad de los coloides.?
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Esquema 7-7. Reaccién de funcionalizacion superficial con luz UV “click tiol-eno” para dar

ATTO@SiO-COOH.

OH

En la Figura 7-10 se muestra una micrografia de SEM de las

(84+12) nm.

nanoparticulas funcionalizadas con 4cido mercaptosuccinico, ATTO@SiO»-

COOH. Se observa que la morfologia es de tipo esférica, con un didmetro de

200 nm .I

I
v

imagen fue de (84+12) nm, N = 100.
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Figura 7-10. Micrografia de FE-SEM de las NP ATTO@SiO2-COOH. El didmetro obtenido a partir de la
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Por otra parte, se evalud la fotofisica de las NP ATTO@SiO.-COOH, en
particular la dependencia de su espectro de emision con el pH del medio. Como
puede verse en la Figura 7-11 A, el espectro de las NP en buffer PBS presenta
un maximo de emision a 518 nm para todos los pHs ensayados. En la Figura

7-11 B se observa que la emision a 518 nm varia un 11% en el rango de pH

ensayado, entre pH 5,68 y pH 8,9.

A

ax1o* | NP ATTO@Si0,-COOH —pH 5,68 |

3x10" |

/1518 nm (5,68)

2x10*

Intensidad de emision / a.u

1518 nm (pH)

1x10*

L L L L L
500 520 540 560 580 600 620
Longitud de onda / nm

Figura 7-11. (A) Espectros de emision de NP ATTO@SiO2-COOH en buffer PBS 10 mM a pH: 5,68,
2,41, 3,4y 8,9; (B) Dependencia de la emision de las NP a 518 nm con el pH del medio, y de acuerdo al

numero de medida realizada.

7.1.2.2 PTCDA@SiO:

El PTCDA (Perileno-3,4,9,10-tetracarboxilico di-anhidrido) es un

colorante de la familia de los perilenos (Esquema 7-8), que se usa comtinmente
como precursor en la sintesis de derivados de tipo imida. Dado su carécter
hidrofobico, la sintesis elegida para su encapsulacion fue la de microemulsion

inversa con co-condensacion de TEOS y HDTMOS en iguales proporciones

(Capitulo 3).
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Esquema 7-8. Estructura del Perileno-3,4,9,10-tetracarboxilico di-anhidrido (PTCDA).

En la Figura 7-12 se muestra una imagen de TEM de las nanoparticulas
de tipo nucleo/cascara obtenidas (PTCDA@SiIO:2) por microemulsion inversa. El

didmetro calculado a partir de varias imagenes fue de (44+7) nm.

Fiqura 7-12. Imagen de TEM de NP PTCDA@SiO:. El didametro medido fue de (44+7) nm.

En la Figura 7-13 A se observa el espectro de emision de Ilas
nanoparticulas PTCDA@SiO: en suspensiones de distintos pHs. El maximo de
emision se encuentra a 597 nm y, como se ve en la Figura 7-13 B, la intensidad
de emision a 597 nm varia de pH 8,4 a pH 5,77 en, como maximo, un 2,5% (pH

6,36).
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Figura 7-13. (A) Espectros de emision de NP PTCDA@SiO2 a distintos pHs (buffer PBS 10 mM); (B)

Intensidades de emisién a 597 nm normalizadas a pH 8,24 (pH inicial) versus pH. Aexc 480 nm.

7.2 Discusion

7.2.1 Nanoparticulas duales [Ru(bpy):]*@SiO.-NH-CyPIP

En la Seccién 7.1.1.1 vimos una forma de construir un nanosensor dual
de pH basado en la incorporacion de dos fluoréforos en el mismo objeto:
[Ru(bpy)s]* en lo que llamamos el nucleo de la particula funciona como sonda
de referencia, y Cy-PIP en la superficie actia como sensor de pH.

