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Resumen

El proceso fisico de transferencia de energia (TE) de un donador molecular (D) hacia un
aceptor molecular (A) mediante excitacién 6ptica encuentra muchas aplicaciones en el drea
de optoelectrénica y biofoténica [1, 2]. La TE puede ocurrir a distancias de interaccién de
largo y corto alcance [2]. Por ejemplo, a corta distancia una interaccién dipolo-dipolo puede
conducir al fendmeno conocido transferencia de energia de resonancia de Forster, FRET por
sus siglas en inglés, de D a A, mientras que a larga distancia se presenta transferencia de
energia radiativa ya que A puede absorber la fluorescencia emitida por D. Tanto la TE no
radiativa (FRET) como la radiativa tienen lugar cuando D se excita inicialmente y después
es capaz de excitar indirectamente con su energia al A, siempre que exista una superposi-
cién entre su espectro de emision y el espectro de absorcién del aceptor. Dependiendo de las
aplicaciones, D y A se seleccionan cuidadosamente para producir la TE mads eficiente. Por
tanto, la determinacién del tipo de TE y su eficiencia es de suma importancia.

Para el presente estudio, un polimero organico fluorescente y de respuesta dptica no
lineal (PFNL), el cual tiene 95 % de rendimiento cuédntico de fluorescencia en THF [3], es
usado para transferir energia al fotosensibilizador rosa de bengala (RB). Este fotosensibili-
zador es una molécula modelo para estudios de terapia fotodindmica del tejido canceroso,
ya que ofrece generacion eficiente de especies reactivas de oxigeno, ROS por sus siglas en
inglés, del 82 % [4], sin embargo, sufre la limitacién de ser fotoactivo en longitudes de onda
fuera de la ventana de interés biomédico (700 - 900nm). Para evitar esta limitacion, aqui se
demuestra que PFNL, caracterizado por una seccién transversal de absorcién no lineal del
orden de 10> GM, puede excitarse en longitudes de onda dentro de la ventana de interés
biomédico y producir TE en RB para la subsecuente generacién de ROS.

Se presenta una investigacion detallada de la generacién de ROS en RB y de la fotofisica
de la interacciéon D (PFNL) -A (RB), tanto en el régimen de excitacién lineal utilizando un
laser de onda continua con emisién en el visible, como en el régimen de excitacién no lineal
con un laser pulsado de femtosegundos en el infrarrojo. Se determina la eficiencia de TE
radiativa y no radiativa cuando D y A interacttan en tres plataformas diferentes: 1) en fase
liquida con soluciones organicas de diferentes concentraciones; 2) en fase sélida con dife-
rentes proporciones de D y A y; 3) en nanoparticulas suspendidas en un medio acuoso.

Una vez determinada experimentalmente la vida media de estados excitados de D y A,
se encuentra que la eficiencia de TE radiativa en soluciones de concentracién molecular en
proporcion 1:2, para el caso de excitacion lineal y no lineal, es del 74 % y 90 %, respectiva-
mente. Por otra parte, la eficiencia de FRET en fase sdlida y en nanoparticulas a la misma
proporcién es de 19 % y 75 % respectivamente. Una vez demostrada la TE del tipo no radiati-
va (FRET), los compositos PENL-RB son internalizados en la linea celular de neuroblastoma
(SH-SY5Y) para realizar estudios in vitro del proceso mediante microscopia multifoténica.

