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Sistemas nanoparticulados integrados de dióxido de silicio: 
plataformas de diagnóstico y tratamiento 

 
 

El diseño avanzado de sistemas nanoparticulados permite elaborar sistemas químicos 
integrados donde convergen distintos componentes: metales, óxidos inorgánicos y 
semiconductores junto con biopolímeros, enzimas o hidratos de carbono. 
Compatibilizar distintos materiales en entidades funcionales dispersas abre una 
interesante perspectiva para el desarrollo de sistemas nanoscópicos y microscópicos 
destinados al tratamiento y diagnóstico de enfermedades (teranóstica), entre otras 
aplicaciones. 
El trabajo de investigación que se presenta en esta tesis incluyó en una primera parte el 
desarrollo de la síntesis orgánica de una molécula de la familia de las 
aminotricarbocianinas (Cy-PIP) cuya emisión de fluorescencia es función del pH del 
medio. Cy-PIP es un sensor molecular de pH con marcada sensibilidad en el rango de 
pH fisológico (6-8) y su propiedad distintiva es que absorbe y emite luz en la región del 
IR cercano del espectro electromagnético (650-950 nm, NIR). La luz de NIR conforma 
una “ventana biológica” apta para realizar detección no invasiva de moléculas in vivo. 
Luego se sintetizaron nanopartículas de SiO2 (NP) funcionalizadas para la unión 
posterior de Cy-PIP a la superficie. Así, se logró desarrollar un nanosensor fluorescente 
de pH que opera en el NIR (Cy-PIP@SiO2) y cuyo pKa es cercano al pH fisiológico. Con 
el objetivo de emplear estas NP en sistemas biológicos, se evaluó la respuesta de 
emisión de fluorescencia en células de la línea HeLa, in vitro e in vivo. Se observó que el 
cambio de pH que implica el proceso de endocitosis puede ser estudiado mediante la 
utilización del nanosensor, en las condiciones de trabajo ensayadas. 
En una segunda parte, se exploró la incorporación de azul de metileno (MB) a NP de 
sílice por diversos métodos de síntesis y se estudió su capacidad de generación de 1O2 
con el objeto de establecer plataformas para fototerapia. Por otra parte, se estudió la 
incorporación simultánea 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 síntesis reproducible de NP fluorescentes de SiO2 que pueden diseñarse 
de manera específica de acuerdo a la aplicación proyectada. Más aún, la plataforma 
resulta muy promisoria para el desarrollo de nanosensores que además lleven 
funciones químicas específicas para el reconocimiento por receptores celulares y/o que, 
ante ciertas señales del entorno logren disparar acciones específicas (p.ej. liberación 
controlada de moléculas como respuesta a estímulos enzimáticos o celulares). 

 
Palabras clave: aminotricarbocianinas, infrarrojo cercano (NIR), SiO2, 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-SiO2. 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@SiO2 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 1O2 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 SiO2 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, SiO2, fluorescent nanosensors, phototherapy.



 



 

Abreviaturas 
 

ACN acetonitirilo 

AF ácido fólico 

DMF dimetilformamida 

DMSO dimetilsulfóxido 

EtOH etanol 

MeOH metanol 

TEA trietilamina 

PEG polietilenglicol 

PBS buffer fosfato 

THF tetrahidrofurano 

MB azul de metileno 

NP nanopartículas 

 

Otras: 

 

TLC Cromatografía en capa delgada 

ESI Ionización por electrospray 

FRET Transferencia de energía por resonancia de Förster 

FTIR Espectroscopía infrarroja por transformada de Fourier 

ns nanosegundo 

SPC Conteo de fotones individuales 

DLS Dispersión de luz dinámica 

TEM Microscopia electrónica de transmisión 

SEM Microscopia electrónica de barrido 

PS fotosensibilizador 

PDT terapia fotodinámica 

NIR infrarrojo cercano del espectro electromagnético 
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1 Introducción general 

 

1.1 Motivación del uso de nanopartículas para visualización in 

vivo, sensado y teranóstica 

 

El conocimiento y las técnicas de nanotecnología han derramado en 

numerosas disciplinas tales como la física, la ciencia de materiales, química, 

biología y medicina1. La nanotecnología aplicada a la medicina (nanomedicina) 

ha sido reconocida como una tecnología clave (KET, del inglés Key Enabling 

Technology) con un gran impacto en tres áreas principales: terapéutica, 

diagnóstico/visualización (imaging) y medicina regenerativa. De ahí el vocablo 

teranóstica (terapia y diagnóstico). En los últimos años el campo de la nano-

oncología se ha expandido enormemente con el desarrollo de nanosistemas 

para el diagnóstico y el tratamiento del cáncer. En este contexto, se piensa que 

los nanosistemas que vengan en la próxima década tendrán una decisiva 

influencia en el tratamiento del cáncer si contemplan los siguientes aspectos: i) 

el uso de nuevas formulaciones para la detección temprana de la enfermedad, 

ii) si los nanosistemas son agentes de visualización y de marcación altamente 

sensibles y selectivos para el tumor, y iii) minimizan los efectos secundarios en 

el paciente.2 

 

1.1.1 ¿Por qué nano? 

 

Un nanómetro es la milmillonésima parte de un metro. Por 

nanotecnología entendemos a un conjunto de tecnologías que derivan de la 

capacidad de los investigadores de manipular o procesar la materia a la escala 
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de los nanómetros. La definición más aceptada de nanomaterial es aquél que 

posee alguna de sus dimensiones entre 1 y 100 nm.3 Así, se tienen diferentes 

arquitecturas de nanomateriales: esferas, prismas, etc. Uno de los aspectos más 

interesantes de este campo del conocimiento científico es que, más allá de la 

identidad del material, adquiere relevancia el tamaño: esa escala “mágica” a la 

que llamamos “nano”. Un ejemplo clásico es el oro, un metal dorado, buen 

conductor, que funde a 1065 °C. Cuando el oro se encuentra en forma de 

nanopartículas (NP) de diámetro menor a 100 nm ya no es más dorado: la 

suspensión de NP de oro cambia de color de acuerdo al tamaño del objeto. 

En este contexto, la síntesis de coloides y NP adquiere relevancia al ser 

sistemas de dimensiones reducidas susceptibles de ser modificados 

químicamente y que presentan una elevada área superficial. La disponibilidad 

de esta área para ser funcionalizada con diversos compuestos moleculares 

resulta sumamente atractiva para una variedad de disciplinas, desde la catálisis 

industrial hasta aplicaciones en medicina. Si a esto agregamos la posibilidad de 

realizar una síntesis 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 químico muy integrado 

con una alta densidad de grupos funcionales. 

Así, los materiales “nano” se destacan principalmente por tres motivos: i) 

presentan propiedades diferentes y novedosas en comparación con los mismos 

materiales a escala macroscópica (bulk, del inglés), ii) tienen una elevada 

relación superficie/volumen y, iii) ese área puede ser modificada químicamente 

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 últimas décadas, uno de los campos en el 

que los investigadores han realizado grandes avances es el de la nanomedicina, 

en particular la nano-oncología. Se han desarrollado una amplia gama de 

especies de NP que pueden circular por el torrente sanguíneo y dirigirse a los 

tumores. A diferencia de los medicamentos estándar 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 

núcleo de las NP o en su superficie, y aprovechar la gran relación 

área/volumen. En las NP se pueden combinar componentes/funciones que 

aporten luminiscencia, magnetismo, calentamiento plasmónico o capacidad de 

entregar moléculas terapéuticas. Las NP multifuncionales pueden diseñarse 

para absorber y transportar con alta eficiencia una variedad de compuestos y 

sondas entre los cuales se encuentran los fármacos de moléculas pequeñas, 

moléculas fluorescentes, ADN, ARN, proteínas y glicanos.1,2 

En 1986 Matsumura y Maeda descubrieron un efecto que llamaron EPR 

(enhanced permeability and retention effect, del inglés) y que resultó clave para 

para el futuro desarrollo de terapias antitumorales.4 Las investigaciones de 

Maeda et al. demostraron que la mayoría de los tumores sólidos tienen vasos 

sanguíneos con arquitecturas defectuosas y, generalmente, producen 

cantidades extensas de varios factores que otorgan permeabilidad vascular. Así, 

la permeabilidad vascular alta asegura un suministro suficiente de nutrientes y 

oxígeno a los tejidos tumorales, lo que les permite un rápido crecimiento. El 

efecto EPR entonces considera esta naturaleza anatómico-patofisiológica única 

de los vasos sanguíneos tumorales que facilita el transporte de macromoléculas 

a dichos tejidos. Las macromoléculas de tamaño mayor a 40 kDa se filtran 

selectivamente de los vasos y se acumulan en los tejidos tumorales, lo cual no 

ocurre en tejidos sanos.5–11 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.1 
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La primera generación de NP antitumorales que ya han sido aprobados 

para uso clínico 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 hidrofóbicos, con 

lo cual mejoran el tiempo de circulación y tienen una mejor llegada al sitio de 

acción.12–14 En una segunda generación de nanosistemas basados en materia 

blanda, la administración dirigida se ha impartido mediante la adición de una 

variedad de antígenos o anticuerpos a diferentes formulaciones.15 Más 

recientemente, los sistemas inorgánicos (hard matter) basados en NP están 

ganando impulso, pues ofrecen la posibilidad de añadir en la estructura núcleos 

con propiedades magnéticas u ópticas, que mejoran la localización y el manejo 

desde el exterior del cuerpo mediante la aplicación de campos magnéticos 

externos o la irradiación.16,17 También pueden colocarse diferentes grupos 

químicos en la superficie y así 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 inorgánicas multifuncionales. 

Actualmente se está desarrollando una tercera generación de 

nanosistemas sofisticados que combinan núcleos nanoestructurados 

responsivos con sistemas de poros exactamente diseñados que actúan como 

reservorios de liberación controlada18, o con fragmentos moleculares 

(polímeros, biomoléculas) que permiten una inyección controlada como 

respuesta a estímulos externos.19,20 Esta tercera generación de especies 

“nanobioactivas”, que emulan sistemas inteligentes y compartimentalizados 

como las células, implica la integración de la entrega al sitio de acción, la 

dirección y el seguimiento en nanosistemas complejos, lo que conduce al nuevo 

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

 

Asimismo, otra área muy interesante es la de la fotonanomedicina, una 

rama de la medicina que utiliza la nanotecnología para producir materiales en 

la escala de los nanómetros responsivos a luz. Las técnicas de visualización 

óptica con luz para monitorear la biodistribución de nanomedicinas resultan 

muy atractivas por su fácil uso e implementación, a diferencia de las técnicas de 

PET (Tomografía por emisión de positrones) y SPECT (Tomografía computada 

de emisión monofotónica), que utilizan compuestos radiomarcados difíciles de 

manipular y detectores costosos. Las aplicaciones de la fotonanomedicina 

pueden dividirse en tres grandes áreas: i) visualización para diagnóstico21–23, ii) 

visualización para guiar cirugías24 y, iii) terapias lumínicas, en particular terapia 

fotodinámica (PDT) y terapia fototérmica (PTT).25,26 Como veremos, en esta tesis 

sólo nos enfocaremos en la construcción de nanomateriales para las aplicaciones 

de visualización, de sensado de analitos biológicamente relevantes y de terapia 

fotodinámica. 

 

Liposomas Nanopartículas
multifuncionales

Droga 
terapéutica

Grupos 
marcadores o de 

anclado
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1.2 Nanopartículas luminiscentes de dióxido de silicio (SiO2) y 

la importancia de la luz de NIR 

 

Queda claro que las posibilidades de nanosistemas a construir de 

acuerdo a la aplicación proyectada son enormes. En este trabajo, delimitaremos 

nuestra atención a las nanopartículas fluorescentes basadas en SiO2 (SiO2 F-NP) 

para aplicación en visualización in vivo y sensado, y cuya emisión se encuentre 

preferentemente en la región del infrarrojo cercano del espectro 

electromagnético (NIR). Las SiO2 F-NP constituyen un sistema atractivo y muy 

estudiado en nanomedicina debido tanto a propiedades intrínsecas de la SiO2 

como su biocompatibilidad y transparencia a luz visible, como a la posibilidad 

que ofrecen de construir plataformas complejas con muchas funciones 

integradas. 

Las propiedades fotofísicas de las SiO2 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 inorgánica de SiO2 sobre las 

moléculas activas, lo cual aumenta su fotoestabilidad.27 Asimismo, controlando 

las variables de síntesis se puede colocar en una misma NP más de una sonda 

fluorescente. Dichas moléculas podrían interactuar entre sí, por ejemplo, 

mediante procesos de transferencia de energía (ET). Así, procesos de ET entre el 

mismo tipo de moléculas podrían llevar a fenómenos de autoapagamiento, lo 

cual sería una desventaja, pero también a fenómenos de amplificación de señal, 

en muchos casos deseables. Si la transferencia de energía ocurre entre dos 

moléculas diferentes que dopan el mismo material, puede dar lugar a procesos 

de tipo FRET (Transferencia de energía por resonancia de Förster) que pueden 

ser modulados por ejemplo para la construcción de sensores. También desde el 

diseño y la síntesis de las NP se puede controlar que la distancia entre las 
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moléculas fluorescentes sea mayor que la distancia crítica necesaria para que 

ocurran procesos de tipo FRET, y aprovechar esto para construir sensores 

autoreferenciados de ciertas propiedades con más de una sonda fluorescente. 

Cuando hablamos de técnicas luminiscentes para visualización 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 visualización. Existe una “ventana biológica” de 

trabajo en la que los tejidos son relativamente transparentes y no absorben luz: 

la región NIR del espectro electromagnético (650-1800 nm).28,29 Dicha región 

puede ser dividida en tres zonas: a) NIR-1 (650-950 nm), en la cual aún es 

considerable la dispersión 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).30 Para aplicación biológica, es entonces deseable poder construir 

nanosistemas luminiscentes, en particular SiO2 F-NP, que absorban y emitan luz 

en el NIR tanto para marcado y visualización como para aplicaciones de 

sensado y/o de terapia. 

 

1.3 El proceso sol-gel 

 

La síntesis de SiO2 F-NP involucra en la mayoría de los casos procesos de 

tipo sol-gel, que explicaremos a continuación 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 cerámicos y en la cual existe una etapa intermedia que 

incluye el pasaje por los estados sol y/o gel. Llamamos sol a una suspensión 

estable de partículas coloidales en un líquido; y gel a una red porosa sólida 

tridimensional continua, que se expande a lo largo de un medio líquido. Una de 

las ventajas más importantes de la síntesis sol-gel radica en el uso de bajas 

temperaturas, en comparación con la síntesis convencional de cerámicos.31 Así, 
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se pueden crear materiales híbridos orgánico-inorgánicos con un control más 

eficiente y simple de la cinética de las reacciones involucradas, la nucleación y 

el crecimiento de las partículas. Estas condiciones suaves de síntesis permiten 

procesar los materiales obtenidos de diversas maneras (polvos, fibras, 

monolitos, nanopartículas, etc).32 

Se trata de un método análogo a la polimerización en química orgánica: 

se parte de un monómero para producir un polímero. La diferencia radica en 

que, en los procesos sol-gel, el monómero es un precursor inorgánico y el 

polímero es la red del óxido. Para la formación del óxido es necesaria la 

interconexión de los centros metálicos 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: hidrólisis y condensación (Figura 

1-2). La etapa inicial es la hidrólisis de los precursores inorgánicos MXn (donde 

X puede ser, por ejemplo, un anión o un grupo alcóxido –OR) y es análoga a la 

etapa de iniciación en una reacción de polimerización orgánica. Luego, la 

especie hidrolizada M-OH participa de una segunda etapa, donde condensan 

dos centros M, que, luego de sucesivos pasos, permiten la generación de la red 

de óxido. La etapa de condensación es similar a la etapa de propagación en una 

polimerización y puede ocurrir a través de una reacción de oxolación 

(condensación a través de puente oxo) o a través de una reacción de olación 

(condensación a través de un puente hidroxo). 
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Figura 1-2. Reacciones involucradas en la síntesis sol-gel de SiO2 (Adaptación de Galo Soler y autores 

varios) 

 

Las velocidades de las reacciones de hidrólisis y condensación dependen, 

entre otros factores, de la identidad del precursor inorgánico. Por ejemplo, para 

alcóxidos de silicio como el TEOS (Si(OEt)4) la hidrólisis es lenta y debe ser 

catalizada en medio ácido o en medio básico, y la velocidad de condensación se 

minimiza a pH 1-3.32 En definitiva, los procesos sol-gel permiten tener control 

sobre el esqueleto inorgánico y así variar el tamaño, la forma y la funcionalidad 

superficial mediante la elección adecuada del precursor inorgánico, el solvente, 

el pH, el uso de complejantes o de catalizadores, la temperatura y las 

concentraciones de las distintas especies en solución. 

 

1.3.1 Método de Stöber 
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En 1968, Stöber et al. reportaron la síntesis de nanopartículas de sílice en 

un medio alcohólico con pequeñas cantidades de agua para la hidrólisis y con 

amoníaco en cantidades catalíticas. Como precursores utilizaron alcóxidos de 

silicio. Dichas NP resultaron altamente monodispersas y esféricas, con un 

tamaño controlable entre 100 y 600 nm.33 

Más tarde, Bogush et al. extendieron el trabajo de Stöber, Fink y Bohn y, a 

partir de sus experimentos lograron establecer una correlación entre el diámetro 

de las NP (monodispersas) y las concentraciones iniciales de TEOS, agua y 

amoníaco. Esto permitió disponer de una fórmula a partir de la cual predecir el 

tamaño de las NP de sílice (Ecuación (1)).34 

 

݀ = ܣ ∙ ଶ(ଶܱܪ) ∙ ݁൫ି஻∙(ுమை)భ/మ൯          (1) 

 

donde d es el diámetro de las NP, A es un parámetro función de las 

concentraciones de TEOS y amoníaco y B es un parámetro que sólo es función 

de la concentración de amoníaco. 

Asimismo, Bogush et al. estudiaron la cinética del proceso sol-gel de 

formación de las NP. A través de medidas de conductividad establecieron que 

el mecanismo de crecimiento de las NP involucra reacciones en solución (que 

proceden independientemente de la presencia de NP) que dan lugar a la 

formación de núcleos de sílice que luego se agregan para formar partículas.35 

Por otra parte, Van Blaaderen et al. reportaron en 1992 la síntesis de SiO2 

F-NP, esféricas y monodispersas.36 El enfoque consistió en la co-condensación 

del derivado de fluoresceína isotiocianato (FITC) y 3-aminopropiltrietoxisilano 

(APTES) junto con TEOS en condiciones de Stöber. Se agregó el fluoróforo 

derivatizado con APTES en diferentes momentos de la síntesis para obtener las 

arquitecturas mostradas en la Figura 1-3. Hasta el día de hoy, se han reportado 

una numerosa cantidad de SiO2-F NP sintetizadas a partir de este enfoque. 
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Figura 1-3. Diferentes arquitecturas de SiO2-F NP sintetizadas por Van Blaaderen et al36. Las partes 

oscuras representan las regiones en las que se ha unido el fluoróforo. Arriba se representa la situación B 

de funcionalización superficial con APTES-FITC. 

 

1.3.2 Método de microemulsión inversa 

 

Con el método de Stöber es difícil obtener NP monodispersas de 

diámetros 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 fácil controlar su tamaño.37,38 Por “aceite” 

entendemos a un solvente orgánico inmiscible con agua. Una microemulsión de 

agua en aceite puede definirse como una solución termodinámicamente estable, 

isotrópica y transparente de aceite, agua y surfactante, en la que las gotas de 

agua se dispersan como entidades líquidas nanométricas en un dominio 

continuo de aceite. Las nanogotas de agua sirven como nano-reactores para la 

v
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con las moléculas de surfactante, 2) incrementa el número de monómeros por 

nanogota y, 3) favorece el intercambio intermicelar por el aumento en el tamaño 

de la micela. 

Por último, y como veremos en el Capítulo 6, el surfactante puede 

interactuar con el colorante mediante fuerzas electrostáticas si se trata 

moléculas cargadas39, o formando complejos surfactante-fluoróforo40. 

 

1.4 Moléculas fluorescentes 

 

1.4.1 Principios básicos del proceso de emisión 

 

Por luminiscencia (del latin, lumen = luz) entendemos el proceso de 

emisión 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 excitación de las especies ocurre mediante la absorción de fotones (por 

ello se las llama fotoluminiscencias). Se han reportado una extensa variedad de 

materiales luminiscentes, entre los que se cuentan minerales, moléculas 

orgánicas, complejos con metales de transición o NP de metales nobles o de 

semiconductores. Entre ellos, las moléculas orgánicas fluorescentes (también 

denominadas fluoróforos, fluorocromos o sondas fluorescentes) son las más 

estudiadas.41 

Una vez que una molécula es excitada por la absorción de un fotón de 

luz, puede retornar a su estado basal emitiendo luz de fluorescencia (desde su 

primer estado electrónico excitado, S1). Sin embargo, pueden ocurrir diversos 

procesos que compiten con la fluorescencia (Figura 1-5).  
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la fluorescencia se puede estudiar la influencia del microambiente (determinado 

por el pH del medio, la viscosidad, la fuerza iónica, la temperatura, la presión, 

etc) de la molécula en sus propiedades emisivas. Entonces, las moléculas 

fluorescentes son capaces de proporcionar información espacial y temporal 

sobre las propiedades del entorno, herramienta que será clave a lo largo de esta 

Tesis. 

 

1.4.2 Parámetros que caracterizan la emisión 

 

Existen varios parámetros relevantes que caracterizan la fotofísica de un 

fluoróforo: la intensidad de fluorescencia (IF) y el rendimiento cuántico de 

fluorescencia (ΦF), la longitud de onda de excitación (λexc) y de emisión (λem) en 

relación con los espectros de absorción y emisión, el tiempo de vida medio de 

fluorescencia (τF) y la polarización de la emisión fluorescente (en relación a la 

anisotropía). 

Consideremos el caso de una solución diluida de un fluoróforo A que es 

excitado con un pulso corto de luz. Así, una fracción de moléculas de A 

absorberá luz instantáneamente y pasará al estado excitado A*, a partir del cual 

relajará al estado basal S0 de forma radiativa (r) o no radiativa (nr), o pasará al 

estado triplete. La Ecuación (2) representa este proceso desde el punto de vista 

de la cinética química. 

 

−݀( ܣ ∗)ଵ

ݐ݀
= (݇௥

ௌ +  ݇௡௥
ௌ ) ∙ ( ܣ ∗)ଵ           (2) 

 

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

fluorescencia tal como se expresa en la Ecuación (3). 

  



 

~ 1-16 ~ 
 

߬ௌ =
1

݇௥
ௌ +  ݇௡௥

ௌ           (3) 

 

Por su parte, el rendimiento cuántico de fluorescencia (ΦF) es la fracción 

de moléculas excitadas que regresan al estado basal S0 con emisión de fotones 

de fluorescencia (Ecuación (4)). En otras palabras, es la proporción entre el 

número de fotones absorbidos y emitidos. 

 

ிߔ =
݇௥

ௌ

݇௥
ௌ +  ݇௡௥

ௌ = ݇௥
ௌ ∙ ߬ௌ          (4) 

 

La intensidad de emisión (IF) depende del coeficiente de extinción molar 

del fluoróforo (ε) y del rendimiento cuántico de fluorescencia (ΦF). A su vez, los 

espectros de absorción y emisión, caracterizados por las longitudes de onda de 

máxima absorción y emisión, λA y λF, respectivamente, dependen de la 

naturaleza química (estructura) de la molécula. La diferencia entre el máximo 

de la primera banda de absorción y el máximo de la emisión (expresados en 

número de onda) se conoce como “corrimiento de Stokes” (Ecuación (5)). 

 

ߥ∆ = ஺ߥ −  ி          (5)ߥ

 

Cuando una población de fluoróforos es iluminada por un haz de luz  

linealmente polarizada, aquellas moléculas cuyos momentos de transición están 

orientados en la misma dirección que la del vector campo eléctrico incidente se 

excitan preferentemente. A este fenómeno se lo llama fotoselección. Así, dado 

que la distribución de los fluoróforos excitados es anisotrópica, la fluorescencia 

emitida también lo es. Cualquier cambio en la dirección del momento de 

transición del fluoróforo durante su tiempo de vida de estado excitado causará 

que la anisotropía de la muestra disminuya. Esto significa que se está 
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induciendo una despolarización parcial (o total) de la fluorescencia. Entre las 

causas de la despolarización de la fluorescencia se tienen: que los momentos de 

transición de absorción y emisión no sean paralelos, las torsiones de las 

moléculas, el movimiento browniano, la transferencia de la energía de 

excitación a otra molécula. Las mediciones de la polarización de la fluorescencia 

pueden, por lo tanto, proporcionar información útil sobre movilidad molecular, 

tamaño, forma y flexibilidad de las moléculas, fluidez de un medio, así como 

también sobre parámetros de orden (en una bicapa lipídica, por ejemplo). En el 

Capítulo 3 se especifican las fórmulas que se utilizaron para calcular la 

anisotropía promedio r. 

 

1.4.3 Propiedades deseables de las especies fluorescentes 

 

Cuando se debe elegir un fluoróforo para marcado de biomoléculas, 

visualización o sensado de analitos, se espera que cumplan con ciertos 

requisitos en sus parámetros característicos: 

 

 Longitudes de onda de excitación y de emisión. Si el fluoróforo puede 

excitarse a una longitud cercana al máximo de absorción, se logrará un 

mayor brillo. Para estudios en células in vivo, la longitud de onda de 

excitación debe ser mayor a 400-500 nm, e idealmente la sonda debe 

poder excitarse en el NIR. 

 Corrimiento de Stokes. Un valor alto de esta propiedad permite disminuir 

los efectos de dispersión de luz y facilita la separación de la radiación de 

excitación y emisión, 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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 Coeficiente de absortividad molar (ε) y rendimiento cuántico de fluorescencia 

(ΦF). Cuanto mayor sean estos valores, más brillo tendrá la sonda y 

mayor será la sensibilidad de la detección. En general, para fluoróforos 

orgánicos ε se debe encontrar entre 103 y 105 M-1cm-1. 

 Fotoestabilidad. Las fuentes de irradiación láser de los microscopios de 

fluorescencia son potentes y todos los fluoróforos pueden sufrir 

degradación en la exposición continua luego de algunos ciclos de 

excitación-emisión. Esta degradación ocurre en muchos casos por 

reacciones fotoquímicas durante el tiempo de vida del estado excitado 

por ejemplo, con el oxígeno del medio. Se busca que las especies 

fluorescentes logren la mayor cantidad de ciclos de excitación-emisión 

sin ser degradadas. Es aquí que entran en juego los (nano)materiales 

como protectores de los fluoróforos orgánicos. 

 

1.4.4 Efectos de la estructura molecular en la fluorescencia: compuestos 

heterocíclicos 

 

Los compuestos heterocíclicos como indoles y carbazoles derivados del 

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

rendimientos cuánticos de fluorescencia. El orbital no enlazante del N 

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

solapamiento con los orbitales π de los carbonos adyacentes. Así, las 

transiciones que involucran a los electrones libres del N heterocíclico son 

similares a transiciones de tipo π-π*.41 
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Esquema 1-1. Estructuras de compuestos N-heterocíclicos. 

 

Muchos fluoróforos de interés son derivados de compuestos 

heterocíclicos. En el Esquema 1-2 se muestra la estructura de la cumarina, un 

compuesto heterocíclico con un ΦF muy bajo. Sin embargo, la sustitución en 

algunas de sus posiciones genera compuestos fluorescentes que emiten en la 

región del azul-verde (400-500 nm). Las sustitución en la posición de la 

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

sensibles al pH. 

 

 

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

 

Por otra parte, se tienen los derivados de xanteno: rodaminas y 

fluoresceínas. En contraste con las cumarinas, sus espectros de absorción y 

emisión son estrechos (emiten luz en el rango de 500-700 nm) y su corrimiento 

de Stokes es pequeño. La fluoresceína y sus derivados son muy sensibles al pH 

y se utilizan a menudo como sensores moleculares de esta propiedad. 

 

N
H

indol carbazol

cumarina 7-hidroxi 
cumarina
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Esquema 1-3. Estructuras del xanteno y sus derivados rodamina (R = H o alquilo) y fluoresceína. 

 

Por último, tenemos a los fluoróforos de la familia de las cianinas. La 

estructura base se muestra en el Esquema 1-4 y la sustitución adecuada genera 

una librería de compuestos cuyo cromóforo es una cadena de dobles enlaces π 

conjugados flaqueada por dos heteroátomos, 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 fotografía42, tecnologías láser43 

y celdas fotovoltaicas44. Se utilizan también para visualización de biomoléculas 

en microscopías de fluorescencia, in vitro e in vivo45 y, para estudios de 

moléculas únicas.46 Presentan una gran fotoestabilidad, buena solubilidad en 

agua y alto rendimiento cuántico de fluorescencia. La gran mayoría tienen 

xanteno

rodamina fluoresceína
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corrimientos de Stokes pequeños y tiempos de vida muy cortos (menores a 1 

ns). Sus espectros de absorción cubren una región amplia del espectro 

electromagnético (visible y NIR). 

Los grupos donante y aceptor de electrones pueden ser compuestos N-

heterocíclicos de tipo indol, benzoindol, benzoxazol, benzotiazol y quinolina, lo 

que da lugar a carbocianinas. El N es terciario en el grupo donante, mientras que 

en el grupo aceptor resulta cuaternario (carga positiva).47 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 más que 

uno de los híbridos 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 (línea punteada). 

 

Dado que se trata de moléculas complejas, fue necesario introducir una 

nomenclatura para ellas. En los años 90, Waggoner y colaboradores 

introdujeron la nomenclatura “Cy” para nombrar a una familia de 

indocarbocianinas para marcación de proteínas y ácidos nucleicos.48,49 Los 

ejemplos más 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 fotofísicas y espectroscópicas de las cianinas 

 

1.5.1 Fluorescencia versus fotoisomerización 

 

Ya dijimos que las carbocianinas son fluoróforos catiónicos que se 

caracterizan por una conjugación extendida de dobles enlaces que conforma un 

sistema π de electrones deslocalizados. Muestran una banda de absorción 

ππ* muy intensa que puede ser ajustada a través del rango visible y NIR del 

espectro electromagnético aumentando el número de dobles enlaces conjugados 

de la cadena. En otras palabras, a medida que aumenta la extensión de la 

cadena polimetínica de dobles enlaces conjugados ocurre un desplazamiento 

batocrómico de los espectros de absorción y emisión que se conoce como 

“desplazamiento del vinileno”.50 Se calcula que por cada enlace agregado el 

desplazamiento es de unos 100 nm. Así, 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 está en el orden de 

unos pocos nanosegundos, si existe algún proceso competitivo a la emisión de 

luz, de tratarse de un fenómeno muy rápido.51 

El estado fundamental de las cianinas se asocia a la configuración 

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 absorción 

de luz, la relajación puede ocurrir mediante los procesos fotofísicos que hemos 

visto (fluorescencia, conversión interna, cruce entre sistemas) o implicar algún 

tipo isomerización y es aquí donde se utiliza el término fotoisomerización. Este 

proceso compite críticamente con la emisión de fluorescencia, y se ve como una 

desventaja de esta familia de fluoróforos. Entonces, luego de la absorción de 

luz, puede ocurrir isomerización desde el primer estado excitado singulete de la 

molécula (1N) para dar un fotoisómero en estado fundamental (P) con una 

configuración mono-cis.52 En la Figura 1-6 se presenta el diagrama cinético que 

normalmente se utiliza para representar el comportamiento fotofísico de las 

cianinas, y su fotoisomerización. Θ es la coordenada de rotación responsable de 

la isomerización, N es el estado singulete fundamental, 1N es el primer estado 

singulete excitado, P es el estado fundamental del fotoisómero y t es un 

intermediario excitado no espectroscópico parcialmente retorcido (twisted state) 

que se desactiva muy rápidamente de forma no radiativa hacia el estado 

fundamental. Los procesos de desactivación de 1N tienen lugar en la escala de 

los pico a nano segundos (muy rápidos), dependiendo de la identidad del 

compuesto y del medio51, mientras que la reacción de vuelta de P a N ocurre en 

una ventana de tiempo de micro a milisegundos53. Los dos procesos de 

isomerización (1N  t  P y P N) involucran la misma coordenada Θ y se 

trata de procesos activados con constantes de velocidad (kNt y kPN) que 

dependen de la temperatura y de la viscosidad del medio. Para DTCI (ioduro 

de 3,3’-dietiltiacarbocianina) la relajación de 1N al estado fundamental ocurre en 
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pequeña medida por fluorescencia (ΦF (N) = 0,0754), mientras que la 

fotoisomerización tiene una relevancia destacada (la relajación al estado 

fundamental ocurre vía el intermediario t, ΦNt = 0,93-0,9554,55). 

 

 

Figura 1-6. Diagrama de energía potencial para la fotoisomerización de cianinas. 

 

En este sentido, Aramendía et al. estudiaron en profundidad la 

dependencia de la fluorescencia y de procesos de fotoisomerización con la 

temperatura (rango de 0-70ºC) en una variedad de solventes (alcoholes 

primarios). Para todas las cianinas estudiadas encontraron que los ΦF 

disminuían al aumentar la temperatura y aumentaban si el solvente era más 

viscoso, en forma opuesta a lo que ocurría con los rendimientos cuánticos de 

fotoisomerización.54 Por otra parte, Di Paolo et al. utilizaron las técnicas de 

espectroscopía de absorción por láser, fluorescencia inducida por láser y 
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espectroscopía optoacústica de láser pulsado para estudiar los parámetros 

fotofísicos y espectroscópicos de la cianina ioduro de 3,3’-dietiltiacarbocianina 

(DTCI), en particular del fotoisómero P. Los autores encontraron que ΦF (P) ≤ 

0,004, un valor muy bajo que sugiere que la desactivación del primer estado 

excitado de P debe ocurrir principalmente por un proceso no radiativo 

(conversión interna), a diferencia de lo que sucede con la desactivación de 1N 

que tiene lugar a través del pasaje por la forma retorcida (t).56 

A modo de resumen, hemos visto que la rotación en torno al enlace C-C 

(fotoisomerización) es muy efectiva en cianinas, en particular en aquellas de 

cadena corta (n=1, por ejemplo Cy3). Esto hace que el ΦF sea muy pequeño para 

estos fluoróforos.57 Para aumentar el rendimiento cuántico de fluorescencia de 

las cianinas se debe impedir de alguna manera la mencionada isomerización. 

Para ello, una opción es utilizar solventes de alta viscosidad57 o hacer cambios 

estructurales en la molécula como unirla a biomoléculas grandes que inhiban la 

rotación por impedimento estérico.58 Sin embargo, otra solución estructural 

radica en la inclusión de ciclos en la cadena de polimetinos, que le dan cierta 

rigidez a la molécula e impiden la isomerización, como veremos en la Sección 

1.5.2. 

 

1.5.2 Tipos de cianinas rígidas 

 

Como vimos en la Sección 1.5.1, se puede aumentar el ΦF de las cianinas 

mediante la inclusión 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 

rígidas: las tricarbocianinas, en las cuales se agrega un anillo de seis miembros 

en el centro de la estructura y, las escuaraínas59,60 que contienen una unidad de 

ácido escuárico. 
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Esquema 1-7. Estructuras químicas de cianinas rígidas. (A) Tricarbocianinas, X=O, S, N; (B) 

escuaraínas. 

 

Ambas familias de cianinas rígidas tienen la propiedad de absorber y 

emitir luz en el la región del NIR del espectro electromagnético. Como ya 

referimos en la Sección 1.2, esta característica presenta múltiples ventajas para 

su aplicación en biomedicina y microscopías de fluorescencia ya que la luz de 

NIR ofrece mínimas interferencias de absorción y de fluorescencia con muestras 

biológicas, se pueden usar diodos láser de bajo costo para la excitación, se 

obtiene una menor dispersión de la luz de excitación y la penetración en tejidos 

es mucho mayor que la de la luz visible. 

Cabe mencionar que las escuaraínas sufren de dos importantes 

limitaciones: son muy susceptibles al ataque nucleofílico (de nucleófilos 

biológicos, por ejemplo), lo que limita su estabilidad química y, tienen una gran 

tendencia a formar agregados no fluorescentes. En este sentido, Johnson et al. 

estudiaron la encapsulación de escuaraínas en cavidades de rotaxanos y de 

ciclodextrinas para superar ambas dificultades.61,62 

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

tienen tendencia a formar agregados en agua. Para disminuir la agregación se 

A

B
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puede introducir grupos voluminosos en la molécula o dotarla de una carga 

permanente extra a fin de favorecer la repulsión electrostática. También se ha 

ensayado, al igual que con las escuaraínas, la formación de complejos 

supramoleculares en los que las cavidades son rotaxanos63 o ciclodextrinas64.   

Este trabajo de tesis se centra en las propiedades fotofísicas de una 

tricarbocianina, como veremos más adelante. Por lo tanto, dedicaremos especial 

atención a esta familia de fluoróforos. El heteroátomo en la posición meso de la 

cadena de polimetinos puede ser cloro, lo que da lugar a las 

clorotricarbocianinas, oxígeno, azufre o nitrógeno (Esquema 1-8).  

 

 

Esquema 1-8. Tricarbocianinas rígidas con distintos sustituyentes en la posición meso de la estructura. 

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

 

Las clorotricarbocianinas son moléculas precursoras en la síntesis de oxa, 

sulfo y amino-tricarbocianinas. Cuando en la posición meso de la tricarbocianina 

se tienen átomos de cloro, oxígeno y azufre, se obtienen sondas fluorescentes de 

NIR con bajos corrimientos de Stokes. Sin embargo, cuando se coloca un 

sustituyente amino, las propiedades fotofísicas cambian drásticamente. A este 

punto nos referiremos en el apartado siguiente y también será objeto de estudio 

del Capítulo 4. 

 

A B



 

~ 1-28 ~ 
 

1.6 Propiedades fotofísicas y espectroscópicas de las 

aminotricarbocianinas 

 

Como veremos en el Capítulo 4 para una aminotricarbocianina 

particular, colocar una función amino en la posición meso de la tricarbocianina 

en vez de Cl, O y S redunda en un cambio drástico de las propiedades 

espectroscópicas. En el Esquema 1-9 se muestra la estructura general de las 

aminotricarbocianinas que estudiaremos. 

 

 

Esquema 1-9. Estructura general de una aminotricarbocianina (heptametincianina). R1, R2 y R3 son 

grupos alquilo. 

 

1.6.1 Corrimientos de Stokes e ICT 

 

Una de las propiedades más salientes de las tricarbocianinas N-

sustituidas en la posición meso, en comparación con sus precursores clorados, es 

su alto corrimiento de Stokes (se pasa de ~10 nm a ~100 nm). A lo largo de los 

años, 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.65 

reportaron la síntesis y caracterización de aminotricarbocianinas que contenían 
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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.65 

 

 En los espectros de los derivados N-sustituídos de Peng et al. se 

observaban tres características fundamentales: i) un gran corrimiento de Stokes 

en comparación con el de precursores clorados, ii) un espectro de fluorescencia 

ancho y sin estructura vibracional y, iii) que los espectros de absorción y 

emisión no eran imágenes especulares entre sí. Los autores vincularon este 

comportamiento con un mecanismo de ICT.65 

En este punto hagamos un paréntesis para comprender qué implica una 

ICT. Como sabemos, la excitación de un fluoróforo induce el movimiento de un 

electrón de un orbital a otro (en el caso de las cianinas se trata de una transición 

π-π*). Si ambos orbitales están separados en el espacio, la transición electrónica 

se ve acompañada por un cambio casi instantáneo del momento dipolar del 

fluoróforo. Cuando dicha molécula posee a la vez un grupo donante de 

electrones D (ej.-NH2,-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.41 En consecuencia, el estado excitado (llamado “Estado 
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de Franck—Condon” o “Estado localmente excitado”, LE) sufre un corrimiento 

hipsocrómico en el espectro de absorción respecto del precursor clorado y no se 

halla en equilibrio con el solvente circundante si las moléculas de este último 

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 

termodinámico entre la capa de solvatación y el estado excitado del fluoróforo, 

lo que conduce a un estado más relajado llamado estado de transferencia 

intramolecular de carga, ICT. En el estado ICT, el grupo D de la molécula le ha 

cedido un electrón al grupo A a través del sistema π 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. Así, en 

determinadas condiciones pueden observarse dos bandas en el espectro de 

emisión de este tipo de compuestos (p. ej. en solventes polares). 