En primer lugar, en cuanto a las propiedades O&pticas de
[Ru(bpy)s]*@SiO2-NH2, podemos decir que se observé un corrimiento
hipsocrémico en el maximo de emision (602-605 nm) en comparacion con el
colorante libre en solucién de etanol (610 nm). Segun lo reportado por Zhang et
al., el tiempo transcurrido entre el inicio de la reaccion de Stober y la adicion de
la solucion del complejo de rutenio (II) se encuentra en intima relacién con las
propiedades Opticas de las nanoparticulas.?® En concreto, los autores observaron
que cuando el complejo se agregaba antes de las tres horas de reaccion, se veia

un desplazamiento hipsocrémico en el maximo de emision de las NP respecto
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del colorante libre, a la vez que aumentaba la intensidad de emision con el
agregado a las tres horas respecto del agregado a tiempo cero. Contrariamente,
si el agregado se realizaba entre las tres y las ocho horas de reaccién, ocurria un
desplazamiento batocrémico y una baja en la intensidad de emision respecto
del sistema de tres horas de reaccion. En nuestro caso, el colorante se agregd a
las dos horas de reaccidn, de acuerdo al protocolo descripto por Mirenda et al.,
quienes reportaron la sintesis de un nanotermémetro de SiO: que encapsulaba
[Ru(bpy)s]** y sufria un corrimiento hipsocromico de su maximo de emision
respecto del colorante libre.?” El desplazamiento al azul del maximo de emision
del complejo cuando se encuentra encapsulado la matriz de silice es una
evidencia de que el colorante estd incorporado a la matriz, a la vez que puede
atribuirse al fendmeno del “rigidocromismo” .27

Por otra parte, la sintesis de las semillas de silice dopadas con
[Ru(bpy)s]** se eligio teniendo en cuenta que si el complejo se adiciona al inicio
de la reaccion de Stober, ocurre la incorporacion del colorante en forma de
agregados, tal y como reportan Descalzo et al. para particulas que encapsulan
[Ru(ophen)s]?.3! Esto disminuye el brillo de las nanoparticulas y su tiempo de
vida de fosforescencia, pues ocurre el auto-apagamiento de la emisién de los
complejos de Ru(Il).> Sumado a ello, para prever el apagamiento de la emision
de la sonda por oxigeno, luego de la incorporacion del colorante, se agrego una
fina capa de silice en la superficie como una primera barrera fisica al acceso de
agentes de apagamiento.”

Es importante destacar que las nanoparticulas de silice de tipo Stober no
pueden pensarse como esferas rigidas e impenetrables.® Se trata mas bien de
estructuras un tanto abiertas que permiten el transporte de iones.*3> El modelo
de la doble capa porosa se ha propuesto para tener en cuenta la singular y alta
absorcion de los contraiones en las interfaces de SiO: y agua.’*¥” Mirenda et al.
estudiaron el apagamiento del [Ru(bpy)s]** inmovilizado en NP de SiO: por

reaccion con el catidn orgdnico metilviolégeno (MV?).2” Determinaron que el
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efecto de apagamiento en la intensidad de emision del [Ru(bpy)s]** era
fuertemente dependiente del pH, a diferencia de lo que ocurre en solucion,
donde el apagamiento es independiente del pH del medio. A pH mayor que el
punto isoeléctrico de las NP (aprox. 4), el apagamiento por MV? aumentaba
marcadamente con el pH, lo cual, segin los autores, y de acuerdo a la
naturaleza electrostatica de la adsorcion de los iones en las nanoparticulas de
silice, explicaria que los iones de carga positiva como MV?* a pH basico lograran
atravesar la capa de tipo gel de las nanoparticulas. Asi, a pH alcalino el
apagamiento por MV?* es importante, mientras que a pH 4cido el efecto es
menor.” En este sentido, es de esperar que cambiar el pH de la solucién en la
que estan suspendidas las nanoparticulas [Ru(bpy)s]*@SiO.-NH: afecte la
proporcion de grupos silanoles que se encuentran protonados respecto de los
desprotonados, pues si las NP son permeables a MV?, también lo seran a H*, un
cation muy pequeno. Dado que la interaccion entre la matriz de silice y el
complejo de Ru(Il) es de tipo electrostatico, se espera que a pH mas acido esa
interaccion sea menor en promedio pues existe una mayor proporcion de
grupos silanoles protonados. Con ello, la proporcién de agregados de complejos
de rutenio que estuvieran presentes en la matriz de silice podria disminuir, y asi
aumentar la intensidad de emision en comparacion con la que se observaria a
un pH mas alcalino. En nuestro caso, para las nanoparticulas [Ru(bpy)s]*@SiO:-
NH: se observd un aumento de 3,5% de la emision en buffer PBS al disminuir el
pH desde 8,74 a 5,68 (Seccion 7.1.1.1.3.1).