Considerando estos resultados y que el sistema molecular D-A presentado es completa-
mente organico, se concluye que este nanocompésito tiene potencial para estudios in vivo de
terapia fotodindmica a través de la excitacion en la ventana de interés biomédico (NIR) con
bajos niveles de intensidad 6ptica y ofrece profundidad de penetracién en tejido celular.
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Capitulo 1

Introduccion

1.1. Fotobiologia

La interaccion entre la radiacion y la materia en el &mbito de la medicina es fundamental
para aplicaciones diagnoésticas y terapéuticas. Estas interacciones permiten identificar en-
fermedades, tratar patologias y hasta comprender procesos biolégicos. La radiacion incluye
tanto radiaciones ionizantes (rayos X, rayos gamma, particulas) como no ionizantes (luz
visible, ultravioleta, infrarrojo, microondas). Estas aplicaciones han permitido desarrollar
tecnologia altamente especializada para realizar procedimientos de minima invasién con ta-
sas de éxito muy satisfactorias.

La rama de la ciencia que estudia especificamente las interacciones entre la luz y los siste-
mas biolégicos es la fotobiologia y la biofoténica, las cuales se encargan de investigar como
los organismos vivos detectan, responden y se adaptan a la luz, asi como los efectos positi-
vos y/o dafiinos de la radiacion electromagnética sobre las células, tejidos y organismos en
general. Algunas de las areas de estudio de la fotobiologia son:

» Fotoreceptores biol6gicos: Moléculas que absorben luz, como clorofila (en plantas) y
rodopsina (en los ojos humanos).

= Fotoproteccién: Mecanismos biolégicos para evitar dafios por luz, como la produccién
de melanina o antioxidantes.

» Fotomedicina: Uso terapéutico de la luz, como en la fototerapia, la fotoquimioterapia
y la terapia fotodindmica.

= Efectos ecolégicos: Impacto de la luz en ecosistemas, como el crecimiento de plantas y
la bioluminiscencia en organismos marinos.

1.2. Fototerapia, fotoquimioterapia y terapia fotodinamica

La fototerapia, la fotoquimioterapia y la terapia fotodinamica (PDT) son tratamientos
médicos que utilizan la luz, pero tienen mecanismos, aplicaciones y objetivos distintos. En
las tres técnicas de tratamiento es indispensable la luz y en algunos casos se puede utilizar
una molécula cromoéfora o fotosensibilizador (PS). A continuacion, se describen las defini-
ciones de cada una de estas técnicas.
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1.2.1. Fototerapia

La fototerapia es una tecnologia que utiliza longitudes de onda especificas para inducir
cambios fisiol6gicos o quimicos en los tejidos sin necesidad de un PS. Esta técnica emplea luz
ultravioleta A (320 — 400 nm), luz visible (380 — 750 nm) y luz infrarroja cercana (750 — 1100
nm) para tratar diversas enfermedades. La exposicion directa de un cromoéforo presente en
el tejido a la luz puede impactar significativamente en procesos biolégicos clave.

Un ejemplo destacado es la fototerapia aplicada a neonatos con hiperbilirrubinemia (un
exceso de bilirrubina en la piel), que provoca ictericia. En este caso, la bilirrubina actda como
cromoforo en el organismo (enddgeno) y, al exponerse a la luz azul del espectro visible, su
estructura se modifica, transformdndose en formas mas solubles en agua. Esto facilita su
excrecion a través del higado y los rifiones.

1.2.2. Fotoquimioterapia

La fotoquimioterapia utiliza la misma luz que en la fototerapia, pero la luz incide en un
cromoéforo exdgeno, que puede ser administrado a los pacientes de forma oral o tépica. Un
ejemplo es la terapia PUVA (Psoraleno + UVA) para el tratamiento de psoriasis (sarpullido
con manchas rojas), donde se administra psoraleno para sensibilizar las células a la radiacién
UVA, generando un efecto terapéutico inhibiendo la proliferacién celular.

1.2.3. Terapia Fotodinamica

La terapia fotodindmica (PDT) es una tecnologia médica de minima invasividad, que uti-
liza fuentes de luz, comtnmente l4seres, en el espectro visible y en el infrarrojo cercano, que
son capaces de activar formacos fotosensibles para el tratamiento y diagnéstico de procesos
precancerosos y cancerosos por un medio no quirdrgico [5].