Otro aspecto a tener en cuenta es que la relajación hacia un estado ICT 

puede ir acompañada de una rotación interna en el fluoróforo. Un caso muy 

estudiado es el del 4-N,N-dimetilaminobenzonitrilo (DMABN)41, 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. 

 

 

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

la posible rotación 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 

fenómeno en profundidad.66 En su estado basal, la molécula es casi plana, lo 

que corresponde a la máxima conjugación entre el grupo dimetilamino y el 
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estado ICT de configuración planar.68 En el Esquema 1-12 se muestra una 

representación de la configuración piramidal de los estados basal y LE de una 

aminotricarbocianina genérica, estructuralmente similar a la reportada por 

Peng et al.65 

 

 

Esquema 1-12. Geometría piramidal del nitrógeno central de una aminotricarbocianina cuando se halla en 

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

 

En su trabajo, Peng et al.65 midieron los espectros de fluorescencia de una 

aminotricarbocianina similar a la del Esquema 1-12 en mezclas de etanol-

glicerol. En etanol puro se observó una única banda en el espectro de emisión, 

alrededor de los 760 nm, asociada al el estado ICT. Cuando se agregaba glicerol, 

aparecía una banda al azul, a expensas de la banda de 760 nm. En el caso 

extremo de 100% glicerol, sólo observaron la banda azul de emisión. Cuando se 

utiliza un solvente de alta viscosidad como el glicerol, la rotación de la molécula 

se ve impedida, la conformación piramidal de la amina en el estado basal se 

“congela”, y la única emisión que debe observarse es la del estado LE. Así, 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 emisión desde LE es 

dominante.65,69,70 Paralelamente, al cambiar la composición del solvente, los 

espectros de absorción permanecieron invariantes.65 

En resumen, en las aminotricarbocianinas el grupo amino se comportaría 

como un grupo donante de electrones en procesos de ICT. Esa posibilidad que 
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ofrece el grupo amino modificaría las energías de los orbitales de frontera de la 

molécula, en particular aumentaría la energía del orbital LUMO. Esto haría que 

se observaran desplazamientos hipsocrómicos del espectro de absorción en 

relación 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.71 

 

1.6.2 Influencia del sustituyente amino 

 

El carácter atractor o donante de electrones de los sustituyentes del 

átomo de nitrógeno en la posición meso de la aminotricarbocianina ejerce una 

influencia importante en sus propiedades espectroscópicas. 

En 2006, Kiyose et al. reportaron la síntesis y caracterización fotofísica de 

derivados aminados de IR-786, con diferentes sustituyentes amino (Esquema 

1-13).72 En particular, los autores encontraron que la longitud de onda del 

máximo de absorción está relacionada con la naturaleza del sustituyente amino 

de la tricarbocianina: si el sustituyente es tal que disminuye la densidad 

electrónica en el átomo de nitrógeno, entonces disminuye la energía de la 

transición electrónica y por lo tanto aumenta la longitud de onda del máximo 

de absorción de la molécula. Tal es así que un sustituyente hexilamino en IR-786 

da una molécula con un máximo de absorción a 626 nm, mientras que si el 

sustituyente es bencilamino, dicho máximo se encuentra a 647 nm; sin embargo, 

la longitud de onda del máximo de emisión no se ve prácticamente afectada con 

el cambio de sustituyente.72 El resultado mencionado está de acuerdo con la 

teoría de Khun para fluoróforos basados en cadenas de polimetinos.73 En las 

heptamentincianinas la densidad electrónica en el átomo 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. Así, los sustituyentes del átomo de nitrógeno meso que sean 

atractores de electrones estabilizarán al orbital LUMO esencialmente, mientras 

que no afectarán al orbital HOMO. Esta teoría predice entonces que, con 

sustituyentes atractores de electrones en el nitrógeno meso habrá 

desplazamientos batocrómicos en el espectro de absorción. 

 

 

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 máximo de absorción en relación al carácter 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 posición meso 

clorada (NHR) nos da una idea de la disponibilidad de los electrones en el 

nitrógeno: a mayor pKa, más básica es la amina y mayor es la disponibilidad de 

electrones en el nitrógeno, con lo cual el corrimiento hipsocrómico en el 

máximo de absorción será mayor (y mayor el corrimiento de Stokes). En el 

Capítulo 4 retomaremos estas ideas. 
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Todo lo expuesto provee herramientas fundamentales para el diseño de 

sensores fluorescentes basados en la diferencia de la capacidad donante de 

electrones del átomo de nitrógeno central cuando está 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 diseño de sensores fluorescentes resulta de suma importancia debido a 

la gran demanda en química analítica, bioquímica, medicina, química 

ambiental, biología molecular, etc. Muchos analitos se pueden detectar 

mediante técnicas fluorescentes, entre los cuales encontramos cationes (H+, Li+, 

Na+, K+, Ca2+, Mg2+, Zn2+, Pb2+, Al3+, Cd2+, etc), aniones (iones haluros, citratos, 

carboxilatos, fosfatos, ATP, etc), moléculas neutras (azúcares, p. ej. glucosa) o 

gases (O2, CO2, NO, etc). Si bien existe una amplia variedad de sensores 

moleculares fluorescentes, muchos de ellos disponibles comercialmente, aún es 

necesario desarrollar sensores que mejoren la selectividad y minimicen la 

perturbación del microentorno estudiado.41 

Ahora bien, ¿por qué elegir un sensor fluorescente? El éxito de los 

sensores fluorescentes puede explicarse por las distintas ventajas que ofrece la 

detección de fluorescencia en términos de sensibilidad, selectividad, tiempo de 

respuesta y observación local (por ejemplo, mediante espectroscopía de 

imágenes fluorescentes). Asimismo, se han logrado mejoras considerables en la 

sensibilidad y la resolución espacial y temporal de los instrumentos de 

medición, lo que constituye un factor clave en el éxito de las técnicas de 

detección basadas en fluorescencia. 

 



 

~ 1-37 ~ 
 

1.7.2 Clases de sensores moleculares fluorescentes de acuerdo a la 

interacción 

 

Los procesos de detección con sensores fluorescentes se gestan en 

interacciones entre especies. Es decir, la especie que se desea detectar (el analito) 

interactúa con la especie diseñada para la detección (el sensor). El sensor debe, 

por una parte, interactuar con el analito en la forma más selectiva posible y 

reconocerlo y discriminarlo frente a otras especies de estructura y propiedades 

similares. Para ello los sensores están dotados de un receptor o unidad de 

reconocimiento, que es la parte de la molécula responsable de la interacción. 

Asimismo, el sensor debe ser capaz de convertir la interacción en una señal 

susceptible de ser reportada, es decir, debe actuar como un transductor. La 

estructura responsable de la transducción se conoce como reportero y, en el caso 

de los sensores fluorescentes, es el fluoróforo mismo. La señal que se detecta se 

corresponde con un cambio en alguna de las propiedades fotofísicas del 

fluoróforo (por ejemplo, ΦF o τF). 

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

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

La Clase 1 está compuesta de sensores en los que no hay asociación entre 

el fluoróforo y el analito: sólo ocurre apagamiento por colisión (ej. O2, Cl-). Los 

sensores de Clase 2 se unen reversiblemente al analito. La unión trae aparejado 

que el fluoróforo se “apague” (disminución de la fluorescencia por 

complejación, DFC, caso que se muestra en la Figura 1-9) o se “prenda” 

(aumento de la fluorescencia por complejación, AFC). Los sensores de pH que 

abordaremos en esta tesis son un caso particular de sensor de Clase 2. La Clase 3 

comprende a fluoróforos unidos (vía 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 unión del analito perturba la fotofísica normal del 
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fluoróforo o su interacción con el receptor mediante procesos de transferencia 

de energía, transferencia de electrones, transferencia de carga, etc. En el caso de 

que el analito sea un ion, el receptor se llama ionóforo y el sensor completo es un 

fluoroionóforo. 

 

 

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

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

espaciador. 

 

1.7.3 Sensores moleculares fluorescentes de pH 

 

Sabemos que el pH se define en función de la actividad de H+ en el 

medio. Los métodos ópticos (espectrofotometría y espectrofluorometría) no 

miden directamente la actividad, sino que se basan en la determinación óptica 

de las concentraciones de las formas ácida A y básica B de una especie que 

FluoróforoON Fluoróforo OFF

Fluoróforo Fluoróforo OFFON

FluoróforoON OFFFluoróforo

CLASE 1: SIN ASOCIACIÓN

CLASE 2: FLUORÓFOROS COMPLEJANTES

CLASE 3: FLUORÓFOROS UNIDOS A UN RECEPTOR
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experimenta un equilibrio ácido-base. La constante termodinámica del 

equilibrio ácido-base se expresa en la Ecuación (6). 

 

ܭ =
ܽுା ∙ ܽ஻

ܽ஺
         (6) 

 

Si se tiene en cuenta que las actividades se pueden expresar como un 

producto de la concentración por un factor (o coeficiente) de actividad (f), a 

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

 

ܪ݌ = ܭ݌  + log
(ܤ)
(ܣ)  + log ஻݂

஺݂
        (7) 

 

Así, el pKa del fluoróforo se puede definir como en la Ecuación (8) y 

depende de los coeficientes de actividad de las especies ácida y básica que 

tienden a 1 en soluciones muy diluidas (estado de referencia: soluto a dilución 

infinita). 

 

௔ܭ݌ = ܭ݌  + log ஻݂

஺݂
        (8) 

 

Ka representa así una constante “aparente” o “efectiva” que no sólo 

depende de la temperatura sino también de los factores que pueden modificar 

los coeficientes de actividad (f) como la fuerza iónica, las interacciones 

específicas del indicador fluorescente con el medio circundante (los 

componentes del buffer, la cercanía a superficies) y los cambios estructurales del 

medio (en microemulsiones por ejemplo). 

La Ecuación (7) puede reescribirse considerando la Ecuación (8) y 

teniendo en cuenta que en titulaciones fluorométricas se mide la intensidad de 
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emisión total ܫ =  ܽ ∙ (ܣ) + ܾ ∙  que es función de la longitud de onda de ,(ܤ)

excitación y de emisión. Asimismo, a y b son proporcionales a los coeficientes 

de absortividad molar (a la longitud de onda de excitación) y a los rendimientos 

cuánticos de fluorescencia de A y B (ΦA y ΦB). Así, se obtiene la Ecuación (9) 

que es la expresión de la Ecuación de Henderson-Hasselbach para titulaciones 

fluorométricas. 

  

ܪ݌ = ௔ܭ݌  + log
ܫ − ஺ܫ

஻ܫ − ܫ
        (9) 

 

Para más detalles sobre la deducción matemática de las ecuaciones de 

esta Sección se puede consultar el libro de B.Valeur Molecular Fluorescence: 

Principles and Applications.41 

  

1.7.4 Sensores fluorescentes autoreferenciados 

 

Un sensor fluorescente puede cambiar su señal (intensidad) de emisión 

en presencia del analito y esta propiedad utilizarse para medir la evolución de 

alguna propiedad de interés del sistema (por ejemplo, el pH). Este tipo de 

detección requerirá de una curva de calibración previa a la medición de la 

muestra incógnita. Sin embargo, en entornos complejos (como los sistemas 

biológicos) muchas veces es necesario disponer de otro tipo de sensores con los 

que se pueda medir el cociente de las intensidades de emisión a dos longitudes 

de onda. En inglés este tipo de sensores se denominan ratiometric sensors y no 

existe una traducción literal al español. El término que más se acerca a la idea 

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

La importancia de los sensores autoreferenciados radica en que la 

relación (cociente) de las intensidades de fluorescencia a dos longitudes de 
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onda es independiente de la concentración total del colorante, el fotoblanqueo, 

las fluctuaciones de la intensidad de la fuente de iluminación, la sensibilidad 

del instrumento, etc. 

Existen esencialmente tres métodos para generar medidas 

autoreferenciadas en el caso de utilizar una única sonda fluorescente. Los dos 

primeros casos se conocen como medidas de tipo “2-λ” (Caso I y Caso II) y se 

esquematizan en la Figura 1-10. 

 

 

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 emisión) ocurre cuando el fluoróforo 

tiene un espectro de absorción para cada una de las especies. Si se trata de un 

sensor de pH, las dos especies serían la forma ácida A y la forma básica B. Así, 

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 máxima absorción de A y 

B. El Caso II (una excitación y dos emisiones) se corresponde con fluoróforos 

que tienen espectros de emisión diferentes para la forma ácida y la forma 

básica. Estos fluoróforos son los de preferencia en técnicas de microscopía de 

fluorescencia y citometría de flujo porque la mayoría de los equipos pueden 

colectar dos longitudes de onda de emisión simultáneamente. 

Por último, se tiene el Caso III (dos longitudes de excitación y dos 

longitudes de emisión), que se vincula a sensores moleculares fluorescentes que 

tienen un espectro de absorción y un espectro de emisión para cada una de las 

especies A y B. En total se tendrían cuatro espectros y existen tres cocientes de 

intensidades posibles para calcular, pero en general se calcula la proporción de 

las emisiones a las longitudes de onda de excitación dadas por los máximos de 

absorción de A y B. La principal ventaja de este método es que las intensidades 

de emisión son mucho mayores porque tanto la forma ácida como la básica se 

excitan cerca de sus máximos de absorción, lo que resulta en una emisión más 

fuerte de ambas especies. Sin embargo, resulta más difícil realizar este tipo de 

medidas en técnicas como las microscopías de fluorescencia. 

La expresión para la ecuación de Henderson-Hasselbach cuando se 

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

 

ܪ݌ = ௔ܭ݌  + log
ܴ − ܴ஺

ܴ஻ − ܴ
+ log

(ଶߣ)஺ܫ
(ଶߣ)஻ܫ

       (10) 

 



 

~ 1-43 ~ 
 

R es el cociente ܫ(ߣଵ) ⁄(ଶߣ)ܫ  de intensidades de fluorescencia a dos 

longitudes de onda de excitación ߣଵ y ߣଶ (o a dos longitudes de onda de 

emisión). ܴ஺ y ܴ஻ son los valores de R cuando sólo está presente la forma ácida 

y la forma básica, respectivamente. Tanto R como ܴ஺ y ܴ஻ 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 más se utilizan en 

medidas de microscopía confocal para aplicaciones biológicas son, además de la 

fluoresceína, los BCECF (2’,7’-bis (carboxietil)-5(o 6)-carboxifluoresceína), los de 

la familia SNAFL (semi-naftofluoreceína) y los de la familia SNARF (semi-

naftorodafluor). 

 

 

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

de la Ref.41 

BCECF

SNAFL

SNARF

Caso I. Cociente de 
excitaciones 505/439 nm

pKa = 7,0

Caso II. Cociente de 
emisiones 540/630 nm

pKa = 7,0-7,8

Caso II. Cociente de 
emisiones 550/670 nm

pKa = 7,0-7,8
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1.8 Sensores moleculares basados en cianinas 

 

Las cianinas son fluoróforos muy usados para construir sensores. A 

partir del trabajo de Peng et al.65, las aminotricarbocianinas cobraron relevancia 

tanto para marcación, como para detección 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 clásicos: PET (transferencia electrónica fotoinducida), ICT 

(transferencia intramolecular de carga) y FRET (transferencia de energía por 

resonancia de Förster). Se expondrán 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 más importantes por los que operan los 

sensores basados en cianinas. En general, los sensores de cianinas para PET son 

de Clase 3 (Sección 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 reducción pueden actuar como donantes o 

aceptores de electrones.74,75 Cuando el potencial de oxidación del sitio de 

reconocimiento es menor que el de la cianina, la transferencia electrónica ocurre 

desde el receptor hacia la cianina, lo que resulta en un apagamiento de la 

fluorescencia.76 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 fluoróforo 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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último 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 interactúa con el sitio de 

reconocimiento bloquea la transferencia electrónica, el modo de detección se 

conoce como PET “ON-OFF” (el ON y el OFF se refieren al mecanismo de PET). 

Así, la presencia del analito hace que la sonda recupere su fluorescencia, se 

“prenda”. Por el contrario, la reacción inversa de liberación del analito 

generaría una respuesta de tipo PET “OFF-ON”, lo que se detectaría como un 

apagamiento de la fluorescencia de la sonda. 

 

 

Figura 1-11. Representación de un mecanismo de tipo a-PET. El fluoróforo se comporta como aceptor de 

electrones y el receptor como donante de electrones. 
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Figura 1-12. Representación de un mecanismo de tipo d-PET para un sensor de pH. El fluoróforo se 

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

 

Existen muchos ejemplos de sensores moleculares fluorescentes de 

cationes metálicos basados en a-PET.77–79 Sin embargo, vamos a centrar nuestra 

atención en los sensores de pH que operan vía 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 emisión (Esquema 1-15 A).80 Con el 

enfoque de dos longitudes de onda de excitación y dos longitudes de onda de 

emisión, el sensor respondía a la concentración de H+ en dos rangos de pH: 4,0-

6,5 (λexc 558 nm, λem 615 nm) y 10,5-11,8 (λexc 468 nm, λem 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).81 

Por otro lado, debemos destacar que si bien la absorción y emisión de luz 

en el NIR es ventajosa para técnicas de detección in vivo, la modulación de la 

emisión por un mecanismo de tipo PET se hace difícil ya que la energía S0S1 

es muy pequeña para este tipo de fluoróforos, entre los cuales tenemos a las 
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aminotricarbocianinas. De acuerdo a la ecuación de Rehm-Weller, se puede 

predecir el ΔGPET, que está determinado en gran parte por la energía de la 

transición S0S1 ΔE00. El hecho de que ΔE00 sea tan pequeño para 

tricarbocianinas en comparación otros fluoróforos resulta una desventaja para 

controlar su fluorescencia por PET.82 

  

 

Esquema 1-15. Sensores de pH por a-PET. (A) Ref.80 y (B) Ref.81 

 

1.8.2 Sensores basados en ICT 

 

Como mencionamos en la Sección 1.6.1, el mecanismo de ICT justificaría 

el gran corrimiento de Stokes en las aminotricarbocianinas. La posibilidad de 

modular el mecanismo de ICT ofrece otro mecanismo de detección de analitos 

con cianinas. Si la sonda opera por este mecanismo, siempre se obtienen 

respuestas autoreferenciadas (ratiometric) que permiten la corrección 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 posición 

meso de la molécula. Así, la modulación de la capacidad donante de e- del N con 

A B
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el analito genera un corrimiento en la posición del máximo de absorción o de 

emisión. 

El aporte más relevante en sensores de pH basados en 

aminotricarbocianinas fue el realizado por el grupo de Nagano.71 En su trabajo 

de 2011 reportaron el diseño racional de sondas de pH basadas en 

tricarbocianinas N-sustituidas con diferentes piperazinas y etilendiaminas.83 

Así, obtuvieron sensores moleculares fluorescentes y autoreferenciados (Caso I: 

dos excitaciones y una emisión, ver Sección 1.7.4) que operaban por ICT. La 

hipótesis que expusieron  los autores fue la siguiente: cuando se tiene una 

estructura de tipo diamina unida al núcleo de la cianina, en condiciones ácidas 

el H+ puede deslocalizar su carga entre los dos nitrógenos, 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 

energía del orbital LUMO de la molécula y experimentalmente este hecho se 

observa como un corrimiento batocrómico en el espectro de absorción. Así, la 

detección de la emisión se realiza a 780 nm y se excita a 750 y 670 nm (cociente I 

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

Uno de los conocimientos más 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 correlación 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.83 
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Figura 1-13. Representación 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 

concentración de H+ y de otros cationes en las propiedades fotofísicas 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 

comparación con los precursores clorados (Sección 1.6.1).65 En dicho trabajo, los 

autores además estudiaron la influencia del pH en el espectro de absorción. Al 

disminuir el pH observaron que en el espectro de absorción aparecía una nueva 

banda a 490 nm (corrimiento hipsocrómico) a expensas de la banda principal a 

600 nm (asociada a un estado ICT). Contrariamente a los resultados de Peng et 

al.65, Zhu et al. reportan un sensor molecular de Hg(II) que, en presencia del 

analito, desarrolla una nueva banda roja de absorción (desplazamiento 

batocrómico).84 La formación de la estructura supramolecular con Hg(II) reduce 

la capacidad donante de electrones del nitrógeno de la posición meso, 

reprimiendo la ICT que justificaba el gran corrimiento de Stokes que presentaba 

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

ONOFF

pKa = 6,8
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Rurack aportan ejemplos a partir de los que concluyen que la reducción de la 

capacidad donante de electrones del N en la posición meso que puede ocurrir 

por complejación o por protonación debe dar lugar a desplazamientos 

batocrómicos del espectro de absorción.85 Más aún, a partir del análisis de los 

espectros de absorción y emisión de su aminotricarbocianina concluyen que, a 

medida que se acidifica el medio, primero se protona el nitrógeno meso de 

forma reversible (desplazamiento batocrómico en la absorción) y luego se 

protonan los carbonos metínicos que flanquean la estructura polimetínica, 

generando una estructura hemicianina que se evidencia como una banda de 

absorción en el azul (desplazamiento hipsocrómico). Esto último paso es 

irreversible y ocurre a pHs muy ácidos (alrededor de 1).85 

En resumen, a partir de todos los antecedentes presentados podemos 

concluir que las aminotricarbocianinas derivadas de diaminas serán 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 cabría esperar un 

desplazamiento batocrómico del espectro de absorción al acidificar. 

Por último, y como ya dijimos en la Sección 1.8.1, las tricarbocianinas 

tienen un valor muy bajo de ΔE00 en la ecuación de Rehm-Weller, lo que 

dificulta la supresión de la fluorescencia por PET.82 En estos casos, las señales de 

fluorescencia del ambiente (señales de fondo o background) cobran relevancia y 

constituyen una complicación. Por el contrario, los sensores 

aminotricarbocianina basados en ICT ofrecen respuestas autoreferenciadas, más 

fiables para la detección cuantitativa. Así, ICT es una herramienta prometedora 

para el diseño de sensores basados en aminotricarbocianinas. 

 

1.8.3 Sensores basados en FRET 
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La transferencia de energía por resonancia de Förster (Förster Resonance 

Energy Transfer, FRET) es un proceso que involucra una transferencia de energía 

no radiativa desde una especie fotoexcitada (donante) hacia otra especie 

(aceptora) ubicada en las cercanías de la primera y que, a su vez, puede relajar 

hacia su estado basal con emisión de radiación. La emisión del aceptor producto 

del proceso FRET se conoce como “emisión sensibilizada”. Un requerimiento 

para que ocurra FRET es que el espectro de emisión del donante se superponga, 

al menos en parte con el espectro de absorción del aceptor, como se muestra en 

la Figura 1-14. 

 

 

Figura 1-14. Ilustración del solapamiento espectral entre la emisión del donante y la absorción del 

aceptor. 

 

Se han utilizado numerosos donantes para FRET, pero sólo citaremos un 

ejemplo que utiliza nanocristales semiconductores (Quantum Dots, del inglés; 

QD), un tipo de material que ha sido adaptado muy favorablemente para la 

construcción de sensores ópticos.86 La absorción y la fluorescencia de los QD es 

dependiente del tamaño y de la forma de las partículas. Además, poseen las 

siguientes características químicas y fotofísicas: 1) se pueden preparar 

fácilmente, son monodispersos en tamaño 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 cuánticos de fluorescencia y una extraordinaria fotoestabilidad. 

Algunos de los sensores basados en QD que utilizan el mecanismo de FRET han 

sido aplicados en sistemas biológicos. Uno de los ejemplos más 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.87 Dicho sensor (Figura 1-15) fue capaz de monitorear pHs entre 

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

 

 

Figura 1-15. Nanosensor de pH reportado por Tang y Achilefu.87 

 

1.9 Nanosensores fluorescentes de SiO2 

 

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

la química de materiales que más se ha desarrollado en los últimos años. Una 

FRET
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búsqueda en Scopus con las palabras claves “silica”, “sensor” y “fluorescence” 

al mes de febrero de 2018 arrojó los resultados de la Figura 1-16. Se observa que 

el número de trabajos presenta un crecimiento sostenido desde los años noventa 

en adelante, y aún continúa en desarrollo. 

 

 

Figura 1-16. Evolución de la producción científica en el período 1993-2019 que da el buscador Scopus con 

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

 

Como ya explicamos en la Sección 1.2, la sílice presenta grandes ventajas 

como soporte de fluoróforos para el desarrollo de SiO2-F NP pues, entre otras 

razones, en muchos casos mejora la luminiscencia y la fotoestabilidad de las 

sondas.88 

En la Sección 1.7.4 expusimos la importancia de los sensores moleculares 

autoreferenciados (ratiometric). Estos métodos permiten la eliminación de 

interferencias e independizarse de las concentraciones de la sonda, lo que  

conducen a una mayor robustez y fiabilidad de las medidas. Además, con las 

medidas referenciadas se pueden evitar los extensos procesos de calibración 

que acompañan a cada experimento, aspecto especialmente importante si se 

quieren estudiar sistemas biológicos (ej. células). Para construir nanosensores 

autoreferenciados soportados en materiales una opción es unir a la superficie 
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sensores moleculares autoreferenciados de enfoque “2-λ” (Caso I (una excitación 

y dos emisiones) y Caso II (dos excitaciones y una emisión), Sección 1.7.4).89 En 

otros casos, se pueden incluir dos sondas fluorescentes en el nano-objeto, una 

de las cuales no debe cambiar su emisión 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-λ” con dos sondas, una de ellas de referencia). 

Por último, 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 

llamarán “sondas duales” y constituirán el Grupo d de nanosensores que no 

pueden considerarse autoreferenciados con fines prácticos. 

Existen algunos ejemplos reportados de nanosensores autoreferenciados 

de pH a base de SiO2 con dos sondas fluorescentes. En particular, en 2006 Burns 

et al. reportaron la síntesis y caracterización de NP de sílice de tipo núcleo-

cáscara, en las que la sonda de referencia (TRITC, tetrametilrodamina) se incluía 

en núcleo y FITC (fluoresceína isotiocianato) se unía a la superficie para 

detectar el pH del entorno.90 Por su parte, en 2007 Peng et al. reportaron un 

SiO2-F NP que encapsulaban [Ru(bpy)3]2+ como sonda de referencia y FITC 

como sonda sensible al pH.91 En ambos antecedentes los nanosensores se 

aplicaron con éxito para monitorear el pH intracelular en diferentes líneas 

celulares. Sin embargo, todas las moléculas fluorescentes utilizadas son sondas 

que absorben y emiten luz en la región visible del espectro electromagnético. En 

el Capítulo 7 abordaremos la construcción de nanosensores autoreferenciados 

de pH a base de sílice en la zona del NIR del espectro electromagnético. Dado 

que la región del NIR se puede considerar como una “ventana biológica” de 

trabajo, el desarrollo de este tipo de nanosensores resulta más que relevante. 
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1.10 Terapia fotodinámica 

 

1.10.1 Generalidades 

 

Tal como dijimos en la Sección 1.1, la terapia fotodinámica (PDT) se ha 

popularizado como una opción viable en el tratamiento del cáncer. El principio 

de la PDT consiste en que al irradiar con luz a una molécula, el llamado 

fotosensibilizador (PS), se pueden generar especies moleculares citotóxicas 

derivadas del oxígeno.2 Estas especies reactivas de oxígeno (ROS) dañan 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 cuántico de formación 

de estado triplete y desde allí son capaces de transferir la energía que han 

absorbido de la luz a moléculas de oxígeno del medio para producir oxígeno 

singlete (1O2) (PS Tipo II) o experimentar una reacción de transferencia 

electrónica con moléculas circundantes para formar radicales libres, que luego 

pueden reaccionar con oxígeno molecular y producir radicales superóxido, 

peróxido de hidrógeno e hidroxilo (PS Tipo I).92 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 1O2 (ΦΔ) y de su capacidad para ser administrados 

selectivamente en el tejido tumoral a las concentraciones terapéuticas.93 Como 

las ROS tienen un tiempo de vida muy corto (< 3,5 µseg) y pueden difundir 

distancias de alrededor de 10-20 nm, el daño que pueden provocar está en 

general limitado a la zona en la que se acumulan las moléculas del PS 

(mayormente mitocondrias y retículo endoplasmático).92,94 La mayoría de los PS 

absorben luz en la región visible del espectro electromagnético, lo que limita la 
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Figura 1-17. Diagrama de orbitales para un PS. El PS en estado triplete excitado puede reaccionar con 
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FRET y el fluoróforo PS, que actuaría como aceptor en FRET. Este enfoque de 

co-encapsulación, posible en el caso de tener un soporte nanoparticulado, 

permitiría la transferencia eficiente de energía 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 SiO2 permiten lograr una carga diferencial de moléculas 

a la vez que son biocompatibles y relativamente porosas para permitir que el O2 

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 absorción de dos fotones, forma nano-

agregados y actúa como donante en FRET en conjunto con una droga PS 

derivada del piro-feoforbido.95 

 

Figura 1-18. Representación 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 catiónico derivado de las 

tiazinas (Esquema 1-16), y se comporta como un PS. Tiene características 

fotofísicas interesantes como un alto rendimiento cuántico de cruce entre 

sistemas (ISC) y de generación de 1O2 (ΦΔ~0,5), largo tiempo de vida de 

Moléculas de 
fotosensibilizador

Irradiación 
con luz1O2

H2O2
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fosforescencia, bajo rendimiento cuántico de fluorescencia y bajo potencial 

rédox.96–99 Además, absorbe y emite luz en la región del NIR del espectro 

electromagnético. Así, se ha utilizado en una variedad de aplicaciones 

fotoquímicas que incluyen la conversión de energía solar y como PS en 

PDT.100,101 El aspecto de esta molécula que más nos interesará y que trataremos 

en el Capítulo 6 será su capacidad de generación de 1O2, es decir, su rol como 

PS. 

 

 

Esquema 1-16. Estructura del azul de metileno. 

 

Otro aspecto saliente del MB es su tendencia a formar agregados tanto en 

solución acuosa como en sistemas confinados que se han caracterizado 

ampliamente por espectrofotometría.102,103 

La tendencia de las moléculas a formar agregados depende tanto de la 

estructura química del fluoróforo como de propiedades del entorno (pH, fuerza 

iónica, concentración del fluoróforo, polaridad del solvente y temperatura). En 

general, a mayor concentración y fuerza iónica, mayor será la agregación y, a 

mayor temperatura se verá desfavorecida la agregación. 

La agregación es un proceso que influye en las propiedades fotofísicas y 

fotoquímicas de los fluoróforos. En particular, los agregados en solución 

muestran cambios en los espectros de absorción al compararlos con las especies 

monoméricas. Se han caracterizado dos tipos de comportamientos en cuanto al 

espectro de absorción: 1) la aparición de bandas a menores longitudes de onda 

(corrimiento hipsocrómico respecto del monómero), las llamas bandas H104 y, 2) 

bandas con un desplazamiento batocrómico respecto del monómero, las 
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llamadas bandas J105. La teoría de acoplamientos de excitones moleculares 

permite explicar la relación existente entre la orientación relativa de los 

fluoróforos en los agregados (momentos de transición) y los desplazamientos 

espectrales observados.106 En el marco de esta teoría, los monómeros (M) se 

consideran dipolos puntuales que interactúan entre sí para formar un dímero 

(D) y esa interacción da lugar a la formación de bandas excitónicas nuevas, que 

estarán relacionadas con la estructura del dímero (Figura 1-19). 

Existen dos clases ideales (extremos) de estructuras de dímeros107:  

1) Estructura sándwich. Los momentos de transición de los M son 

paralelos en el estado de energía más alto (Ψ+), lo que significa que 

la intensidad y la fuerza del oscilador de la transición Ψ0Ψ+ es 

sustancial. Para la transición de menor energía ocurre lo opuesto. 

Así, en el espectro de absorción del D aparece una banda H a 

menores longitudes de onda respecto del M (Figura 1-19 H). 

2) Estructura cabeza-cola. La transición Ψ0Ψ- está prohibida porque los 

momentos de transición se ubican en direcciones opuestas. Sin 

embargo, la transición de menor energía está permitida y aparece 

como una banda J en el espectro de absorción (Figura 1-19 J). 

Los casos que hemos presentado son casos ideales de dímeros y, en la 

realidad, los momentos de transición no son ni completamente paralelos ni 

antiparalelos, lo que lleva a la aparición de bandas H y J al mismo tiempo en el 

espectro del dímero. La intensidad relativa de las bandas H y J depende del 

ángulo entre los momentos de transición, α, que se define en la Ecuación (11): 

 

ߙ =  2 ∙ ඨ݊ܽݐܿݎܽ
ுߥ ∙ ௃݂

௃ߥ ∙ ு݂
          (11) 
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donde ν es la posición de la banda (en cm-1) y f es la fuerza del oscilador 

de la transición correspondiente. 

 

 

Figura 1-19. Diagramas de energía y esquemas de las estructuras de dímeros tipo H y J. α es el ángulo 

entre los momentos de transición. 

 

Un fenómeno interesante que abordamos en esta tesis es el del 

confinamiento. En particular, cuando se confinan fluoróforos en un espacio 

reducido se observa en muchos casos un apagamiento dependiente de la 

concentración o “autoapagamiento”. La pérdida de fluorescencia se debe 

principalmente a dos procesos: la transferencia de energía (homo-FRET por 

ejemplo) y/o la formación de complejos no fluorescentes (trampas fluorescentes) 

que operan por apagamiento estático, usualmente dímeros y agregados. El 

apagamiento estático muchas veces ocurre por un mecanismo de tipo PET. De 

hecho, controlar la agregación de los fluoróforos puede resultar un mecanismo 

muy eficiente para modular la emisión de fluorescencia.108 Los dímeros que 
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actúan como trampas de luz absorben radiación pero no presentan emisión de 

fluorescencia. 

Por otra parte, la geometría de los dímeros afecta el rendimiento cuántico 

de fluorescencia del dímero en comparación con las especies monoméricas. Los 

dímeros de tipo J tienen un ΦF mayor y los de tipo H un ΦF menor.109–113 En el 

caso particular del azul de metileno, sólo se ha observado una disminución en 

ΦF en diferentes medios al formarse dímeros, lo que indica su gran tendencia a 

formar agregados de tipo H.114 En consecuencia, los espectros de dímeros y 

agregados de azul de metileno presentarán corrimientos hipsocrómicos en sus 

bandas de absorción respecto del monómero, y una disminución en la 

intensidad de emisión y el ΦF. En el Capítulo 6 nos ocuparemos de la 

encapsulación del MB en matrices de sílice, de la repercusión del confinamiento 

en las propiedades fotofísicas y fotoquímicas de la sonda (en particular de su 

capacidad de producción de 1O2 en los sistemas como herramienta para PDT). 
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2 Hipótesis y objetivos 

 

2.1 Antecedentes e hipótesis de trabajo 

 

Sobre la base de lo visto en el Capítulo 1, queda claro que el campo de los 

nanomateriales para aplicaciones biológicas está en pleno desarrollo. Se 

conocen muy bien los métodos de síntesis de nanopartículas de SiO2, densas y 

mesoporosas, y diferentes métodos de funcionalización. Sin embargo, existen 

pocos ejemplos de materiales biocompatibles de SiO2 que integren sondas 

fluorescentes de NIR. En resumen, sabemos que: a) las NP de SiO2 ofrecen la 

posibilidad de funcionalización con diversos grupos orgánicos e inorgánicos, lo 

que permite integrar en un mismo nano-objeto funciones químicas de distinta 

naturaleza y generar así bloques de construcción complejos b) la sílice es un 

material biocompatible, c) las tricarbocianinas son sondas fluorescentes activas 

en el NIR y su síntesis puede diseñarse racionalmente para orientar sus 

propiedades fotoquímicas, resultando en sensores moleculares fotoactivos de 

propiedades de interés biológico y, d) se han utilizado nanopartículas de sílice 

para terapia y diagnóstico (teranóstica) de enfermedades en investigación 

básica y aplicada. Así, tanto las tricarbocianinas como las nanopartículas 

pueden considerarse bloques de construcción de nanomateriales fluorescentes 

avanzados. 

A partir de la adecuada elección de los bloques de construcción motivada 

por la aplicación final del material y utilizando los métodos de síntesis de 

nanopartículas detallados en el Capítulo 1, se pueden crear nuevos materiales 

para aplicación biológica 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 Objetivos generales y específicos 

 

El trabajo presentado en esta tesis se enmarcó en un proyecto general que 

plantea el diseño y la construcción de nuevos nano-objetos, nano-herramientas 

o nano-vehículos fluorescentes basados en la integración de moléculas 

orgánicas a nanopartículas de dióxido de silicio. La motivación principal es la 

de reportar y ofrecer (tanto para investigación básica como para investigación 

aplicada) nuevos materiales que puedan ser utilizados con fines biológicos (ej. 

en microscopías de fluorescencia para elucidar los mecanismos biofísicos y 

bioquímicos responsables de la función celular) y en aplicaciones de teranóstica 

y/o sensado de analitos de interés. 

El objetivo general de esta tesis estuvo así orientado al desarrollo de 

sensores basados en nanopartículas fluorescentes de sílice (SiO2-F NP) en las 

que la molécula responsable de la interacción con la luz se encontraba o bien 

encapsulada en la nanopartícula, o bien unida a su superficie. Las principales 

sondas fluorescentes con las que se trabajó compartían la propiedad de 

absorber y emitir luz en la región del infrarrojo cercano del espectro 

electromagnético (NIR) que, como se explicó, resulta una “ventana biológica” 

de trabajo porque se trata de una luz de alta penetración en tejidos, entre otras 

razones. En varios casos, se buscó colocar en el mismo nano-objeto más de una 

sonda fluorescente. Así, se desarrollaron diversos métodos sintéticos para 

construir los nanomateriales que cumplieran con las características buscadas. 

En este marco, se propusieron también varios objetivos específicos: 

 

-El desarrollo y la optimización de rutas de síntesis orgánicas para la 

obtención de aminotricarbocianinas simétricas nuevas, en particular de una 

molécula sensora de pH (Cy-PIP, su estructura se reporta en el Capítulo 4).  
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-Caracterizar el comportamiento fotofísico de Cy-PIP y establecer la 

dependencia de su absorción y emisión de fluorescencia con el pH del medio 

para evaluar su potencial aplicación como marcador y sensor fluorescente de 

pH. 

 

-La síntesis y caracterización fisicoquímica de un nanosensor de pH 

basado en la modificación superficial de nanopartículas de SiO2 con Cy-PIP 

(Cy-PIP@SiO2). Luego, el ensayo de este sistema en células HeLa como una 

prueba de concepto para medir pH en entornos celulares. 

 

-Sintetizar nanopartículas que encapsulen azul de metileno, un colorante 

catiónico de bajo costo y, fundamentalmente, de NIR, por distintos métodos de 

síntesis de SiO2 (método de Stöber y microemulsión inversa), caracterizar su 

fotofísica y establecer su capacidad de generación de oxígeno singulete (1O2) con 

miras a ser aplicadas en terapia fotodinámica (PDT). En este punto, se buscó 

establecer una correlación entre el método de síntesis, el estado de agregación 

del colorante (de acuerdo a su espectro de absorción) y su rendimiento cuántico 

de formación de 1O2 (ΦΔ). 

 

-Aumentar la robustez del nanosensor Cy-PIP@SiO2 agregando otras 

sondas fluorescentes a la plataforma, como por ejemplo, [Ru(bpy)3]2+ y azul de 

metileno. Así, se apuntó a construir nanopartículas duales (con dos fluoróforos) 

como punto de partida para la síntesis de nanosensores fluorescentes y 

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

 

-Estudiar la encapsulación de sondas fluorescentes comerciales en NP de 

SiO2 por distintos métodos de síntesis 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 Introducción 

 

En este capítulo se describen los procedimientos sintéticos llevados a 

cabo en esta tesis, tanto de moléculas como de materiales híbridos. Por otra 

parte, se presentan las técnicas de caracterización empleadas y su aplicación a 

los sistemas estudiados. 