Por su parte, el sistema dual [Ru(bpy)s]*@SiO-NH-Cy-PIP presentd una
variacion en la intensidad de emision del [Ru(bpy)s]** menor al 3% de pH 8,68 a
5,77 al excitar a 460 nm, mientras que la variacion total de Cy-PIP de pH 9,64 a
5,77 resultd de 43% (Aexc 680 nm). Esto implica que la variacion con el pH de la
intensidad de emision de la sonda de referencia representa un 7% respecto de la
variacion de Cy-PIP. Se trata de una variaciéon pequena y aceptable para este

tipo de sistemas duales.
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En cuanto al pKa del nanosensor dual, vimos que era de (7,8+0,2) si solo
se calculaba utilizando la emision de Cy-PIP a 820 nm, y de (8,1+0,5) si se
utilizaba el cociente de las emisiones a 820 nm y a 605 nm. Ambos son valores
mayores que el pKa para Cy-PIP sonda libre (7,1). Como explicamos en el
Capitulo 5 para Cy-PIP@SiO: cuyo pKa fue de 7,4, la superficie cargada de la
silice afecta las concentraciones de iones en sus cercanias. Asi, la concentracion
de H+ cerca de la superficie es mayor que en la solucion bulk, dando como
resultado que las sondas sensibles a pH puedan protonarse a un pH mas
alcalino de solucion (el pH “efectivo” que perciben es menor).'3

Por otra parte, en nuestro caso el calculo del pKa del sensor mediante el
cociente de las emisiones a 820 nm y 605 nm resulté en un valor cercano al
calculado solo con la emision de Cy-PIP a 820 nm. A diferencia del nanosensor
de pH en la region visible del espectro electromagnético reportado por Xu et
al.**15, nuestro sistema se excita a dos longitudes de onda y se colecta la emision
también a dos longitudes de onda, lo cual trae aparejadas complicaciones
experimentales para aplicaciones a deteccion de pH intracelular. Si bien el
sensor dual de pH que sintetizamos no puede considerarse autoreferenciado,
Cy-PIP le otorga singularidad, ya que se trata de una sonda de disefio, con un
gran corrimiento de Stokes y una respuesta fluorescente modulada por el pH

que se encuentra completamente en el NIR.

7.2.2 Nanoparticulas MB@SiO:-NH-Cy-Test como plataforma para

nanosensores autoreferenciados de pH

Si bien no se muestran los resultados, como primer ensayo control
corroboramos que el MB en solucion aireada de PBS experimenta una baja
menor al 5% en su intensidad de emision y en su absorbancia al ir de pH basico
a acido. Esa informacion, sumada al hecho de que el MB es una droga

terapéutica aprobada por la FDA para el tratamiento de Ia
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metahemoglobinemia, fue el punto de partida para pensar en la incorporacion
de MB como una sonda de referencia de pH.

En cuanto a las nanoparticulas semilla nticleo-cascara MB@SiO:-ME-1-B,
vimos que la variacion en la intensidad de emision a 650 nm era de un 9,2 % de
pH 8,92 a 4,5. Para tener una idea de los drdenes de magnitud, y dado que la
variacion de la intensidad de emision de Cy-PIP anclada en la superficie de
nanoparticulas de SiO: es de alrededor de 43% ([Ru(bpy)s]*@SiO-NH-Cy-PIP,
Seccién 7.1.1.1.3.2), podriamos predecir que la variacién en la intensidad de
emision del MB con el pH en las NP duales representaria el 20% de la variacion
que experimentaria Cy-PIP si fuera unida a la superficie. Si bien este valor es
alto, se trata de un punto a tener en cuenta y mejorar para el futuro desarrollo
del nanosensor. Recordemos también que las NP MB@SiO:-ME-1-B no
producen 'O: en cantidades medibles (Capitulo 6), lo cual es un requisito a la
hora de pensar en la unién posterior de otras sondas fluorescentes.