La PDT implica la administracién de un fotosensibilizador (PS) que, tras acumularse se-
lectivamente en el tejido afectado mediante vias sistémicas o topicas, es irradiado con una
fuente de luz con una longitud de onda especifica, coincidente con el espectro de absorcién
del PS, para su fotoactivacion. Una vez activado, el PS inicia un proceso no radiativo en
presencia del oxigeno molecular (!O,) disponible en el tejido. Como resultado de esta in-
teraccion energética entre luz, PS y oxigeno, tres elementos imprescindibles en la PDT, se
obtiene la generacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) y radicales libres cito-téxicos
que disminuyen la viabilidad celular.

1.3. Ventana 6ptica de interés biolégico

La terapia fotodindmica (PDT) emplea luz en los espectros visible e infrarrojo cercano,
en combinacién con la administraciéon de un PS. Sin embargo, la luz visible presenta una
limitada capacidad de penetracién en los tejidos debido a la absorcién y dispersiéon de la
luz, lo que restringe su efectividad en tumores de gran tamafio, ver Figural.l.

Existe una ventana 6ptica en los tejidos biolégicos dentro del rango de 700 — 1 300 y es
considerada para superar las limitaciones de la absorciéon de luz en el tejido biolégico. La



1.3. Ventana éptica de interés biolégico 3

DEPTH OF PENETRATION BY VARIOUS LASERS
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FIGURA 1.1: Profundidad de penetracién de varios laseres.
(Esta figura fue publicada en Dermatologia, Bolognia JL, Jorizzo JL, Rapini RP,
p- 2148, Copyright Mosby Elsevier, 2003 [6]).

investigaciones actuales sobre PDT buscar utilizar luz en el espectro del infrarrojo cercano,
en un rango de 600 — 1 200 nm, ya que estas longitudes de onda permiten una mayor pro-
fundidad de penetracién 6ptica, alcanzando tejidos méas profundos y érganos internos. En
1994, esta propiedad impulsé el desarrollo de la excitacion de los PS por medio de dos foto-
nes, implementando ldseres pulsados con emisién de luz infrarroja [7].

A pesar de estas ventajas, la absorcién de luz en la region NIR es relativamente baja en
los PS, lo que implica que altas intensidades de luz requeridas para fotoactivarlos, median-
te absorciéon de dos fotones (TPA), puedan causar dafio en los tejidos sanos. Dado que la
mayoria de los PS absorben entre 630 — 690 nm, y la seccioén transversal de absorcién de
dos fotones (0rpa) no es significativa en muchos casos (< 100 GM) [8], en la actualidad se
realizan muchos esfuerzos de investigacion en el drea de biofoténica para busca mejorar la
eficiencia del proceso.

Para mitigar este problema, en 1996 se propuso el uso de una molécula colorante que,
al ser excitada por pulsos ultracortos emitidos por un laser en la regién NIR, es capaz de
transferir su energia de forma no radiativa al PS [9]. Para que este mecanismo funcione
eficientemente, el colorante y el PS deben cumplir dos condiciones clave:

1. Una superposicion espectral adecuada entre los espectros de absorcién del PS y la
emision del colorante.

2. Una proximidad intermolecular suficiente para facilitar la transferencia de energia.



4 Capitulo 1. Introduccion

Este proceso no radiativo, conocido como transferencia de energia resonante de fluo-
rescencia o transferencia de energia resonante tipo Forster (FRET), permite al PS generar
especies reactivas de oxigeno (ROS) a través de una fotoexcitacion eficiente de su donador
energético, logrando el objetivo terapéutico de la PDT.

1.4. Transferencia de energia resonante tipo Forster

El proceso no radiativo FRET consiste de un acoplamiento dipolo-dipolo desde un fluo-
réforo donador (D) en estado excitado hacia un aceptor (A) en su estado fundamental que
puede ser también un fluoréforo [10]. Para el caso de la PDT, mencionado anteriormente,
el colorante acttia como donador y el PS como aceptor. Estos materiales compuestos de dos
moléculas ya sean por proximidad o enlazados de forma covalente, son conocidos como
compasitos.