 

3.2 Síntesis y caracterización estructural de tricarbocianinas 

 

3.2.1 Generalidades 

 

Todas las reacciones de la ruta de síntesis de Cy-PIP se llevaron a cabo en 

colaboración con el laboratorio de la Dra. Carla Spagnuolo del CIHIDECAR-

QO, FCEN-UBA. 

Todos los reactivos utilizados fueron de grado pureza analítica o 

superior, y el proveedor fue Sigma Aldrich. No se realizaron purificaciones 

extras de los reactivos comerciales. Los solventes orgánicos para reacciones de 

síntesis fueron purificados y secados por métodos estándar con anterioridad a 

su uso. En el caso del acetonitrilo, se destiló y se recogió 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 atmósfera de nitrógeno o argón.  
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3.2.1.1 Cromatografías 

 

Las reacciones de síntesis de tricarbocianinas se monitorearon por 

cromatografía en placa delgada de fase reversa (TLC RP-18). Como fase móvil 

se utilizaron mezclas de MeOH-agua-ácido acético, según el requerimiento de 

la reacción. Para purificar los productos intermedios obtenidos, se ensayaron 

cromatografías en columna utilizando como fase estacionaria sílice de tipo RP-

18 (Lichroprep RP-18 40-63 µm, Merck) y como fase móvil mezclas de MeOH y 

agua. El producto final Cy-PIP se purificó mediante cromatografía en placa 

preparativa sobre soporte de vidrio (RP-18). Así, se raspó la sílice a la altura de 

la banda de interés, se resuspendió en MeOH para extraer el compuesto y se 

filtró la suspensión con vacío. Luego se evaporó el solvente a presión reducida 

y se secó el producto obtenido con vacío a temperatura ambiente, protegido de 

la luz. 

 

3.2.1.2 Resonancia magnética nuclear (RMN) 

 

Las caracterizaciones de los productos intermedios de la síntesis se 

realizaron por RMN 1H y 13C. Los espectros de RMN se adquirieron con dos 

equipos: Bruker AC-200 del Departamento de Química Orgánica (FCEN, UBA) 

que trabaja a 200 MHz para 1H y a 50 MHz para 13C y Bruker AM-500 (LANAIS 

RMN-500, CONICET) que opera a 500 MHz para 1H y a 125 MHz para 13C. 

Para la preparación 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 químicos (δ) se expresan en partes por millón (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 señales se asignaron teniendo en 

cuenta espectros informados de 1H y 13C para compuestos similares. También se 

utilizó la herramienta del software Mestre Nova para simular espectros de RMN. 

En el caso de Cy-Cl y Cy-PIP, para asignar las señales inequívocamente, se 

requirieron experimentos de RMN bidimensional por las técnicas de HSQC, 

HMBC y COSY. 

 

3.2.1.3 Espectrometría de masas de alta resolución (HRMS) 

 

Las muestras se enviaron al servicio de Espectrometría de masas del 

UMYMFOR (FCEN, UBA). El equipo con el que se llevó a cabo el análisis de las 

muestras fue un equipo BrukermicroTOFQ-II (ESI+, ESI-).  La fuente de 

ionización 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 síntesis 

 

Para la reacción de N-alquilación del benzoindol de partida se utilizó un 

horno de microondas especial para síntesis orgánica (Monowave 300, AntonPaar) 

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

del equipo. 
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En un recipiente de reacción de microondas de 10 ml provisto de una 

barra magnética para agitación se colocaron: 1,1,2-trimetilbenzo[e]indol (0,96 g, 

4,6 mmol), ácido 6-bromohexanoico (1,34 g, 6,8 mmol) y acetonitrilo (anh) (6,0 

mL). El recipiente de reacción se calentó en un horno de microondas para 

síntesis orgánica a 150ºC durante 2 horas. Se dejó enfriar la mezcla de reacción a 

temperatura ambiente y después se conservó a -20ºC (freezer) durante 2 

semanas. Luego de ese tiempo se observó que el producto había precipitado en 

gran cantidad como un sólido gris. El producto crudo se filtró con vacío, se lavó 

con éter etílico (3 x 10 mL) y se secó con vacío a temperatura ambiente para 

obtener 1,75 g (95%). Para la siguiente reacción se continuó con este producto 

crudo, sin purificaciones adicionales, si bien fueron ensayadas. 

1H NMR (200 MHz, CDCl3): δ 8,19 – 7,89 (m, 3H); 7,87 – 7,51 (m, 3H); 4,59 (t, J = 

7,3 Hz, 2H); 2,25 (t, J = 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 (bisaldehído 

insaturado, BI) 

 

Antes de iniciar la reacción, todo el sistema fue purgado con gas argón. 

El sistema constaba de un balón de dos bocas provisto de un refrigerante de 

reflujo en la boca central y un septum de goma en la boca lateral. El balón se 

cargó con una solución de DMF (20,0 mL, 0,26 mol) en DCM anhidro (20,0 ml, 

0,31 mol), la boca superior del refrigerante se cerró con un septum y se purgó el 

sistema con argón. A través de una cánula de acero inoxidable limpia y seca se 

trasvasó usando presión de gas nitrógeno y manteniendo la temperatura a 0ºC 

(baño de hielo) al balón de dos bocas, gota a gota, una solución de oxicloruro de 

fósforo (18,5 mL; 0,2 mol) en diclorometano (17,5 ml; 0,2 mol). El color de la 

solución se tornó amarillo. Luego, manteniendo la temperatura a 0ºC se añadió 

ciclohexanona (5,0 g; 5,3 ml; 0,05 mol) gota a gota (jeringa de vidrio) durante 30 
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minutos (la reacción es altamente exotérmica). La solución se puso roja. Una vez 

completada la adición de ciclohexanona, a la salida del refrigerante se colocó 

una trampa de CaCl2 (anh) para evitar el ingreso de la humedad ambiente al 

sistema y la mezcla se llevó a reflujo durante 3 horas. Después de este tiempo, la 

mezcla de reacción se dejó enfriar a temperatura ambiente (1 hora) y luego se 

enfrió a -20ºC, temperatura a la cual se mantuvo durante 18 horas. Luego de ese 

tiempo, se observó la aparición de unos cristales amarillos que se filtraron bajo 

vacío y se lavaron primero con agua fría (10 ml) y luego con éter dietílico (3 x 10 

mL). Los cristales secaron al vacío (a temperatura ambiente) para obtener 3,97 g 

(46%). Es importante tener en cuenta que el producto es inestable y debe 

almacenarse a -20ºC (durante un período no superior un mes).  

1H RMN (200 MHz, DMSO-d6): δ 2,35 (t, J = 6,1 Hz, 4H); 1,65 - 1,48 (m, 2H). 

 

3.2.2.3 Tricarbocianina clorada Cy-Cl 

 

En un balón 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 “bisaldehído 

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 añadieron n-butanol 

anhidro (9,4 ml) y benceno anhidro (4,0 ml). El sistema se purgó con argón bajo 

agitación. La mezcla se reflujó durante 1 hora y la reacción fue monitoreada por 

TLC. Se dejó enfriar la mezcla de reacción a 50 °C y se añadió 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 

reflujó durante otra hora y luego de ello se dejó enfriar a temperatura ambiente. 

La piridina se eliminó a presión reducida en rotavapor mediante arrastres con 

tolueno (forma un azeótropo) y el residuo resultante se lavó con Et2O para 

inducir la cristalización. Se obtuvo un sólido verde que luego fue purificado por 
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cromatografía de exclusión por tamaño Sephadex utilizando MeOH como 

eluyente. Las fracciones puras se recogieron, se evaporaron y se secaron al vacío 

a temperatura ambiente. El producto purificado se obtuvo como un sólido color 

verde inglés (87 mg, 49%).  

1H NMR (500 MHz, MeOD-d4): δ 8,55 (dd, J = 14,7, 3,0 Hz, 2H); 8,27 (d, J = 8,6 

Hz, 2H); 8,09 – 7,95 (m, 4H); 7,65 (t, J = 8,9 Hz, 4H); 7,57 – 7,43 (m, 2H); 6,33 (dd, 

J = 14,6, 4,9 Hz, 2H); 4,31 (t, J = 6,7 Hz, 4H); 2,77 (t, J = 6,0 Hz, 4H); 2,34 (ddd, J = 

15,6, 9,5, 5,3 Hz, 4H); 2,02 (s, 11H); 1,95 – 1,81 (m, 12H); 1,71 (dd, J = 14,5, 7,7 Hz, 

4H); 1,54 (dd, J = 13,9, 7,3 Hz, 4H). 

 

3.2.2.4 Aminotricarbocianina Cy-PIP 

 

En un balón 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 agregó TEA (123 

µL; 0,9 mmol) y se purgó el sistema con argón, bajo agitación. La solución 

resultante se agitó durante toda la noche, protegida de luz, y la atmósfera inerte 

se garantizó usando un globo con presión positiva de argón. Una vez 

monitoreada la reacción por TLC (RP-18, MeOH), el disolvente se eliminó en un 

Speedvac. Se obtuvo el producto crudo como un residuo azul intenso que se 

purificó mediante cromatografía de exclusión por tamaño en columna Sephadex 

(LH-20, MeOH) y cromatografía en columna RP-18 (MeOH-H2O 90:10). El 

producto puro resultó un sólido de color azul oscuro (62,5 mg, 62%).  

1H NMR (500 MHz, MeOD-d4): δ (ppm) 8,22 (d, J = 8,5 Hz, 2H); 7,99 – 7,94 (m, 

6H); 7,61 (dd, J = 14,0, 7,1 Hz, 3H); 7,52 (d, J = 8,9 Hz, 2H); 7,46 – 7,40 (m, 2H); 

6,08 (d, J = 13,7 Hz, 2H); 4,17 (t, J = 7,4 Hz, 4H); 3,79 (s, J = 4,7 Hz, 4H); 2,89 (s, 

4H); 2,63 – 2,55 (m, 7H); 2,29 (t, J = 7,3 Hz, 4H); 2,02 (s, 12H); 1,93 – 1,85 (m, 6H); 

1,72 (dt, J = 15,0, 7,3 Hz, 4H); 1,53 (t, J = 7,7 Hz, 4H).  

13C NMR (500 MHz, MeOD-d4): δ (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 Síntesis de SiO2-F NP 

 

3.3.1 Generalidades 

 

Todas las síntesis de materiales descriptos en esta tesis se realizaron en 

los laboratorios de la Gerencia Química (Centro Atómico Constituyentes, 

CNEA). 

 

3.3.1.1 Acondicionamiento del material de vidrio 

 

Para todas las reacciones de síntesis 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 consistió en un 

tratamiento bajo agitación con solución de potasa alcohólica (KOH/EtOH) 

fresca, luego enjuagues exhaustivos con EtOH, agua destilada y, por último, 

agua calidad mQ. Los reactores de vidrio se secaron en estufa a 130ºC y se 

retiraron de ella sólo treinta minutos antes de su uso. 

 

3.3.1.2 Condiciones experimentales generales y tratamiento previo de los 

reactivos 

 

Siempre que se utilizó NH3 (c) se trabajó bajo campana de extracción. La 

temperatura, salvo se indique en el procedimiento experimental específico, no 

se controló y las reacciones se llevaron a cabo a temperatura ambiente, entre 18 
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Las NP siempre se purificaron mediante ciclos de centrifugación-

sonicado. La velocidad y el tiempo de centrifugación se eligieron de acuerdo al 

tamaño de las NP. 

 

3.3.2 Semillas de SiO2 por el método de Stöber 

 

Las cantidades de los reactivos se calcularon, de acuerdo al tamaño 

deseado de las NP, utilizando como guía Ecuación (1) de Bogush et al.2 

(Capítulo 1). Los diámetros típicos buscados fueron de 100 nm. 

En un balón de 100 ml (Vol. total de reacción 55 ml) se pesaron 39,4 g de 

EtOH absoluto (0,856 mol), 0,971 g de H2O (0,054 mol) y 1,7 g NH3 (c) (~0,1 

mol). Bajo agitación vigorosa, se agregaron 2,25 ml de TEOS (0,01 mol) y el 

sistema se dejó agitando durante 18 horas a temperatura ambiente. El diámetro 

hidrodinámico se monitoreó por DLS (cercano a 115 nm con este protocolo). Las 

NP se purificaron mediante ciclos de centrifugación-sonicado con EtOH de 

farmacia. 

 

3.3.3 APTES@SiO2 por modificación del método de Stöber 

 

En una botella de vidrio se preparó una solución con 157,5 g de EtOH 

absoluto, 3,7 g de agua mQ y 6,7 g de NH3 (c). Bajo agitación vigorosa se 

agregaron 8,6 g (4,1 mmol) de TEOS a la solución. Se dejó agitando la mezcla de 

reacción durante 5 horas a temperatura ambiente a una velocidad moderada, y 

al cabo de ese tiempo se observó un aumento de la opalescencia. Se agregó a la 

mezcla una solución preparada mezclando 0,3 ml de APTES con 5 ml de EtOH 

absoluto. Se agitó a temperatura ambiente durante 18 horas y, una vez 

transcurrido ese tiempo, la suspensión resultante se centrifugó (7200 rpm, 30 

minutos) y se separó el sobrenadante. Las NP así obtenidas se purificaron 



~ 3-11 ~ 
 

mediante ciclos de centrifugado-resuspensión con EtOH y agua desionizada, 

hasta que el sobrenadante alcanzó un pH de 7. Las NP se secaron bajo vacío a 

60ºC durante 16 horas y así se obtuvo el producto como un fino polvo blanco. 

 

3.3.4 Cy-PIP@SiO2 

 

Se agregaron 100 µL de una solución de 1,1-carbonildiimidazol (11,6 mg) 

en DMF anhidra (1,0 ml) sobre una solución de Cy-PIP (4,2 mg) en DMF 

anhidra (250 µL). El sistema fue purgado con nitrógeno y agitado durante 1 

hora hasta completar la activación de los ácidos carboxílicos de la molécula. 

Luego, la mezcla de reacción fue agregada sobre una suspensión bien dispersa 

de 20,9 mg de APTES@SiO2 en 200 µl de DMF. Se dejó que la mezcla reaccionara 

overnight, protegida de la luz. Luego, se eliminaron los remanentes de reactivos 

mediante ciclos de centrifugación y resuspensión, hasta no observar más 

emisión de fluorescencia en el sobrenadante (λexc = 650 nm). 

 

3.3.5 MB@ SiO2 

 

3.3.5.1 Por modificación del método de Stöber (MB@SiO2-ST) 

 

El volumen de reacción 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 NH3. 

 

Procedimiento general:  

En una botella de vidrio se colocaron 27,5 g de EtOH absoluto, 2,4 g de 

agua mQ y 1,3 g de NH3 (c), bajo campana. Se adicionó un pequeño volumen de 

solución etanólica de MB (Solución 1). Bajo agitación vigorosa, se agregaron 1,52 

ml (1,43 g; 6,86.10-3 mol) de TEOS. El reactor se cubrió de la luz y se dejó 



~ 3-12 ~ 
 

agitando durante 24 horas. A las 2 horas de reacción ya se observaba una mayor 

opalescencia en las soluciones. Para aislar las NP, se centrifugó a 5000 rpm 

durante 15 minutos y se obtuvieron un residuo sólido azul o celeste según el 

caso y un sobrenadante de color violeta. Los precipitados de NP se purificaron 

por ciclos de centrifugación-sonicación, hasta no observar MB en el 

sobrenadante por espectroscopía UV-visible.  

La Solución 1 se preparó con x mg de MB C16H18ClN3S·3H2O (MW 373,85) 

en 0,5 ml de EtOH absoluto, donde x fue: a) 5,1 mg (1.36.10-5 mol) o b) 0,51 mg 

(1,36.10-6 mol). En el caso a) la relación molar MB: SiO2 resulta de 1: 500 

(MB@SiO2-ST-1) y, en el caso b) de 1: 5000 (MB@SiO2-ST-2). 

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

espectroscopía UV-visible y espectroscopía de fluorescencia. 

 

3.3.5.2 Por microemulsión inversa (MB@SiO2-ME) 

 

NP núcleo 

La solución de microemulsión (ME) se preparó mezclando cantidades 

adecuadas de surfactante, co-surfactante, disolvente orgánico, solución acuosa 

de colorante y NH3 (c), que actúa como catalizador para la hidrólisis de los 

silanos. El volumen total inicial del lote fue de 227 ml. La relación 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@SiO2-ME-1), 2/2 (MB@SiO2-ME-2) y 3/1 

(MB@SiO2-ME-3). 

Procedimiento general para MB@SiO2-ME-2: la solución de la ME se 

preparó 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 solución acuosa de MB 0,1 M (0,12 mmol MB, 66,7 mmol 

agua). Luego, se agregaron 2,4 ml de NH3 (0,60 g NH3, 35,3 mmol NH3, 1,56 g 
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H2O, 86,7 mmol H2O). Bajo agitación, rápidamente se agregó una mezcla de 

1760 µl de HDTMOS (1,566 g, 4,52 mmol) y 1000 µl de TEOS (0,933 g, 4,48 

mmol). Luego de 18 horas de reacción bajo agitación moderada, se separaron 5 

ml del lote como contramuestra y el resto del volumen se dividió en dos 

fracciones, para sintetizar NP núcleo-cáscara como se detalla a continuación. 

 

NP núcleo-cáscara 

Reacciones 

1) MB@SiO2-ME 

Se agregaron 125 µl de TEOS y 375 µl de NH3 (c) a 50 ml de mezcla de 

reacción de NP núcleo y la mezcla se dejó agitando durante 18 horas. 

2) MB@SiO2-ME-NH2 

Se agregaron 375 µl (0,356 g, 1,60 mmol) de APTES y 1125 µl de NH3 (c) 

a 172 ml de mezcla de reacción de NP núcleo. Se dejó reaccionar bajo agitación 

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 reacción. La mezcla se dejó reposar durante 1 

hora y se observó turbidez en el fondo de los frascos de reacción. Se separó el 

sobrenadante y se recuperó el precipitado con EtOH. Las suspensiones 

etanólicas de NP se purificaron por ciclos de centrifugación-resuspensión (7500 

rpm, 1 hora) en EtOH y agua mQ hasta que el pH de los sobrenadantes se 

acercó a 7. 

En el caso de que MB@SiO2-ME-NH2 fueran a utilizarse en reacciones de 

funcionalización de la superficie, las NP se secaron a 60ºC durante 3 horas y 

luego bajo vacío a temperatura ambiente hasta peso constante. El producto se 

obtuvo como un fino polvo azul. Caso contrario, las suspensiones etanólicas se 

conservaron en heladera, protegidas de la luz. 
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3.3.6 NP duales [Ru(bpy)3]2+@SiO2-NH-Cy-PIP 

 

3.3.6.1 [Ru(bpy)3]2+@SiO2-NH2 

 

Se realizaron mediante una modificación del método reportado por 

Mirenda et al.3 

Primero se sintetizaron semillas de SiO2 con el protocolo descripto en la 

Sección 3.3.2. A las 2 horas de reacción, se agregó a la mezcla una solución 

preparada con 0,57 mg de Ru(bpy)3.Cl2.6 H2O en 0,5 ml de EtOH absoluto junto 

con 100 µl de TEOS. Luego de 1 hora se adicionaron 100 µl de TEOS (en 0,3 ml 

de EtOH) y, después de otra hora, 100 µl más (en 0,3 ml de EtOH). Luego de 1 

hora más, se agregaron 100 µl de APTES (en 0,5 ml de EtOH) y la mezcla de 

reacción se dejó agitando overnight. 

Las NP se purificaron mediante ciclos de centrifugación (7500 rpm, 15 

min)-resuspensión. Parte del lote se secó en estufa a 60ºC durante 1 hora y 

luego en estufa de vacío a temperatura ambiente. Las NP se obtuvieron como 

un polvo amarillo. 

 

3.3.6.2 Post-funcionalización con Cy-PIP 

 

El grupo –COOH de Cy-PIP se activó con CDI en DMF (anh) de forma 

análoga al procedimiento descripto en la Sección 3.3.4. Para ello, en un vial se 

mezclaron una solución preparada con 1,1 mg de Cy-PIP y 200 µl de DMF y 

una solución de 12,2 mg de CDI en 600 µl de DMF. Se dejó reaccionar 1 hora 

protegido de la luz (Solución A). Mientras, en un vial de vidrio de 5 ml se 

pesaron 170 mg de NP [Ru(bpy)3]2+@SiO2-NH2 y se dispersaron en 700 µl de 

DMF. A dicha suspensión de NP se le agregaron 750 µl de la Solución A, y se 
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dejó agitando overnight. Las NP se recuperaron por centrifugación (13000 rpm, 

15 min) y se lavaron con etanol y agua para eliminar los restos de imidazol de la 

reacción de acoplamiento. 

 

3.3.7 NP duales MB@SiO2-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 agitación se mezclaron 22 µl de solución madre de Cy-Test y 200 µl de 

solución madre de CDI. Se agregaron 800 µl de DMF y se dejó que la reacción 

procediera durante 1 hora bajo atmósfera de nitrógeno. Luego se agregó al vial 

de reacción una dispersión de MB@SiO2-ME-1-NH2 (secas) en 1 ml de DMF y se 

dejó reaccionar durante 18 horas, protegido de la luz. 

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

rpm, 30 min)-sonicado. 

 

3.3.8 ATTO488@SiO2 

 

La inclusión del colorante se realizó por co-condensación de TEOS y del 

derivado APTES del ATTO 488. 

 

Síntesis del silano APTES-ATTO488 

Se realizaron dos protocolos, dependiendo del colorante de partida. Con 

ATTO 488 en su forma de ácido carboxílico libre, se realizó una activación con 

CDI de forma análoga a lo explicado en secciones previas. 

Cuando se utilizó ATTO 488 en forma de éster de N-hidrosuccinimida 

(NHS), la reacción se llevó a cabo en DMF (1100 µl) a partir de 0,2 mg de 

colorante (2,04.10-7 mol), 10 µl de APTES (4,28.10-5 mol). El vial de reacción se 
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selló, se purgó con nitrógeno y se dejó agitando durante 2 horas, protegido de la 

luz. La solución de reacción (color rojiza) se llamó Solución A. 

 

Síntesis de NP ATTO488@SiO2-VS 

Se sintetizó a partir de una variación del protocolo reportado por Penelas 

et al.4 En un balón de 100 ml se pesaron 48,04 g EtOH absoluto, 1,13 g de H2O 

mQ, y 2,7 ml de NH3 (c). Bajo agitación vigorosa, se agregó rápidamente una 

solución preparada con 3 ml de TEOS, 9,64 g de EtOH absoluto y 550µl de 

Solución A. Se dejó agitando la mezcla durante 18 horas. Se controló el tamaño 

por DLS, y se obtuvo un diámetro hidrodinámico (EtOH) de 96 nm (PDI 0,073). 

Sobre esa base, y a partir de consideraciones de tamaño, se calculó agregar 969 

µl de viniltrietoxisilano (VTES) a la reacción (50 monocapas). Nuevamente, la 

mezcla se dejó reaccionar overnight. Se realizaron tres arrastres a presión 

reducida (30ºC) hasta la mitad del volumen y se repuso EtOH fresco cada vez, 

para eliminar el NH3 de la reacción. Después de la destilación, el pH fue de 7. 

Luego se eliminó el exceso de VS por ciclos de centrifugación-resuspensión en 

EtOH. Las NP así obtenidas (~6 % p/v) se utilizaron en el paso siguiente de 

reacción. 

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

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

 

Reacción click tiol-eno sobre la superficie 

Se separó una tercera parte del volumen del Lote de VS (~0,3 g NP, ~6 % 

p/v) para esta reacción. En una botella de 50 ml se pesaron 0,2580 g de ácido 

mercaptosuccínico (MSA) (relación molar VS-MSA 1:1) y 0,0625 g de 

benzofenona (Bzf) (relación molar VS-Bzf 1:0,2). Se ajustó el volumen de 

reacción con EtOH para que la suspensión de NP fuera ~1% p/v. Bajo agitación, 

se irradió la suspensión con una lámpara de tubo de 15 W de potencia y una 

longitud de irradiación máxima de 352 nm. Una vez finalizada la reacción, la 
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suspensión se purificó mediante ciclos de centrifugación y resuspensión con 

EtOH y agua. Las NP se almacenaron en suspensión de EtOH (heladera) para 

ensayos posteriores. 

 

3.3.9 PTCDA@SiO2 

 

La sonda PTCDA (Perileno-dianhidrido-3,4,9,10-tetracarboxílico) se 

encapsuló en la matriz de sílice por el método de microemulsión inversa, de 

forma análoga a lo descripto para las NP núcleo-cáscara MB@SiO2 de la Sección 

3.3.5.2. 

 

3.4 Caracterización rutinaria de los materiales 

 

3.4.1 Dispersión dinámica de luz (DLS) 

 

El equipo empleado fue un BI-200 SM (Brookhaven Instrument) 

equipado con un detector de fotodiodo de avalancha (λ 637 nm). Dicho equipo 

cuenta con un accesorio para termostatizar la celda de medición. En general, las 

muestras se prepararon a partir de la dilución de 50 µl de suspensión madre de 

NP (~1% p/v, EtOH) en 15 ml del solvente en el que se quisiera evaluar el 

diámetro hidrodinámico (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 estabilizó a 25ºC en la celda de medida (15 minutos). En la 

mayoría de los casos, se midió la dispersión dinámica de luz a 90º. En algunos 

casos, se trabajó a ángulo variable, midiendo la dispersión dinámica de luz 

desde 30º a 150º, cada 10º. Los diámetros hidrodinámicos que el software de 

Brookhaven informa se calcularon a partir de aplicar el método de Análisis de 

Acumulados y teniendo en cuenta la Ecuación de Stokes-Einstein. Asimismo, 
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otro dato valioso del análisis de DLS es el índice de polidispersión (PDI), 

relacionado con el ancho de la distribución del tamaño de partícula. 

 

3.4.2 Espectroscopía infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) 

 

Se utilizó un equipo Nicolet Magna 560 con un detector MCT-A en modo 

DRIFTS (Espectroscopía infrarroja de reflectancia difusa por Transformada de 

Fourier). Para enfriar el detector se utilizó nitrógeno líquido. 

Las NP se secaron bajo vacío 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 espectroscópica. Las mezclas se 

homogeneizaron en un mortero de ágata 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 pequeñas alícuotas 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 añadieron 100 µl de suspensión de NP muestra 

(concentración final ~0,015 % p/v). Se verificó el valor del pH con pH-metro. 

Entre muestra y muestra, el canal de inyección se lavó 3 veces con agua mQ y 

KCl 10 mM. 

 

3.4.4 Microscopía electrónica de barrido (SEM) 
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Las micrografías de FE-SEM se tomaron en un microscopio Zeiss Leo 982 

Gemini (CMA, FCEN, UBA) en el modo de electrones secundarios. Los análisis 

de las imágenes se realizaron con el programa libre Image J. En general, para 

cada imagen, se midió el diámetro de 100 NP, se calculó el promedio y la 

desviación estándar. 

 

3.4.5 Microscopía electrónica de transmisión (TEM) 

 

Las imágenes de TEM se tomaron en un microscopio TEM Philips EM 301 

(CMA, FCEN, UBA). Los análisis de las imágenes se realizaron de forma 

análoga a las de SEM. 

 

3.5 Espectroscopías 

 

3.5.1 Generalidades UV-vis y fluorescencia en estado estacionario 

 

En general, todas las medidas de fluorescencia en estado estacionario 

(incluyendo la anisotropía) se realizaron en colaboración con el Dr. Martín 

Mirenda, investigador de CONICET con lugar de trabajo en CNEA. 

Las medidas de absorción UV-visible se realizaron en un 

espectrofotómetro Cary 50 Conc UV-Vis (Varian), equipado con un 

portamuestras termostatizado. En la mayoría de los casos, se utilizaron cubetas 

de cuarzo de 1 cm de paso óptico. 

Los espectros de fluorescencia de estado estacionario se registraron en un 

Fluorómetro Felix X32 PTI, equipado con una lámpara de xenón UXL-75XE y un 

portamuestras termostátizado. Tanto los monocromadores de excitación como 

los de emisión presentan rejillas de 1200 líneas/mm, en las que 1 mm 

corresponde a un ancho de banda de 4 nm. Las rendijas de excitación y emisión 
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se ajustaron de acuerdo a los requerimientos de cada experimento. Sin 

embargo, para medir soluciones típicamente se utilizaron (tanto en excitación 

como emisión) en 0,5 mm (2 nm) y, para medir coloides en 1,5 mm (6 nm). 

Las medidas de anisotropía de fluorescencia se realizaron con el mismo 

fluorómetro, agregando polarizadores en la excitación y en la emisión. La 

anisotropía de fluorescencia en estado estacionario <r(λ)> se calculó a cada 

longitud de onda de emisión mediante las ecuaciones (1) y (2):5 

 

(1) 

 

(2) 

 

I(λ) representa la intensidad de emisión y los subíndices denotan la 

orientación del vector, linealmente polarizado, de los haces de excitación y 

emisión respectivamente. V indica polarización vertical mientras que H 

representa polarización horizontal con respecto al plano de incidencia. El factor 

G(λ) corrige las diferencias de sensibilidad de los elementos ópticos del 

espectrofluorómetro en la dirección de polarización de la luz.  

Para coloides, las medidas de anisotropía se llevaron a cabo de forma 

análoga a las medidas de moléculas, pero utilizando DMF como solvente. 

Si bien el fenómeno de dispersión de luz coloidal es la base de técnicas 

como DLS, en el caso de la espectroscopía UV-visible, complica el análisis de la 

absorción de luz ya que debe tenerse en cuenta una componente dispersiva 

(que posee una dependencia con 1/λ4) en la señal de absorción. Una forma de 

solucionar parcialmente este problema es elegir un solvente que posea un 

índice de refracción similar a las NP como medio dispersante. La DMF es un 

solvente adecuado pues tiene un índice de refracción de 1.4288 (298.15 K)6, muy 

similar al de las NP de SiO2, que puede tomarse como 1.4757, valor altamente 

dependiente del grado de porosidad o condensación de las redes de Si-O-Si. 
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Dado que la dispersión de luz es función de la diferencia entre los índices de 

refracción entre las NP y el solvente, minimizar este contraste permite discernir 

las bandas de absorción de los colorantes inmovilizados en las NP. 

Así, para evaluar el espectro de absorción de colorantes inmovilizados en 

matrices de SiO2, en la mayoría de los casos se utilizaron dispersiones en DMF. 

Luego de restar la absorción del blanco de solvente (DMF), los espectros se 

corrigieron por el efecto residual de la dispersión de luz, simulando una línea 

de base de dispersión (función exponencial entre 400 y 800 nm, muy similar a 

un decaimiento proporcional a 1/λ4) a partir de los espectros experimentales con 

un programa creado en MATLAB. Los espectros que se presentan en el 

Capítulo 7 NP de MB@SiO2 se han corregido de esta manera. 

Por otra parte, las curvas de titulación tanto de moléculas como de NP 

por absorbancia y por fluorescencia se llevaron a cabo en cubetas de cuarzo de 

1cmx1cm, bajo agitación. Las muestras se prepararon en buffer PBS 10 mM 

((Cy-PIP) < 10µM o 200 µl de suspensión de NP ~10 mg/ml EtOH en 2 ml de 

PBS) y el pH se ajustó con un microelectrodo mediante el agregado de 

pequeños volúmenes de HCl y NaOH 1 M. Todas las soluciones se filtraron 

previo a su uso con filtros de jeringa de 0,22 µm. Los espectros se corrigieron 

por línea de base y por dilución y, en algunos casos de medidas de coloides, fue 

necesaria una corrección por dispersión de luz a partir de medir una dispersión 

blanco de NP o, de simular una función de corrección.  

 

3.5.1.1 Estimación de la liberación de MB de MB@SiO2-ST 

 

Típicamente, las NP se guardaron suspendidas en EtOH absoluto 

protegidas de la luz hasta el momento del ensayo. Para evaluar la liberación e 

colorante de MB@SiO2-ST, se partió de un volumen total de 7,5 ml de 

suspensión. Se centrifugaron dichas suspensiones (5000 rpm, 20 minutos) y se 

separaron los sobrenadantes etanólicos para su posterior medición 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 alícuotas de alrededor de 0,3 ml que se trasvasaron a eppendorfs 

limpios. Dichas alícuotas se centrifugaron en microcentrífuga a 12000 rpm 

durante 15 minutos, se separaron los sobrenadantes etanólicos y se agregaron 

0.8 ml de DMF calidad espectroscópica. Se sonicaron durante 30 minutos y, 

luego se midieron en el espectrofotómetro UV-visible utilizando DMF como 

solvente y realizando diluciones adecuadas. 

En todos los casos, y por supuesto teniendo en cuenta las diluciones, se 

evaluó la relación molar de dímero de MB en el sobrenadante respecto de las 

NP para todo el volumen total de suspensión (7,5 ml). Se tomó la absorbancia a 

597 nm en todos los casos (máximo del dímero) y se consideró un 100% de 

dímero para las NP, sobre el cual se calculó la contribución porcentual del 

dímero en el sobrenadante etanólico. 

 

3.5.2 Fluorescencia resuelta en el tiempo 

 

Todas las medidas resueltas en el tiempo se llevaron a cabo en 

colaboración y bajo la supervisión del Dr. Pedro Aramendía 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 básicos (8,85; 8,38; 8,01 y 7,53). La 

concentración utilizada de fluoróforo fue siempre menor a 5 µM. 

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 

pasó 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 detección con la polarización se 

eliminó utilizando la condición de “ángulo mágico” (polarizadores de 
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excitación y emisión a 0° y 54,7°, respectivamente). Usando filtros de emisión 

adecuados, la señal de emisión fue registrada en por un fototubo multiplicador. 

Se utilizó una configuración de detección de 13,7 ps/canal para todas las 

medidas. 

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

de deconvolución IBH DataStation. 

 

3.5.3 Rendimiento cuántico de fluorescencia de MB@SiO2 

 

Los rendimientos cuánticos de fluorescencia experimentales (f) se obtienen 

utilizando la siguiente ecuación: 

 

 

(3) 

 

siendo fR el rendimiento cuántico 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 excitación y JM y JR el número de fotones 

emitidos por la muestra y la referencia calculados a través de la siguiente 

integral: 

 

(4) 

 

donde I(λ) 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 utilizó MB colorante libre que tiene un ΦF  = 0,04 en 

etanol.8 Tanto los espectros de emisión de MB libre como de las NP MB@SiO2-
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ME-1-1O2  (λex = 580 nm) se colectaron luego de desgasar las muestras 15 

minutos con nitrógeno. 

 

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 HeLa 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% CO2. Las células se 

plaquearon 24 horas antes del tratamiento (hasta 1 x 105 por well) sobre 

cubreobjetos de vidrio de 12 mm en 24 well-plates para experimentos de 

microscopía. Para los experimentos de citometría de flujo, se plaquearon de a 

2,5×106 células en platos para citometría de 60 mm. Para evaluar la absorción y 

la internalización de la nanosonda Cy-PIP@SiO2 por microscopía de 

fluorescencia, las células fueron tratadas durante 1 hora con diluciones de 

diferente concentración de NP, lavadas con PBS e incubadas durante 240 min a 

37°C en medio de cultivo. Luego fueron fijadas con paraformaldehído al 5% y 

analizadas en la microscopía. Si bien en el rango de mg/mL las células 

mostraron protrusiones de membrana y desprendimiento, en el rango de 2 

µg/mL no se observó toxicidad biológica aparente, manteniendo una señal 

robusta de fluorescencia en la ventana de tiempo del experimento. 

 

3.6.1 Microscopía confocal de fluorescencia 

 

La microscopía confocal de fluorescencia de barrido por láser se realizó 

utilizando un microscopio Olympus Fluoview FV 1000 con un objetivo de 

inmersión en agua UPLSAPO 60x 1,2 NA. El colorante DAPI (4′,6-Diamidino-2-
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fenilindol dihidrocloruro, Invitrogen) se utilizó para teñir los núcleos celulares, y 

se excitó con un láser de 405 nm (en la emisión se usó un filtro pasa banda (BP) 

de 430–470 nm. Para excitar a Cy-PIP se usó un láser de 637 nm y para recoger 

su emisión se empleó un filtro pasa banda de 655–755 nm. Para la adquisición 

de imágenes siempre se utilizó el modo secuencial de barrido. 

Se analizaron muestras fijadas a distintos tiempos posteriores a la 

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

 

3.6.2 Citometría de flujo 

 

La citometría de flujo se llevó a cabo con un instrumento Benton 

Dickinson FACSAriaII. Para la dispersión de luz en las componentes lateral (SSC) 

y frontal (FSC) se utilizó un láser 488 nm, y se colectó la dispersión a 530±15 nm. 

Para excitar a la sonda Cy-PIP se utilizó un láser de 633 nm y la observación de 

la fluorescencia se realizó a 780±30 nm. Se evaluaron muestras a 1, 2, 3 y 4 horas 

(como se realizó para la microscopía) una vez transcurrida la incubación con 

NP. Se realizaron dos experimentos controles: la medición de NP Cy-PIP@SiO2 

y la medición de células HeLa sin tratar con NP. 

El análisis de datos fue realizado con el software WinMDI Version 2.9. 

Parte del análisis de datos consistió en generar histogramas para cada tiempo 

post-incubación (1, 2, 3 y 4 horas) seleccionando una ventana (gating) de 

eventos positivos para la señal 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 

determinó la intensidad de fluorescencia promedio de la población analizada y 

se estableció un porcentaje de la población 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 Medición de la generación de oxígeno singulete (1O2) de 

MB@SiO2 con un monitor químico (DPBF) 

 

Estas medidas se realizaron en carácter de colaboración con el Dr. 

Hernán B. Rodríguez en el Departamento de Química Inorgánica de FCEN, 

UBA. 

DPBF (1,3-difenilisobenzofurano) es un monitor químico muy utilizado 

para medir 1O2 en diferentes medios y condiciones.9,10 Presenta una banda de 

absorción con un máximo a 415 nm que desaparece al reaccionar con 1O2, 

producto de su peroxidación (Esquema 3-1).11,12 Los experimentos con este 

monitor se realizaron en solución de DMF (para minimizar la dispersión de la 

luz de las NP). 

 

 

Esquema 3-1. Reacción de peroxidación del DPBF en presencia de 1O2. 

 

Se realizó una estimación de  para suspensiones de MB@SiO2 en DMF 

(purificada y anhidra). El procedimiento consiste en agregar un pequeño 

volumen de suspensión de NP (con absorbancia menor que 0,1) dentro de una 

cubeta de absorción de 1 × 1 cm que contiene la solución con el DPBF. El arreglo 

experimental puede observarse en la Figura 3-3. Los ensayos fueron realizados 

utilizando irradiación policromática con una lámpara de proyector (Philips 

7748SEHJ, 24V-250W), un filtro de agua y un filtro de corte de 495 nm (Schott 

GG 495) a fin de evitar la absorción de luz por parte del monitor químico. 
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Figura 3-3. Experimento de fotólisis para generar oxígeno singulete a partir de NP MB@SiO2 en 

presencia de DPBF. 

 

La cubeta se colocó en su portamuestras y se irradió por un cierto tiempo 

(cronómetro) con la lámpara, bajo agitación. Inmediatamente se registró el 

espectro de absorción de la muestra. Este procedimiento se repitió para cubrir 

una ventana representativa de tiempo de irradiación para cada muestra. 

En la aproximación de estado estacionario, la velocidad de desaparición 

del monitor, v (M s-1), resulta igual a:  

 

(5) 

 

donde IA es la intensidad absorbida por el fotosensibilizador (Einstein L-1 

s-1), Q es la concentración de monitor, kQ la constante de apagamiento 

(quenching) y kd es la constante difusional del oxígeno en el medio de reacción. 