Cabe destacar que las nanoparticulas MB@SiO: sintetizadas por
modificacion del método de Stober y aquellas sintetizadas por microemulsion
con mayor caracter hidrofilico (MB@SiO2-ME-2 y 3), presentaron una gran
variacion de la intensidad de emision con el pH (mayor al 10%). Al momento de
la escritura de esta tesis, seguimos trabajando en estudiar la influencia de las
variables de sintesis en las propiedades fotofisicas finales de la sonda
encapsulada. Dichas variables determinan el estado de agregacion del
colorante, su capacidad de produccién de 'O: y su permeabilidad a ciertos
analitos. Tal y como reportan Deng et al, el nucleo hidrofdbico de las
nanoparticulas con mayor proporcién de HDTMOS podria comportarse como
un obstaculo para el ingreso de iones que afecten la polaridad del medio
material en el que esta inmerso el MB.?® Esta hipdtesis podria explicar que el
efecto del pH sobre la intensidad de emision del MB en las NP con ntcleo de

caracter mas hidrofébico fuera menor que en el resto de los sistemas estudiados.
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De acuerdo a los espectros de las sondas libres en solucion de PBS
(7.1.1.2.3), pudimos establecer que existe un solapamiento entre los espectros de
absorcion de MB y Cy-Test y que, entre 600 y 650 nm se puede excitar a ambas
sondas a la vez. Luego se colectarian las emisiones del MB a 650 nm y de Cy-
Test a 785 nm. La suspension en buffer PBS de MB@SiO.-ME-1-B-NH-CyTest no
arroj0 una intensidad de emision apreciable al excitar en su maximo de
absorcion, a diferencia de lo que ocurrio en metanol. Las aminotricarbocianinas,
como ya mencionamos en capitulos anteriores, poseen bajos rendimientos
cuanticos de emision en agua, a diferencia de lo que ocurre en solventes
organicos. Es de esperar que la cantidad de Cy-Test unida a la superficie de las
NP hay sido muy poca como para ser detectable en solucion acuosa. Esto
también es un punto clave a tener en cuenta para la construccion futura del

nanosensor de pH con Cy-PIP.

7.2.3 Nanoparticulas dopadas con fluor6foros comerciales

Los colorantes comerciales de la familia del ATTO son moléculas muy
fotoestables, que se usan como alternativas superadoras de las sondas de tipo
cianina (Cy3, Cy5) y Alexa para aplicaciones en microscopias confocal y de
super-resolucion. En la Seccion 7.1.2.1 presentamos resultados preliminares de
la sintesis y caracterizacion fotofisica de nanoparticulas que encapsulaban
ATTO 488. La estrategia de funcionalizacion superficial con 4cido
mercaptosuccinico en un mismo reactor y utilizando luz UV (one-pot
photografting) de acuerdo al protocolo reportado por Penelas et al. resulta muy
conveniente ya que permite agregar a la superficie la funcion -COOH, lo cual
aumenta la estabilidad coloidal, a la vez que se minimizan los procesos de
agregacion y aglomeracion durante todos los pasos de sintesis.?* Este aspecto es
de suma importancia si las nanoparticulas estdn disefiadas para seguir

procesos de agregacion/adsorcion o funcionan como nanoparticulas
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fluorescentes. La quimica de la superficie de las nanoparticulas determina su
interaccion con biomoléculas y su destino biologico (por ejemplo, la formacién
de la conocida corona proteica).* Las nanoparticulas ATTO488@SiO--COOH
pueden funcionalizarse con moléculas de interés bioldgico (ej. acido fdlico)
mediante el uso de espaciadores adecuados (de tipo PEG) y con otras sondas
fluorescentes por ejemplo Cy-PIP. Al momento de la escritura de esta tesis, se
continda trabajando en esta linea de investigacion, que implica también el uso
de técnicas como Espectroscopia de correlaciéon de fluorescencia para (FCS)
seguir procesos celulares en el tiempo.

En cuanto a la respuesta de las nanoparticulas con el pH, vimos que la
variacion era de un 11% entre pH 5,68 y pH 8,9. Dado que se trata de una
variacion moderada, y que la absorcion y la emision del ATTO 488 se
encuentran en la region visible del espectro electromagnético, no se podria
construir un nanosensor autoreferenciado de pH (casos a-c) incorporando Cy-
PIP en la superficie. Por lo tanto, ATTO 488 se piensa mas como una sonda
fotoestable que permite localizar a las nanoparticulas en aplicaciones de
microscopia. También ofreceria la posibilidad de construir un nanosensor dual
en conjunto con una cianina de la familia de Cy-PIP que actuara por un
mecanismo de tipo FRET.