Los materiales propuestos como D deben cumplir con el requisito de que su espectro de
emision se superponga con el espectro de absorcién del A, con el objetivo de proporcionar
la resonancia energética necesaria para el proceso de FRET. La Figura 1.2 a) muestra la su-
perposicién espectral entre la emision del donante y la absorciéon del aceptor. El grado de
esta superposicién puede ser cuantificado por medio de la integral de superposicion J(A),
como se muestra en la Ecuacién (1.1).

J(A) = /ID eq ALdA, (1.1)

donde Ip es la intensidad de la emisién del D normalizada, exclusiva del rango de la
superposicién espectral, €4 es el coeficiente de extincion molar del A y A* es la longitud de
onda de emisién a la cuarta potencia [11].

Otro factor para obtener una transferencia de energia eficiente es la distancia de Forster,
Ry, que depende de la emision del D y la absorcién del A (integral de superposicion J(A)),
la orientacién de sus respectivos momentos dipolares de transiciéon (factor de orientacion,
«2, el rendimiento cudntico del D, ®p, y el indice de refraccién del medio, n. Con J(A) en
las unidades espectroscopicas comunes M~ cm~! nm*, Ry se puede calcular mediante la

ecuacion (1.2); en nm®.

Ro = 0.021 J(A) ¥*> ®p n* (1.2)

La eficiencia del proceso FRET (Errgr) se calcula a partir del tiempo de vida del donador
(tp) y del donador en presencia del aceptor (Tpa), como se muestra en la Ecuacién 1.3.

DA
Errer =1 - —/, (1.3)
™D
Asi mismo, esta eficiencia puede determinarse mediante la intensidad de fluorescencia
relativa del donador, tanto en ausencia (Ip) como en presencia (Ip ) del aceptor, tal como lo
describe la Ecuacién 1.4.

I
Eprer =1 — %A, (1.4)
D
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La Erger depende fuertemente de la distancia de separacién intermolecular entre Dy A
(R) como se muestra en la Figura 1.2 b). Segtn la literatura, cuando se obtiene una Errgr
del 50 % la distancia R es igual a la distancia de Forster, es decir, R = Ro. Si R es el doble
de la distancia de Forster (R = 2Rp), entonces la eficiencia de transferencia es del 1.54 %, y
si R = 0.5R0, entonces la eficiencia es del 98.5%. No es recomendable usar la Eprpr para
medir distancias fuera del rango de R = 0.5R0 a R = 2R0 [11, 12].
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FIGURA 1.2: a) Superposicién de los espectros de emisién del donador y ab-
sorcién del aceptor normalizados, denotados como Em. y Abs. respectiva-
mente. La integral de superposicién espectral resultante es representada por la
curva roja. b) Dependencia de la eficiencia de transferencia de energia (Errgr)
respecto a la distancia. R es la distancia de Forster.
Figura extraida de la referencia [11].

1.5. Nanoparticulas en la terapia fotodinamica

En la PDT se ha implementado el uso de nanoparticulas (NPs) como una herramienta
innovadora para la activaciéon de los PS. Para ser consideradas como NPs, estas particulas
deben tener un didmetro fisico comprendido entre 10 — 100 nm.

Las NPs de PS dopadas con polimeros conjugados han demostrado ventajas significati-
vas en aplicaciones fotodindmicas. Para ser consideradas fotosensibilizadores ideales, estas
NPs deben cumplir con ciertas caracteristicas clave, como baja citotoxicidad en ausencia de
luz y una alta eficiencia fotodindmica bajo radiacién laser. Un estudio publicado en Nanos-
cale por Shen et al. [13] describe estrategias innovadoras para optimizar estas propiedades.
En dicho trabajo, se desarrollaron NPs de Ps dopadas con polimeros conjugados, logrando
avances importantes en el disefio de materiales con caracteristicas pticas y funcionales so-
bresalientes.