En experiencias bajo irradiación policromática: 

 

(6) 

 

donde I0(λ)dλ es la intensidad de radiación incidente entre λ y λ + dλ, 

A(λ) es la absorbancia del fotosensibilizador a la longitud de onda λ y la 
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integral se extiende al intervalo de longitudes de onda de medición, limitada 

por el sistema de radiación utilizado y las características del fotosensibilizador. 

En las experiencias realizadas, la absorción se colectó entre 350 nm y 700 nm, 

pero para los cálculos de intensidad absorbida se utilizó el rango 480-700 nm, 

que es la región en la que absorbe luz el azul de metileno. Los espectros de NP 

debieron corregirse por dispersión de luz. 

En el caso particular en que kd << kQ [Q], la Ecuación (3) se convierte en: 

 

(7) 

 

independientemente de la concentración de monitor, condición que debe 

ser verificada experimentalmente. 

La determinación de  se realiza usando un compuesto de referencia 

con rendimiento cuántico de formación de 1O2 conocido (ΔR). A partir de la 

pendiente del gráfico absorbancia vs. tiempo para la muestra (M) y para la 

referencia (R) se pueden obtener las velocidades vM y vR, respectivamente. 

Utilizando la siguiente ecuación se calcula ΔM: 

 

(8) 

 

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

rendimiento cuántico ΦΔ de 0,52.  
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4 Una aminotricarbocianina (Cy-PIP) como 

sensor molecular de pH 

 

4.1 Introducción 

 

Conocer el pH intra y extra celular es de fundamental importancia en lo 

que respecta a entender procesos fisiológicos y biológicos tales como la 

endocitosis, el metabolismo celular, el transporte de iones o enfermedades como 

el cáncer1. En este contexto, todas las proteínas dependen del pH para mantener 

su estructura y función, mientras que los procesos de protonación-

desprotonación determinan la carga de las superficies biológicas y habilitan 

diversos caminos metabólicos2. En la Figura 4-1 se esquematizan los diferentes 

pHs de algunos compartimientos de células eucariotas1. 

 

 

Figura 4-1. pH de los diferentes compartimientos celulares eucariotas. Adaptación de Casey et al. 2010.1 

 

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

alteración del metabolismo de las células tumorales en comparación con células 
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sanas. En las primeras, la falta de oxígeno y nutrientes lleva a niveles elevados 

de ácido láctico (bajo pH), que afecta la permeabilidad de la célula a las drogas 

terapéuticas y, por tanto, promueve la diseminación de tumores3,4. En este 

contexto, la detección de eventos biológicos y su transducción lumínica 

estimula la investigación en sistemas moleculares (fluoróforos orgánicos5) y de 

tamaño nanométrico (nanopartículas emisoras6,7). Por otro lado existe un gran 

interés en el desarrollo de técnicas de visualización (imaging) óptica para 

monitorear la biodistribución de nanofármacos basándose en las propiedades 

ópticas de los tejidos subcutáneos humanos. Existe una “ventana biológica” de 

trabajo en la región del infrarrojo cercano del espectro electromagnético (NIR, 

650-900 nm) donde los tejidos son relativamente transparentes ya que poseen 

una baja absorción de luz, autofluorescencia y dispersión de luz.  

La síntesis de fluoróforos orgánicos y nanopartículas de “conversión 

ascendente” (upconversion) basadas en lantánidos con actividad en el NIR es 

altamente relevante debido a su aplicación en biología y medicina8–12. La luz de 

emisión de estos sistemas de NIR tiene alta penetración en tejidos y mínima 

señal de emisión o fondo (background) de los componentes celulares. Técnicas 

alternativas como la Tomografía por Emisión de Positrones (PET) o la 

Tomografía Computada por Emisión Monofotónica (SPECT) involucran la 

utilización de compuestos radiomarcados con bajos tiempos de vida media y 

equipamientos experimentales complejos con detectores costosos. Así, en 

comparación con las técnicas de PET y SPECT, la visualización de procesos 

celulares/tejidos con sistemas fluorescentes activos en el NIR resulta 

naturalmente ventajoso. 

La mayoría de los fluoróforos disponibles para detectar pH en el rango 

de pH fisiológico (6-8) absorben y emiten luz en la región visible del espectro 

electromagnético, tienen bajos corrimientos de Stokes y son poco solubles en 

agua con lo cual es necesario utilizar co-solventes orgánicos citotóxicos5,13,14. 

Dada la escasa oferta de verdaderos fluoróforos de NIR que superen las 
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desventajas mencionadas, las tricarbocianinas emergen como candidatos muy 

convenientes. La síntesis de estas sondas fluorescentes es realmente versátil y 

las moléculas que se obtienen pueden diseñarse a priori para tener una buena 

solubilidad en agua.15 Eligiendo adecuadamente los sustituyentes de la 

molécula, los corrimientos de Stokes resultan muy altos (> 100 nm), de los más 

altos reportados para sondas fluorescentes. Esta gran separación entre la luz de 

excitación y la de emisión que se logra cuando se incluye un grupo amino en la 

posición meso de la molécula minimiza el apagamiento por autoabsorción de la 

luz de emisión y la influencia de la dispersión de luz16. 

Se ha demostrado el excelente rendimiento de este tipo de sondas NIR 

como marcadores y sensores en células vivas17–20. En particular, sondas sensoras 

de pH derivadas de tricarbocianinas que contienen piperazina, terpiridina o 

que tienen a los nitrógenos de los heterociclos como receptores de protones 

presentan una gran sensibilidad a los cambios de pH21–23. Para el momento en el 

que nuestro grupo se involucró en esta línea de investigación, no se había 

reportado una tricarbocianina de NIR sensora de pH con buena solubilidad en 

agua y un pKa dentro del rango fisiológico. Esto nos motivó a diseñar una 

molécula que superara estas dificultades y que, además, tuviera grupos 

químicos funcionales que permitieran la unión a estructuras supramoleculares 

y/o materiales.  

En este capítulo se describe la síntesis y la caracterización fotofísica de 

una molécula derivada de las tricarbocianinas que se comporta como sensor 

molecular fluorescente de pH (de aquí en más, Cy-PIP).  

 

4.2 Una estrategia sintética general para las aminotricarbo-

cianinas simétricas 
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En este apartado nos ocuparemos de la síntesis 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 obtención de un derivado 

simétrico (la molécula es equivalente a ambos lados del centro o posición meso 

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

 

 

Esquema 4-1. Estructura de Cy-PIP. 

 

En nuestro caso, se desarrolló una síntesis convergente de cuatro pasos, 

con buen rendimiento en comparación a los reportados en literatura para 

cianinas similares.24 Todas las reacciones resultaron robustas, reproducibles y 

escalables a los gramos, un aspecto clave desde el punto de vista sintético. 

Más allá de las ventajas que las tricarbocianinas rígidas muestran en 

cuanto a sus propiedades fotofísicas, como ya explicamos en el Capítulo 1, 

también poseen una ventaja desde el punto de vista sintético. Tal es así que la 

ruta sintética de estos compuestos presenta un precursor común de gran 

versatilidad (“Cianina clorada”, Cy-Cl) a partir del cual pueden derivarse 
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múltiples compuestos fluorescentes con sólo un paso de síntesis (Esquema 4-2 

B). Más específicamente, Cy-Cl posee un átomo de cloro en la posición meso de 

la molécula que puede ser sustituido fácilmente por diversos nucleófilos 

(alcóxidos, aminas o tioles) a través de una reacción del tipo Sustitución 

Aromática Nucleofílica Radicalaria (SRN1), mecanismo al que nos referiremos 

en detalle más 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 retrosíntesis 

las moléculas que dan lugar a la formación de la Cy-Cl: los heterociclos N-

alquilados y el bisaldehído insaturado (BI). 

 

 

Esquema 4-2. A) Representación esquemática de la retrosíntesis del precursor versátil Cy-Cl; B) 

Modificación de CyCl con nucleófilos amino para obtener aminotricarbocianinas. 

 

4.2.1 Precursor clorado Cy-Cl 

 

4.2.1.1 Antecedentes 
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Se pueden desarrollar una gran variedad de tricarbocianinas 

modificando las cadenas R1 y R2 unidas a los heterociclos. Los derivados 

resultantes muestran similares propiedades espectroscópicas ya que, mediante 

estas variantes, no se está afectando directamente a la cadena π-π conjugada. 

En 1977, Reynolds y colaboradores reportaron por primera vez sondas 

fluorescentes estables de la familia de los heptametin pirilio que contenían un 

átomo de cloro reactivo en la posición meso de la molécula.25 Dichos colorantes 

absorbían luz fundamentalmente en la región del IR, entre 1000 y 1300 nm. En 

el mismo año, Makin et al. reportaron sondas de NIR con otros anillos 

heterocíclicos en los extremos de la cadena conjugada, de forma tal de obtener 

compuestos de la familia de las cianinas. El procedimiento sintético incluía una 

reacción de condensación entre un anillo heterocíclico que contenía un grupo 

metilo activado y un bisaldehído insaturado o su derivado en presencia de un 

catalizador como acetato de sodio.26 Las cianinas resultantes ofrecían, además, 

un grupo funcional nuevo para la modificación posterior. Se trataba de 

compuestos más versátiles en términos de sus propiedades espectroscópicas, 

que absorbían luz entre 700 y 1100 nm. 

Hasta el día de hoy y, como retomaremos más adelante, la posición meso 

que ocupa el átomo de cloro en las tricarbocianinas ha sido modificada por 

diferentes nucleófilos: tioles, alcoholes, fenoles, aminas y anilinas. La primera 

sustitución del cloro de la posición meso fue realizada por Strekowski et al. en 

1992.27 Los autores reportaron la sustitución nucleofílica con metóxido de sodio, 

metilamina, fenóxido de sodio, tiofenóxido de sodio, tiofenol y 4-aminotiofenol. 

Así, obtuvieron un amplio espectro de moléculas activas en NIR. La novedosa 

estrategia sintética abrió las puertas para obtener una diversidad de estructural 

enorme de tricarbocianinas de NIR.  

En 1995, Narayanan y Patonay diseñaron un procedimiento más eficiente 

de síntesis de heptametincianinas y tricarbocianinas que el reportado por Makin 

et al. en 197726, que no involucraba la presencia de un catalizador para la 
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reacción.28 Así, sentaron las bases para disponer de un procedimiento versátil y 

reproducible para obtener tricarbocianinas variadas, lo cual resultó un aporte 

muy importante a la síntesis orgánica de moléculas fluorescentes de NIR. Sin 

embargo, las propiedades fotofísicas (especialmente la emisión de 

fluorescencia) no habían 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.24 

Recapitulando, tenemos dos métodos ampliamente extendidos para la 

formación del derivado clorado de tricarbocianinas a partir de una reacción de 

condensación: 1) el método con catalizador y, 2) el método de Narayanan sin 

catalizador. Asimismo, como reactivo de la reacción de condensación se pueden 

utilizar esencialmente dos equivalentes sintéticos del mismo bloque de 

construcción de la cianina. Esto es: en un caso, se utiliza un bisaldehído 

insaturado (BI) sin ningún tipo de purificación para la reacción posterior de 

condensación29 y, en el otro caso, el bisaldehído se obtiene “protegido” como 

una base de Schiff (BS)24. Más adelante se ahondará en cada uno de los pasos de 

síntesis, y en el mecanismo de las reacciones relevantes. En el Esquema 4-3 se 

muestran las dos rutas de síntesis más utilizadas para construir 

tricarbocianinas, como hemos explicado en los párrafos precedentes. 
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Esquema 4-3. Esquemas sintéticos para la obtención de tricarbocianinas simétricas a partir del mismo 

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

 

4.2.1.2 Síntesis convergente del Precursor Clorado (Cy-Cl) 

 

La síntesis de Cy-Cl se lleva a cabo mediante la condensación de dos 2‐

metil‐aza‐heterociclos funcionalizados en el N del heterociclo (P1) con un 

bisaldehído insaturado (BI, o un equivalente del mismo, por ejemplo una base 

de Schiff), a reflujo en medio neutro (o básico). En esta tesis se trabajó con la 

estrategia de Narayanan sin catalizador.28 Lógicamente, se pueden lograr 

diversas estructuras variando la funcionalidad de las moléculas de partida: i) 

los sustituyentes de los átomos de N de los heterociclos (R1 y R2), ii) la 

identidad del ciclo que estará en el centro de la cadena poliénica a través de 

modificar el bisaldehído insaturado (BI) y, iii) la identidad de los aza-

heterociclos (benzoindol e indolenina). 

Combinando estas variables en el diseño de la estructura final es posible 

controlar la solubilidad, reactividad y propiedades espectroscópicas de las 

cianinas cloradas derivadas de ellos. En cuanto al punto i), los grupos 

funcionales más utilizados son cadenas alquílicas 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 

químico funcionalizable para uniones posteriores, ya sea biomoléculas, 

superficies variadas y nanopartículas. Asimismo, no es menor el hecho de que 

los grupos –SO3H y –COOH son inertes en las condiciones de reacción para la 

obtención de Cy-Cl y para su modificación posterior en la posición meso –Cl. 

En el Esquema 4-4 se muestra la ruta final diseñada para obtener el 

precursor Cy-Cl en base a lo discutido previamente. El desarrollado de las rutas 

sintéticas se realizó en colaboración con el grupo de la Dra. Carla Spagnuolo, 

del DQO-FCEN-UBA, con amplia experiencia en la síntesis orgánica de esta 

familia de fluoróforos.  

 

 

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

 

Cabe destacar que, en cada paso de síntesis, 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 construcción: el precursor N-alquilado 

 

En el Esquema 4-5 se muestran los azaheterociclos comerciales más 

comunes de partida, junto con dos ejemplos de agentes alquilantes del N del 

indol (que dan lugar a la funcionalización con R1 y R2), y las reacciones de 

cuaternización de los N heterocíclicos para la obtención del primer bloque de 

construcción de la molécula. Se trabajó con los heterociclos 2,3,3-

trimetilindolenina (“indolenina”, de aquí en más) y 1,1,2-trimetilbenzo[e]indol 

(“benzoindol”, de aquí en adelante) y con el alquilante ácido 6-

bromohexanoico. En esta tesis sólo 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 revestía mayor novedad 

tanto desde el punto de vista sintético (el benzoindol es menos reactivo que la 

indolenina) como desde el punto de vista fotofísico. 

 

 

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

alquilación del N del heterociclo. 
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Cabe destacar que la reactividad del nitrógeno del heterociclo frente al 

ataque de nucleófilos es mayor para la indolenina en comparación con el 

benzoindol.30 Jares y colaboradores estudiaron ampliamente la síntesis de 

tricarbocianas fluorescentes18,19, tal es así 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-alquilación. En 

particular, Menéndez30 estudió la alquilación por la vía térmica de indolenina y 

benzoindol con ácido 6-bromohexanoico en diferentes solventes orgánicos y a 

distintas temperaturas. Así, observó que los mejores rendimientos se obtenían 

cuando hacía la reacción a reflujo en tolueno para la indolenina, pero ningún 

solvente conseguía alquilar el nitrógeno del benzoindol con ácido 

bromohexanoico por vía térmica. Más aún, reportó la alquilación exitosa de la 

indolenina en una reacción de microondas utilizando como solvente de reacción 

acetonitrilo. 

Conscientes de esta gran diferencia de reactividad, decidimos  

desarrollar y optimizar la alquilación de 1,1,2-trimetilbenzo[e]indol con ácido 6-

bromohexanoico por la vía de las microondas, sin descartar controles de 

reacción por la vía térmica. En el Esquema 4-6 se muestra la reacción en las 

condiciones experimentales más optimizadas que se pudieron lograr. 

 

 

Esquema 4-6. Reacción de N-alquilación del 1,1,2-trimetilbenzo[e]indol con ácido bromohexanoico por la 

vía de las microondas. 
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De esta manera, se probaron diferentes relaciones molares de reactivos, 

diferentes temperaturas y tiempos de reacción. La reacción de microondas 

usando una relación molar de 1,1,2-trimetilbenzo[e]indol- ácido 6-

bromohexanoico 1: 1,5 se monitoreó por cromatografía en placa delgada de fase 

reversa (MeOH-ACOH 99,9:0,1). La mejor conversión se obtuvo a las dos horas 

de reacción y, a partir de ese momento, no se observó más avance. En cuanto a 

la relación molar, se utilizó un exceso de medio equivalente de agente 

alquilante respecto del benzoindol, en línea con la baja reactividad de este 

compuesto frente a la alquilación. Dicha relación molar resulta el mejor 

compromiso entre obtener un avance de reacción adecuado y no impurificar 

demasiado el producto con reactivo sin reaccionar. En la Tabla 4-1 se muestra la 

comparación entre los productos obtenidos mediante la vía térmica y la de las 

microondas en cuanto al tiempo de reacción, en acetonitrilo. El acetonitrilo, 

como se vio en el Capítulo 3, es un solvente con un factor de pérdida bajo 

(0.062) y, por lo tanto, con una capacidad baja de absorción de la energía de 

microondas. Sin embargo, resulta buen solvente en cuanto a que disuelve los 

reactivos y, más adelante, al enfriar, el producto precipita con una buena 

pureza del medio de reacción y se puede recuperar por filtración.  

 

Tabla 4-1. Comparación de las vías térmica y de microondas para la N-alquilación de 1,1,2-

trimetilbenzo[e]indol con ácido 6-bromohexanoico (1 eq: 1,5 eq) en acetonitrilo. 

Vía Temperatura /°C Tiempo Aspecto sólido crudo 

Térmica 82 (reflujo) 4 días Gris-verdoso (impuro) 

Microondas 150 2 horas Verde 

 

Solamente luego de 4 días de reflujo en acetonitrilo se observó reacción. 

A la luz de los resultados de la Tabla 4-1, queda claro que la vía de las 

microondas es la más conveniente para la reacción. 
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Dado el carácter zwitteriónico del producto, una sal interna de bromuro, 

éste resulta difícil de purificar por técnicas convencionales de química orgánica. 

En muchos casos, el mayor desafío con esta familia de fluoróforos reside en las 

etapas de aislamiento y purificación, además de la síntesis en sí. La 

precipitación del producto crudo de acetonitrilo en frío (-20ºC) generó un 

producto con un muy buen rendimiento (95 %) sin detectarse el reactivo de 

partida por cromatografía en placa delgada. Así, se pudo continuar el proceso 

sin realizar purificaciones adicionales.  

Por otra parte, se prestó atención al escalado de la reacción. En este caso, 

se testeó la reacción 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 obtención de 5 lotes diferentes.  

La caracterización de este precursor se realizó por RMN 1H (Figura 4-2). 

 

 

Figura 4-2. Espectro de RMN 1H del precursor N-alquilado P1 (200 MHz, solvente Cloroformo-d1). 
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La señal diagnóstica del espectro es la C, un triplete a 4,59 ppm que 

integra para aproximadamente dos hidrógenos y se corresponde con los 

hidrógenos equivalentes del metileno unido directamente al nitrógeno del 

indol. Se trata de los hidrógenos alquílicos más desprotegidos de la molécula y 

esto tiene que ver con el carácter catiónico del nitrógeno al que están unidos. 

Por otra parte, la señal D (triplete, 2,25 ppm) corresponde a los dos hidrógenos 

del metileno unido al carbono del ácido carboxílico. El singulete E a 1,75 ppm 

proviene de los 6H de los metilos del benzoindol de partida que también, 

lógicamente, se encuentran en el producto alquilado. El resto de las señales 

alquílicas (F, G y H) completan las señales de los metilenos correspondientes a 

los carbonos 18, 19 y 20, según lo indicado en la Figura 4-2. Por último, nos 

queda el conjunto de señales A (8,04 ppm) y B (7,65 ppm), que se corresponden 

con los seis hidrógenos del sistema aromático. 

 

4.2.1.2.2 Síntesis del núcleo de la cianina: el bisaldehído insaturado (BI) 

 

Como ya dijimos en la Sección 4.2.1.1, se tienen dos posibilidades en 

cuanto la elección del bloque de construcción del núcleo 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 fácilmente cristalizable y más estable que BI, 

tal es así que puede ser almacenado por meses a temperatura ambiente y 

cubierto de la luz sin signos de descomposición.30 Por su parte, el BI es difícil de 

cristalizar en el medio de reacción y se puede almacenar durante un mes y 

medio a -20°C y bajo atmósfera de nitrógeno. 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 reacción de condensación con los heterociclos N-

alquilados.29 Esto está en línea con lo reportado por Menéndez, quien comparó 

la reactividad de BI y BS para dos síntesis de tricarbocianinas cloradas a partir 
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de precursores N-alquilados diferentes. En un caso, reportó una baja de 73% 

(BI) a 58% (BS) de rendimiento y, en el otro caso, una disminución de 62% (BI) 

a 48% (BS).30 Así, utilizar la molécula protegida BS en vez de BI impacta en 

promedio en un 15% en el rendimiento de la reacción de síntesis de la 

tricarbocianina clorada. Esto se debe a que cuando la reacción de formación de 

la tricarbocianina clorada se hace con el precursor protegido BS, se obtiene una 

mezcla compleja de productos que resulta difícil de caracterizar, lo que 

disminuye el rendimiento de la reacción.30 

Sobre la base de este conocimiento, se decidió optar por sintetizar el 

bisaldehído insaturado BI. Se tomó la precaución de disponer de precursor N-

alquilado fresco en cantidad para utilizar todo el BI sintetizado en la reacción 

posterior de síntesis de Cy-Cl, pues sabíamos 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 reacción de formación de BI se muestra 

en el Esquema 4-7.30–32 

La reacción comienza con el ataque de la dimetilformamida sobre el 

oxicloruro de fósforo 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 adición de otra molécula 

de 1) dar el derivado hemicianina 3. La reacción posterior de adición 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 bisaldehído BI. 
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Esquema 4-7. Mecanismo de formación del bisaldehído insaturado a partir del Reactivo de Vilsmeier-

Haack. 

 

Así, en el  

Esquema 4-8 se muestra la reacción de síntesis de BI, tal y como se llevó 

a cabo en el laboratorio. Luego de la cristalización y el secado se obtuvo un 

sólido amarillo-anaranjado, tal y como reportan otros autores.29,30 
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Esquema 4-8. Síntesis de BI especificando las condiciones utilizadas en el laboratorio. 

 

La caracterización del bloque de construcción BI se realizó por 1H-RMN 

y el espectro obtenido se muestra en la Figura 4-3. Lo primero que cabe aclarar 

es que no se observan las señales de los protones aldehídicos, y esto tiene que 

ver con que forman parte de un equilibrio tautomérico cuyo tiempo 

característico muy probablemente sea menor que la escala de tiempo de 

adquisición del RMN. Tenemos, además, dos tipos de H alquílicos 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, sólo acoplan con los 

H “3” y por ello su señal corresponde a un triplete. 

 

 

Figura 4-3. Espectro de RMN 1H del bisaldehído insaturado BI (200 MHz, solvente Dimetilsulfóxido-

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

 

Como se mencionó en la sección 4.2.1.2, la síntesis 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 199528, quienes exploraron la síntesis de heptametincianinas 

variadas, simétricas y asimétricas. 

 

 

Esquema 4-9. Síntesis de Cy-Cl llevada a cabo de acuerdo a las condiciones de Narayanan28. El 

rendimiento obtenido fue de 49%. 

 

Se utiliza una mezcla de los solventes n-butanol y benceno en proporción 

70:30, y según los autores, se debe eliminar el agua que genera la reacción de 

condensación mediante el uso de una trampa de Dean-Stark.28 De acuerdo a 

nuestra escala de trabajo, optamos por utilizar tamices moleculares de 4 A° para 

atrapar el agua que la reacción generase, con la posibilidad de aumentar el 

rendimiento de las reacciones de condensación en un 10%.30,33  

Las principales ventajas del método de Narayanan son: 

 

a) Se trata de un método que no utiliza catálisis, a diferencia de los métodos 

que utilizan acetato de sodio como catalizador26,34,35 y etanol anhidro 

como solvente. En ausencia de catálisis, la reacción de formación del 
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intermediario hemicianina (el producto de reacción de una molécula de 

P1 y una molécula de BI) es lenta, lo que hace a este método muy 

adecuado para la síntesis de tricarbocianinas asimétricas. No se acumula 

hemicianina en exceso, que puede dar el producto simétrico en grandes 

cantidades. 

b) No requiere pasos repetidos de purificación, a diferencia de los métodos 

que utilizan catálisis. 

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

a los gramos. 

 

El grado de avance de la reacción puede monitorearse de forma sencilla 

pues reactivos y productos presentan diferentes colores característicos: amarillo 

para el bisaldehído y verde oscuro para la tricarbocianina simétrica formada. El 

producto crudo se obtuvo por evaporación a presión reducida (arrastres con 

tolueno para eliminar la piridina como un azeótropo) y posterior resuspensión 

en éter etílico frío. Luego de secado bajo vacío a temperatura ambiente, el sólido 

se observó de color bronce. Sin embargo, si se lo disolvía en algún solvente, el 

color era un verde intenso. 

La purificación se realizó por una columna de exclusión por tamaño 

(Sephadex) utilizando metanol como eluyente. Las principales impurezas de la 

síntesis se corresponden con precursor alquilado (P1) sin reaccionar y con 

productos de oxidación de la cianina clorada. Si bien no fue posible aislar algún 

producto de oxidación, de acuerdo a lo reportado por Narayanan, la sustitución 

de Cl por el oxígeno del agua sería responsable de la formación de esta 

impureza.28 

En la Figura 4-4 se muestra el espectro de RMN‐1H de Cy-Cl. Entender 

las señales de los protones de esta molécula resultó clave para avanzar en la 

interpretación de los espectros de moléculas derivadas de este precursor 
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versátil. Se tienen tres señales características de la familia de las 

tricarbocianinas. 

 

 

Figura 4-4. Espectro de RMN 1H de Cy-Cl (500 MHz, solvente MeOD-d4).  

 

Antes que nada identificamos las señales correspondientes a los H de los 

dobles enlaces de la cadena polimetínica, las señales diagnósticas de la 

molécula. Los protones H16 y H34 se corresponden con la señal A a 6,33 ppm (J 

14,7 Hz) que está en el rango típico para H metínicos de cadenas poliénicas de 

6,0-6,5 ppm. Asimismo, tenemos la señal D a 8,55 ppm (J 14,6 Hz), que se 

corresponde con H33 y H32 (8,0-8,5 ppm es el rango típico). Estas señales se 

pueden reconocer en forma sencilla: son dos dobles dobletes con una constante 

de acoplamiento escalar grande, correspondiente a un doble enlace con 

configuración trans (JTrans≈14Hz). 

Por otra parte, tenemos la señal B característica (triplete, 4,31 ppm) que 

se corresponde con los hidrógenos de los metilenos unidos a nitrógeno 
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cuaternario del indol, en línea con lo explicado en la sección 4.2.1.2.1 para el 

precursor alquilado P1. 

 

4.2.2 Síntesis del derivado N-sustituido 

 

4.2.2.1 Antecedentes y motivación 

 

Hasta 2005, la mayoría de las tricarbocianinas de NIR estaban basadas en 

los derivados oxigenados y azufrados de un precursor tricarbocianina clorada. 

Dichos derivados eran en muchos casos químicamente inestables y presentaban 

pequeños corrimientos de Stokes (~25 nm). Con estas limitaciones en mente, 

Gao y colaboradores reportaron en 2005 la síntesis y caracterización de nuevas 

heptametincianinas en las cuales el cloro de la posición meso se había 

reemplazado con un nitrógeno de una amina.36 El enlace C-N en la posición 

central se convirtió en un paradigma para la transferencia de carga 

intramolecular (ICT). Los derivados resultantes mostraban un desplazamiento 

hipsocrómico de las longitudes de onda de absorción y grandes corrimientos de 

Stokes (~150 nm). Como vimos en el Capítulo 1, las sondas de NIR con N en la 

posición meso son superiores a las cianinas comunes para el uso en microscopía 

de fluorescencia debido al mínimo solapamiento entre el espectro de absorción 

y de emisión.36 

En 2006, Lee et al. reportaron la síntesis de heptametincianinas solubles 

en agua por la reacción de Suzuki-Miyaura.37 Así, introdujeron un enlace C-C 

en la posición meso de la estructura cromofórica de forma muy robusta. Dichas 

sondas resultaron más 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 múltiples sensores fluorescentes basados en este tipo 
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de moléculas para una variedad de cationes inorgánicos, 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 Hg2+,40 y Zn2+ 18,41,42).  

Como ya hemos explicado en la Sección 4.1, otro parámetro que resulta 

de un interés excepcional en sistemas biológicos es el pH. Se han desarrollado 

una gran variedad de sensores fluorescentes de pH basados en aminocianinas 

para su aplicación en microscopía de fluorescencia de células in vivo, con 

especial énfasis en un pH de trabajo de entre 5,0 y 7,5.21 

En todos los casos, se utiliza como precursor común una 

cloroheptametincianina que luego es derivatizada con el ionóforo 

correspondiente mediante un único paso de reacción. Así, se pueden generar 

librerías de aminocianinas marcadores y/o sensores moleculares fluorescentes 

activos en la zona NIR del espectro de radiación. En particular, la sustitución 

del átomo de cloro en la posición meso de la cadena de polimetinos por un 

átomo de nitrógeno conlleva un cambio abrupto en las propiedades ópticas de 

los fluoróforos.36 Los derivados aminados de tricarbocianinas cloradas 

presentan, entre otras características, un gran desplazamiento hipsocrómico de 

las bandas de absorción y un excepcional aumento del corrimiento de Stokes, 

ambos hechos aprovechados en el desarrollo de nuevas sondas para la 

cuantificación y marcación específica de analitos en estudios de microscopía de 

fluorescencia.36 Así, la motivación principal de la síntesis de 

aminotricarbocianinas de NIR responde a una necesidad de los investigadores 

para elucidar mecanismos biológicos complejos mediante microscopía de 

fluorescencia. 

 

4.2.2.2 Estrategia sintética para Cy-PIP y mecanismo de reacción 
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En este apartado se describirá la síntesis y caracterización 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 único paso de 

reacción. Esta transformación se lleva a cabo mediante el tratamiento de la meso‐

clorotricarbocianina correspondiente Cy-Cl con un nucleófilo en 

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

 

 

Esquema 4-10. Obtención de derivados de tricarbocianinas por sustitución del -Cl en la posición meso. 

 

Para la síntesis, se siguió el procedimiento descripto por Nagano y 

colaboradores21,30 y como nucleófilo se utilizó N-metilpiperazina. Las 

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

 

 

Figura 4-5. Síntesis de la aminotricarbocianina simétrica sensible al pH (Cy-PIP). 
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Se utilizó trietilamina (TEA) para que la forma principal de la N-

metilpiperazina fuera la especie desprotonada, que es el nucleófilo propiamente 

dicho en la reacción. Si bien la reacción se monitoreó por cromatografía en placa 

delgada, a ojo desnudo se puede notar, a medida que avanza la reacción, un 

cambio de color de verde oscuro a azul oscuro. Finalmente, el sólido azul 

obtenido se purificó por cromatografía de exclusión por tamaño (Sephadex) y 

cromatografía en placa preparativa (RP-18). 

Es interesante entender cuál es el mecanismo por el que ocurre esta 

reacción. Según lo reportado en literatura, el mecanismo más plausible para 

estas reacciones es el de Sustitución Nucleofílica Aromática Radicalaria 

(SRN1).27,43 En el Esquema 4-11 se muestra la secuencia de reacciones que se 

propone da lugar a la reacción. En la Etapa inicial (a) ocurre una transferencia 

electrónica desde el reactivo (en nuestro caso sería el catión Cy-Cl) hacia el 

nucleófilo (N-metilpiperazina), lo que genera un radical libre (R-X). Dicho 

radical se fragmenta (b) y se elimina el grupo saliente X (Cl en nuestro caso) 

como un anión. Así, se forma un catión radical R˙+ que, en la etapa de 

propagación (c) reacciona con el nucleófilo para dar un nuevo radical (R-Nu)˙. 

Finalmente, el nuevo radical reacciona por transferencia electrónica 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. 

 

 

Esquema 4-11. Mecanismo de Sustitución Nucleofílica Aromática Radicalaria. Tomado de Ref.27 
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4.2.2.3 Caracterización por RMN 

 

Para la caracterización estructural completa de la molécula Cy-PIP, se 

realizaron experimentos de RMN unidimensional (1H, 13C) y bidimensional 

(COSY y HSQC). Para facilitar la identificación de las señales características, en 

el Esquema 4-12 se muestra la estructura de la molécula con todos sus carbonos 

y heteroátomos numerados. 

 

 

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

poder hacer referencia a las señales características (marcadas con flechas). 

 

En la Figura 4-6 se muestra el espectro de RMN-1H completo de Cy-PIP 

(panel inferior). Arriba, se muestran algunas de las señales características 

ampliadas, para facilitar el análisis del espectro. Las señales diagnósticas se 

corresponden con: i) los hidrógenos de la cadena polimetínica, ii) los metilenos 

unidos al nitrógeno del indol y, iii) los metilenos y metilo de la piperazina. 
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En primer lugar, las señales a 7,96 ppm (A) y a 6,08 ppm (B) se 

corresponden con los 4 H de la cadena polimetínica. La señal a 6,08 ppm está 

asociada a dos de los hidrógenos de la cadena polimetínica, el H13 y el H22. 

Análogamente, la señal a 7,96 ppm se corresponde con los hidrógenos H21 y 

H14. Mediante HSQC determinamos que la señal a 7,96 ppm no es un doblete 

como esperábamos porque corresponde a la superposición de dos señales: la de 

los H21 e H14 (enlaces dobles) y una señal correspondiente a cuatro hidrógenos 

aromáticos. 

Asimismo, tenemos el triplete a 4,17 ppm (Figura 4-4, ampliación C) que 

corresponde a los grupos metileno unidos directamente al nitrógeno del indol 

(4H, 2 H10 y 2 H34). El alto desplazamiento químico de estos metilenos tiene 

que ver con gran el efecto de desprotección que ejerce el nitrógeno cuaternario 

del indol parcialmente cargado positivo. Por otra parte, tenemos las señales a 

3,79 ppm (2 H52 y 2 H54) y a 2,89 ppm (2 H51 y 2 H55) que se observan en la 

ampliación D y corresponden a los grupos metileno de la piperazina. 

Finalmente, en la ampliación E puede verse el triplete asimétrico a 2,59 ppm 

que está 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 superposición de un singulete (metilo -CH3 de la 

piperazina, 3 H57) con un triplete (2 grupos metileno del anillo central, 2 H16 y 

2 H18). 
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A B C D E 

 

Figura 4-6. RMN 1H de Cy-PIP (500 MHz, solvente MeOD-d4). Arriba. Ampliaciones de las señales 

más relevantes. Abajo. Espectro completo en el que se detallan las integraciones obtenidas 

experimentalmente. 
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4.3 Caracterización fotofísica de Cy-PIP 

 

4.3.1 Propiedades espectroscópicas de derivados N-sustituidos 

 

Como se explicó en el Capítulo 1 y en la Sección 4.2.2.1, un átomo de 

nitrógeno en la posición meso de la tricarbocianina redunda en un cambio 

dramático de sus propiedades espectroscópicas. En la Figura 4-7 se muestran 

los espectros de absorción y emisión del precursor clorado (Cy-Cl) y de su 

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

 

 

Figura 4-7. (Izq.) Espectros de absorción y emisión de Cy-Cl (Exc.: 750 nm) normalizados en sus 

máximos. (Der.) Espectros de absorción y emisión (Exc. 685 nm) normalizados en sus máximos 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 μM de los analitos. La apertura de rendija de excitación y emisión es 20 

nm. 

 

En buffer PBS 10 mM, para Cy-Cl el máximo de absorción se encuentra a 

819 nm y el máximo de emisión a 833 nm. Para Cy-PIP, en cambio, el máximo 

de absorción se halla a 680 nm y el máximo de emisión a 820 nm en solución 

acuosa a pH 7. Así, el corrimiento de Stokes aumenta considerablemente una 

vez que se ha sustituido el átomo 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 más grandes reportados hasta la fecha de la escritura 

de esta tesis. Cy3 y Cy5, dos colorantes de tipo cianina cuyo uso en marcación 

fluorescente está muy extendido, muestran corrimientos de Stokes menores a 20 

nm en solución acuosa.44 

Por otra parte, como se ve en la Figura 4-7 (Der.), Cy-PIP muestra un 

espectro de absorción con dos bandas en buffer PBS a pH 7,30. Se tiene el 

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

 

4.3.2 Efecto de la concentración en el espectro de absorción de Cy-PIP 

 

Una característica importante de las cianinas es que tienen cierta 

tendencia a formar agregados en solución y en interfaces líquido-sólido y 

líquido-aire45 bajo determinadas condiciones. En este sentido, diversas fuerzas 

intermoleculares favorecen la formación de estas estructuras supramoleculares 

(p.ej., las fuerzas entrópicas de las cadenas alquílicas, las fuerzas electrostáticas 

y de enlace de hidrógeno de los grupos iónicos y polares y, las fuerzas de Van 

der Waals).46,47 Cabe destacar que la tendencia de las moléculas a formar 

agregados depende tanto de la estructura química del fluoróforo como de 

propiedades del entorno (pH, fuerza iónica, concentración del cromóforo, 

polaridad del solvente, concentración de electrolitos y temperatura). 

La agregación de los fluoróforos y la consecuente formación de 

agregados supramoleculares inciden de manera directa sobre sus propiedades 

fotofísicas y fotoquímicas. Así, los agregados en solución muestran cambios en 

los espectros de absorción en comparación con su monómero de origen. Como 

vimos en el Capítulo 1, se han caracterizado dos tipos de comportamientos 

fotofísicos frente a la agregación: la aparición de bandas a menores longitudes 

de onda (bandas H)48 y de bandas a mayores longitudes de onda (bandas J).49 La 

explicación de estas nuevas bandas se puede lograr a partir de la Teoría de los 
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excitones moleculares50,51. En particular, las cianinas presentan una gran 

tendencia a la formación de agregados de tipo J.52 

Si bien el objeto de este trabajo de tesis no era el estudio sistemático de la 

capacidad de formación de agregados de Cy-PIP, nos resultó importante 

determinar si dicha molécula formaba agregados de algún tipo a las 

concentraciones de trabajo empleadas según la aplicación deseada y establecer 

un rango seguro para la concentración en el que la molécula se encontrara como 

monómero. 

Así, se realizó un experimento a partir de una solución stock 20 μM 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 concentración útil para medidas 

fotofísicas (de 2 a 18 μM) y se midieron los espectros de absorción de las 

soluciones. 

 

 

Figura 4-8. (A) Espectros de absorción de Cy-PIP en PBS 10 mM pH 8.3. La concentración fue 

aumentándose gradualmente desde 2 μM (línea llena de menor absorbancia) hasta 18 μM (línea llena de 

mayor absorbancia); (B) Cociente entre los máximos de absorción a 823 nm y a 687 nm, respectivamente 

para el rango de concentraciones 2-18 μM de Cy-PIP (PBS 10 mM, pH 8.3). La relación 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 concentración, el 

espectro de absorción de Cy-PIP aumenta de manera regular y uniforme; esto 
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es, las dos bandas de absorción aumentan. Más aún, en la Figura 4-8 B puede 

apreciarse que la relación de bandas de absorción (A823 nm/A687 nm) se mantiene 

prácticamente constante en el intervalo de concentraciones ensayado, a 

excepción de la concentración de 7 μM. 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 absorción de Cy-PIP monómero. Asimismo, 

las concentraciones ensayadas son muy bajas para observar la aparición de 

agregados, normalmente presentes en la escala del milimolar.53 La desviación 

de la tendencia de la solución 7 μM puede explicarse por problemas con la línea 

de base: resulta difícil 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 apreciación de las bandas 

de absorción. Cabe aclarar que dicho procedimiento no cambia el resultado de 

la relación de bandas de absorción. 