Por otra parte, en la Seccion 7.1.2.2, vimos que la encapsulacion de
PTCDA en matrices de silice por sintesis de microemulsion inversa con un
silano hidrofébico (HDTMOS) es posible, y que las nanoparticulas resultantes
tienen un maximo de emision a 597 nm, muy cerca de la regién del NIR. Por su
parte, la variacion de la intensidad de emisién a 597 nm de pH 8,4 a 5,77 resulto
menor al 2,5%. Asimismo, de acuerdo al espectro de excitacion (no se mostro),
las NP PTCDA@SIO: pueden ser excitadas hasta a 600 nm, con lo cual se podria
pensar en la unién de Cy-PIP a la superficie para la construccién de un sensor

autoreferenciado de pH.
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7.3 Conclusiones

Hemos reportado la sintesis y caracterizacion de una variedad de
nanoparticulas de SiO: que encapsulan diferentes sondas fluorescentes como
plataformas para el desarrollo de nanosensores duales o autoreferenciados de
pH. En particular, el sistema que encapsula MB como sonda de referencia y esta
funcionalizado en la superficie con una molécula derivada de las
aminotricarbocianinas (Cy-Test) resulta un punto de partida interesante para la
construcciéon  futura de nanoparticulas completamente de NIR vy
autoreferenciadas con el enfoque de utilizar una tnica longitud de onda de
excitacion y medir el cociente de la emisiones a dos longitudes de onda (la del

MB y la de la cianina).
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8 Conclusiones generales y perspectivas

El presente trabajo de tesis se ha centrado en el desarrollo de nuevos
nanomateriales fluorescentes a base de silice y fluoroforos organicos (SiO2-F
NP) para aplicacion como agentes de visualizacion (por ejemplo en
microscopias) y como sensores para la deteccion de pH intracelular. En este
sentido, fue necesario desarrollar la ruta de sintesis orgdnica de la molécula
sensora de pH (Cy-PIP), llevar a cabo las sintesis de las NP de silice adaptadas
de acuerdo a la estrategia de unidén proyectada para el/los fluordforos, realizar
la caracterizacion fotofisica y, en algunos casos, fotoquimica de los materiales y
desafiarlos en sistemas bioldgicos para validar su aplicacion. Cabe destacar que,
si bien el campo de la sintesis de SiO2>-F NP para aplicaciones teranosticas y de
sensado es muy vasto, hay pocos ejemplos de sistemas que se sean capaces de
ser excitados con luz de NIR. Por lo tanto, esta tesis se ha enfocado en la
construccion de nanosensores de SiO2-F NP que utilizan luz en esa “ventana

bioldgica” del espectro electromagnético.

En primer lugar, en el Capitulo 4, se describio la sintesis (escala de los
cientos de mg) de una nueva aminotricarbocianina simétrica especifica con
doble funcionalidad (Cy-PIP). Una de sus funciones (N-metilpiperazina) se
comporta como el receptor de la molécula y otorga capacidad sensora de pH. La
otra funcion (-COOH) ofrece un sitio de anclado a una superficie, a la vez que
aumenta la solubilidad en agua de la molécula. Hemos visto que las
tricarbocianinas conforman una familia de fluoréforos muy convenientes no
solo por sus propiedades Opticas sino también porque ofrecen la posibilidad de
construir precursores versatiles de sintesis (Cy-Cl) que luego pueden hacerse
reaccionar con multiples nucledfilos para obtener aminotricarbocianinas

diferentes. Por lo tanto, se pueden construir diferentes fluoréforos de la misma
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familia cambiando la identidad de la amina que se utiliza para sustituir al
atomo de cloro en la posicion meso de la tricarbocianina. Mas atin, como
perspectiva, se podria generar una libreria de aminotricarbocianinas para cada
precursor colorado y elegir la molécula adecuada segun la aplicacion

proyectada.