Uno de los objetivos de este trabajo de tesis es utilizar NPs en la fotoactivacién del PS 'y
optimizar la transferencia de energia entre el D y el A mediante su distancia intermolecular
(R), logrando un aumento en la Erggr. Esto potencia la capacidad terapéutica de la PDT al
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maximizar la produccién de ROS.

Como se mencioné anteriormente, el objetivo de aplicar FRET en la PDT es para poder
implementar TPA obteniendo asi una mayor penetracién 6ptica en tejido, y poder dar un
tratamiento a 6rganos mads internos y/o con mayor longitud de interfase. El objetivo de este
proceso de absorcién no lineal, es excitar al material, en este caso al donador, con dos o mds
fotones, que pueden oscilar a la misma frecuencia, para alcanzar un estado de excitacién
real debido a la absorcién simultanea de los fotones de excitacién, este fenémeno 6ptico no
lineal es descrito por la susceptibilidad no lineal de tercer orden x° [14].

Los procesos 6pticos, fisicos, quimicos y biolégicos involucrados en el sistema dindmico
molecular al implementar NPs en la PDT se ilustran en la Figura 1.3.Al excitar el D con luz
NIR, ver Figura 1.3 a), este puede absorber la energia de dos fotones debido a la excitacién
no lineal (TPA). La Figural.3 b) muestra la interaccién dipolo-dipolo entre las moléculas D y
A, las cuales estdn separadas por una distancia intermolecular en el orden de la distancia de
Forster (Ry). Esta proximidad facilita el proceso FRET, permitiendo la generacion de ROS,
como se detalla en la Figural.3 ¢). La acumulacién de oxigeno singulete (10,) en una célula,
producido a partir del oxigeno molecular (?0,), genera un estrés oxidativo que finalmente
conduce a la muerte celular, ver Figural.3 d).

a)  Excitacion NIR { c) Generacion de Especies ‘I, ““““““ -
I Reactivas de Oxigeno d)  Muerte celular
b) Interaccién \ e

Dipolo-Dipolo

Célula Normal

Acumulacién de
Oxigeno
Singulete

0

- o o o - o o o = - =

Célula con estrés
oxidativo

N~ i

FIGURA 1.3: Proceso FRET en terapia fotodindmica: a) Excitacion 6ptica no
lineal, b) Interaccién dipolo-dipolo entre las moléculas de donador y aceptor,
¢) Generacion de ROS, d) Muerte celular.



Capitulo 2

Generacion de especies reactivas de
oxigeno en la terapia fotodinamica

2.1. Terapia fotodinamica

La terapia fotodindmica o PDT, por sus siglas en inglés, es una tecnologia multidiscipli-
naria de utilidad médica para el tratamiento en tejidos precancerosos y cancerosos a través
de un procedimiento no quirtrgico. Esta tecnologia esta basada en el desarrollo de farma-
cos que son activados con fuentes de luz (laser, lampara, LEDs, entre otras) con emisiéon
espectral en el visible y en el infrarrojo cercano. La PDT es una tecnologia de minima invasi-
vidad en donde intervienen fotones, un fotosensibilizador y oxigeno molecular (*0,) capaz
de disminuir la viabilidad celular. [5]. La Figura 2.1 muestra el proceso fisico-quimico en
el que estd basado la PDT. Como se observa en la figura, la luz genera especies reactivas
de oxigeno (ROS), mediante la excitacién de un fotosensibilizador, proceso que se describe
a detalle en la siguiente seccién. La produccién de ROS en la PDT pueden clasificarse en

peréxidos, superéxidos y oxigenos singuletes.
Fuente de luz

3

¢ C

C 0,
K ; >
| \ Especies Reactivas de xigeno

Célula

FIGURA 2.1: Terapia fotodindmica. Activacién de farmacos fotosensibles a tra-
vés de luz para generar ROS en tejido canceroso y precanceroso.
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2.2. Fotosensibilizador