 

4.3.3 Influencia del solvente en la fotofísica de Cy-PIP 

 

Como vimos en el Capítulo 1, los parámetros que caracterizan la 

fluorescencia de una molécula determinada (como puede ser el rendimiento 

cuántico 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 posición de las bandas de absorción y de emisión al 

cambiar de solvente (solvatocromismo) son evidencias experimentales en los 

cambios en la energía de solvatación.54 En otras palabras, cuando un soluto está 

rodeado de moléculas de solvente, su estado basal y su estado excitado 

dependerán de las interacciones soluto-solvente.  

Entre las variables que caracterizan el microentorno del fluoróforo 

tenemos: la polaridad del solvente, la capacidad de formación de enlaces de 

hidrógeno, el pH, la viscosidad, la temperatura, y la concentración de iones, 
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entre otros. Resulta importante, entonces, evaluar qué ocurre con los espectros 

de absorción y de emisión de Cy-PIP en los solventes más utilizados en esta 

tesis como metanol, THF y buffer PBS. 

 

 

Figura 4-9. Espectros de (A) absorción y (B) de emisión de Cy-PIP (5 μM) 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 absorción de 

Cy-PIP se ve modificada al pasar de metanol a buffer PBS. En metanol, el 

espectro es ancho y presenta un máximo de absorción a 750 nm, algo similar a 

lo que sucede en THF, solvente polar aprótico. En solución 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 está 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 Sección 4.3.2. 

Asimismo, se observa una disminución pronunciada de la absorbancia al pasar 

de metanol a agua, en línea con lo reportado en literatura.55 

Por otra parte, en la Figura 4-9 B se observa que la emisión 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 

solución acuosa la intensidad de emisión baja a menos del 10% comparado con 

el valor original en metanol. La dramática influencia en la intensidad de 
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emisión contrasta con la mínima variación en la posición del máximo de 

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

 

4.3.4 Fotoestabilidad de Cy-PIP en solución acuosa 

 

Una propiedad muy deseable para una sonda fluorescente es que sea 

fotoestable en el medio en el que se la quiera utilizar.15 En nuestro caso, Cy-PIP 

se pensó como una sonda NIR para aplicación biológica, 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 solución acuosa 

monitoreamos su emisión en el curso de dos horas a temperatura ambiente, en 

una cubeta aireada y bajo irradiación continua. En la Figura 4-10 se muestran 

los resultados a pH ácido y básico. Se observa que la intensidad de emisión 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 disminución de 8%, ambas bajas aceptables para sondas de este tipo. 

Evidentemente, a pH 5,15 no ocurre una protonación irreversible de la sonda, y 

era lo que esperábamos ya que no se tiene una monoamina. Más adelante 

relacionaremos la fotoestabilidad con el comportamiento de los espectros de 

absorción de la sonda al modificar el pH un experimento de titulación. 
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Figura 4-10. Dependencia temporal de la emisión de fluorescencia de Cy-PIP a 820,5 nm en buffer PBS 

10 mM (λexc = 685 nm; slit = 20 nm). Con un (▪) se muestran los resultados a pH ácido de 5,15 y, con un 

(•) los resultados a pH básico de 9,47. 

 

En la Figura 4-10 se observa que la emisión de Cy-PIP a pH básico 

resulta mayor que a pH ácido. La modulación de la emisión de fluorescencia 

con el pH del medio que experimenta Cy-PIP es la característica distintiva de 

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

 

4.3.5 Fluorescencia de Cy-PIP resuelta en el tiempo 

 

Un aspecto importante de la fotofísica de los fluoróforos es su tiempo de 

vida de emisión. Las medidas de tiempo de vida de emisión resultan 

complementarias a las medidas de estado estacionario e incluso resultan 

ventajosas por sobre estas últimas, dado que permiten obtener información 

acerca de velocidades de reacción, procesos intra e intermoleculares. Las 

medidas de tiempos de vida también proveen un método para estudiar el 

ambiente local del fluoróforo y, bajo ciertas condiciones los tiempos de vida 

pueden determinarse con mayor precisión que las medidas de intensidad 
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(estado estacionario).55 En la Figura 4-11 se muestran los ajustes 

monoexponenciales para el recuento de fotones de emisión de Cy-PIP a 

diferentes pHs en mezclas de metanol-buffer PBS. Dado que las 

aminotricarbocianinas presentan un bajo rendimiento cuántico de emisión de 

fluorescencia en agua (del orden de 0,05), debimos utilizar mezclas de metanol 

y buffer.30 Además, a pH ácido la emisión de Cy-PIP se apaga (Sección 4.4.2), lo 

cual impone una limitación experimental para evaluar el tiempo de vida de la 

molécula a pHs menores a 7. 

 

 

Figura 4-11. Recuento de fotones de emisión de Cy-PIP (dye libre) a 820 nm en PBS 10 mM pH 7-

Metanol 1:1 (λexc = 685 nm). Se muestra en azul la función 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. Recopilación de los tiempos de vida de fluorescencia de Cy-PIP a distintos pHs alcalinos. 

pH τ / ns 

8,0 0,554 ± 0,002 
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Podemos ver que los tiempos de vida de fluorescencia se mantienen 

prácticamente constantes en el pequeño rango de pH ensayado, y son tiempos 

característicos muy rápidos. Estos resultados sugieren que habría una única 

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

 

4.4 Cy-PIP y 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 función del pH. Estos datos se obtuvieron a partir de la titulación de una 

solución de Cy-PIP (5 μM) con NaOH y HCl tal como se describe en el Capítulo 

3. Se observa que la absorción de nuestra molécula de interés disminuye a 

medida que el pH se hace más ácido, en sus dos bandas de absorción. Si bien la 

baja de la absorción al acidificar ha sido reportada en moléculas similares30, en 

este caso no se distingue un corrimiento batocrómico al acidificar, como 

reportan la mayoría de los autores.21 Resulta importante destacar que espectro 

de absorción 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 ácido-base dependientes del pH que están aportando al espectro 

de absorción (Se tiene el grupo –COOH como ácido débil y la N-

metilpiperazina como base). 

 



~ 4-37 ~ 

 

 

Figura 4-12. (A) Espectros de absorción de Cy-PIP (5 μM, 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 función de Henderson-

Hasselbach, como se vio en el Capítulo 3. El pKa así obtenido fue de (6,9±0,1). 

 

4.4.2 Dependencia de la emisión con el pH 

 

La emisión 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 análogo al 

descripto para la titulación 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 Capítulo 3. 
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Figura 4-13. (A) Espectro de emisión de Cy-PIP (5 μM) 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 (Excitación 680 nm). El 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 fisiológico, lo cual hace a Cy-PIP un sensor molecular de pH atractivo para 

aplicaciones biológicas. 

 

4.5 Discusión 

 

4.5.1 Estrategia sintética de Cy-PIP 

 

En la Sección 4.2 nos ocupamos de analizar la estrategia sintética para 

Cy-PIP. El paso de N-alquilación de 1,1,2-trimetilbenzo[e]indol con ácido 6-

bromohexanoico por la vía de las microondas resultó una mejora sustancial, 

pues permitó obtener un producto de una pureza considerable y con buen 

rendimiento (95%), en una reacción que sólo duraba dos horas, a diferencia de 

la vía térmica por la que no fue posible realizar la reacción. Es decir que la baja 

reactividad del precursor benzoindol frente a la alquilación puede ser superada 

utilizando la vía de las microondas. En cuanto a la sustitución del Cl en la 
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posición meso de la tricarbocianina por N-metilpiperazina, podemos decir que 

se obtuvo un rendimiento (62%) mayor que el reportado para reacciones 

similares.30  

 

4.5.2 Propiedades fotofísicas de Cy-PIP 

 

De acuerdo a los resultados expuestos en la Sección 4.3.1, en 

comparación con el precursor clorado, los espectros de absorción y emisión del 

derivado N‐sustituido resultan más anchos, pierden resolución y no mantienen 

una relación especular entre sí. Este comportamiento está en línea con lo 

reportado por otros autores para aminotricarbocianinas estructuralmente 

similares.36 En estas aminocianinas, la longitud de onda del máximo de 

absorción sufre un gran desplazamiento hipsocrómico, normalmente desde los 

~800 nm a la región de los ~650 nm. Por su parte, el espectro de emisión no 

sufre cambios tan pronunciados, sino que hay bajos corrimientos al azul (de 30-

40 nm). En suma, cuando se tiene un nitrógeno en la posición 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 átomo de oxígeno o un átomo de azufre, estos cambios no se 

observan y las tricarbocianinas oxigenadas y sulfonadas poseen corrimientos de 

Stokes comparables a los del precursor clorado.30 

Una explicación 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 Capítulo 1. El análisis de los 

espectros de absorción y emisión de la aminotricarbocianina Cy-PIP (Figura 

4-7), tal como reportan Gao y colaboradores36, permite observar que no existe 

una relación de simetría entre ellos. Por ejemplo, los anchos de pico a media 

altura son diferentes. Esta observación apuntaría a que existe un cambio en la 
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geometría entre las especies que absorben y que emiten energía, algo usual en 

los procesos de transferencia de carga.56  

Si bien Cy-PIP no tiene a sus grupos –COOH conjugados con el sistema 

π, la observación experimental de los espectros nos lleva a pensar en la ICT 

como un mecanismo posible para dicha molécula, que explicaría el gran 

corrimiento de Stokes. 

Por otra parte, estudiamos el efecto de la concentración (Sección 4.3.2) en 

el espectro de absorción (en buffer PBS) de Cy-PIP con el objeto de detectar si 

había agregación en el rango de trabajo ensayado (2-18 µM). A medida que se 

aumentaba la concentración, y en todo el rango ensayado, se observó que el 

espectro de absorción aumentaba de forma regular y uniforme. Más aún, la 

relación experimental de bandas de absorción (A823 nm/A687 nm) se mantiene 

prácticamente constante en el intervalo de concentraciones ensayado. En suma, 

los resultados indicarían que ninguna de las dos bandas puede atribuirse a un 

agregado, y el espectro observado es el espectro de absorción de Cy-PIP 

monómero. 

Kimura y colaboradores llevaron a cabo un trabajo en el que estudiaron 

de forma sistemática el efecto de la concentración de una sonda de tipo 

tiacarbocianina en solución acuosa en las propiedades ópticas del sistema.53 A la 

vez, utilizaron diferentes técnicas experimentales para caracterizar las especies 

supramoleculares obtenidas (agregados de tipo H y J). Por espectroscopía de 

absorción UV-visible, a una concentración de 1 µM observaron el espectro 

típico de la especie monomérica. A 1000 µM observaron la aparición de una 

banda de absorción a menores longitudes de onda (corrimiento hipsocrómico, 

banda H). A 4 mM, se agregó al espectro una banda al rojo (corrimiento 

batocrómico, banda J). Finalmente, a 10 mM, sólo se observa la banda 

correspondiente al agregado J.53 En nuestro caso, y teniendo el antecedente del 

trabajo de Kimura, podemos decir que las concentraciones ensayadas (2-18 µM) 
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son muy bajas para observar la aparición de agregados, normalmente presentes 

en la escala del milimolar.53,57 

Respecto de influencia del solvente en las propiedades fotofísicas 

(Sección 4.3.3), podemos decir que tanto el espectro de absorción como el 

espectro de emisión 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.54 Asimismo, los 

solvatocromismos negativos al aumentar la polaridad del solvente 

(desplazamientos hipsocrómicos en el espectro de absorción) son indicativos de 

posibles procesos de ICT.36 En particular, el mayor corrimiento de Stokes (140 

nm) se observó cuando se utilizaba agua como solvente, lo cual es una ventaja a 

la hora de diseñar sondas fluorescentes para aplicación en sistemas in vivo.7 El 

gran corrimiento de Stokes es decididamente una ventaja en este sentido; sin 

embargo, también viene acompañado de una baja considerable en la emisión de 

fluorescencia en comparación con la que se observa en solventes orgánicos.  

Por otro lado, una limitación para proyectar la aplicación 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 visualización óptica 

(bioimaging), presenta severos problemas de fotoblanqueo.15 La baja estabilidad 

de los fluoróforos de tipo cianina se asocia en general a su reacción con el 

oxígeno disuelto en solución.58 Sin embargo, mediante la encapsulación de ICG 

en matrices de sílice se ha conseguido mejorar considerablemente la 

fotoestabilidad.59 En el Capítulo 5 retomaremos estas ideas. Por otra parte, la 

isomerización resulta también una causa de baja fotoestabilidad.30 Para ello, una 

de las soluciones posibles consiste en rigidizar la estructura de la cianina con un 
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grupo cíclico 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 solución acuosa (Sección 

4.3.4), obtuvimos una baja de 5% en la intensidad de emisión (820 nm) a pH 

5,15, mientras que a pH básico de 9,47 la baja fue de 8%, en el lapso de dos 

horas de irradiación continua. Para sondas derivadas de tricarbocianinas, una 

disminución de menos de 10% en estas condiciones representa un buen 

resultado. 

Según lo reportado por Nagano y colaboradores, la emisión de una 

aminotricarbocianina derivada de la metilamina desaparecía por completo 

cuando se la irradiaba durante una hora a pH 4,73. Paralelamente, en el 

espectro de absorción se observaba un corrimiento hipsocrómico abrupto de la 

banda principal. Todo este cambio se producía de forma irreversible.16 El 

hallazgo está en línea con los resultados de Descalzo y Rurack, quienes 

concluyeron que el fenómeno observado a pH ácido tiene que ver con la 

existencia de dos pasos de protonación, uno de ellos irreversible.60 Los autores 

aportan ejemplos a partir de los cuales concluyen que la reducción de la 

capacidad donante de electrones del N en la posición meso que puede ocurrir 

por complejación o por protonación debe dar lugar a desplazamientos 

batocrómicos del espectro de absorción. Más aún, a partir del análisis de los 

espectros de absorción y emisión de su aminotricarbocianina los autores 

exponen que, a medida que se acidifica el medio, primero se protona el 

nitrógeno meso de forma reversible (desplazamiento batocrómico en la 

absorción) y luego se protonan los carbonos metínicos que flanquean la 

estructura polimetínica, generando una estructura hemicianina que se evidencia 

como una banda de absorción en el azul (desplazamiento hipsocrómico). Esto 

último paso es irreversible y ocurre a pHs muy ácidos (alrededor de 1).60 Para 

Cy-PIP, cuyo nitrógeno meso está doblemente sustituido, descartamos una 

protonación irreversible a pH ácido de 5,15. 
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4.5.3 Capacidad sensora de pH 

 

Las sondas fluorescentes de la familia de las tricarbocianinas, en 

comparación con otros fluoróforos, presentan la gran ventaja de absorber y 

emitir luz en la región del NIR (650-900 nm). A partir de esta característica se 

han desarrollado una variedad de sensores de biomoléculas (Ca2+, Zn2+, H+) que 

aprovechan el cambio en la emisión de las tricarbocianinas en presencia de los 

analitos.21,61,62 Los mecanismos por los que ocurre el cambio en la intensidad de 

emisión continúan siendo objeto de investigación debido a que no existe un 

consenso generalizado en cuanto a los fenómenos involucrados en sus 

respuestas luminescentes. 

Como vimos en el Capítulo 1, existen esencialmentre tres mecanismos 

reportados para el sensado de analitos mediante tricarbocianinas: PET 

(Transferencia electrónica fotoinducida), ICT (Transferencia intramolecular de 

carga) y FRET (Transferencia de energía por resonancia de Förster). Sólo nos 

referiremos a PET e ICT, pues las condiciones para FRET no están dadas en 

nuestros ensayos (la eficiencia de FRET a la concentración empleada es 

despreciable).63 

En un mecanismo de tipo PET se tiene un fluoróforo (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 

reducción en comparación con el de la tricarbocianina, pueden actuar como 

donantes o aceptores de electrones.64,65 Cuando el fluoróforo 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 Ca2+ y NO.61,62 En dichos ejemplos los autores observaron 
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que, en presencia del analito, aumentaba la intensidad de emisión (“off-on”), 

mientras que el espectro de absorción de la molécula permanecía invariante. 

Asimismo, en 2014 Sun et al. reportaron la síntesis y caracterización fotofísica de 

una aminotricarbocianina estructuralmente muy similar a Cy-PIP, cuya emisión 

de fluorescencia aumentaba a pH ácido, a la vez que ocurría un desplazamiento 

batocrómico del espectro de absorción al disminuir el pH.66 Los autores 

explicaron dicho comportamiento proponiendo un mecanismo de tipo a-PET. El 

comportamiento fotofísico de la sonda de Sun et al. coincide con el de la familia 

de fluoróforos estudiados por Nagano y colaboradores, también 

estructuralmente similares a Cy-PIP.21 Sin embargo, las aminotricarbocianinas 

de Nagano operarían por un mecanismo diferente, de tipo ICT.15  

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 más 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 batocrómico del espectro de absorción al acidificar, lo cual les 

permitía excitar a las sondas a dos longitudes de onda diferentes. A su vez, 

colectaban la emisión para a cada una de las longitudes de onda de excitación, 

la señal del sensor se expresaba como un cociente de las emisiones, y 

aumentaba al disminuir el pH.21 Esto les permitía incrementar el rango 

dinámico del sensor a la vez que la respuesta se corregía por las interferencias 

del medio.67 La estrategia para la construcción de estos sensores de pH radica 

en controlar la habilidad donante de electrones del nitrógeno meso mediante 

protonación-desprotonación del grupo diamino. En condiciones ácidas, el H+ 

puede deslocalizar su carga entre los dos nitrógenos, 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 línea con los 

resultados de Nagano y colaboradores21, sufría un desplazamiento batocrómico 
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en el espectro de absorción al disminuir el pH, pero su intensidad de emisión 

disminuía.30 

 

 

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

de protonación y desprotonación. Adaptado de Myochin et al.21 

 

Si bien Cy-PIP es estructuralmente muy similar a las moléculas 

reportadas por los autores a los que nos hemos referido en los párrafos 

precedentes, su comportamiento fotofísico es diferente. En el caso de Cy-PIP, 

no se observa un desplazamiento batocrómico en el espectro de absorción al 

aumentar la concentración de H+ y dicho espectro experimenta una disminución 

regular y uniforme al disminuir el pH. Sumado a ello, la intensidad de emisión 

a 820 nm disminuye al disminuir el pH. Así, el comportamiento fotofísico de 

Cy-PIP no puede racionalizarse con un mecanismo estándar de tipo a-PET o 

ICT. 

Recientemente, Samaniego et al. reportaron la síntesis y caracterización 

fotofísica de dos aminoboronolectinas, una de ellas derivada de una 

aminotricarbocianina muy similar a Cy-PIP en estructura.20,68 La emisión de las 

aminoboronolectinas se apagaba a pH ácido, y se prendía a pH básico, al igual 

que ocurre con Cy-PIP. En línea con lo reportado por Zhang et al. para 

carbazoles funcionalizados con ácidos borónicos,69,70 Samaniego et al. sugieren 

que podría estar ocurriendo un mecanismo de tipo d-PET en el que la 

tricarbocianina actuaría como donante de electrones, mientras que el grupo 

aminoborónico protonado actuaría como aceptor de electrones. Esto explicaría 

la recuperación de la emisión de la sonda por bloqueo del mecanismo de d-PET 
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a pH básico. Hasta donde tenemos conocimiento, este mecanismo sólo ha sido 

reportado para moléculas que contienen sustituyentes ácidos borónicos, 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 está 

en discusión en la actualidad. Para Cy-PIP, las medidas resueltas en el tiempo 

podrían sugerir que la única especie emisora de luz es la especie completamente 

desprotonada. Comparando con los antecedentes reportados a los que nos 

hemos referido en párrafos precedentes, podemos pensar que la presencia del 

grupo –COOH en Cy-PIP influye en el comportamiento fotofísico del sensor. 

Por otra parte, es importante destacar que descartamos que el apagamiento de 

la fluorescencia se deba a la agregación de Cy-PIP, pues siempre trabajamos 

con concentraciones de alrededor de 5 µM, a las cuales no se puede hablar de 

agregación. Así, se deben realizar experimentos adicionales para disponer de 

evidencias que permitan racionalizar el comportamiento fotofísico 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.21,30 Esta 

concordancia en los valores refuerza la hipótesis de Myochin et al., quienes 

establecieron una correlación entre el valor de pKa de la diamina y el de la 

aminotricarbocianina resultante de la sustitución. La N-metilpiperazina tiene un 

pKa de 7,83 y, según la hipótesis de los autores, se espera un pKa de una unidad 

menor para la aminotricarbocianina derivada, es decir, de 6,8.21  

 

4.6 Conclusiones 

 

En este capítulo se describieron la síntesis y la caracterización estructural 

y fotofísica de Cy-PIP, una aminotricarbocianina que funciona como sensor 

molecular de pH. Sus características más 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 daño de los mismos por luz y, por 

otra parte, favorece la penetración de la luz en los tejidos y minimiza los efectos 

de filtro interno y de dispersión de luz; 2) el pKa del sensor se encuentra en un 

rango de pH relevante desde el punto de vista biológico, con una respuesta 

rápida y sensible a las fluctuaciones de dicha propiedad; 3) ofrece posibilidad 

de conjugación a estructuras supramoleculares y a nanomateriales a través del 

grupo ácido carboxílico en la estructura. 
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5 Nanosensor de pH en el NIR basado en la 

funcionalización superficial de SiO2 

 

5.1 Introducción 

 

En el Capítulo 4 describimos la síntesis y la caracterización de un sensor 

molecular de pH de la familia de las aminotricarbocianinas (Cy-PIP). En este 

capítulo, presentaremos un sensor nanoparticulado de pH derivado de Cy-PIP 

como prototipo de un nano-objeto con aplicación biológica.  

Siguiendo la estrategia de inmovilizar colorantes dentro o sobre la 

superficie de una matriz inerte, las nanopartículas de sílice se revelan como un 

excelente material de soporte debido a su estabilidad, baja toxicidad y bajo 

costo de producción. Las nanopartículas de sílice dopadas o funcionalizadas 

con colorantes en su superficie resultan unos marcadores interesantes para 

técnicas de visualización (imaging)  ya que, en muchos casos, aumentan el 

rendimiento cuántico de fluorescencia de los colorantes y su fotoestabilidad en 

sistemas biológicos.1–3 

Combinando las excelentes propiedades ópticas de los fluoróforos NIR 

derivados de tricarbocianinas con la versatilidad de los materiales a base de 

sílice, obtuvimos un nanosensor de pH con un gran corrimiento de Stokes. El 

colorante (Cy-PIP) lleva una función N-metilpiperazina que actúa como aceptor 

de protones y esa interacción modula su fluorescencia. Además, en este capítulo 

presentamos la preparación, caracterización y aplicación de este novedoso 

nanosensor NIR en la detección de cambios de pH en células HeLa (in vitro e in 

vivo), como prueba de concepto de su capacidad de detección en un sistema 

biológico. 



~ 5-2 ~ 

 

 

5.2 Síntesis de Cy-PIP@SiO2 

 

En este apartado describiremos la estrategia sintética general que 

desarrollamos para Cy-PIP@SiO2 (detalles experimentales en Capítulo 3). 

Primero se sintetizaron nanopartículas de sílice funcionalizadas con grupos 

aminopropilo (APTES@SiO2) y luego se realizó una post-funcionalización de la 

superficie con Cy-PIP. 

 

5.2.1 Síntesis de Nanopartículas de SiO2 funcionalizadas con APTES 

 

Como ya dijimos, la superficie de las nanopartículas (NP) y coloides de 

SiO2 resulta una excelente interfaz para la inmovilización de moléculas.1 

Además, las moléculas basadas en organo-alcoxisilanos constituyen una amplia 

e interesante biblioteca química para la fácil modificación superficial de 

materiales derivados de sílice y de óxidos metálicos de transición.4 Así, como se 

muestra en el Esquema 5-1, se sintetizaron nanopartículas de sílice amino-

derivada utilizando 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES) de acuerdo con 

procedimientos estándar reportados.5–7  

 

 

Esquema 5-1. Síntesis de nanopartículas APTES@SiO2. 
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En una primera etapa, se obtuvieron semillas de NP de SiO2 en una 

dispersión coloidal en etanol, y cinco horas después se adicionó a la reacción 

una pequeña cantidad de APTES para que pudiera hidrolizarse y condensar 

con los grupos silanoles de la superficie de las semillas de SiO2.  

 

5.2.2 Unión de Cy-PIP a APTES@SiO2 

 

La inmovilización de Cy-PIP en la superficie de APTES@SiO2 se realizó 

mediante una reacción de acoplamiento con 1,1-carbonildiimidazol (CDI), un 

procedimiento ampliamente conocido en química orgánica.8,9 Se tienen dos 

etapas: 1) activación de los grupos ácido carboxílico de Cy-PIP con CDI 

(Esquema 5-2) y, 2) reacción del derivado activado de Cy-PIP con el grupo 

amino de la superficie de APTES@SiO2 (Esquema 5-3). 

 

 

Esquema 5-2. Etapa de activación de Cy-PIP con 1,1-carbonildiimidazol (CDI) en DMF. 
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La etapa de activación se llevó a cabo en solución y, para la etapa 

siguiente, se realizó el agregado de esta solución (que contenía el derivado 

COOH activado de Cy-PIP) a una dispersión de APTES@SiO2 en DMF.  

Como se explicitó el Capítulo 3, la cantidad de Cy-PIP de partida se 

calculó en exceso respecto de la cantidad estimada (a partir de consideraciones 

sobre el tamaño de las NP) de sitios aminopropilo en la superficie (Relación Cy-

PIP-Amino (NP) 500:1). Por otra parte, cabe aclarar que los esquemas muestran 

la reacción de un único grupo –COOH de Cy-PIP sólo a modo ilustrativo. No 

descartamos que ambos grupos –COOH de la molécula se activen con CDI, ya 

que Cy-PIP es simétrica.  

 

 

Esquema 5-3. Reacción del derivado activado de Cy-PIP con APTES@SiO2 en DMF. 

 

5.3 Caracterización del nuevo material 

 

5.3.1 Morfología y tamaño 

 

En la Figura 5-1 se muestra una micrografía de FE-SEM de Cy-PIP@SiO2, 

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

3, se calculó un diámetro de (89±13) nm.  

 

 

Figura 5-1. Micrografías de FE-SEM de las nanopartículas Cy-PIP@SiO2. Sobre la imagen se calculó el 

tamaño de las nanopartículas, que resultó (N = 150) en un diámetro = (89 ± 13) nm. 

 

Para evaluar la estabilidad de las nanopartículas en medios de PBS a 

distintos pHs, suspensiones de Cy-PIP@SiO2 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 

determinó que tanto la forma como el tamaño de las nanopartículas para todos 

los pHs y tiempos no presentaban cambios significativos.  

Por otra parte, con el objeto de medir el diámetro hidrodinámico de las 

partículas y en pos de comparar con el valor obtenido por SEM, se realizaron 

medidas de DLS (Figura 5-2). El diámetro hidrodinámico promedio en agua 

resultó de (152±1) nm (N=4 medidas). Se observa que el diámetro experimental 

promedio obtenido por DLS es mayor que el obtenido por SEM. 
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Figura 5-2. Medidas de DLS a 90º de una dispersión acuosa de Cy-PIP@SiO2 a 25,0ºC. 

(a) Distribución de tamaño por intensidad, diámetro hidrodinámico = (152±1) nm, N = 4 medidas 

independientes; (b) Función de correlación y su ajuste, N = 4. 

 

5.3.2 Espectroscopia infrarroja (FTIR) 

 

La espectroscopia FTIR constituye una herramienta para detectar la 

presencia de grupos químicos diagnósticos que forman parte del material. En la 

Figura 5-3 se muestran los espectros de (a) una sílice control de tipo Stöber, (b) 

APTES@SiO2 y, (c) Cy-PIP@SiO2. 

 

Figura 5-3. Espectros FTIR (DRIFTS) de (a) SiO2 control de tipo Stöber, (b)APTES@SiO2  y, (c)  Cy-

PIP@SiO2. El espectro completo se ha dividido en regiones a fin de facilitar la visualización de las bandas. 

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

 

Los espectros FTIR de las nanopartículas de SiO2 (a) y sus derivados 

funcionalizados (b) y (c) muestran una banda intensa a 3600-3100 cm-1 que se 
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corresponde con las vibraciones de estiramientos de O-H. En todos los casos, se 

observa una banda ancha característica a 1100-1000 cm-1 que se asocia a las 

vibraciones típicas de Si-O y O-Si-O. Los films de SiO2 sintetizados por un 

método sol-gel sin tratamiento de calcinación posterior exhiben un pico muy 

notorio a 3400 cm-1 correspondiente al estiramiento O-H del agua adsorbida a la 

superficie, que interactúa por puente de hidrógeno.10–13 Sumado a ello, la región 

de 3800-3000 cm-1 incluye los estiramientos O-H de los silanoles (SiOH aislados 

a 3750 cm-1, SiOH geminales a 3742 cm-1 y SiOH vecinales entre 3720 y 3520 cm-

1).  

La sílice de tipo Stöber y la sílice funcionalizada superficialmente por 

reacciones posteriores (post-grafting), dependiendo de la densidad de grupos, 

puede o no mostrar las bandas características de los alifáticos ν(C-H) a 2900-

2800 cm-1.13,14 Así, en el espectro (c) podemos distinguir las bandas alifáticas 

características entre 2900 y 2800 cm-1, a diferencia del espectro (a), por lo que 

dichas señales deben estar asociadas a la presencia de Cy-PIP en la superficie de 

la sílice. En el caso de APTES@SiO2 (b), las bandas alifáticas mencionadas 

apenas se distinguen, lo que nos habla de un grado de funcionalización mucho 

menor que en otro tipo de materiales, por ejemplo, óxidos mesoporosos.  

Las aminas primarias protonadas (-NRH2+) tienen absorciones medias a 

fuertes cerca de 1600 cm-1 y 1500 cm-1 debido a las vibraciones de deformación 

simétricas y asimétricas.14 Estas bandas se ven claramente en el espectro (b) de 

APTES@SiO2, entre 1580 y 1480 cm-1. En el espectro (c) aparecen estas bandas -

NRH2+, pero se superponen a una banda asociada a la absorción característica  

fuerte de las amidas secundarias en fase sólida (banda amida II, deformación N-

H y vibraciones de estiramiento C-N) a 1570-1515 cm-1.14 Las vibraciones de 

estiramiento del grupo carbonilo C-O (banda amida I) no pueden distinguirse 

debido a la fuerte y ancha banda de vibración del agua cerca de 1643 cm-1.  Ni 

las bandas amina primaria -NRH2+ ni la banda de amida II están presentes en el 

espectro (a) de SiO2 control, a diferencia de lo que pasa con las nanopartículas 
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funcionalizadas. Toda esta información sugiere que Cy-PIP se ha unido a 

APTES@SiO2 NP a través de un enlace amida.  

Por otra parte, cabe destacar que no se observó en el espectro (c) una 

banda a ~1725 cm-1 que indicaría la vibración de estiramiento del C=O del –

COOH de Cy-PIP. 

 

5.4 Emisión de fluorescencia en estado estacionario 

 

En la Figura 5-4 se muestran los espectros de emisión normalizados (en 

metanol) para Cy-PIP (colorante libre) y Cy-PIP@SiO2. El máximo de emisión en 

metanol del colorante libre está a 820 mientras que, para el colorante anclado en 

la superficie de las nanopartículas, se encuentra en 825 nm. El desplazamiento 

del máximo de emisión es muy pequeño, lo que podría sugerir que la 

superficie, el menos en esta configuración de la unión de la molécula a la 

superficie, no ejerce influencia significativa en las propiedades fotofísicas del 

colorante. 

 

 

Figura 5-4. Espectros de emisión normalizados en metanol de Cy-PIP (solución 2,5.10-5 M, línea ----) y 

Cy-PIP@SiO2 (línea llena); λexc: 685 nm, apertura de rendija: 20 nm. 
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5.5 Cy-PIP@SiO2 y su rol como nanosensor fluorescente de pH 

 

La emisión de fluorescencia de Cy-PIP@SiO2 a 820 nm cambia 

marcadamente cuando se titula en el rango de pH de 3 a 9, en un procedimiento 

análogo al descripto para la titulación de la sonda libre Cy-PIP (Capítulo 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 Capítulo 3. Cabe aclarar 

que no se ensayaron pHs mayores a 9 para evitar complicaciones por la 

disolución de la sílice a esos pHs.15 

 

 

Figura 5-5. (A) Espectro de emisión de Cy-PIP@SiO2  en buffer PBS 10 mM, rango de pH 2-9; excitación 

680 nm. (B) Intensidad de fluorescencia a 820 nm, rango de pH  3-9; excitación 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 (Capítulo 4). Ambos valores se encuentran 

en un rango de pH común de medios biológicos (ej. células), lo cual hace a Cy-

PIP@SiO2 un nanosensor de pH atractivo para aplicaciones en este sentido. 
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5.6 Aplicación: Detección de pH en células HeLa in vivo e in 

vitro 

 

En esta sección presentaremos los resultados obtenidos en experimentos 

de internalización de Cy-PIP@SiO2 en células HeLa (células de cáncer de cuello 

de útero, Capítulo 3). 

 

5.6.1 Estudios por microscopía confocal de fluorescencia 

 

Con el fin de evaluar la absorción (uptake) e internalización del 

nanosensor Cy-PIP@SiO2, las células HeLa fueron tratadas durante 1 hora con 

una suspensión acuosa de nanopartículas. Seguidamente, dichas células fueron 

lavadas con buffer PBS para eliminar todo resto de nanopartículas 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 

paraformaldehído al 5% p/v para su posterior observación (materiales y 

métodos en el Capítulo 3). En la Figura 5-6 se muestran las imágenes de las 

células HeLa obtenidas por microscopía confocal a distintos tiempos de 

incubación con Cy-PIP@SiO2. Los núcleos se marcaron con el colorante DAPI 

(λexc 405 nm) y Cy-PIP se excitó con un láser de 633 nm. 

Se observa que las nanopartículas Cy-PIP@SiO2 efectivamente se 

internalizaron en las células ya que, para el primer tiempo de observación (1 

hora de incubación) se localizan dispersas alrededor del núcleo (puntos rojos en 

la Figura 5-6). Asimismo, al observar las imágenes a distintos tiempos se puede 

ver que las NP se fueron agrupando progresivamente en la región perinuclear. 

A las 4 horas de incubación se continuó observando un patrón puntuado con 

localización perinuclear, lo que sugiere que la viabilidad celular no se vio 

afectada durante el tiempo del experimento. 



~ 5-11 ~ 

 

 

 

Figura 5-6. Imágenes de células HeLa obtenidas en un microscopio de fluorescencia confocal a diferentes 

tiempos luego de incubación con el nanosensor Cy-PIP@SiO2. El núcleo celular fue teñido con DAPI 

(azul, λexc 405 nm) y la excitación de Cy-PIP se realizó con un láser a 633 nm, colectando la emisión con 

un filtro APC-H7. 

 

5.6.2 Estudios por citometría de flujo 

 

Para evaluar cuantitativamente la respuesta del nanosensor a las 

fluctuaciones de pH en células vivas, se realizó un experimento de citometría de 

flujo en las mismas condiciones descriptas para la microscopía confocal (Sección 

5.6.1) en cuanto a concentraciones y tiempos de incubación.  

En la Figura 5-7 se muestran los resultados del experimento de citometría 

en forma de patrones de puntos de dispersión de luz lateral (SSC, 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. 

Típicamente, en cada experimento para cada tiempo de incubación (1, 2, 3 y 4 

horas), se analizó la intensidad de fluorescencia de 5.104 células. Además, 

células no tratadas con Cy-PIP@SiO2 se utilizaron como referencia (Figura 5-7 

A) para establecer la “compuerta de fluorescencia” (gating) y así poder luego 

realizar el tratamiento de datos en forma de histogramas. También se realizó un 
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experimento control en el que no se utilizaron células pero sí una suspensión de 

nanopartículas Cy-PIP@SiO2 (Figura 5-7 F). 

En primer lugar, al comparar el control de células HeLa con los 

tratamientos con Cy-PIP@SiO2 a distintos tiempos en la Figura 5-7, se observa 

que el patrón de puntos azul determinado por las dispersiones de luz frontal y 

lateral se conserva. Esto sugiere que, durante el tiempo que duró el 

experimento, no se observaron diferencias en el tamaño, la forma o la 

granulosidad de las células. El control de Cy-PIP@SiO2 (Figura 5-7 F) muestra 

otro patrón de puntos en regiones de bajo FSC y SSC en comparación con las 

células HeLa control, como se esperaba para  nanopartículas de tamaño 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 patrón de puntos de las células HeLa 

control, lo cual indicaría una cierta auto-fluorescencia de los componentes 

celulares. Sin embargo, para los tratamientos con nanopartículas a todos los 

tiempos de incubación se observó una mayor densidad de coloración verde en 

el patrón de puntos (B, C, D y E) en comparación con las células HeLa control 

(A). Esta observación apunta a la internalización de Cy-PIP@SiO2 en las células 

HeLa, como se observó mediante Microscopía confocal de fluorescencia.  
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Figura 5-7. Medidas correlacionadas o gráficos de puntos (azul) de luz dispersa frontal (FSC, forward 

scatter) y luz dispersa lateral (SSC, side scatter), junto con la emisión de fluorescencia (verde). 

Excitación: 488 nm para FSC y SSC,  633 nm para emisión de fluorescencia. Observación: 530/30 nm 

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

 

Por otra parte, en la Figura 5-8 se muestran los resultados de los 

experimentos de citometría a distintos tiempos de incubación en forma de 

histogramas. En ellos se grafica el número de eventos (medido en cuentas) en 

función de la intensidad de fluorescencia (IF). Para cada histograma se 

determinó la intensidad de fluorescencia promedio de la población analizada y 

se estableció un porcentaje de la población 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 incubación: pasa de 20,8 % para 
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1 hora de incubación a 6,2% para 4 horas de incubación. Esto significa que la 

población celular más 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. 

 

 

Figura 5-8. Histogramas creados a partir del análisis de los datos de citometría para cada tiempo de 

incubación (1, 2, 3 y 4 horas). Se grafica el número de eventos (Cuentas) versus la intensidad de 

fluorescencia (IF) y se indica el promedio para esta última propiedad. También se muestra el porcentaje de 

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

 

5.7 Discusión 

 

5.7.1 Cy-PIP@SiO2: caracterización y capacidad sensora de pH  

 

En cuanto a la morfología de las nanopartículas, SEM reveló que las 

nanopartículas Cy-PIP@SiO2 tienen una forma esférica con un diámetro de 

(89±13) nm. A su vez, por DLS se determinó un radio hidrodinámico de (152±1) 

nm. El hecho de que en DLS se midan diámetros hidrodinámicos hace 

entendible y esperable que se obtengan mayores valores para el diámetro por 

esta técnica en comparación con SEM. Sin embargo, no descartamos que 

pudieran estar ocurriendo procesos de hinchamiento (swelling) de las 

nanopartículas en solución, que llevarían a diámetros experimentales mayores. 

En este sentido, Costa et al. demostraron por diferentes técnicas de 
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caracterización de materiales que existen diferencias significativas en cuanto al 

hinchamiento de nanopartículas de tipo Stöber de diferentes tamaños en 

solventes como agua y etanol.16 Así, en el trabajo de Costa et al., las partículas 

más pequeñas (22 nm por SEM) presentaron un mayor incremento en su 

diámetro que las más grandes (118 nm por SEM) al cambiarse el solvente.16 Por 

otra parte, Škvarla et al. utilizaron microscopía de fuerza atómica (AFM) para 

determinar el radio de nanopartículas de sílice y propusieron la existencia de 

una capa elástica de gel en la superficie de sílice coloidal. Entonces,  las 

nanopartículas, una vez dispersas en soluciones acuosas, resultarían más 

grandes de lo que en verdad son.17 

Por otro lado, como describen Pffeifer et al., las propiedades físico-

químicas de las nanopartículas 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 

nanopartículas son diferentes de las de la solución bulk y esto está íntimamente 

relacionado con la carga superficial.18 Por ejemplo, si la superficie es 

mayormente negativa, la concentración local de iones positivos será mayor. En 

este contexto, los fluoróforos ion-sensibles emergen como una  estrategia 

factible para investigar las concentraciones de iones cerca de la superficie de las 

NP. Estos fluoróforos generalmente cambian su intensidad de emisión en 

función de la concentración del ión respectivo / analito y el ejemplo más 

destacado de esta tesis es Cy-PIP, un sensor molecular de pH. Sin embargo, 

resulta conveniente disponer de algún tipo de referencia interna para realizar 

medidas relativas (ratiometric sensing)19–23 y no de intensidades absolutas, como 

veremos en el Capítulo 7. Si los colorantes sensibles a iones se unen a la 

superficie de las NP mediante grupos químicos espaciadores (por ejemplo, 

ADN24,25, o derivados de PEG19,26,27) de distinta longitud, se tiene la posibilidad 

de estudiar el perfil de concentración de iones alrededor de las NP. Zhang et al. 
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estudiaron la influencia de la carga superficial de nanopartículas de oro 

recubiertas con polímeros cargados negativos en la capacidad sensora de pH 

del conocido colorante SNARF.27 El colorante se unió a las nanopartículas 

recubiertas mediantes espaciadores de tipo PEG de diferente longitud. Los 

autores mostraron que, a medida que aumentaba la longitud del espaciador, el 

pKa del fluoróforo se movía hacia valores más altos que los del colorante libre. 