En cuanto a la fotofisica de Cy-PIP, podemos decir que, como esta
reportado para otras aminotricarbocianinas, Cy-PIP mostré un excepcional
corrimiento de Stokes (140 nm) en comparacion con su precursor clorado (14
nm), muy probablemente debido a un mecanismo de tipo ICT (Transferencia
intramolecular de carga). Este gran corrimiento de Stokes es muy relevante ya
que permite disminuir los efectos de la dispersion de luz y facilita la separaciéon
de la radiacion de excitacidon y emision, lo cual resulta clave en técnicas de
microscopia de fluorescencia para estudio de sistemas in vivo. Por otra parte, se
estudio la respuesta fotofisica de Cy-PIP frente a cambios de pH, tanto por
absorbancia como por fluorescencia (intensidad de emisién). Los valores de pKa
obtenidos mediante los dos métodos (6,9 por absorbancia y 7,1 por
fluorescencia) se encontraron en concordancia entre si, y dentro de un rango
optimo (6-8) para su aplicacion a la deteccion de pH en sistemas biologicos.
Asimismo, si bien se realizd una caracterizacion exhaustiva de la sonda sensora
de pH, no se pudo establecer un mecanismo para su comportamiento frente a
los cambios en dicha propiedad. Si bien las medidas de fluorescencia resueltas
en el tiempo parecieran indicar que existe una tnica especie fluorescente (la
especie alcalina de la molécula), se deben realizar mas experimentos para
racionalizar el comportamiento de Cy-PIP frente al pH. Dichos experimentos
podrian llevarse a cabo en solventes organicos para aumentar el rendimiento
cudntico de fluorescencia de Cy-PIP que en solucién acuosa es muy bajo, lo cual

impone una limitacion experimental a los estudios.

El Capitulo 5 estuvo orientado al desarrollo de un nanosensor

fluorescente de pH (Cy-PIP@SiO:). Asi, se describio la sintesis de dicho
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nanosensor de pH por conjugacion directa de Cy-PIP a la superficie de
nanoparticulas de SiO: funcionalizadas con el grupo aminopropilo. Se
caracteriz6 adecuadamente el material y se estableci6 mediante espectroscopia
FTIR que la funcionalizacion implico la formacion de un enlace amida y la
union covalente de Cy-PIP a la superficie. Por otra parte, se realizo la
caracterizacion fotofisica de Cy-PIP@SiO: y se discutio el cambio en las
propiedades dpticas al pasar de la molécula libre al material. Se observo un
corrimiento batocroémico muy pequeno del espectro de emision y un pKa (por
fluorescencia) de 7,4, es decir, 0,3 unidades de pH por encima del valor de Cy-
PIP libre. Esta diferencia se racionalizd en términos de la presencia de la
superficie, que impone un microentorno diferente al fluoroforo. En particular,
Cy-PIP se encuentra muy cerca de la superficie de la nanoparticula (cargada
negativa), alli la concentracion local de H* es mayor que en la solucién bulk y
Cy-PIP anclada a la superficie podria protonarse a un pH de solucion bulk mas

alcalino que la sonda libre, lo que redundaria en un valor mas alto de pKa.

En una segunda parte del Capitulo 5 se describié la aplicacion del
nanosensor de pH Cy-PIP@SiO: a un sistema bioldgico real. Mediante la
internalizacion del nanomaterial en células tumorales HeLa se pudo establecer
la potencia de estos materiales para la medicion de pH en entornos
micro/nanométricos muy complejos. Las mediciones de citometria de flujo
permitieron seguir la emision de la nanosonda en las células HeLa in vivo, y
observar cdmo a medida que evolucionaba el tiempo luego de la
internalizacidn, la emision de la poblacion celular mas fluorescente disminuia,

en linea con lo esperado para un proceso de fusiéon endosoma-lisosoma.

Mas adelante, en el Capitulo 6, se reporté la sintesis por distintos
métodos y la caracterizacion de una variedad de NP que encapsulaban azul de
metileno (MB) en su matriz. MB es un colorante catiénico de NIR, aprobado por
la FDA para el tratamiento de la metahemoglobinemia y conocido por su rol

como fotosensibilizador (PS). Se establecid que el método de sintesis de las NP
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ejerce un rol preponderante en las caracteristicas fotofisicas y fotoquimicas del
colorante. En particular, se observd que si el material tenia una proporcion
mayoritaria de moléculas de MB en forma de agregados, la produccién de 'O:
estaba limitada y en muchos casos se encontraba por debajo del limite de
deteccion de la medicion con el monitor quimico DPBF. Uno de los sistemas
obtenidos por sintesis en microemulsion inversa con TX-100 como surfactante
presento un excepcional rendimiento cuantico de formacion de 'Oz (®a = 0,44).
Si bien se deben realizar mas ensayos para establecer las condiciones dptimas
para el fino control de las propiedades Opticas de las NP (en particular,
controlar la proporcion de agregados de MB encapsulados), el sistema
desarrollado resulta muy prometedor para proyectar aplicaciones en terapia
fotodindmica (PDT). Por otra parte, los sistemas que no mostraron produccion
de 'O: fueron adaptados a la construccion de nano-herramientas fluorescentes

integradas mas complejas, como mencionaremos a continuacion.