El sistema molecular dindmico que interviene en la PDT puede ser considerado como la
interaccién energética entre la luz, un fotosensibilizador o PS, por sus siglas en inglés, y oxi-
geno molecular intracelular (*0,). Esta interaccién energética y los productos a los que da
lugar se muestran en el diagrama de Jablonsky adaptado para detallar el proceso foto-fisico
de un PS, Figura 2.2.

Dependiendo del PS, la luz incidente en el mismo puede generar estados excitados del
tipo singuletes S123. , por medio de la absorciéon de un fotén (Figura 2.2 b)), o absorcién
de dos fotones (TPA) (Figura 2.2 c)). En esta tesis es de particular interés el proceso de la
generacion de ROS en un PS por medio del proceso 6ptico no lineal de TPA el cual puede
cuantificarse por medio del pardmetro seccion transversal de dos fotones (crpa) y, su unidad
de medida es GM que es equivalente a 10~>cm*/ fotén /molecula [15]. Algunos ejemplos de
moléculas que han sido usadas como PS en PDT son rosa de bengala (RB), Eosina, Eritrosi-
na, Fluoresceina y Rhodamina B que al ser excitadas a 800 nm se obtiene orps del orden de
10 GM para las cuatro moléculas primeramente mencionadas, y de aproximadamente 200
GM para el caso de la rodamina B asi como un rendimiento cudntico de fluorescencia de
dr =0.01, 0.20, 0.02, 0.80 y 0.5, respectivamente [16, 17].

Una vez que se genera un estado excitado Si 3., en el PS, se puede presentar un pro-
ceso de decaimiento radiativo, es decir el PS pasa al estado de energia mas bajo Sy (basal o
fundamental) y cumpliendo el principio de conservacién de la energia resulta en la emisiéon
espontdnea de un fotén de menor energia que el fotén de excitacion. En este caso, como el
decaimiento radiativo se da a través de un proceso cudntico entre dos estados singuletes,
al fenémeno fisico se le conoce como fluorescencia (Figura 2.2 f)) y, su tiempo de vida es
tipicamente de algunos nanosegundos [18].

La Figura 2.2 e) muestra que después de la excitacion del PS sucede un proceso de rela-
jamiento no radiativo (calor) lo que involucra procesos de conversién interna (transicién de
un estado S, a un estado S,,_1) asi como de relajaciones vibracionales que se aprecian en la
Figura 2.2 d), hasta llegar al nivel energético més bajo del primer estado excitado S;. Una
vez que la molécula PS esta en S; puede suceder el fendmeno de fluorescencia mencionado
anteriormente o bien el PS puede pasar por un cruzamiento intersistema como se muestra
en la Figura 2.2 g). En donde la direccién de giro de un electrén en estado excitado es in-
vertida, llevando al electrén a un estado de excitacién de menor energia conocido como un
estado de excitacion triplete T; [19].

El nivel de energia de un estado T; es menor que el de S; pero mayor que el de Sy y
como estado electrénico excitado tiene un tiempo de vida media relativamente largo (mi-
crosegundos o milisegundos). La larga vida media del estado de triplete del PS se explica
por el hecho de que el electrén debe permanecer en ese estado hasta que su direccién girato-
ria sea revertida y asi la energia sea liberada en forma de un fotén por lo que, el PS regresara
asu estado Sp. A los fotones emitidos por electrones en estados tripletes son conocidos como
fosforescencia, como se observa en la Figura 2.2 i) [20, 21].
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La Figura 2.2 h) muestra el cambio de giro (spin) del electrén en una molécula en es-
tado triplete, estado que implica una transicién prohibida (spin forbidden), por lo que las
transiciones de S; a T; o de T a S; son poco probables. No obstante, ciertas estructuras mo-
leculares favorecen estas transiciones como en el caso de los PS. Un buen PS alcanza un alto
rendimiento del estado triplete lo cual puede dar lugar a reacciones quimicas al interactuar
con el oxigeno molecular >0, como se aprecia en la Figura 2.2 j). La Figura 2.2 k) denota la
interaccién de otras biomoléculas independientes al oxigeno con el PS.
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FIGURA 2.2: Diagrama de Jablonsky adaptado al PS [5]. Niveles energéticos