Según el modelo de Debye-Hückel, la concentración de iones de signo contrario 

atraídos a la superficie (en este caso, los H+) decae radialmente con la distancia 

hasta llegar a la concentración de la solución bulk a largas distancias. En este 

sentido, el pH local cerca de las NP es menor que el de la solución bulk. En 

términos del SNARF, 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 solución bulk. Por 

el contrario, si el espaciador tiene una longitud menor a 1 nm (PEG 0,1 kDa), la 

concentración local de H+ que sensa el SNARF es mayor, el pH local disminuye 

respecto del pH de la solución bulk y, por lo tanto, el pKa observado para la 

sonda es mayor que el de la sonda libre.27 Es decir, la sonda cerca de la 

superficie de la nanopartícula (cargada negativa) puede protonarse a un pH de 

solución bulk más alcalino que la sonda libre porque la concentración local de 

H+ es mayor. 

En la Sección 5.5 vimos que Cy-PIP@SiO2 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 (Capítulo 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 más alcalino se deba a la influencia de la superficie.27 

Cy-PIP está unido a la superficie de las nanopartículas 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 más ácido que el de la 

solución bulk. También, se observó (Sección 5.4) que el espectro de emisión de 
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Cy-PIP@SiO2 presenta un pequeño corrimiento batocrómico (5 nm) respecto de 

Cy-PIP libre en metanol, lo cual podría estar relacionado con una pequeña 

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

 

5.7.2 Internalización y capacidad sensora de pH de Cy-PIP@SiO2 en células 

HeLa 

 

Diversos estudios han reportado que las nanopartículas inorgánicas con 

diámetros menores de 100 nm tienden a mostrar una mayor eficiencia de 

penetración en tumores que NP más grandes.28 Aun así, partículas más grandes, 

de alrededor de 200 nm, también pueden ser internalizadas a menor velocidad 

por células HeLa.29 En la Sección 5.6 presentamos los resultados de los ensayos 

de internalización de Cy-PIP@SiO2 en células HeLa in vitro. Por microscopía de 

fluorescencia confocal determinamos que una hora de incubación con la 

suspensión de nanopartículas (4 μg/ml) alcanza para que ocurra internalización. 

A la hora de observación las nanopartículas se vieron ubicadas alrededor del 

núcleo celular. Luego de 4 horas de tratamiento, las nanopartículas se 

observaron en la región perinuclear, y la morfología de los núcleos de las 

células no se vio alterada. Complementariamente, por citometría de flujo 

pudimos  evaluar el comportamiento del nanosensor in vivo, una vez 

internalizado en las células. Durante el tiempo que duró el experimento (4 horas 

de incubación fue el tiempo más largo), el patrón de puntos de dispersión (SSC 

y FSC) no se vio afectado ni mostró diferencias respecto del ensayo control de 

células HeLa sin NP, lo cual dio la pauta de que tanto el tamaño (dado por la 

dispersión frontal, FSC) como la forma, la granulosidad y la estructura (dadas 

por la dispersión lateral, SSC) de las células no se vio afectada durante la 

exposición a Cy-PIP@SiO2.30 Este hallazgo es consistente con las observaciones 

de microscopía confocal y nos indica que, a las concentraciones de trabajo, no se 

puede hablar de toxicidad biológica de las nanopartículas. 
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Por otra parte, se conoce que la endocitosis está implicada en varios 

procesos celulares importantes como el metabolismo de proteínas y lípidos, la 

presentación de antígenos y la homeostasis energética.31,32 El proceso de 

endocitosis detecta y regula la interacción entre una célula y su ambiente 

externo, y así permite el ingreso de materiales extracelulares a las células. Por 

ejemplo, la degradación y el reciclado de receptores transmembrana mediante 

endocitosis regula la sensibilidad de las células a ciertos ligandos específicos.33,34 

Durante la endocitosis, la acidificación progresiva resulta esencial para 

diferentes aspectos de varias funciones bioquímicas y fisiológicas de las 

células.35 En nuestro caso, los experimentos de citometría 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 incubación. Estas observaciones son 

consistentes con el mecanismo por el cual la fusión endosoma-lisosoma 

conduce a una drástica caída del pH dentro del compartimiento celular.36 

 

5.8 Conclusiones 

  

Utilizando métodos sintéticos (in)orgánicos asequibles y versátiles 

pudimos construir un nanosensor altamente biocompatible con capacidad 

sensora de pH. El nanosensor Cy-PIP@ SiO2 conserva las características 

fotofísicas salientes de Cy-PIP como su gran corrimiento de Stokes y su emisión 

de fluorescencia en NIR que se ve modulada por la concentración de protones 

en el medio. El pKa de Cy-PIP@SiO2 (7,4) se encuentra en el rango más relevante 

a monitorear desde el punto de vista biológico (6 a 8) y la respuesta del 

nanosensor a los cambios de pH en células vivas brindó la posibilidad de seguir 

el proceso de endocitosis celular, con una toxicidad no detectable en las 

condiciones del ensayo. 



~ 5-19 ~ 

 

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 SiO2, en términos de su modificación química, 

ofrece una amplia gama de posibilidades en cuanto a la fijación de sondas 

complementarias y/o ligandos específicos para dirigir la nanosonda de forma 

controlada al sitio deseado. Más aún, como veremos en el Capítulo 7, la 

plataforma de Cy-PIP@SiO2  puede ser modificada a fin de incluir otros 

fluoróforos en la estructura de las nanopartículas y así lograr respuestas 

autoreferenciadas de pH (ratiometric sensing) o marcado con biomoléculas 

relevantes (ej. ácido fólico). 
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6 Nanopartículas de SiO2 modificadas con 

azul de metileno y potencial aplicación en 

terapia fotodinámica 

 

6.1 Introducción 

 

En este capítulo se reporta la síntesis y caracterización de una variedad  

de nanomateriales que encapsulan en su matriz azul de metileno (MB, por las 

palabras inglesas methylene blue). Como abordamos en el Capítulo 1, el MB es 

una molécula derivada de las fenotiazinas que posee las siguientes 

características: i) está aprobada por la FDA (Food and Drug Administration) para 

su uso en humanos como tratamiento para la metahemoglobinemia;1 ii) absorbe 

y emite luz en la región del NIR, a la vez que tiene un alto rendimiento de 

producción de 1O2; iii) es catiónico, lo que permite su encapsulación en NP de 

SiO2 mediante interacciones electrostáticas y, iv) es de bajo costo. 

En este capítulo presentaremos dos estrategias para incluir MB dentro de 

la matriz de SiO2. En un caso se trabajó con una modificación de la síntesis de 

Stöber y, por otra parte, se hizo uso de microemulsiones inversas para obtener 

NP de SiO2 dopadas con MB. Se detallarán las propiedades fotofísicas de cada 

uno de los sistemas sintetizados y, con el objeto de contribuir en el campo de la 

nanomedicina, se establecerá su potencial aplicación para terapia fotodinámica 

por producción de oxígeno singulete. Finalmente, se relacionarán las 

propiedades fotofísicas y la producción de oxígeno singulete con las variables 

de síntesis. 
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6.2 Caracterización de nanopartículas dopadas con MB 

 

6.2.1 Nanopartículas de tipo Stöber (MB@SiO2-ST) 

 

6.2.1.1 Introducción 

 

Como dijimos, el MB es una molécula catiónica. Esa carga positiva 

permanente favorece las interacciones electrostáticas con las superficies de 

sílices, que se hallan cargadas negativamente. De hecho, este principio de 

interacción electrostática para inmovilizar colorantes catiónicos en superficies 

con cargas fijas aniónicas ha sido ampliamente utilizado en química de 

materiales.2–4  

 

6.2.1.2 Caracterización del material MB@SiO2-ST 

 

Se obtuvieron NP de forma esférica mediante una modificación del 

conocido método de Stöber5 utilizando el protocolo descripto en el Capítulo 3. 

Llamaremos MB@SiO2-ST a las partículas sintetizadas por este método. Durante 

el crecimiento de las NP de SiO2, el fluoróforo queda atrapado en la matriz 

debido a las interacciones electrostáticas que operan entre MB (cargado 

positivo) y los oligómeros de sílice (cargados negativos). Se probaron dos 

relaciones molares silicio-MB, a saber: 1 molécula de MB / 500 átomos de Si 

(MB@SiO2-ST-1) y, 1 molécula de MB / 5000 átomos de Si (MB@SiO2-ST-2). Cabe 

destacar que el colorante se adicionó al comienzo de la síntesis, con lo cual se 

estima que la encapsulación ocurrió en todo el volumen de las NP. En la Figura 

6-1 se puede apreciar el aspecto de ambas suspensiones etanólicas de NP, antes 

y después de centrifugarlas. Se ve que MB@SiO2-ST-1, como esperábamos, es de 

color azul intenso, mientras que MB@SiO2-ST-2 resultó celeste. Además, a ojo 
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desnudo los sobrenadantes de la centrifugación no poseen coloración azul, lo 

cual sugiere que no existe una liberación apreciable de colorante, como 

veremos. 

 

 

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

centrifugación (5000 rpm, 20 minutos).  

 

Más adelante, en la Sección 6.3.1.1, presentaremos la caracterización por 

espectroscopia UV-visible de las NP y los sobrenadantes que se muestran en la 

Figura 6-1.  

 

6.2.1.2.1 Morfología y tamaño 

 

En la Figura 6-2 se pueden ver las micrografías de FE-SEM obtenidas 

para las NP MB@SiO2-ST-2. Se observa que tienen una forma esférica, con un 

diámetro promedio de 181 ± 11 nm. Por otra parte, con el objeto de medir 

diámetro hidrodinámico de las partículas y compararlo con el valor obtenido 

por SEM, se realizaron medidas de DLS (Figura 6-3). El diámetro 

hidrodinámico promedio en etanol resultó de 201 ± 7 nm (índice de 

polidispersión, PDI = 0,049). Se observa que el diámetro experimental promedio 

obtenido por DLS es mayor que el obtenido por SEM. 

A

B
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Figura 6-2. Micrografías de FE-SEM de las NP MB@SiO2-ST-2 (1:5000). Sobre la imagen (B) se calculó 

el tamaño de las NP, que resultó (N = 100) en un  diámetro = (181 ± 11) nm. 

 

 

Figura 6-3. Medidas de DLS a 90º de una dispersión etanólica de MB@SiO2-ST-2 a 25.2ºC. El diámetro 

hidrodinámico calculado a partir de la medición a ángulo variable fue de (201 ± 7) nm (30 a 150º, cada 

10º) con un PDI promedio de 0,049; (a) Distribución de tamaño por intensidad para 90º, se muestra el 

tamaño promedio y el PDI para esta medida; (b) Función de correlación para 90º. 
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Para las NP con 1 molécula de MB cada 500 átomos de silicio (MB@SiO2-

ST-1) se realizó un tratamiento análogo de las micrografías de FE-SEM (Figura 

6-4), y se obtuvo un tamaño de (135 ± 15) nm.  

 

 

Figura 6-4. Micrografías de FE-SEM de las NP MB@SiO2-ST-1 (1:500); Sobre la  imagen (B) se calculó 

un diámetro (N = 100) de  (135 ± 15) nm. 

 

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

hidrodinámico de (213 ± 9) nm (PDI 0,080). 
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Figura 6-5. Medidas de DLS a 90º de una dispersión etanólica de MB@SiO2-ST-1 a 25.2ºC. El diámetro 

hidrodinámico calculado a partir de la medición a ángulo variable fue de (213 ± 9) nm (30 a 150º, cada 

10º) con un PDI promedio de 0,080; (a) Distribución de tamaño por intensidad para 90º, se muestra el 

tamaño promedio y el PDI para esta medida; (b) Función de correlación para 90º. 

 

6.2.2 Nanopartículas por Micromemulsión Inversa 

 

6.2.2.1 Introducción 

 

Como ya abordamos en los Capítulos 1 y 3, los métodos de emulsiones 

inversas para sintetizar NP de sílice consisten en ofrecer nanogotas de agua 

como reactores en los que ocurre la hidrólisis y condensación del alcoxisilano 

del que se desee partir. La mayor limitación de este método para desarrollar 

materiales luminiscentes de sílice reside en que el colorante con el que se quiere 

dopar el material debe ser soluble en agua en una buena proporción, dado que 

toda la química ocurre en las nanogotas de agua.1 Así, se prefieren los 

colorantes solubles en agua, en muchos casos catiónicos, como el azul de 

metileno. 

   

6.2.2.2 Caracterización del material MB@SiO2-ME 

 

Como se indicó en el Capítulo 3, se realizaron síntesis de microemulsión 

inversa (con un R =10) por co-hidrólisis de dos alcoxisilanos: TEOS y HDTMOS, 
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en distintas proporciones, y luego se depositó (one-pot) una capa de TEOS para 

darle buena dispersabilidad a las NP en solventes próticos. De esta manera, se 

obtuvieron NP de tipo núcleo-cáscara (del inglés, core-shell), en las cuales el 

núcleo era parcialmente hidrofóbico (dado que contenía HDTMOS) en mayor o 

menor grado y la cáscara era hidrofílica (sólo TEOS). Por otra parte, y en una 

variante de la síntesis, se depositó una cáscara que contenía grupos amino, a 

través del uso de APTES como alcoxisilano. Para los núcleos se probaron 

esencialmente tres relaciones molares de TEOS-HDTMOS: 1:3, 2:2 y, 3:1 

(Síntesis 1, 2 y 3, respectivamente). En una exploración inicial se observó que 

concentraciones inferiores a 10-6 M de MB no resultaban en un dopado 

detectable por absorción UV-visible. Así, se trabajó en concentraciones 

superiores (10-4 M, típicamente). 

Para facilitar la lectura de los resultados, recordemos que MB@SiO2-ME 

hace referencia a NP sintetizadas por microemulsión inversa. Luego se agrega 

una referencia numérica (1, 2 o 3) dependiendo de la proporción de los 

diferentes silanos en el núcleo. Así, MB@SiO2-ME-2 se refiere a una proporción 

2:2 TEOS-HDTMOS. Si además las cáscaras provienen de una funcionalización 

con APTES, la nomenclatura será MB@SiO2-ME-2-NH2. 

El colorante se adicionó una vez formada la emulsión y previo al 

agregado de los silanos. Sin embargo, el MB tiene carácter catiónico 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 

microemulsión inversa. Luego de agregados los silanos y el amoníaco, 

comienzan las reacciones de hidrólisis y condensación de los alcoxisilanos en 

las gotas de agua y el MB se encapsula en la matriz. Cuando se añade el silano 

para depositar la cáscara hidrofílica (TEOS o APTES), aún queda MB en la fase 

acuosa, con lo cual es razonable que el colorante se encapsula tanto en el núcleo 

como en la cáscara de las NP, es decir, en todo el volumen del objeto. En la 

Figura 6-6 se puede apreciar el aspecto de dos suspensiones etanólicas de NP 
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distintas (MB@SiO2-ME-1 y MB@SiO2-ME-1-NH2), antes y después de 

centrifugarlas. La diferencia de color tiene que ver principalmente con la 

concentración de NP suspendidas. A ojo desnudo puede verse que los 

sobrenadantes de la centrifugación no poseen coloración azul. 

 

 

Figura 6-6. NP (A) MB@SiO2-ME-1 y (B) MB@SiO2-ME-1-NH2 en suspensión de etanol y 

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

 

En la Sección 6.3.2.1, presentaremos la caracterización por espectroscopia 

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

 

6.2.2.2.1 Morfología y tamaño de MB@SiO2-ME 

 

6.2.2.2.1.1 Nanopartículas “hidrofílicas”: MB@SiO2-ME-3 

 

En la Figura 6-7 se muestran las micrografías de FE-SEM de las NP con 

proporción 3:1 de TEOS-HDTMOS. Dichas partículas, al contener menor 

proporción de silano hidrofóbico, son las que presentaron mayor carácter 

hidrofílico y esto explica su mejor dispersabilidad en agua en comparación con 

MB@SiO2-ME-2 y 1. La forma es esférica desde la etapa de síntesis de los 

A

B



 

~ 6-9 ~ 

 

núcleos, y se calcula un crecimiento promedio de 8 nm para la cáscara de sílice, 

con un tamaño de nanopartícula núcleo-cáscara final de (50±4) nm. 

Cabe destacar que por medidas de DLS no se obtuvieron diámetros 

hidrodinámicos que estuvieran en línea con el resultado de SEM. Siempre se 

obtuvieron valores del orden de los 200 nm, lo que nos sugiere que los sistemas 

en suspensión se encuentran formando agregados de más de una partícula. Si 

bien SEM no es una técnica por la cual se pueda evaluar agregación, en las 

imágenes de la Figura 6-7 puede distinguirse que las partículas no se 

encuentran formando una monocapa como sí 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 decidió no utilizar DLS como una técnica de 

caracterización rutinaria del tamaño de los sistemas preparados por 

microemulsión inversa. 

  

 

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

núcleo y (C) y (D) a las NP núcleo-cáscara. Los diámetros medidos son: Núcleo (N=100): (42± 3) nm, 

núcleo-cáscara (N=100): (50±4). El crecimiento promedio es de 8 nm (SD 7 nm). 
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6.2.2.2.1.2 Hidrofobicidad intermedia: MB@SiO2-ME-2 

 

Cuando se utilizan iguales proporciones de TEOS y HDTMOS para la 

síntesis del núcleo se obtienen partículas de forma esférica, con un tamaño final 

de (55±3) nm, como se muestra en la Figura 6-8. El crecimiento promedio de 

núcleo a núcleo-cáscara es de 7 nm y la forma de las NP es esférica.  

Para esta proporción 2:2 de TEOS-HDTMOS en el núcleo se puso a punto 

una síntesis de varios pasos en un solo reactor (one-pot), que incluía como 

último paso la funcionalización con aminopropiltrietoxisilano (APTES) tal y 

como se describe en el Capítulo 3. Se observó que el crecimiento de la cáscara 

resultaba menor (en general, un 50% menor) cuando se usaba APTES en 

comparación con las NP control en las que se utilizaba TEOS. Sin embargo, 

debe tenerse en cuenta que la incerteza en la determinación del crecimiento de 

la cáscara de sílice es del orden del valor promedio, con lo cual el valor 

informado es sólo una estimación que nos da una idea de que el crecimiento en 

diámetro es siempre menor al 10% del diámetro original. 

Las NP MB@SiO2-ME-2 se midieron por DLS a ángulo 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 tamaños (de dos o más partículas). Nuevamente, estos 

resultados están en línea con la decisión ya mencionada de no utilizar DLS 

como una técnica de caracterización de rutina del tamaño de las NP sintetizadas 

por microemulsión. 
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Figura 6-8. Micrografías de FE-SEM de las NP MB@SiO2-ME-2. (A) y (B) son imágenes de NP núcleo, 

(C) y (D) son imágenes de NP de tipo núcleo-cáscara que se han originado a partir de los núcleos 

mostrados en (A) y (B). Los tamaños calculados son (N = 100): (48±3) nm para los núcleos y (55±3) nm 

para los núcleo-cáscara, con un crecimiento promedio de 7 nm de la cáscara de sílice (SD 6 nm). 

 

6.2.2.2.1.3 Nanopartículas “hidrofóbicas”: MB@SiO2-ME-1 

 

En la Figura 6-9 (A y B) se muestran las micrografías de FE-SEM para las 

NP núcleo-cáscara de mayor carácter hidrofóbico en el núcleo. Asimismo, se 

observan las imágenes de MB@SiO2-ME-1-NH2 (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 

cúmulos. En este caso, la funcionalización con aminos  (MB@SiO2-ME-1-NH2) 

resultó en partículas ligeramente más grandes que las NP control con cáscara de 

sílice (MB@SiO2-ME-1): (55±5) versus (51±6) nm, respectivamente, a diferencia 

de lo ocurrido para las NP con proporción 2:2 (Sección 6.2.2.2.1.2). Sin embargo, 

no dispusimos de un número considerable de ensayos con proporción 1:3 en el 
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núcleo y funcionalización con APTES en la cáscara de forma de poder establecer 

una tendencia en cuanto al crecimiento de esta última. 

 

 

Figura 6-9. Micrografías de FE-SEM de las NP MB@SiO2-ME-1. (A) y (B) son imágenes de NP núcleo-

cáscara con cáscara de TEOS y, (C) y (D) son imágenes de NP de tipo núcleo-cáscara con cáscara de 

APTES.  Los tamaños calculados son (N = 100): (51±6) nm para los MB@SiO2-ME-1 y (55±5) nm para 

MB@SiO2-ME-1-NH2. 

 

6.2.2.2.2 Potencial zeta 

 

Para estudiar la funcionalización con grupos aminopropilo vía 

microemulsión inversa, se evaluó la carga superficial (potencial zeta) de las NP 

con MB. En la Figura 6-10 se observan los puntos medidos para MB@SiO2-ME-2 

y MB@SiO2-ME-2-NH2, a diferentes pHs.  

Como muestra la Figura 6-10, la carga superficial de MB@SiO2 se 

convierte en más negativa a medida que se incrementa el pH, con un punto 
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D
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isoeléctrico de entre 3 y 4. Este comportamiento se relaciona con la disociación 

de los grupos silanoles, como ya ha sido reportado en literatura.6–8 Por su parte, 

la carga superficial de la sílice modificada con aminopropilo se convierte en 

positiva por debajo de pH 6,7 (punto isoeléctrico) debido a la protonación de los 

grupos amino de la superficie. La inversión de la carga superficial que se da al 

funcionalizar con aminos podría indicar que la mayoría de los grupos silanoles 

originales se han convertido en grupos aminopropilo.8 

 

 

Figura 6-10. Potencial zeta (carga superficial) de NP MB@SiO2-ME-2 y MB@SiO2-ME-2-NH2. Se 

utilizó 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 sílice 

control SiO2 (sin dopar con MB) y una sílice de tipo MB@SiO2-ME-2. 
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Figura 6-11. Espectros FTIR (DRIFTS) de; (a) SiO2 control de tipo Stöber  y (b)  MB@SiO2-ME. El 

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

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

 

Los espectros de FTIR de las NP de SiO2 y MB@SiO2-MB-2 muestran una 

banda intensa a 3600-3100 cm-1 que se corresponde con las vibraciones de 

estiramientos de O-H. En ambos casos, se observa una banda ancha 

característica a 1100-1000 cm-1 que se asocia a las vibraciones típicas de Si-O y 

O-Si-O. Los films de SiO2 sintetizados por un método sol-gel sin tratamiento de 

calcinación posterior exhiben un pico muy notorio a 3400 cm-1 correspondiente 

al estiramiento O-H del agua adsorbida a la superficie, que interactúa por 

puente de hidrógeno.9–12 Asimismo, la región de 3800-3000 cm-1 incluye los 

estiramientos O-H de los silanoles (SiOH aislados a 3750 cm-1, SiOH geminales a 

3742 cm-1 y SiOH vecinales entre 3720 y 3520 cm-1).  

 En el espectro (b) podemos distinguir las bandas alifáticas características 

entre 2900 y 2800 cm-1, a diferencia del espectro (a), por lo que dichas señales 

deben estar asociadas a la presencia de MB en la estructura de la sílice.13 Más 

específicamente, los picos a 2922 y 2852 cm-1 pertenecen a las vibraciones 

simétricas en el –CH3 del grupo dimetilamino del MB. Análogamente, el pico a 

2958 cm-1 proviene de las vibraciones asimétricas en el mismo metilo. 

Asimismo, los picos en la región de 3550-3450 cm-1 se asocian a las 

vibraciones de los grupos OH unidos que interactúan con los monómeros de 

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

sílice.13  

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 

más notorias se dan para concentraciones iniciales de 10-4 y 10-3 M de MB, con 

una importante contribución de los agregados H.13 La región entre 1700 y 1300 

cm-1 es la más importante para identificar las bandas de MB que están presentes 

en el espectro (b) y no están presentes en SiO2 (a). En primer lugar, tenemos la 

señal débil a 1633 cm-1 que es compatible con las vibraciones C=N+ de los 

grupos dimetilamino. Esta señal aparece montada sobre la banda vibracional 

del agua cerca de 1643 cm-1, que está presente en ambos tipos de NP, control y 

con MB. Luego, se puede ver un hombro a 1597 cm-1 asociado a las vibraciones 

heterocíclicas C=C y C=N y un grupo de señales entre 1441 y 1529 cm-1 

vinculadas con las vibraciones de estiramiento de C-C y C-N. Finalmente, entre 

1485 y 1456 cm-1 tenemos las señales de las vibraciones C=S+ y, a 1369 cm-1 las 

vibraciones de estiramiento debidas tanto a C-N como a C=S+ del heterociclo.13 

 

6.3 Caracterización fotofísica de las nanopartículas 

 

En esta sección veremos cómo son los espectros de absorción y emisión 

de estos sistemas, y qué revelan acerca de los mismos. Se hará hincapié en las 

diferencias más salientes en los espectros de absorción de acuerdo al tipo de 

síntesis empleado para producir las NP. 

 

6.3.1 MB@SiO2-ST 
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6.3.1.1 Espectroscopia UV-visible 

 

6.3.1.1.1 Espectros de absorción y estado de agregación del colorante  

 

Como se describió en el Capítulo 3, luego de la síntesis y posterior 

purificación de las NP, se deben medir sus espectros UV-visible  para tener 

información acerca del estado de agregación del MB encapsulado en la matriz 

de sílice (Figura 6-12), en comparación con el que presenta el MB en solución. 

 

 

Figura 6-12. Espectros de absorción en DMF de: solución de azul de metileno 1,5.10-5 M (azul), 

suspensión de NP MB@SiO2-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 dispersión de luz de las NP. 

 

En la Figura 6-12 puede verse que el MB libre presenta un máximo de 

absorción en DMF a 655 nm, con un hombro a 614 nm. Como vimos en el 

Capítulo 1, el monómero de MB presenta un espectro de absorción en etanol 

con un máximo a 660 nm y un hombro a 610 nm.14 El dímero, por su parte, tiene 

un máximo a 605 nm y una segunda banda cerca de 690 nm, y todo el espectro 

es mucho menos intenso que el del monómero.15–17 El espectro de MB libre que 

se ve en la Figura 6-12 debe ser entonces el resultado de la superposición de los 
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espectros del dímero y del monómero, aunque en la concentración empleada la 

proporción de dímero es muy baja y, por tanto, mayormente se trata del 

espectro del monómero. En el caso de las NP, se observa que los espectros 

presentan un corrimiento hipsocrómico respecto del espectro del monómero, lo 

cual sugiere que el azul de metileno encapsulado mediante el método de Stöber 

en la sílice se encuentra mayormente agregado. El espectro de MB@SiO2-ST-2 

presenta un máximo de absorción efectivo a 595 nm que muy probablemente se 

deba a la superposición de los espectros del dímero y del monómero. En el caso 

de MB@SiO2-ST-1, el máximo absoluto se encuentra a 560 nm, con una segunda 

banda alrededor de 595 nm. Nuevamente, observamos que en MB@SiO2-ST-1 se 

tiene un espectro complejo, resultado de la suma de diferentes especies de MB 

encapsuladas: monómero en muy pequeña proporción, dímero y agregados 

superiores (banda a 560 nm). 

Para estimar el orden de magnitud de la cantidad de monómero presente 

en las NP, tal y como se describió en el Capítulo 3, se utilizó el ε de azul de 

metileno en etanol a 654 nm (40700 M-1 cm-1) reportado por Taniguchi et al.18 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 monómero presente en las NP MB@SiO2-ST estimada a partir de los 

espectros de absorción en DMF.* Se utilizó el peso molecular de C16H18ClN3S·3 H2O (373.85). 

 
Conc. Np 

/ g/L 
A (654 nm) 

Conc. MB 

mon / M 

Moles MB mon / 

100 g NP 

% m/m MB* en 

las NP 

MB@SiO2@ST-1 0,87 0,081 1,98.10-6 2,3.10-4 0,09 

MB@SiO2@ST-2 8,46 0,061 1,50.10-6 1,8.10-5 0,007 

 

Resulta ilustrativo comparar los valores estimados de MB monómero 

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 sílice como 

monómero. En la Tabla 6-2 se muestra la comparación de los % m/m. 

 

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

cantidad inicial de MB utilizada en las síntesis. 

 
% m/m  MB* en 

las NP 
% m/m teórico 

% MB incorporado 

como monómero  

MB@SiO2@ST-1 0,09 1,25 7,2 

MB@SiO2@ST-2 0,007 0,13 5,4 

 

Los valores sugieren, como esperábamos, que la proporción de MB 

incorporada como monómero en las NP de tipo Stöber siempre es menor al 10% 

de la cantidad inicial. Del restante ≈ 90%, parte se incluye en las NP como 

dímeros y agregados superiores a la vez que la mayor proporción se pierde en 

la solución etanólica (después se elimina como sobrenadante). 

 

6.3.1.1.2 Liberación de MB de la matriz de SiO2 

 

Para evaluar la liberación de colorante de los coloides, como se explicó en 

el Capítulo 3, se midieron las absorbancias de los sobrenadantes de 

centrifugación que se observan en la Figura 6-1. Cabe destacar que los 

sobrenadantes de centrifugación se obtuvieron a partir de partículas ya 

purificadas, que habían sido guardadas en suspensión etanólica durante un 

año, protegidas de la luz. 

En la Figura 6-13 se muestran los espectros de absorción de los 

sobrenadantes etanólicos. Dichos espectros muestran una forma que da cuenta 

de una mezcla de especies de azul de metileno: se tienen fundamentalmente 

dímeros y agregados de tipo H, y, suponemos, una pequeña proporción de 

monómero que no se llega a resolver como banda. Probablemente en el 
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sobrenadante de centrifugación queden algunos oligómeros de SiO2 y MB que 

den origen a los espectros de la Figura 6-13, ya que no se observa resuelto el 

espectro de MB monómero libre. 

 

 

Figura 6-13. Espectros de absorción de los sobrenadantes etanólicos de centrifugación (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 dímero en las NP respecto de lo que 

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

 

Tabla 6-3. Estimación de la cantidad de MB dímero liberado en los sobrenadantes de MB@SiO2-ST luego 

de un año de almacenamiento en etanol. Las absorbancias se evaluaron a 597 nm y no se necesitó conocer 

el ε del dímero a 597 nm porque se realizó una medida relativa. 

Muestra Moles MB dímero 

/ ε (dímero) 

Mol.M.cm 

% de MB dímero 

MB@SiO2-ST-1 1,12.10-1 100 

Sobrenadante de MB@SiO2-ST-1 1,59.10-4 0,2 

MB@SiO2-ST-2 7,05.10-3 100 
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Sobrenadante de MB@SiO2-ST-2 2,06.10-5 0,3 

 

De acuerdo a los resultados, el porcentaje que representa el dímero en los 

sobrenadantes es menor al 1% del colorante atrapado en la matriz de SiO2, 

luego de un año de almacenamiento en suspensión etanólica. Así, se corrobora 

que la liberación de colorante de las matrices de sílice hacia la solución no es 

significativa. 

 

6.3.1.1.3 Efecto del pH en el espectro de absorción 

 

Como vimos en la Sección 6.2.2.2.2, la carga superficial de las partículas 

se ve afectada por su funcionalización, lo que origina un cambio en el punto 

isoeléctrico. Así, cuando el pH disminuye, es de esperar que aumente la 

proporción de grupos silanoles que se encuentran protonados, disminuyendo la 

carga negativa de la partícula. Esto podría afectar, en principio,  a la interacción 

electrostática entre MB y la matriz de sílice y, en consecuencia, a la agregación 

del MB en la matriz.  

 

 

Figura 6-14. Espectros de absorción normalizados a 597 nm de una suspensión de NP MB@SiO2-ST-2. 

En línea negra se muestra el espectro en DMF y, en línea azul el espectro en una mezcla de DMF y ácido 

acético. 
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En la Figura 6-14 se observan los espectros de absorción normalizados de 

las NP MB@SiO2-ST-2, en DMF y en una mezcla de DMF y ácido acético. Se 

observa que, a partir de 650-655 nm, aparece un hombro en el espectro que 

podría sugerir cierto aumento de MB monómero en las partículas. 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 proporción de agregados H superiores 

incluidos en las NP (Figura 6-12), y que son muy difíciles 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@SiO2-ST-1. En primer lugar, se evaluó la apertura de rendija de emisión 

y excitación para lograr una buena señal. A partir de 1 mm de apertura se 

obtuvieron buenas señales, con altas relaciones señal/ruido. También se evaluó 

cómo la longitud de onda de excitación influye en la señal de emisión obtenida: 

cuando se excita desde 580 a 620 nm, la intensidad de emisión va aumentando, 

mientras que al pasar de 620 a 630 nm, la intensidad de emisión disminuye. Este 

comportamiento está de acuerdo con el espectro de absorción obtenido para las 

NP (Figura 6-12). El máximo de emisión determinado en DMF en estas 

condiciones se ubica cerca de los 650 nm. 
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Figura 6-15. Espectros de emisión de MB@SiO2-ST-1 (DMF) medidos con una absorbancia a 597 nm de 

0,144. (A) Diferentes aperturas de rendijas de excitación y emisión: 1,0 mm y 1,5 mm; (B) Barrido de 

longitudes de onda de excitación: 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 excitación y emisión 

normalizados para MB@SiO2-ST-1. Se observa que el máximo del espectro de 

excitación está en 615 nm y, en el espectro de emisión, a 650 nm. Los espectros 

de excitación y emisión de las NP MB@SiO2-ST-2 (Figura 6-16 B) son muy 

similares  a los obtenidos para MB@SiO2-ST-1. 

 

 

Figura 6-16. Espectros de excitación y emisión en DMF normalizados en su máximo de: (A) MB@SiO2-

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

 

Por otra parte, cabe destacar que el máximo de emisión de las NP se 

encuentra corrido al azul respecto del colorante libre en solución: 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 inclusión del MB en la matriz de 

sílice, que ofrece un entorno diferente al de la DMF.19  

 

6.3.2 MB@SiO2-ME 

 

6.3.2.1 Espectroscopia UV-Visible 

 

Si bien cuando abordemos la producción de oxígeno singulete de las NP 

(Sección 6.4.2) se podrán apreciar los espectros de absorción en cada caso, aquí 

resumiremos las diferencias salientes entre los espectros de los distintos 

sistemas. Existen esencialmente dos tipos de espectros de absorción para las NP 

de tipo MB@SiO2-ME. 

  

i. Aquellos en los cuales el máximo 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 máximo absoluto se encuentra a 

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

 

Sólo un caso de NP de tipo MB@SiO2-ME-1 (TEOS-HDTMOS 1:3) dio NP 

con el espectro i y se las llamó MB@SiO2-ME-1-1O2. Como se verá en la Sección 

6.4.2.1, fueron las únicas que resultaron en un alto rendimiento cuántico de 

producción de oxígeno singlete. Asimismo, las NP MB@SiO2-ME-1-NH2 

resultaron en un espectro del tipo ii. 

Por su parte, las NP MB@SiO2-ME-2 y MB@SiO2-ME-3 dieron siempre 

espectros del tipo ii. En la Figura 6-17 se comparan los espectros de absorción 
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normalizados de dos sistemas representativos de tipo i (MB@SiO2-ME-1-1O2) e ii 

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

 

 

Figura 6-17. Espectros de absorción representativos de nanopartículas sintetizadas por microemulsión. 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 

microemulsión se pueden obtener sistemas con MB en distintos estados de 

agregación: 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 monómero. Más 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 excitación y emisión de 

las NP cuyo espectro de absorción abordamos en la Sección 6.3.2.1 precedente. 

Se puede ver que la forma de los espectros de emisión es la misma para los dos 

tipos de NP y, si bien no se muestran los resultados aquí, resulta idéntica a la 

forma de los espectros de emisión de todas las partículas sintetizadas por 
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microemulsión, cuyo máximo se encuentra en torno a los 650 nm. En cuanto a 

los espectros de excitación, se ve una única diferencia entre las NP: para las 

MB@SiO2-ME-1-1O2 se ve una banda poco intensa de excitación cerca de los 500 

nm (ver Figura 6-18 A), además de la banda principal a 633 nm, mientras que 

para MB@SiO2-ME-2-B sólo se observa la banda principal a 640 nm.  Esto podría 

sugerir que la banda a 520 nm del espectro de absorción de MB@SiO2-ME-1-1O2 

(espectro de tipo i) se corresponde con una especie que puede ser excitada y 

emitir luz. 

 

 

Figura 6-18. Espectros de excitación (línea punteada) y de emisión (línea llena) de (A) MB@SiO2-ME-1-

1O2 y (B) MB@SiO2-ME-2-B. Se indican con una flecha los máximos de los espectros en cada caso. 

 

Para estudiar el carácter emisivo de la banda a 520 nm del espectro de 

absorción de tipo i, se realizó un experimento en el que las NP MB@SiO2-ME-1-

1O2 se excitaron a diferentes longitudes de onda en forma secuencial, y se 

colectó su emisión en estado estacionario. En la Figura 6-19 se observa que el 

espectro de emisión 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 absorción de tipo i, y una proveniente del 
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monómero, con una emisión máxima a alrededor de 640-650 nm (y una 

absorción cercana a 650 nm en el espectro i). 

  

 

Figura 6-19. Espectros de emisión de MB@SiO2-ME-1-1O2 para distintas longitudes de onda de 

excitación, de 475 a 610 nm. 

 

6.3.2.2.1 Anisotropía de fluorescencia 

 

Con el objeto de evaluar la inmovilización del colorante en la matriz de 

sílice, medimos la anisotropía del colorante libre y en las NP MB@SiO2-ME-2. 

En la Figura 6-20 se puede observar que la anisotropía 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@SiO2-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 

anisotropía que cuando está libre en solución nos da la pauta de que está unido 

a la matriz de sílice. 

  

500 550 600 650 700 750

0,0

2,0x10
5

4,0x10
5

6,0x10
5

8,0x10
5

1,0x10
6

 

 

 475

 500

 525

 550

 575

 600

 610

In
te

n
s
id

a
d

 d
e

 e
m

is
io

n
 /

 a
.u

Longitud de onda / nm



 

~ 6-27 ~ 

 

 

Figura 6-20. Anisotropía de fluorescencia de MB@SiO2-ME-2 y MB libre en DMF. λex 610 nm. 

 

6.4 Generación de oxígeno singulete 

 

En este apartado se presentan los resultados de capacidad de generación 

de oxígeno singulete de los sistemas descriptos previamente. Todos los detalles 

experimentales de la fotólisis se pueden encontrar en el Capítulo 3 de esta tesis. 

En primer lugar, se abordan los sistemas de tipo Stöber. Luego se presentan los 

resultados de una variedad de sistemas sintetizados por microemulsión. Aún 

contando con los mismos materiales (SiO2 y MB), veremos que las diferentes 

estrategias de síntesis serán determinantes en cuanto a su capacidad de 

generación de oxígeno singulete. 