En vista del conocimiento adquirido en los capitulos anteriores, en el
Capitulo 7 se presentaron resultados preliminares de la sintesis y
caracterizacion de plataformas para el desarrollo de nanoparticulas
fluorescentes avanzadas de SiO: (5iO2-F NP) y nanosensores autoreferenciados
de pH. Las medidas autoreferenciadas resultan ventajosas en comparacion con
las medidas a una unica longitud de onda. Se logré colocar dos sondas
fluorescentes en el mismo nano-objeto, mediante la manipulaciéon adecuada de

las variables de sintesis.

Uno de los sistemas sintetizados incluyd [Ru(bpy)s*] en el interior de la
NP como sonda de referencia de pH y Cy-PIP en la superficie como molécula
sensora. La respuesta de estas NP duales como sensor de pH fue buena ya que
la sonda de referencia mostr6 una variacion muy pequefia con el pH (7%) en
comparacion con Cy-PIP. Asimismo, se obtuvo un pKa de 8,1 (para los cocientes
de emision de Cy-PIP y el complejo de Ru(ll), I(820nm)/I(605 nm)).

Nuevamente, la superficie jugé un rol preponderante en el pKa. del nanosensor,
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como ya habiamos observado para Cy-PIP@SiO.. Creemos que en este caso la
influencia de la superficie es atin mayor porque la densidad de funcionalizacién
con Cy-PIP fue menor (se empled ~10 veces menos). En este sentido, los
estudios de optimizacion de la cantidad adecuada de Cy-PIP para funcionalizar
la superficie estuvieron limitados por la disponibilidad de esta molécula que, si
bien posee una sintesis versatil, es de disefio y su construccion y purificacion

requiere de un tiempo considerable de trabajo.

El otro sistema estudiado en el Capitulo 7 contenia MB en el nticleo de la
NP y una aminotricarbocianina (Cy-Test) en la superficie. Dicho sistema
constituye una prueba de concepto de la posibilidad del confinamiento de MB y
Cy-Test en la misma estructura, como paso previo a la construccion de un
nanosensor autoreferenciado de pH con dos fluoroforos de NIR. Como
perspectiva, se incluye la unién de Cy-PIP en lugar de Cy-Test a la superficie de
las NP y el desafio de dicho sistema para detecciones autoreferenciadas de pH

en células.

Si bien se han reportado los resultados mds relevantes de esta tesis, el
trabajo también incluyd otras lineas de investigacion, complementarias a las
mostradas. En una estadia de investigacion en el CIC biomaGUNE (Pais Vasco)
se abord¢ la sintesis de polimeros derivados de PEG y acido fdlico (FA), una
molécula de relevancia bioldgica dada la sobre-expresion de sus receptores en
células animales tumorales. Estos polimeros se sintetizaron con el fin de ser
unidos a SiO2-F NP y asi darle especificidad al nano-objeto para la
incorporacion en células tumorales en comparacion con células sanas, algo muy
buscado en terapias para tratamiento de cdncer. También se realizaron
experimentos de Espectroscopia de correlacion de fluorescencia (FCS) para
estudiar los fendmenos de agregacion de los coloides en membranas celulares.
Una perspectiva interesante consiste en integrar en el mismo nano-objeto a base
de silice las diversas funciones a las que nos hemos referido: sonda de

referencia de pH, molécula sensora de pH (Cy-PIP), polimeros de PEG y acido
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folico de diferentes longitudes de cadena, entre otras. Asi, se tendria un sistema
realmente integrado fluorescente en el NIR, que sentaria las bases para
construir una libreria de materiales para aplicaciones teranosticas, como se

muestra en la Figura 8-1.
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Figura 8-1. Nanoparticulas multifuncionales fluorescentes de SiOx.

Parte del trabajo descripto en esta tesis ha dado lugar a la publicaciéon de
un articulo en una revista cientifica! y también se ha compartido con la

comunidad cientifica en cinco Congresos.
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