 

6.4.1 Nanopartículas MB@SiO2-ST 

 

En la Figura 6-21 se muestran los espectros de DPBF y de MB@SiO2-ST-1 

que se obtuvieron en un experimento de fotólisis para medir la generación de 

oxígeno singulete. Esencialmente, se observa que en el tiempo total de 

irradiación (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 está mayormente agregado como dímero y 
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agregados H superiores) no es susceptible de foto degradación. Asimismo, la 

producción de 1O2 debe ser menor que la detectable por la técnica empleada.  

 

 

Figura 6-21. Medición de la generación de oxígeno singulete en DMF de MB@SiO2-ST-1 mediante la 

reacción con DPBF. (B) Espectros del DPBF desde 0 a 520 segundos de irradiación; (B) Espectros de 

MB@SiO2-ST-1 desde 0 a 520 segundos de irradiación. 

 

Al evaluar las NP MB@SiO2-ST-2 (Figura 6-22) se observó un 

comportamiento similar al  anterior. Tanto el espectro del DPBF como el de las 

NP presentan una variación muy pequeña y podemos decir que la generación 

de 1O2 no es medible por esta técnica, a la vez que la matriz de sílice protege al 

azul de metileno (que se encuentra en forma de dímero mayoritariamente) de la 

degradación por luz. 
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Figura 6-22. Medición de la generación de oxígeno singlete en DMF de MB@SiO2-ST-2 mediante la 

reacción con DPBF. (B) Espectros del DPBF desde 0 a 550 segundos de irradiación; (B) Espectros de 

MB@SiO2-ST-2 desde 0 a 550 segundos de irradiación. 

 

Como se dijo en el Capítulo 3, en cada experimento de fotólisis se incluye 

un control de azul de metileno libre en solución, a partir del cual se calcula el 

rendimiento cuántico 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 rápidamente 

(en sólo 35 segundos) su absorbancia cuando se fotoliza al MB en solución 

aireada. Este comportamiento viene acompañado de una disminución en la 

absorbancia del MB en el tiempo (Figura 6-23 B). Esto sugiere que el MB libre se 

está degradando fotoquímicamente, 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 disminución que ajusta a un decaimiento 

mono exponencial (Figura 6-24).  
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Figura 6-23. Control de la generación de oxígeno singulete en DMF de MB molécula libre mediante la 

reacción con DPBF. (B) Espectros del DPBF desde 0 a 35 segundos de irradiación; (B) Espectros de MB 

molécula libre desde 0 a 35 segundos de irradiación. 

 

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 segundos. Se muestra el ajuste mono exponencial obtenido a partir 

de los datos experimentales. y = A1*exp(-x/t1) + y0, donde t1 = 14,54 s (SD = 1,22 s). 

 

Al evaluar cómo 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 función cuadrática (la cinética deja de ser de orden cero 

porque hay foto degradación del MB libre, lo cual se observó en todos los 

experimentos control de MB libre realizados). Las pendientes de las rectas 

correspondientes a las NP (~10-4 s-1) resultaron dos órdenes de magnitud 
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menores que la pendiente a tiempo cero del decaimiento cuadrático de la 

absorbancia del DPBF en presencia de MB libre (~10-2 s-1). Esta información nos 

vuelve a dar la pauta de que la producción de 1O2 no es significativa en estos 

sistemas según el método que estamos empleando para medirla. 

 

Figura 6-25. Comparación de las absorbancias a 415 nm versus tiempo para los tres sistemas medidos en 

el experimento: MB@SiO2-ST-1, MB@SiO2-ST-2 y MB molécula libre en solución. Se muestran los 

ajustes realizados: para las NP se trata de funciones lineales, mientras que para MB libre se trata de una 

función cuadrática. Rectas y = m*x + b: i) MB@SiO2-ST-1: m = -1,44E-4 s-1 (SD = 4,83E-6 s-1), ii) 

MB@SiO2-ST-2: m = -2,19E-4 s-1 (SD = 3,93E-6 s-1). Polinomio de grado dos y = b1*x + b2*x2 + c: MB: b1 

= -0,02078 s-1 (SD = 6,05E-4 s-1), b2 = 8,70E-5 s-2 (SD = 1,66E-5 s-2).  

 

Por otra parte y, en línea 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@SiO2-ST-2 (Figura 6-26 A) se observa que la pendiente previo 

al agregado de las NP es la misma que luego de la adición. Dicho 

comportamiento hace explícito que el sistema no genera una cantidad medible 

de 1O2 (por esta razón no se informa un valor de ΦΔ). En contraposición, el MB 

libre sí produce un quiebre abrupto en la pendiente y, por tanto, sí produce 1O2 

en cantidades significativas, como se espera. Para el sistema NP MB@SiO2-ST-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. 

 

 

Figura 6-26. Absorbancias tomadas a 415 nm en el experimento de generación de oxígeno 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 ajustó a una función lineal y, el posterior al agregado se ajustó a una 

función cuadrática. 

 

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 

pequeña nos aseguramos de que el DPBF es estable en las condiciones de la 

fotólisis y cualquier baja de su absorbancia vendrá dada por su reacción con el 

1O2 generado en presencia del analito correspondiente. 

 

6.4.2 Nanopartículas MB@SiO2-ME 

 

Como ya vimos, por microemulsión inversa se pueden obtener una 

variedad de materiales con diferentes propiedades ópticas. En particular, con 

diferentes espectros de absorción de luz. En esta sección, nos ocuparemos de la 
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generación de 1O2 de dichos sistemas, para más adelante discutir y racionalizar 

su comportamiento y su potencial aplicación a sistemas reales. 

 

6.4.2.1 MB@SiO2-ME-1 

 

Para las NP con el núcleo de carácter más hidrofóbico (MB@SiO2-ME-1, 

TEOS-HDTMOS 1:3) pudimos ver que, para distintos lotes de partículas 

sintetizadas en las mismas condiciones, el rendimiento cuántico de producción 

de 1O2 variaba sustancialmente. Así, se obtuvieron partículas con una excelente 

capacidad de generación de 1O2 y partículas en las que no se pudo medir un 

rendimiento cuántico de generación de 1O2. Más tarde, en la Sección 6.5, 

discutiremos las posibles causas de dicho comportamiento. 

En esta sección sólo mostraremos dos casos: i) MB@SiO2-ME-1-1O2, NP 

que producen 1O2 en grandes cantidades y ii) MB@SiO2-ME-1-NH2, NP en las 

que la cáscara se depositó a partir de aminopropiltrietoxisilano.  

 

6.4.2.1.1 MB@SiO2-ME-1-1O2 

 

En la Figura 6-27 A se puede observar la disminución pronunciada en el 

espectro de absorción del DPBF a medida que transcurre el tiempo de 

irradiación. En sólo 40 segundos se tiene una disminución de aproximadamente 

30 % de la absorbancia a 415 nm y, como veremos, se puede anticipar que la 

producción de 1O2 será elevada. En la Figura 6-27 B se observan los espectros de 

las NP en función del tiempo. Dichos espectros se corresponden con los de tipo 

i (Sección 6.3.2.1). Están compuestos principalmente por dos bandas: una banda 

con un máximo 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@SiO2-ST. 

 

 

Figura 6-27. Medición de la generación de oxígeno singulete en DMF de MB@SiO2-ME-1-1O2 mediante 

la reacción con DPBF. (B) Espectros del DPBF desde 0 a 40 segundos de irradiación; (B) Espectros de 

MB@SiO2-ME-1-1O2 desde 20 a 40 segundos de irradiación. 

 

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 DPBF. Esto conllevó una baja relación 

señal-ruido y, por ello, para los cálculos de ΦΔ que veremos a continuación se 

utilizó 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@SiO2-ME-1-1O2, se pudo 

ajustar la cinética a una función lineal, mientras que para el MB libre, como ya 

vimos, se requirió un polinomio de grado dos. En principio, esta diferencia nos 

habla de la ausencia de foto-degradación del colorante en las NP, en contraste 

con lo que pasa cuando se encuentra el MB libre en solución.  

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 explicó en el Capítulo 3, se 
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pudo determinar un valor de rendimiento cuántico de generación de oxígeno 

singulete de ΦΔ = (0.44 ± 0.07). 

 

 

Figura 6-28. Absorbancias tomadas a 415 nm en el experimento de generación de oxígeno 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@SiO2-ME-1O2; (B) Resultados para MB molécula libre. 

 

6.4.2.1.1.1 Control de generación de 1O2 en suspensión desgasada de MB@SiO2-

ME-1-1O2 

 

Para corroborar que la foto-reacción de producción de 1O2 está mediada 

por oxígeno, se realizó un experimento en el que se midió la producción de 1O2  

de la suspensión de MB@SiO2-ME-1-1O2 en solución aireada y, por otra parte, en 

suspensión desgasada con argón 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-1-1O2 desgasada con argón durante 30 minutos (estrella vacía) y MB@SiO2-ME-1-1O2 aireada 

(estrella llena). 

 

Los resultados muestran que, en ambos casos se observa cierta foto 

degradación del colorante, pues se necesitó elegir polinomios de grado dos para 

ajustar las cinéticas. Al comparar las pendientes a tiempo cero de las NP en 

suspensión aireada y en suspensión burbujeada con argón, se observa que 

desplazar el oxígeno con argón disminuye la velocidad de la reacción. Sin 

embargo, los rendimientos cuánticos de formación de 1O2 resultan altos en 

ambos casos: 0,46 para MB@SiO2-ME-1-1O2 en aire y, 0,12 para las NP en argón. 

En la Sección 6.5 interpretaremos estos resultados en conjunto con el resto de 

los resultados. 

 

6.4.2.1.2 MB@SiO2-ME-1-NH2 

 

En la Figura 6-30 A se muestran los espectros de las NP a diferentes 

tiempos de irradiación.  
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Figura 6-30. Medición de 1O2 en DMF. (A) Espectros de absorción de las NP MB@SiO2-ME-1-NH2 a 

diferentes tiempos de irradiación: desde 0 a 240 segundos. (B) Absorbancia a 415 nm versus tiempo de 

irradiación 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 absorción UV/Vis apunta a la formación de 

agregados de MB en la matriz de SiO2 (único máximo a 567 nm, espectro de tipo 

ii) y, por otra parte, se observa una disminución de absorción de luz con el 

tiempo. Se deduce entonces que, en este sistema, el MB experimenta cierta foto-

degradación. En la Figura 6-30 B se puede observar que la pendiente a tiempo 

cero de la cinética de formación de 1O2 asociada a las NP es mucho menor que la 

del MB libre control. Así, se obtuvo para este sistema un ΦΔ = (0.015 ± 0.005). 

 

6.4.2.2 MB@SiO2-ME-2 

 

En el caso de las NP MB@SiO2-ME-2 (iguales proporciones de TEOS y 

HDTMOS en el núcleo) pudimos ver que, para distintos lotes de partículas 

sintetizadas en las mismas condiciones, el rendimiento cuántico de producción 

de 1O2 variaba, pero siempre se mantenía por debajo de 1.5%. Aquí 

mostraremos los dos casos más representativos: i) MB@SiO2-ME-2-A, NP que 

producen 1O2 en cantidades pequeñas pero medibles y, ii) MB@SiO2-ME-2-B, un 
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sistema que ejemplifica el caso de NP sintetizadas por microemulsión que no 

producen cantidades medibles de 1O2. 

 

6.4.2.2.1 MB@SiO2-ME-2-A 

 

En la Figura 6-31 A se puede apreciar la disminución en la absorbancia 

del DPBF en el lapso de 5 minutos de irradiación acumulada, una vez que se 

han agregado las NP MB@SiO2-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 

está agregado pero se observa un hombro de monómero) es foto estable en las 

condiciones del experimento. 

 

 

Figura 6-31. Medición de la generación de oxígeno singulete en DMF de MB@SiO2-ME-2-A mediante la 

reacción con DPBF. (B) Espectros del DPBF desde 0 a 5 minutos de irradiación; (B) Espectros de 

MB@SiO2-ME-2-A desde 0 a 5 minutos de irradiación. 

 

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 

Capítulo 3, se pudo calcular un valor de ΦΔ = (0.015 ± 0.002). 
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Figura 6-32. Absorbancias tomadas a 415 nm en el experimento de generación de oxígeno 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 ajustó a una función lineal y, el posterior al agregado se ajustó 

a una función cuadrática. 

 

6.4.2.2.2 MB@SiO2-ME-2-B 

 

En este caso, la Figura 6-33 muestra que el MB encapsulado no presenta 

foto-degradación, a la vez que el espectro del DPBF permanece invariante en el 

transcurso del experimento.  
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Figura 6-33. Medición de la generación de oxígeno singulete en DMF de MB@SiO2-ME-2-B mediante la 

reacción con DPBF. (B) Espectros del DPBF desde 0 a 450 segundos de irradiación; (B) Espectros de 

MB@SiO2-ME-2-B desde 0 a 450 segundos de irradiación. 

 

También se observa que el agregado de las NP en cuestión no modifica la 

pendiente en la Figura 6-34 A, a diferencia de lo que ocurre con el MB libre 

(Figura 6-34 B). Así, aquí no hay producción medible de 1O2. 

 

 

Figura 6-34. Absorbancias tomadas a 415 nm en el experimento de generación de oxígeno 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 ajustó a una función lineal y, el posterior al agregado se ajustó 

a una función cuadrática. 

 

6.4.2.3 MB@SiO2-ME-3 

 

De acuerdo a la Figura 6-35 y Figura 6-36 podemos decir que estas NP no 

generan una cantidad medible de 1O2 en la fotólisis y el MB es foto estable en la 

matriz de sílice mientras dura el experimento. 
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Figura 6-35. Medición de la generación de oxígeno singulete en DMF de MB@SiO2-ME-3 mediante la 

reacción con DPBF. (B) Espectros del DPBF desde 0 a 4 minutos de irradiación; (B) Espectros de 

MB@SiO2-ME-3 desde 0 a 4 minutos de irradiación. 

 

 

Figura 6-36. Absorbancias tomadas a 415 nm en el experimento de generación de oxígeno 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 ajustó a una función lineal y, el posterior al agregado se ajustó a una 

función cuadrática. 

 

6.4.3 Rendimiento cuántico de emisión de MB@SiO2-ME 

 

Tal y como se detalló en el Capítulo 3, se calculó el rendimiento cuántico 

de fluorescencia de las NP referido al azul de metileno libre. Se obtuvo un valor 
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máximo de ΦF  = 0,0145 para MB@SiO2-ME-1-1O2 (λex = 580 nm), la muestra con 

mayor contenido de MB monómero, comparable con el valor reportado para 

MB en etanol (ΦF  = 0,04).18 

 

6.5 Discusión 

 

6.5.1 Caracterización de los materiales MB@SiO2 

 

6.5.1.1 Morfología y tamaño 

 

Las NP sintetizadas por una modificación del método de Stöber 

resultaron esféricas, con tamaños de entre 100 y 200 nm determinados por SEM. 

Asimismo, el diámetro obtenido por DLS resultó siempre mayor al obtenido 

por SEM. Las diferencias en los diámetros de NP y coloides que arrojan estas 

dos técnicas son comunes y se pueden atribuir a las distintas composiciones de 

las partículas (de metales, de óxidos o poliméricas) que, en última instancia, 

definen la química superficial en la interfase.20 Recientemente, Škvarla et al. 

utilizaron microscopía de fuerza atómica (AFM) para determinar el radio de NP 

de sílice y propusieron la existencia de una capa elástica de gel en la superficie 

de sílice coloidal que hace que los objetos, una vez dispersos en soluciones 

acuosas, resulten más grandes de lo que en verdad son.21 Esta hipótesis está en 

línea con los mayores diámetros que obtuvimos para las NP de Stöber por DLS 

(NP en suspensión), en comparación con SEM. En lo que respecta a a los índices 

de polidispersión (PDI), para ambas proporciones de colorante encapsulado, 

resultaron bajos, lo cual indica que las NP sintetizadas por modificación del 

método de Stöber presentan una buena monodispersión en tamaño.  

En cuanto a las NP obtenidas por el método de microemulsión inversa, 

podemos decir que, sin importar la relación molar de TEOS y HDTMOS, para la 
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misma cantidad de silano total se obtienen partículas núcleo de entre 40 y 50 

nm y, luego, partículas finales núcleo-cáscara de entre 50 y 60 nm. En estudios 

sistemáticos con varios tipos de surfactantes, Bagwe et al. establecieron que el 

tamaño de las NP sintetizadas por microemulsión inversa es función 

principalmente de la relación molar agua/surfactante (R) y de la relación molar 

surfactante/co-surfactante (ρ). De esta manera, a mayor R y ρ, mayor será el 

tamaño de las NP.22 En todos las síntesis de MB@SiO2-ME reportadas en esta 

tesis se trabajó con una R = 10, con lo cual se obtuvo una reproducibilidad 

marcada en el tamaño de todas las NP. Por otra parte, si bien la morfología es 

esférica, las partículas en suspensión se presentan formando agregados, lo cual 

se observó mediante medidas de DLS, cuyos resultados siempre arrojaron un 

alto PDI. 

 

6.5.1.2 Carga superficial 

 

La funcionalización superficial con grupos amino se pudo corroborar por 

potencial zeta. Tal es así que se observó que el punto isoeléctrico (IEP) de la 

sílice modificada con aminos se desplazaba hacia 6,7, mientras que el 

correspondiente a la sílice control se encontraba aproximadamente en 3,5. Este 

resultado está en línea con el reportado por Palmai et al., con un IEP de 6,2 para 

sílice modificada con APTES.8 Wu et al., por su parte, reportan la síntesis y 

caracterización de sílice modificada con APTES (150 nm de diámetro) e 

informan un IEP de 8,723, superior al nuestro. Es muy factible que la diferencia 

sea producto de una funcionalización incompleta de la superficie de nuestras 

NP, en comparación con las reportadas por Wu et al.23 

 

6.5.1.3 Identificación de azul de metileno por espectroscopia FTIR 
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Como vimos en la Sección 6.2.2.2.3, por espectroscopia FTIR pudimos 

determinar la presencia de azul de metileno en las NP pues se evidenciaron, 

además de las bandas características de la sílice, las bandas diagnósticas del 

MB. La región entre 1700 y 1300 cm-1 resultó la más importante para identificar 

las bandas de MB, en correspondencia con lo reportado por Ovchinnikov et al.13  

 

6.5.2 Caracterización fotofísica y generación de oxígeno singulete 

 

6.5.2.1 Síntesis y estado de agregación del colorante 

 

A pesar de su carga neta positiva, el MB tiende a formar agregados, tanto 

en solución acuosa como en superficies, (p.ej. celulosa).17 El efecto de las 

interfaces cargadas (sistemas coloidales o interfaces sólidas) en la agregación 

del colorante es ampliamente conocido.24–32 

Aquí, desde el punto de vista de la síntesis, y teniendo en cuenta los 

espectros de absorción explorados, podemos decir que cuando se usan síntesis 

de tipo Stöber, el MB se incluye en la matriz fundamentalmente como dímero o 

como agregados superiores. El medio de Stöber, sumado a la interacción 

electrostática entre MB y los oligómeros de la sílice, redunda en la 

encapsulación de grupos de moléculas. Por otro lado, cuando empleamos 

microemulsiones inversas de TX-100/ciclohexano/hexanol/agua, el MB se 

solubilizó en las nanogotas de agua y, si bien se obtuvieron espectros en los que 

el máximo de absorción había sufrido un corrimiento hipsocrómico (de 665 nm 

para MB libre a 550-650 nm para MB encapsulado), en la mayoría de los casos 

se detecta la presencia de un hombro a 650 nm en los espectros Uv/Vis 

correspondiente a cierta población de MB monómero 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., la presencia de un 

núcleo hidrofóbico en las NP aumenta la foto-estabilidad del colorante e 

impone una barrera física para el acceso de moléculas desactivantes 

(quenchers).33 En nuestro caso, en la mayoría de las síntesis por microemulsión 

en las que se empleó la co-hidrólisis de TEOS y el silano hidrofóbico HDTMOS, 

las NP no dieron producción apreciable de 1O2. Esto puede deberse a dos 

factores: 1) la agregación del MB, que resulta en especies no fotoactivas y/o 2) 

cierta barrera difusional o cinética que aísla a los monómeros existentes (núcleo 

hidrofóbico). 

 

6.5.2.2 Espectros de absorción UV-visible y generación de 1O2 

 

Hemos mostrado que las propiedades fotofísicas de las NP, en particular 

los espectros de absorción UV-visible, son la llave para predecir si los sistemas 

serán o no productores de 1O2 al irradiarlos con luz. En la Figura 6-37 se 

comparan los espectros de absorción representativos de los sistemas 

reportados. Básicamente se tienen dos grupos de NP que no producen oxígeno 

singulete: el grupo de MB@SiO2-ME-2-B y MB@SiO2-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 máximo entre 550 y 600 nm y, a veces, con un hombro de MB 

monómero a ~650 nm, no dieron producción significativa de 1O2. Como vimos 

en la Sección 6.4.2.1.2, tenemos el caso especial de las NP aminadas, que dieron 

un rendimiento cuántico % de producción de 1O2 de 1,5%. En la mayoría de los 

casos reportados aquí, ya sea de Stöber o de microemulsión, la producción de 

1O2 fue menor al 1.5%, o no detectable, y el MB encapsulado en la matriz resultó 

ser siempre fotoestable. Por otra parte, se estudió el caso de las NP MB@SiO2-

ME-1-1O2 en las que, como se ve en la Figura 6-37, el MB encapsulado en la 

matriz resulta en un espectro de absorción UV/Vis con dos bandas 

características (espectro tipo i): una muy notoria, cerca de 650 nm, que se 
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corresponde con el monómero encapsulado (corrimiento hipsocrómico respecto 

del monómero libre en solución) y otra cerca de 520 nm. Creemos que la 

presencia de una gran cantidad de MB inmovilizado en forma de monómero en 

estas NP es la responsable del alto ΦΔ obtenido (0,44 encapsulado versus 0,52 

para el colorante libre).En este sistema en particular aún coexiste una parte del 

colorante en forma de agregados (espectro ancho alrededor de 600 nm, Figura 

6-37, curva roja). 

 

 

Figura 6-37. Espectros de absorción (normalizados) representativos de los sistemas reportados. 

 

Según lo reportado por Pramanick et al., el azul de metileno interactúa 

fuertemente con las moléculas del surfactante en microemulsiones inversas que 

utilizan TX-100.34 En particular, estudiaron el comportamiento fotofísico del MB 

en sistemas micelares de emulsión inversa de ciclohexano-hexanol-agua-TX-

100. Observaron que a medida que aumentaban la concentración de TX-100, y 

sobrepasaban la CMC de TX-100 en el sistema (1,09.10-3 M), se producía un 

cambio del color de la solución de azul a rosado, a la vez que en el espectro de 

absorción aparecía una nueva banda a 520 nm. Más aún, observaron la 

aparición de un punto isosbéstico a 558 nm que les indicó la formación 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.34 En las condiciones de nuestros experimentos, los 

controles de procesos previos al agregado de los silanos evidenciaron un 

sistema de microemulsión en el que la banda de 520 nm era detectable. Al final 

del proceso, sólo las NP MB@SiO2-ME-1-1O2 evidenciaron también la banda de 

520 nm (Figura 6-37). 

En cuanto a la naturaleza de la interacción entre MB y TX-100 para 

formar el complejo, lo primero que podemos descartar es que sea de tipo 

electrostático ya que TX-100 es un surfactante neutro. Se ha reportado la 

interacción entre algunos colorantes catiónicos (fenosafranina, rodamina B, 

fucsina y cristal violeta) y TX-100 a través de un mecanismo de transferencia de 

carga fotoquímico en el cual TX-100 actúa como donante de electrones, mientras 

que MB actúa como aceptor.35 Asimismo, el anillo bencénico del TX-100 podría 

donar un electrón π al MB, las moléculas de colorante se encontrarían atrapadas 

en las micelas inversas y esta interacción donante-aceptor de electrones sería 

responsable del cambio de color de la solución.36 Por otra parte, se ha propuesto 

una interacción de tipo hidrofóbica para la formación del complejo MB-TX-100 

en emulsiones inversas de ciclohexano/agua.34 

Limin Qi et al. emplearon el MB como sonda de polaridad para estudiar 

el microambiente de micelas inversas de TX-100/ciclohexano/hexanol/agua.37 En 

este sentido, el MB es escasamente soluble en ciclohexano y muy soluble en las 

nanogotas de agua de la emulsión. De esta manera es altamente sensible al 

estado del agua en el núcleo de la gota, lo cual lo convierte en una molécula 

adecuada para reportar la polaridad del núcleo polar de la micela. En su 

trabajo, los autores lograron establecer que existen tres tipos de agua presentes 

en el núcleo de la micela: i) el agua unida primaria, que interactúa directamente 

con los grupos polares del TX-100 para formar una capa de hidratación 

primaria, ii) el agua unida secundaria, que se asocia menos intensamente a los 

grupos polares del TX-100 y, iii) el agua libre terciaria o “agua del pool”, que 

está lejos del TX-100, en el centro de la micela.37 El equilibrio de complejación 
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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 complejación MB-TX-100 se ve 

afectado y se desplaza hacia la formación de MB libre.37 En nuestro caso, se 

trabajó con un R = 10 y, de acuerdo al espectro de la emulsión inversa previo al 

agregado de los silanos, la banda de complejo era muy minoritaria respecto de 

la banda de MB libre, en línea con la existencia de aguas secundarias y 

terciarias. 

Por otra parte, cuando se burbujeó la suspensión de MB@SiO2-ME-1-1O2 

con argón, se buscó desplazar el aire para probar que la foto-reacción está 

mediada por oxígeno y no ocurriría en ausencia del mismo. Sin embargo, este 

punto no se logró verificar ya que, si bien la producción de 1O2 de la suspensión 

desgasada fue menor que la de la suspensión aireada, no fue nula. Este 

comportamiento podría atribuirse a la presencia de oxígeno molecular 

fisisorbido en la superficie de las NP, tal como se ha observado para otros 

materiales.38 

Un punto importante para agregar a esta discusión se encuentra referido 

a la utilización de micelas inversas como "nanoreactores" donde ocurren 

múltiples eventos químicos en un espacio altamente confinado. En particular, la 

síntesis de NP de SiO2 empleando microemulsiones inversas involucra, 

necesariamente, un proceso de hidrólisis-condensación de los alcóxidos dentro 

(o en la interfase) de estas micelas. Simultáneamente, ocurren los procesos de 

adsorción/inmovilización de la sonda de MB dentro de la matriz compuesta de 

SiO2/surfactante. En este contexto, variables como la temperatura, orden de 

agregado de los reactivos, nivel de agitación o presencia de iones dentro del 

"pool" acuoso inciden ya sea en la forma, nivel de condensación o porosidad de 

las NP sintetizadas.39–41 Si bien no hemos encarado en esta Tesis un estudio 

sistemático de todas estas variables, aparentemente, la síntesis en condiciones 

de TEOS:HDTMOS 1:1 a temperaturas menores a 25ºC resulta en NP de SiO2 
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que no registran MB inmovilizado como monómero. Consecuentemente, tal 

como habíamos evaluado en Figura 6-37, esto implica que no habrá producción 

de 1O2. Un ejemplo de este tipo de NP son las MB@SiO2-ME-1-B. Si bien poseen 

igual proporción de TEOS-HDTMOS que las MB@SiO2-ME-1-1O2, no 

evidenciaron producción de 1O2 (Figura 6-38). 

 

 

Figura 6-38. Medición de 1O2 en DMF. (A) Espectros de absorción de las NP MB@SiO2-ME-1-B a 

diferentes tiempos de irradiación: desde 0 a 12 minutos. (B) Absorbancia a 415 nm versus tiempo de 

irradiación para las NP (ajusta a función lineal) y el control de MB libre (ajusta a polinomio de grado 

dos).  

 

Dado que la temperatura afecta las velocidades de hidrólisis-

condensación de alcóxidos en procesos sol-gel42, suponemos que será relevante 

en la competencia entre diferentes eventos simultáneos, más específicamente en 

la generación o estabilización de especies monoméricas de MB dentro de la 

matriz de SiO2. Esta hipótesis 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 análisis para avanzar en esta dirección y generar estructuras 

nanoparticuladas con colorantes productores de oxígeno singulete. 

Por último, el ΦΔ de MB@SiO2-ME-1-1O2, 0.44±0.07, resultó muy alto en 

comparación con otros sistemas reportados. Tada et al. reportan un valor de ΦΔ 
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=0.03±0.02 para NP con núcleo de magnetita y cáscara de sílice.43 Este es un 

valor que está en el orden de los obtenidos para algunos de nuestros sistemas 

sintetizados por microemulsión ΦΔ =0.015 ± 0.005 para las NP aminadas 

MB@SiO2-ME-1-NH2 y ΦΔ =0.015 ± 0.002) para las MB@SiO2-ME-2-A. No es 

casual que los espectros de absorción UV-visible reportados por Tada et al. sean 

similares a los de MB@SiO2-ME-1-NH2 y MB@SiO2-ME-2-A, en los que se 

observa un corrimiento hipsocrómico de la banda de absorción respecto del 

colorante libre, lo cual da la pauta de una agregación notoria del MB. 

Asimismo, Yu et al. reportaron un rendimiento de al menos la mitad del de MB 

libre (ΦΔ ~0.25) para NP híbridas Au@polímero-MB.44  

 

6.5.2.3 Emisión de luz 

 

El máximo de emisión de todas las NP que incluían MB se encontró 

corrido al azul respecto del colorante libre en solución: 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 inclusión del MB en la matriz de sílice, que ofrece un 

entorno diferente al de la DMF. Este corrimiento hipsocrómico es caracterísctico 

de los fenómenos de “rigidocromismo”.19,45–47 Por su parte, medidas de 

anisotropía de fluorescencia dieron la pauta de que el colorante efectivamente 

está inmovilizado en la matriz de sílice. 

En todos los casos, y aun cuando la mayor parte del colorante se 

encontrase agregado (como es el caso de MB@SiO2-ST), se pudo detectar 

emisión de fluorescencia. Las NP MB@SiO2-ME-1-1O2 con mayor proporción de 

monómero fueron las más fluorescentes (ΦF = 0,0145), a la vez que fueron las 

mayores productoras de 1O2. 

Los espectros de emisión de las NP MB@SiO2-ME-1-1O2 a diferentes 

longitudes de onda de excitación (Figura 6-19) revelaron que existen dos 

especies emisivas de MB en las NP. De acuerdo a lo discutido en la Sección 
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6.5.2.2, podemos decir que esas dos especies se corresponderían con el complejo 

MB-TX-100 y con el monómero de MB. 

 

6.6 Conclusiones 

 

Se estudiaron dos estrategias sintéticas para encapsular azul de metileno 

en matrices de sílice y se logró establecer una correlación muy marcada entre el 

espectro de absorción UV-visible de las NP y el estado de agregación del 

colorante en la matriz. Así, dichos espectros sirven como una herramienta de 

predicción de la capacidad de generación de 1O2 de las NP. Cuando se trabajó 

en microemulsión inversa y con una mayor proporción de silano hidrofóbico en 

el núcleo se observó que, en determinadas condiciones, se pueden obtener 

partículas en las que la mayor proporción de MB se encuentra como monómero, 

y una parte se halla en forma de complejo con TX-100, inmovilizado en la 

matriz. La inmovilización provocó un corrimiento hipsocrómico de la banda de 

emisión, en línea con lo reportado para otros sistemas.19 Dichas NP dieron un 

ΦΔ = (0.44 ± 0.07). Este valor es muy alto en relación a otros materiales 

reportados, y al MB molécula libre (0.52). Por ello, estas NP ofrecen una 

plataforma excelente para pensar en su aplicación en PDT en células in vitro e in 

vivo.  

Por otra parte, vimos que todos los sistemas reportados presentan 

emisión de fluorescencia en DMF, lo cual los hace a todos aplicables en 

principio a detección por microscopías confocal de fluorescencia. La mayoría de 

los sistemas reportados, a la vez de presentar emisión de fluorescencia, tienen 

una baja capacidad de generación de generación de 1O2 (como máximo 1.5 %). 

Así, estos sistemas pueden pensarse como buenos candidatos para construir 

nano-objetos más 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 específicos abundantes en células tumorales, por ejemplo ácido 

fólico). 
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7 Nanopartículas de SiO2 con más de una 

sonda fluorescente 

 

7.1 Introducción 

 

En capítulos anteriores mostramos que Cy-PIP es una molécula con 

emisión fluorescente sensible al pH (Capítulo 4) y que Cy-PIP@SiO2 conserva su 

capacidad sensora, incluso en contextos biológicos, lo cual resulta de gran 

relevancia ya que el pH intracelular juega un rol muy importante en los 

procesos celulares (Capítulo 5). 

Como vimos en el Capítulo 1, las células están lejos de ser "cubetas" 

óptimas para realizar estudios espectroscópicos y existen problemas 

importantes cuando se quieren cuantificar señales ópticas en dichos sistemas. 

Las complicaciones se deben a múltiples factores: variaciones en la longitud del 

camino óptico y en las concentraciones locales de las sondas fluorescentes, la 

dispersión de la luz que ocurre en las células, la variación en la intensidad de la 

iluminación y el fotoblanqueo de sondas durante el experimento.1,2 Sumado a 

ello, las mencionadas variaciones ocurren no sólo dentro de una única célula, 

sino también entre células diferentes de una misma población.  Además, el 

factor tiempo también juega un papel importante debido a la naturaleza 

dinámica de las células vivas.1 

La mayoría de estos problemas pueden ser minimizados e incluso 

superados realizando medidas de absorbancia3,4 o de fluorescencia5–7 a dos 

longitudes de onda en forma simultánea de manera que resulten medidas 

autoreferenciadas  (ratiometric mesurements, del inglés). La espectroscopía de 

fluorescencia que utiliza cocientes de emisión a dos longitudes de onda (de una 
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o más sondas) requiere que el colorante sea diferencialmente sensible en una de 

las longitudes de onda de emisión al parámetro de interés (la concentración de 

Ca2+ o de H+, por ejemplo). La emisión a la otra longitud de onda puede ser 

insensible (por ejemplo, cuando hay un punto isosbéstico o, cuando se coloca 

una sonda cuya emisión no varía con la propiedad a medir), mucho menos 

sensible, o sensible en la dirección opuesta en comparación con la emisión a la 

otra longitud de onda. Es la relación de los cambios en la emisión en cada 

longitud de onda lo que define la respuesta del sensor. Y, como la emisión se 

origina en el mismo volumen de muestra, la relación (cociente de emisiones) se 

normaliza para la longitud de la trayectoria óptica, la concentración local de la 

sonda, la intensidad de la iluminación y el fotoblanqueo.1 Así, no se requieren 

los espectros de emisión completos pues la proporción 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 Capítulo 1, si hablamos de una única 

molécula, la aproximación más directa para obtener medidas autoreferenciadas 

viene de la mano del uso de sondas duales “2-λ”.8 En esta aproximación 

encontramos las siguientes situaciones: a) la sonda se excita a una única 

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 fluoróforo se excita a dos longitudes 

de onda, se colectan las emisiones a una única longitud de onda y se calcula el 

cociente entre ellas (Caso I, ver Cap.1). La detección con estas sondas “2-λ” se 

sirve de la diferente emisión (a) y/o absorción (b) de la forma protonada y 

desprotonada de la molécula.  

Tal como mencionamos en el Capítulo 1, los derivados de xantenos como 

el SNARF-1 son ejemplos de sensores moleculares muy utilizados para medidas 

autoreferenciadas de pH en células.9,10 El SNARF-1 presenta un espectro de 

emisión (λexc 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 emisión, 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).11 Asimismo, se han reportado nanomateriales con 

respuestas de fluorescencia autorefenciadas de tipo (a) para Hg(II)12 y para 

pH13. 

En ciertos casos, algunos fluoróforos útiles para sensar pH muestran sólo 

un cambio de la intensidad de la fluorescencia debido a la protonación a pH 

ácido, pero no un cambio en la posición de los máximos de absorción o emisión 

(caso de Cy-PIP). En estos casos, no se puede hablar de un sistema 

autoreferenciado en términos del enfoque “2-λ”.8 Esta dificultad puede 

resolverse mediante la adición 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 constituiría el caso (c). Los máximos de emisión del indicador de pH y de 

la referencia deben estar suficientemente separados para permitir la medición 

confiable de las dos sondas. Dado que el uso de dos colorantes individuales en 

células vivas o tejidos no es adecuado, la utilización de sondas de referencia 

cobra sentido cuando ambos fluoróforos (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 región visible del 

espectro electromagnético que consistía en nanopartículas de sílice que 

encapsulaban en el núcleo [Ru(phen)3]2+ como sonda de referencia y en la 

superficie estaban funcionalizadas con FITC, una sonda sensible al pH.14,15   

Existen, por otro lado, ejemplos de nanomateriales que no pueden 

incluirse dentro de los casos mencionados. Los materiales así construidos se 

pueden agrupar en un cuarto caso (d) y se distinguen de los demás porque sus 

colorantes inmovilizados se excitan a dos longitudes de onda diferentes y sus 

emisiones se colectan también en canales diferentes.16–20 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 región del NIR. Es por ello que los resultados que 

se presentan en este capítulo están dirigidos a contribuir en el desarrollo futuro 

de nanosensores autoreferenciados de pH en el NIR. 

En este capítulo abordamos dos tipos de sistemas con dos fluoróforos. En 

primer lugar, describimos la síntesis y caracterización de nanopartículas duales 

que contienen [Ru(bpy)3]2+ en el núcleo 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, resultó valioso como primera aproximación ya que nos 

permitió 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)3]2+ actúa como referencia 

interna. En segundo lugar, mostramos resultados preliminares de un 

nanosistema que incluye azul de metileno (MB) en el núcleo 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 servirá como como modelo para la construcción de sensores 

autoreferenciados de pH en los la sonda sensible a pH sea Cy-PIP. El MB 

molécula libre varía su emisión 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 aplicación biológica.21 

Por otra parte, se presentan también otros sistemas de SiO2 que incluyen 

en su núcleo 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 

librería nanomateriales emisivos a los que luego puedan agregarse funciones 

más complejas. 
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7.1.1 Sistemas con dos sondas fluorescentes como plataformas para 

nanosensores de pH 

 

7.1.1.1 Nanopartículas con [Ru(bpy)3]2+ 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 sílice en nuestro caso) 

dos colorantes, uno sensible al pH y otro de referencia. En este enfoque, se 

prefirió una arquitectura de núcleo/cáscara en la que el colorante de referencia 

[Ru(bpy)3]2+ estaba localizado principalmente en el núcleo y el colorante 

sensible al pH localizado en superficie de la cáscara. 

 

7.1.1.1.2 Síntesis y caracterización del sistema dual 

 

En primer lugar se sintetizaron las semillas de SiO2 que contenían el 

colorante de referencia [Ru(bpy)3]2+ mediante una modificación del método de 

Stöber22 y sobre la base de las ideas de Matijević y colaboradores.23 En un primer 

paso (Esquema 7-1), se obtienen partículas semilla de SiO2 cuyo tamaño puede 

ajustarse a través de la elección de los parámetros de síntesis (Capítulo 3). En un 

segundo paso en el mismo reactor (one-pot), las semillas se recubren con una 

fina capa de sílice que atrapa al fluoróforo debido a las interacciones 

electrostáticas atractivas entre el [Ru(bpy)3]2+ y los oligómeros de sílice cargados 

negativos. Luego se vuelve a depositar una capa fina de sílice y, por último, se 

agrega APTES al medio de reacción para darle funcionalidad aminopropilo a la 

superficie de las nanopartículas. Se obtienen así las NP [Ru(bpy)3]2+@SiO2-NH2. 
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Esquema 7-1. Síntesis de nanopartículas de SiO2 dopadas con [Ru(bpy)3]2+ y funcionalizadas en la 

superficie con aminopropiltrietoxisilano (APTES). 

 

Los grupos aminopropilo que funcionalizan la superficie de 

[Ru(bpy)3]2+@SiO2-NH2 se hicieron reaccionar luego con Cy-PIP de forma 

análoga a la descripta en el Capítulo 5 para Cy-PIP@SiO2. En el Esquema 7-2 se 

puede observar una representación de la estrategia sintética empelada. 

 

 

Esquema 7-2. Síntesis de [Ru(bpy)3]2+@SiO2-NH-Cy-PIP mediante acoplamiento con CDI. 
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En la Figura 7-1 se presenta una imagen SEM de las nanopartículas 

finales obtenidas [Ru(bpy)3]2+@SiO2-NH-Cy-PIP. La morfología es esférica, con 

un diámetro de (166±12) nm. 

 

 

Figura 7-1. Micrografía de FE-SEM de [Ru(bpy)3]2+@SiO2-NH-Cy-PIP. El diámetro obtenido por 

tratamiento de la imagen fue de (166±12) nm, N=100 partículas. 

 

7.1.1.1.3 Dependencia de la emisión de fluorescencia de las sondas incluidas 

con el pH 

 

7.1.1.1.3.1 Comportamiento de [Ru(bpy)3]2+@SiO2-NH2 

 

En primer lugar, se evaluó la dependencia de la emisión del [Ru(bpy)3]2+ 

encapsulado en la matriz de sílice con el pH. En la Figura 7-2 se muestran los 

espectros de emisión corregidos de [Ru(bpy)3]2+@SiO2-NH2 en PBS a diferentes 

pHs. El máximo de emisión de las nanopartículas se encuentra en 602-605 nm 

200 nm
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(λexc 460 nm) y se ve que en el rango de pH 8,74-5,68  la intensidad de emisión 

se mantiene prácticamente constante (la variación porcentual es menor a 3,5 %). 

 

 

Figura 7-2. (A) Espectros de emisión de las nanopartículas [Ru(bpy)3]2+@SiO2-NH2, λexc: 460 nm;  (B) 

emisión normalizada a 605 nm respecto del punto inicial a pH 8,74. La titulación se llevó a cabo en buffer 

PBS 10 mM, y se agregaron cantidades muy pequeñas de HCl (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 consideró que el [Ru(bpy)3]2+ encapsulado 

en la matriz de sílice puede ser utilizado como referencia interna de pH en un 

sistema dual con dos fluoróforos. 

   

7.1.1.1.3.2 Comportamiento del sistema dual [Ru(bpy)3]2+@SiO2-NH-Cy-PIP 

 

Para evaluar la capacidad sensora de las nanopartículas duales se 

realizaron experimentos de titulación en buffer PBS (Capítulo 3) y se registraron 

los espectros de emisión para cada pH a dos longitudes de onda de excitación: 

460 nm para el [Ru(bpy)3]2+ y 680 nm para Cy-PIP. En la Figura 7-3 pueden 

observarse los espectros de emisión a los diferentes pHs (rango 8,68-5,77). 

Como se esperaba de acuerdo a los resultados de la Sección 7.1.1.1.3.1, el 

espectro de emisión del complejo de rutenio (II) encapsulado en la matriz de 
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sílice no se ve prácticamente afectado por el cambio de pH, mientras que el 

espectro de Cy-PIP muestra una baja importante en la intensidad de emisión al 

aumentar la concentración de protones. 

 

 

Figura 7-3. Espectros de emisión de las nanopartículas [Ru(bpy)3]2+@SiO2-NH-Cy-PIP a pH 8,68, 8,0, 

7,57, 6,75, 6,29 y 5,77 en PBS 10 mM. (A) λexc 460 nm para excitar al [Ru(bpy)3]2+; (B) λexc 680 nm para 

excitar a Cy-PIP.   

 

Si se analizan las intensidades de emisión en sus máximos normalizadas 

al valor de intensidad para el pH inicial adquirido (el más alcalino, en este caso 

8,68), se pueden construir las curvas de titulación de la Figura 7-4. La variación 

en la intensidad de emisión del [Ru(bpy)3]2+ fue menor al 3% de pH 8,68 a 5,77, 

mientras que la variación total de Cy-PIP de pH 9,64 a 5,77 resultó de 43%. 

Además, el pKa calculado para Cy-PIP anclado en las NP [Ru(bpy)3]2+@SiO2-

NH-Cy-PIP resultó de (7,8±0,2). 

Por otra parte, se calculó para cada pH el cociente de las intensidades de 

emisión en los canales del [Ru(bpy)3]2+ 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 titulación (PBS 10 mM) de las nanopartículas [Ru(bpy)3]2+@SiO2-NH-Cy-PIP. 

Para cada pH (rango 9,64-5,77 para Cy-PIP y rango 8,68-5,77 para Ru(II)), se excitó a 460 nm para 

colectar la emisión del [Ru(bpy)3]2+a 605 nm y, se excitó a 680 nm para colectar la emisión de Cy-PIP a 

820 nm. Las respuestas se han normalizado al primer pH medido a fin de ser comparadas en el mismo 

gráfico. Para Cy-PIP, se calculó un pKa = (7,8±0,2), R2 = 0,9759.  

 

 

Figura 7-5. Curva de titulación de las nanopartículas [Ru(bpy)3]2+@SiO2-NH-Cy-PIP en PBS 10 mM a 

partir de la intensidad de emisión de Cy-PIP referida a la de [Ru(bpy)3]2+: I (820 nm)/I(605 nm). Para 

cada pH (rango 8,68-5,77) se excitó a 460 nm y a 680 nm. Se calculó un pKa (ratio) = (8,1±0,5), R2 = 

0,9544. 
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7.1.1.2 Nanopartículas con MB y Cy-Test 

 

7.1.1.2.1 Generalidades del sistema 

 

En el Capítulo 6 presentamos la caracterización de nanopartículas que 

encapsulaban MB en la estructura de la sílice por diversos métodos de síntesis. 

Vimos que algunos de los sistemas sintetizados no mostraban producción 

medible de 1O2 y que, analizando el espectro de absorción de las NP en DMF era 

posible saber a priori si los sistemas tendrían capacidad productora o no. 

Teniendo estos resultados en cuenta, elegimos uno de los sistemas que no 

producían 1O2 (MB@SiO2-ME-1-B-NH2) para construir un nano-objeto que 

llevara, además de MB en el núcleo, una sonda de la familia de las 

aminotricarbocianinas (Cy-Test) en la superficie, como prueba de concepto de la 

versatilidad de la matriz de sílice para la multi-funcionalización con moléculas 

fluorescentes. El hecho de que el MB encapsulado en la matriz no  produzca 1O2 

en cantidades medibles  es importante para evitar que la otra sonda 

fluorescente (en este caso Cy-Test) reaccione y se degrade, lo cual 

comprometería 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 dirección 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 ácidos carboxílicos libres para la unión covalente a la superficie 

aminada mediante una reacción de acoplamiento vía 1,1-carbonildiimidazol, tal 

y como se describió para la funcionalización de APTES@SiO2 con Cy-PIP 

(Capítulo 5 y Capítulo 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 sólo 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 así tener un nanosensor autoreferenciado de pH completamente en 

el NIR. 

 

7.1.1.2.2 Dependencia de MB@SiO2-ME-1-B con el pH  

 

En primer lugar, dado que la propiedad de interés es el pH, estudiamos 

la dependencia de la emisión de fluorescencia del MB (sonda de referencia) 

encapsulado en matrices de sílice. Idealmente se busca que la sonda que se 

utiliza como referencia no cambie su emisión con el pH en más de un 10%. En la 

Figura 7-6 se muestra la curva de titulación de las NP MB@SiO2-ME-1-B en 

buffer PBS. 
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Figura 7-6. Curva de titulación de las nanopartículas núcleo-cáscara 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 emisión a 650 nm se ha normalizado 

a pH 8,92. 

 

Se observó que la variación en la intensidad de emisión a 650 nm era de 

un 9,2 % de pH 8,92 a 4,5. Recordemos también que las NP MB@SiO2-ME-1-B no 

producen 1O2 en cantidades medibles (Capítulo 6), lo cual es un requisito a la 

hora de pensar en la unión posterior de otras sondas fluorescentes.  

 

7.1.1.2.3 Caracterización fotofísica de las sondas libres en solución 

 

En primer término, para evaluar la posibilidad de excitar a una única 

longitud de onda a los dos colorantes, se evaluaron los espectros de absorción y 

emisión de las especies libres en solución a pH regulado. En la Figura 7-7 se 

muestran los espectros de absorción y emisión normalizados de MB y Cy-Test 

en buffer PBS. El MB presenta un máximo de absorción a 665 nm y de emisión a 

685 nm (λexc: 580 nm). Por su parte, Cy-Test presenta un espectro de absorción 

ancho, típico de las aminotricarbocianinas, con un máximo a 665 nm. El 

espectro de emisión (λexc: 690 nm) revela un máximo a 785 nm. Se observa 
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además que ambas sondas libres en solución pueden ser excitadas a partir de 

los 580 nm, y 650 nm resultaría una buena longitud de onda de compromiso 

para pensar en un único canal de excitación. Así, la doble funcionalización de 

las nanopartículas de SiO2 se encaró con miras a esta posibilidad. 

 

 

Figura 7-7. Espectros de absorción y emisión en buffer fosfato 10 mM normalizados en sus máximos de 

las sondas libres: (A) Azul de metileno (MB), λexc 580 nm, (B) Cy-Test, λexc 690 nm. 

 

7.1.1.2.4 Síntesis y caracterización del material dual 

 

La síntesis de MB@SiO2-ME-1-B-NH2 se realizó por microemulsión 

inversa (descripta en el Capítulo 3). Como ya mencionamos, la unión de Cy-

500 600 700 800 900
0,00

0,25

0,50

0,75

1,00

1,25
 

 

A
b

s
o

rc
io

n
 y

 E
m

is
io

n
 n

o
rm

a
liz

a
d

a
s

Longitud de onda / nm

Cy-Test (PBS)

500 600 700 800 900
0,00

0,25

0,50

0,75

1,00

1,25

A
b

s
o

rc
io

n
 y

 E
m

is
io

n
 n

o
rm

a
liz

a
d

a
s

Longitud de onda / nm

MB (PBS)

A

B



~ 7-15 ~ 

 

Test a la superficie se realizó en forma análoga a lo reportado para Cy-PIP en el 

Capítulo 5. Como se muestra en el Esquema 7-4, se realizó un acoplamiento del 

ácido carboxílico de Cy-Test con la función aminopropilo de la superficie vía 

1,1-cabonildiimidazol (Capítulo 3 para detalles experimentales).  

 

 

Esquema 7-4. Reacción es esquemática de funcionalización de MB@SiO2-ME-1-B-NH2 con Cy-Test. 

 

En la Figura 7-8 A se  muestran las nanopartículas tipo núcleo MB@SiO2-

ME-1-B y, en la Figura 7-8 B las nanopartículas núcleo-cáscara derivadas ya 

funcionalizadas con Cy-Test (MB@SiO2-ME-1-B-NH2-Cy-Test). Se observa que 

la morfología, en línea con los resultados del Capítulo 6, es esférica desde la 

síntesis de los núcleos. El diámetro de los núcleos fue de (54±4) nm, mientras 

que el de las partículas núcleo-cáscara resultó de (58±5) nm. Así, el crecimiento 

promedio de la capa de sílice aminada es de 4 nm. 
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Figura 7-8. Micrografías de FE-SEM de (A) MB@SiO2-ME-1-B nanopartículas tipo núcleo y (B) 

MB@SiO2-ME-1-B-NH2-Cy-Test  tipo núcleo-cáscara. Los diámetros calculados fueron: (A)  (54±4) nm 

y, (B) (58±5) nm, N=100. 

 

En la Figura 7-9 (Izq.) se muestra una representación de las 

nanopartículas con doble funcionalidad.  En la Figura 7-9 (Der.) se muestran los 

espectros de emisión de las nanopartículas MB@SiO2-ME-1-B-NH-Cy-Test en 

metanol. En este caso, y como una prueba preliminar, las nanopartículas se 

excitaron a 580 nm para adquirir el espectro completo del MB y a 690 nm para 

tomar el espectro de Cy-PIP. 

  

 

Figura 7-9. (Izq.) Esquema de las nanopartículas MB@SiO2-ME-1-B-NH-Cy-Test doblemente 

funcionalizadas: en el núcleo encapsulan MB y en la superficie tienen unida Cy-Test covalentemente. 

(Der.) Espectros de emisión de las nanopartículas en metanol normalizados en sus máximos a dos 
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longitudes de onda de excitación: 580 nm para MB y 690 nm para Cy-Test. Rendijas de excitación y 

emisión: 1,8 mm. Para MB se utilizaron los filtros VG9 (excitación) y RG610 (emisión).  

 

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 nanopartículas de sílice a distintas 

longitudes de onda sintetizamos nanopartículas de SiO2 dopadas con diferentes 

colorantes. De acuerdo a las propiedades químicas del colorante se eligió un 

método de síntesis adecuado. Una vez obtenidas las nanopartículas se testeó la 

dependencia de la emisión 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@SiO2-COOH 

 

Dado que el colorante ATTO 488 (Esquema 7-5) es una molécula 

orgánica con baja afinidad por la sílice, para obtener las nanopartículas de SiO2 

dopadas con dicha molécula optamos por una estrategia de co-condensación. 

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 reacción se agregó a un medio de Stöber y se realizó la co-

condensación con TEOS, para dar las NP ATTO@SiO2 que encapsulaban el 

colorante (Capítulo 3). 
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Esquema 7-5. Obtención del derivado silanizado de ATTO 488 (APTES-ATTO 488) y síntesis de NP 

ATTO@SiO2 por co-condensación del derivado y TEOS en un medio de tipo Stöber. 

 

El siguiente paso (Esquema 7-6) consistió en la funcionalización 

superficial de las NP ATTO@SiO2 con viniltrietoxisilano para obtener las NP 

ATTO@SiO2-VS, de acuerdo al protocolo descripto por Penelas et al.24. Así, luego 

de síntesis, las NP se purificaron del amoníaco por destilación. 

   

 

Esquema 7-6. Funcionalización de NP ATTO@SiO2 con viniltrietoxisilano (VTES) para obtener NP 

ATTO@SiO2-VS. 

 

Una vez purificadas las NP ATTO@SiO2-VS, se realizó una reacción de 

tipo “click tiol-eno” sobre la superficie, utilizando ácido mercaptosuccínico 

como reactivo, benzofenona como iniciador y luz UV.24,25 Se trata de una 

reacción de construcción C-C con la que se logra darle una funcionalidad ácido 

carboxílico a la superficie, que resulta clave para la buena dispersión de las 

nanopartículas y la estabilidad de los coloides.24 
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Esquema 7-7. Reacción de funcionalización superficial con luz UV “click tiol-eno” para dar 

ATTO@SiO2-COOH. 

 

En la Figura 7-10 se muestra una micrografía de SEM de las 

nanopartículas funcionalizadas con ácido mercaptosuccínico, ATTO@SiO2-

COOH. Se observa que la morfología es de tipo esférica, con un diámetro de 

(84±12) nm. 

 

 

Figura 7-10. Micrografía de FE-SEM de las NP ATTO@SiO2-COOH. El diámetro obtenido a partir de la 

imagen fue de (84±12) nm, N = 100. 

200 nm
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Por otra parte, se evaluó la fotofísica de las NP ATTO@SiO2-COOH, en 

particular la dependencia de su espectro de emisión con el pH del medio. Como 

puede verse en la Figura 7-11 A, el espectro  de las NP en buffer PBS presenta 

un máximo de emisión a 518 nm para todos los pHs ensayados. En la Figura 

7-11 B se observa que la emisión a 518 nm varía un 11% en el rango de pH 

ensayado, entre pH 5,68 y pH 8,9. 

 

 

Figura 7-11. (A) Espectros de emisión de NP ATTO@SiO2-COOH en buffer PBS 10 mM a pH: 5,68, 

2,41, 3,4 y 8,9; (B) Dependencia de la emisión de las NP a 518 nm con el pH del medio, y de acuerdo al 

número de medida realizada. 

  

7.1.2.2 PTCDA@SiO2 

 

El PTCDA (Perileno-3,4,9,10-tetracarboxilico di-anhídrido) es un 

colorante de la familia de los perilenos (Esquema 7-8), que se usa comúnmente 

como precursor en la síntesis de derivados de tipo imida. Dado su carácter 

hidrofóbico, la síntesis elegida para su encapsulación fue la de microemulsión 

inversa con co-condensación de TEOS y HDTMOS en iguales proporciones 

(Capítulo 3). 
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Esquema 7-8. Estructura del Perileno-3,4,9,10-tetracarboxilico di-anhídrido (PTCDA). 

  

En la Figura 7-12 se muestra una imagen de TEM de las nanopartículas 

de tipo núcleo/cáscara obtenidas (PTCDA@SiO2) por microemulsión inversa. El 

diámetro calculado a partir de varias imágenes fue de (44±7) nm. 

 

 

Figura 7-12. Imagen de TEM de NP PTCDA@SiO2. El diámetro medido fue de (44±7) nm. 

 

En la Figura 7-13 A se observa el espectro de emisión de las 

nanopartículas PTCDA@SiO2 en suspensiones de distintos pHs. El máximo de 

emisión se encuentra a 597 nm y, como se ve en la Figura 7-13 B, la intensidad 

de emisión a 597 nm varía de pH 8,4 a pH 5,77 en, como máximo, un 2,5% (pH 

6,36). 

50 nm
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Figura 7-13. (A) Espectros de emisión de NP PTCDA@SiO2 a distintos pHs (buffer PBS 10 mM); (B) 

Intensidades de emisión a 597 nm normalizadas a pH 8,24 (pH inicial) versus pH. λexc 480 nm. 

 

7.2 Discusión 

 

7.2.1 Nanopartículas duales [Ru(bpy)3]2+@SiO2-NH-CyPIP 

 

En la Sección 7.1.1.1 vimos una forma de construir un nanosensor dual 

de pH basado en la incorporación de dos fluoróforos en el mismo objeto: 

[Ru(bpy)3]2+ en lo que llamamos el núcleo de la partícula funciona como sonda 

de referencia, y Cy-PIP en la superficie actúa como sensor de pH.  

En primer lugar, en cuanto a las propiedades ópticas de 

[Ru(bpy)3]2+@SiO2-NH2, podemos decir que se observó un corrimiento 

hipsocrómico en el máximo de emisión (602-605 nm) en comparación con el 

colorante libre en solución de etanol (610 nm). Según lo reportado por Zhang et 

al., el tiempo transcurrido entre el inicio de la reacción de Stöber y la adición de 

la solución del complejo de rutenio (II) se encuentra en íntima relación con las 

propiedades ópticas de las nanopartículas.26 En concreto, los autores observaron 

que cuando el complejo se agregaba antes de las tres horas de reacción, se veía 

un desplazamiento hipsocrómico en el máximo de emisión de las NP respecto 
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del colorante libre, a la vez que aumentaba la intensidad de emisión 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 reacción, ocurría un 

desplazamiento batocrómico y una baja en la intensidad de emisión respecto 

del sistema de tres horas de reacción. En nuestro caso, el colorante se agregó a 

las dos horas de reacción, de acuerdo al protocolo descripto por Mirenda et al., 

quienes reportaron la síntesis de un nanotermómetro de SiO2 que encapsulaba 

[Ru(bpy)3]2+ y sufría un corrimiento hipsocrómico de su máximo de emisión 

respecto del colorante libre.27 El desplazamiento al azul del máximo de emisión 

del complejo cuando se encuentra encapsulado la matriz de sílice es una 

evidencia de que el colorante está incorporado a la matriz, a la vez que puede 

atribuirse al fenómeno del “rigidocromismo”.27–30  

Por otra parte, la síntesis de las semillas de sílice dopadas con 

[Ru(bpy)3]2+ se eligió teniendo en cuenta que si el complejo se adiciona al inicio 

de la reacción de Stöber, ocurre la incorporación del colorante en forma de 

agregados, tal y como reportan Descalzo et al. para partículas que encapsulan 

[Ru(ophen)3]2+.31 Esto disminuye el brillo de las nanopartículas y su tiempo de 

vida de fosforescencia, pues ocurre el auto-apagamiento de la emisión de los 

complejos de Ru(II).32 Sumado a ello, para prever el apagamiento de la emisión 

de la sonda por oxígeno, luego de la incorporación del colorante, se agregó una 

fina capa de sílice en la superficie como una primera barrera física al acceso de 

agentes de apagamiento.27  

Es importante destacar que las nanopartículas de sílice de tipo Stöber no 

pueden pensarse como esferas rígidas e impenetrables.33 Se trata más bien de 

estructuras un tanto abiertas que permiten el transporte de iones.34,35 El modelo 

de la doble capa porosa se ha propuesto para tener en cuenta la singular y alta 

absorción de los contraiones en las interfaces de SiO2 y agua.36,37 Mirenda et al. 

estudiaron el apagamiento del [Ru(bpy)3]2+ inmovilizado en NP de SiO2 por 

reacción con el catión orgánico metilviológeno (MV2+).27 Determinaron que el 
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efecto de apagamiento en la intensidad de emisión del [Ru(bpy)3]2+ era 

fuertemente dependiente del pH, a diferencia de lo que ocurre en solución, 

donde el apagamiento es independiente del pH del medio. A pH mayor que el 

punto isoeléctrico de las NP (aprox. 4), el apagamiento por MV2+ aumentaba 

marcadamente con el pH, lo cual, según los autores, y de acuerdo a la 

naturaleza electrostática de la adsorción de los iones en las nanopartículas de 

sílice, explicaría que los iones de carga positiva como MV2+ a pH básico lograran 

atravesar la capa de tipo gel de las nanopartículas. Así, a pH alcalino el 

apagamiento por MV2+ es importante, mientras que a pH ácido el efecto es 

menor.27 En este sentido, es de esperar que cambiar el pH de la solución en la 

que están suspendidas las nanopartículas [Ru(bpy)3]2+@SiO2-NH2 afecte la 

proporción de grupos silanoles que se encuentran protonados respecto de los 

desprotonados, pues si las NP son permeables a MV2+, también lo serán a H+, un 

catión muy pequeño. Dado que la interacción entre la matriz de sílice y el 

complejo de Ru(II) es de tipo electrostático, se espera que a pH más ácido esa 

interacción sea menor en promedio pues existe una mayor proporción de 

grupos silanoles protonados. Con ello, la proporción de agregados de complejos 

de rutenio que estuvieran presentes en la matriz de sílice podría disminuir, y así 

aumentar la intensidad de emisión en comparación con la que se observaría a 

un pH más alcalino. En nuestro caso, para las nanopartículas [Ru(bpy)3]2+@SiO2-

NH2 se observó un aumento de 3,5% de la emisión en buffer PBS al disminuir el 

pH desde 8,74 a 5,68 (Sección 7.1.1.1.3.1).  

Por su parte, el sistema dual [Ru(bpy)3]2+@SiO2-NH-Cy-PIP presentó una 

variación en la intensidad de emisión del [Ru(bpy)3]2+ menor al 3% de pH 8,68 a 

5,77 al excitar a 460 nm, mientras que la variación total de Cy-PIP de pH 9,64 a 

5,77 resultó de 43% (λexc 680 nm). Esto implica que la variación con el pH de la 

intensidad de emisión de la sonda de referencia representa un 7% respecto de la 

variación de Cy-PIP. Se trata de una variación pequeña 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 sólo 

se calculaba utilizando la emisión 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 

Capítulo 5 para Cy-PIP@SiO2 cuyo pKa fue de 7,4, la superficie cargada de la 

sílice afecta las concentraciones de iones en sus cercanías. Así, la concentración 

de H+ cerca de la superficie es mayor que en la solución bulk, dando como 

resultado que las sondas sensibles a pH puedan protonarse a un pH más 

alcalino de solución (el pH “efectivo” que perciben es menor).13  

Por otra parte, en nuestro caso el cálculo del pKa del sensor mediante el 

cociente de las emisiones a 820 nm y 605 nm resultó en un valor cercano al 

calculado sólo con la emisión de Cy-PIP a 820 nm. A diferencia del nanosensor 

de pH en la región visible del espectro electromagnético reportado por Xu et 

al.14,15, nuestro sistema se excita a dos longitudes de onda y se colecta la emisión 

también a dos longitudes de onda, lo cual trae aparejadas complicaciones 

experimentales para aplicaciones a detección 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 diseño, con un 

gran corrimiento de Stokes y una respuesta fluorescente modulada por el pH 

que se encuentra completamente en el NIR. 

  

7.2.2 Nanopartículas MB@SiO2-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 solución aireada de PBS experimenta una baja 

menor al 5% en su intensidad de emisión y en su absorbancia al ir de pH básico 

a ácido. Esa información, sumada al hecho de que el MB es una droga 

terapéutica aprobada por la FDA para el tratamiento de la 
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metahemoglobinemia, fue el punto de partida para pensar en la incorporación 

de MB como una sonda de referencia de pH. 

En cuanto a las nanopartículas semilla núcleo-cáscara MB@SiO2-ME-1-B, 

vimos que la variación en la intensidad de emisión a 650 nm era de un 9,2 % de 

pH 8,92 a 4,5. Para tener una idea de los órdenes de magnitud, y dado que la 

variación de la intensidad de emisión de Cy-PIP anclada en la superficie de 

nanopartículas de SiO2 es de alrededor de 43% ([Ru(bpy)3]2+@SiO2-NH-Cy-PIP, 

Sección 7.1.1.1.3.2), podríamos predecir que la variación en la intensidad de 

emisión del MB con el pH en las NP duales representaría el 20% de la variación 

que experimentaría 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@SiO2-ME-1-B no 

producen 1O2 en cantidades medibles (Capítulo 6), lo cual es un requisito a la 

hora de pensar en la unión posterior de otras sondas fluorescentes.   

Cabe destacar que las nanopartículas MB@SiO2 sintetizadas por 

modificación del método de Stöber y aquellas sintetizadas por microemulsión 

con mayor carácter hidrofílico (MB@SiO2-ME-2 y 3), presentaron una gran 

variación de la intensidad de emisión con el pH (mayor al 10%). Al momento de 

la escritura de esta tesis, seguimos trabajando en estudiar la influencia de las 

variables de síntesis en las propiedades fotofísicas finales de la sonda 

encapsulada. Dichas variables determinan el estado de agregación del 

colorante, su capacidad de producción de 1O2 y su permeabilidad a ciertos 

analitos. Tal y como reportan Deng et al., el núcleo hidrofóbico de las 

nanopartículas con mayor proporción de HDTMOS podría comportarse como 

un obstáculo para el ingreso de iones que afecten la polaridad del medio 

material en el que está inmerso el MB.38 Esta hipótesis podría explicar que el 

efecto del pH sobre la intensidad de emisión del MB en las NP con núcleo de 

carácter más hidrofóbico fuera menor que en el resto de los sistemas estudiados. 
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De acuerdo a los espectros de las sondas libres en solución de PBS 

(7.1.1.2.3), pudimos establecer que existe un solapamiento entre los espectros de 

absorción de MB y Cy-Test y que, entre 600 y 650 nm se puede excitar a ambas 

sondas a la vez. Luego se colectarían las emisiones del MB a 650 nm y de Cy-

Test a 785 nm. La suspensión en buffer PBS de MB@SiO2-ME-1-B-NH-CyTest no 

arrojó una intensidad de emisión apreciable al excitar en su máximo de 

absorción, a diferencia de lo que ocurrió en metanol. Las aminotricarbocianinas, 

como ya mencionamos en capítulos anteriores, poseen bajos rendimientos 

cuánticos de emisión en agua, a diferencia de lo que ocurre en solventes 

orgánicos. 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 solución acuosa. Esto 

también es un punto clave a tener en cuenta para la construcción futura del 

nanosensor de pH con Cy-PIP.  

 

7.2.3 Nanopartículas dopadas con fluoróforos 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 microscopías confocal y de 

súper-resolución. En la Sección 7.1.2.1 presentamos resultados preliminares de 

la síntesis y caracterización fotofísica de nanopartículas que encapsulaban 

ATTO 488. La estrategia de funcionalización superficial con ácido 

mercaptosuccínico  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 función –COOH, lo cual 

aumenta la estabilidad coloidal, a la vez que se minimizan los procesos de 

agregación y aglomeración durante todos los pasos de síntesis.24  Este aspecto es 

de suma importancia si las nanopartículas  están diseñadas para seguir 

procesos de agregación/adsorción o funcionan como nanopartículas 
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fluorescentes. La química de la superficie de las nanopartículas determina su 

interacción con biomoléculas y su destino biológico (por ejemplo, la formación 

de la conocida corona proteica).39 Las nanopartículas ATTO488@SiO2-COOH 

pueden funcionalizarse con moléculas de interés biológico (ej. ácido fólico) 

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 

continúa trabajando en esta línea de investigación, que implica también el uso 

de técnicas como Espectroscopía de correlación de fluorescencia para (FCS) 

seguir procesos celulares en el tiempo.  

 En cuanto a la respuesta de las nanopartículas con el pH, vimos que la 

variación era de un 11% entre pH 5,68 y pH 8,9. Dado que se trata de una 

variación moderada, y que la absorción y la emisión del ATTO 488 se 

encuentran en la región visible del espectro electromagnético, no se podría 

construir un nanosensor autoreferenciado de pH (casos a-c) incorporando Cy-

PIP en la superficie. Por lo tanto, ATTO 488 se piensa más como una sonda 

fotoestable que permite localizar a las nanopartículas en aplicaciones de 

microscopía. También ofrecería 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 Sección 7.1.2.2, vimos que la encapsulación de 

PTCDA en matrices de sílice por síntesis de microemulsión inversa con un 

silano hidrofóbico (HDTMOS) es posible, y que las nanopartículas resultantes 

tienen un máximo de emisión a 597 nm, muy cerca de la región del NIR. Por su 

parte, la variación de la intensidad de emisión a 597 nm de pH  8,4 a 5,77 resultó 

menor al 2,5%. Asimismo, de acuerdo al espectro de excitación (no se mostró), 

las NP PTCDA@SiO2 pueden ser excitadas hasta a 600 nm, con lo cual se podría 

pensar en la unión de Cy-PIP a la superficie para la construcción de un sensor 

autoreferenciado de pH. 
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7.3 Conclusiones 

 

Hemos reportado la síntesis y caracterización de una variedad de 

nanopartículas de SiO2 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 está 

funcionalizado en la superficie con una molécula derivada de las 

aminotricarbocianinas (Cy-Test) resulta un punto de partida interesante para la 

construcción futura de nanopartículas completamente de NIR y 

autoreferenciadas con el enfoque de utilizar una única longitud de onda de 

excitación 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 sílice y fluoróforos orgánicos (SiO2-F 

NP) para aplicación como agentes de visualización (por ejemplo en 

microscopías) y como sensores para la detección de pH intracelular. En este 

sentido, fue necesario desarrollar la ruta de síntesis orgánica de la molécula 

sensora de pH (Cy-PIP), llevar a cabo las síntesis de las NP de sílice adaptadas 

de acuerdo a la estrategia de unión proyectada para el/los fluoróforos, realizar 

la caracterización fotofísica y, en algunos casos, fotoquímica de los materiales y 

desafiarlos en sistemas biológicos para validar su aplicación. Cabe destacar que, 

si bien el campo de la síntesis de SiO2-F NP para aplicaciones teranósticas 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 

construcción de nanosensores de SiO2-F NP que utilizan luz en esa “ventana 

biológica” del espectro electromagnético. 

En primer lugar, en el Capítulo 4, se describió la síntesis (escala de los 

cientos de mg) de una nueva  aminotricarbocianina simétrica específica 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 función (-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 fluoróforos muy convenientes no 

sólo por sus propiedades ópticas sino también porque ofrecen la posibilidad de 

construir precursores versátiles de síntesis (Cy-Cl) que luego pueden hacerse 

reaccionar con múltiples nucleófilos para obtener aminotricarbocianinas 

diferentes. Por lo tanto, se pueden construir diferentes fluoróforos de la misma 
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familia cambiando la identidad de la amina que se utiliza para sustituir al 

átomo de cloro en la posición meso de la tricarbocianina. Más aún, como 

perspectiva, se podría generar una librería de aminotricarbocianinas para cada 

precursor colorado y elegir la molécula adecuada según la aplicación 

proyectada.  

En cuanto a la fotofísica de Cy-PIP, podemos decir que, como está 

reportado para otras aminotricarbocianinas, Cy-PIP mostró un excepcional 

corrimiento de Stokes (140 nm) en comparación 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 dispersión de luz y facilita la separación 

de la radiación de excitación y emisión, lo cual resulta clave en técnicas de 

microscopía de fluorescencia para estudio de sistemas in vivo. Por otra parte, se 

estudió la respuesta fotofísica de Cy-PIP frente a cambios de pH, tanto por 

absorbancia como por fluorescencia (intensidad de emisión). Los valores de pKa 

obtenidos mediante los dos métodos (6,9 por absorbancia y 7,1 por 

fluorescencia) se encontraron en concordancia entre sí, y dentro de un rango 

óptimo (6-8) para su aplicación a la detección de pH en sistemas biológicos. 

Asimismo, si bien se realizó una caracterización 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 única especie fluorescente (la 

especie alcalina de la molécula), se deben realizar más experimentos para 

racionalizar el comportamiento de Cy-PIP frente al pH. Dichos experimentos 

podrían llevarse a cabo en solventes orgánicos para aumentar el rendimiento 

cuántico de fluorescencia de Cy-PIP que en solución acuosa es muy bajo, lo cual 

impone una limitación experimental a los estudios. 

El Capítulo 5 estuvo orientado al desarrollo de un nanosensor 

fluorescente de pH (Cy-PIP@SiO2). Así, se describió la síntesis de dicho 
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nanosensor de pH por conjugación directa de Cy-PIP a la superficie de 

nanopartículas de SiO2 funcionalizadas con el grupo aminopropilo. Se 

caracterizó adecuadamente el material y se estableció mediante espectroscopía 

FTIR que la funcionalización implicó la formación de un enlace amida y la 

unión covalente de Cy-PIP a la superficie. Por otra parte, se realizó la 

caracterización fotofísica de Cy-PIP@SiO2 y se discutió el cambio en las 

propiedades ópticas al pasar de la molécula libre al material. Se observó un 

corrimiento batocrómico muy pequeño del espectro de emisión 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 racionalizó en términos de la presencia de la 

superficie, que impone un microentorno diferente al fluoróforo. En particular, 

Cy-PIP se encuentra muy cerca de la superficie de la nanopartícula (cargada 

negativa), allí la concentración local de H+ es mayor que en la solución bulk y 

Cy-PIP anclada a la superficie podría protonarse a un pH de solución bulk más 

alcalino que la sonda libre, lo que redundaría en un valor más alto de pKa. 

En una segunda parte del Capítulo 5 se describió la aplicación del 

nanosensor de pH Cy-PIP@SiO2 a un sistema biológico real. Mediante la 

internalización del nanomaterial en células tumorales HeLa se pudo establecer 

la potencia de estos materiales para la medición de pH en entornos 

micro/nanométricos muy complejos. Las mediciones de citometría de flujo 

permitieron seguir la emisión de la nanosonda en las células HeLa in vivo, y 

observar cómo a medida que evolucionaba el tiempo luego de la 

internalización, la emisión de la población celular más fluorescente disminuía, 

en línea con lo esperado para un proceso de fusión endosoma-lisosoma.  

Más adelante, en el Capítulo 6, se reportó la síntesis por distintos 

métodos y la caracterización de una variedad  de NP que encapsulaban azul de 

metileno (MB) en su matriz. MB es un colorante catiónico de NIR, aprobado por 

la FDA para el tratamiento de la metahemoglobinemia y conocido por su rol 

como fotosensibilizador (PS). Se estableció que el método de síntesis de las NP 
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ejerce un rol preponderante en las características fotofísicas y fotoquímicas del 

colorante. En particular, se observó que si el material tenía una proporción 

mayoritaria de moléculas de MB en forma de agregados, la producción de 1O2 

estaba limitada y en muchos casos se encontraba por debajo del límite de 

detección de la medición con el monitor químico DPBF. Uno de los sistemas 

obtenidos por síntesis en microemulsión inversa con TX-100 como surfactante 

presentó un excepcional rendimiento cuántico de formación de 1O2 (ΦΔ = 0,44). 

Si bien se deben realizar más ensayos para establecer las condiciones óptimas 

para el fino control de las propiedades ópticas de las NP (en particular, 

controlar la proporción de agregados de MB encapsulados), el sistema 

desarrollado resulta muy prometedor para proyectar aplicaciones en terapia 

fotodinámica (PDT). Por otra parte, los sistemas que no mostraron producción 

de 1O2 fueron adaptados a la construcción de nano-herramientas fluorescentes 

integradas más complejas, como mencionaremos a continuación. 

En vista del conocimiento adquirido en los capítulos anteriores, en el 

Capítulo 7 se presentaron resultados preliminares de la síntesis y 

caracterización de plataformas para el desarrollo de nanopartículas 

fluorescentes avanzadas de SiO2 (SiO2-F NP) y nanosensores autoreferenciados 

de pH. Las medidas autoreferenciadas resultan ventajosas en comparación con 

las medidas a una única longitud de onda. Se logró colocar dos sondas 

fluorescentes en el mismo nano-objeto, mediante la manipulación adecuada de 

las variables de síntesis.  

Uno de los sistemas sintetizados incluyó [Ru(bpy)32+] 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 mostró una variación muy pequeña con el pH (7%) en 

comparación con Cy-PIP. Asimismo, se obtuvo un pKa de 8,1 (para los cocientes 

de emisión de Cy-PIP y el complejo de Ru(II), I(820nm)/I(605 nm)). 

Nuevamente, la superficie jugó un rol preponderante en el pKa del nanosensor, 
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como ya habíamos observado para Cy-PIP@SiO2. Creemos que en este caso la 

influencia de la superficie es aún mayor porque la densidad de funcionalización 

con Cy-PIP fue menor (se empleó ~10 veces menos). En este sentido, los 

estudios de optimización de la cantidad adecuada de Cy-PIP para funcionalizar 

la superficie estuvieron limitados por la disponibilidad de esta molécula que, si 

bien posee una síntesis versátil, es de diseño y su construcción y purificación 

requiere de un tiempo considerable de trabajo. 

El otro sistema estudiado en el Capítulo 7 contenía MB en el núcleo 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 construcción de un 

nanosensor autoreferenciado de pH con dos fluoróforos de NIR. Como 

perspectiva, se incluye la unión de Cy-PIP en lugar de Cy-Test a la superficie de 

las NP y el desafío de dicho sistema para detecciones autoreferenciadas de pH 

en células.  

Si bien se han reportado los resultados más relevantes de esta tesis, el 

trabajo también incluyó otras líneas de investigación, complementarias a las 

mostradas. En una estadía de investigación en el CIC biomaGUNE (País Vasco) 

se abordó la síntesis de polímeros derivados de PEG y ácido fólico (FA), una 

molécula de relevancia biológica dada la sobre-expresión de sus receptores en 

células animales tumorales. Estos polímeros se sintetizaron con el fin de ser 

unidos a SiO2-F NP y así darle especificidad al nano-objeto para la 

incorporación en células tumorales en comparación con células sanas, algo muy 

buscado en terapias para tratamiento de cáncer. También se realizaron 

experimentos de Espectroscopía de correlación de fluorescencia (FCS) para 

estudiar los fenómenos de agregación de los coloides en membranas celulares. 

Una perspectiva interesante consiste en integrar en el mismo nano-objeto a base 

de sílice las diversas funciones a las que nos hemos referido: sonda de 

referencia de pH, molécula sensora de pH (Cy-PIP), polímeros de PEG y ácido 
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fólico de diferentes longitudes de cadena, entre otras. Así, se tendría un sistema 

realmente integrado fluorescente en el NIR, que sentaría las bases para 

construir una librería de materiales para aplicaciones teranósticas, como se 

muestra en la Figura 8-1. 

 

 

Figura 8-1. Nanopartículas multifuncionales fluorescentes de SiO2. 

 

Parte del trabajo descripto en esta tesis ha dado lugar a la publicación de 

un artículo en una revista científica1 y también se ha compartido con la 

comunidad científica en cinco Congresos. 

 

1. Toum Terrones, Y. et al. A silica supported tricarbocyanine based pH 

nanosensor with a large Stokes shift and a near infrared fluorescence 

response: Performance in vitro and in live cells. J. Mater. Chem. B (2017). 

doi:10.1039/c7tb00622e 

 