y procesos fotofisicos: a) Estado singulete, b) Absorcién lineal, ¢) TPA, d) Re-

lajamiento vibracional, e) Conversién interna, f) Fluorescencia, g) Cruzamien-

to intersistema, h) Estado triplete, i) Fosforescencia, j) Formacién de especies

reactivas de oxigeno, k) Reaccién del PS independiente del oxigeno con bio-
moléculas.

2.3. Especies reactivas de oxigeno

2.3.1. Oxigeno molecular

El estado fundamental electrénico del oxigeno molecular es un estado triplete y por eso
es representado con stper indice 3 de la siguiente manera: 0O,. La salud del tejido biol6gico
depende del oxigeno, su disminucién puede provocar hipoxia o bien anoxia en la falta total
de oxigenacién, produciendo asi la muerte de un organismo [22]. Existen otras formas de
oxigeno cuya presencia puede ser dafiina para las células que constituyen el tejido bioldgico.

2.3.2. Oxigeno singulete

Las especies reactivas de oxigeno, como lo es el oxigeno singulete (10,), causan dafio
oxidativo a proteinas, lipidos y acidos nucleicos, provocando la muerte celular por necrosis
y/ o0 apoptosis, como se muestra en la Figura 2.3 [23]. E1 1O, es aquel oxigeno que pasa de un
estado fundamental a un estado excitado, como se muestra en la Figura 2.2 j). Este proceso
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desempefia un papel esencial en la PDT, ya que el oxigeno singlete (*:0;), conocido por su
efecto citotdxico, se utiliza especificamente como agente clave en esta terapia.

Para poder cuantificar la eficiencia de generacién de 'O, es necesario introducir algunas
definiciones. El rendimiento en estado triplete, &, es la probabilidad de que un PS realice
una transicion al estado triplete, después de absorber un fotén. Por otra parte, la probabili-
dad de que un PS realice una transicién al estado triplete, después de absorber un fotén, y
efectiie una transferencia de energfa hacia el oxigeno molecular, 30,, formando un oxigeno
singulete, 10,, se le conoce como rendimiento cudntico de oxigeno singulete, ®,, [24]. Se
considera que un PS puede presentar efecto fotodindmico apreciable cuando ®, > 0.30, [5].

Oxigeno Singulete Muerte celular

© O

= Radicales Libres.
Acumulacién
Célula Normal de Oxigeno
Singulete

= Especie altamente reactiva.

Célula con estrés
oxidativo

= Reacciona féacilmente con otras
moléculas.

= Un PS en estado S; es capaz de
generar 10 000 10,.

FIGURA 2.3: Muerte celular por estrés oxidativo inducido por acumulacién de
o
2. [19]

Existen moléculas sensibles al oxigeno singulete como el 4cido trico (UA), 1, 3- difenil-
sobenzofurano (DPBF) y acido 9,10 - antracenodiil-bis (metilen) dimalénico (ABDA) entre
otras, las cuales sufren una oxidacién quimica en la presencia de ROS y, se les conoce en la
literatura como trampas quimicas o indicador de oxigeno, [25], [26], [27]. Estas trampas qui-
micas al interaccionar con el 'O, generado por un PS, su poblacién disminuye gradualmente
a través del tiempo, por esta razon hay un decremento en la intensidad de absorcion de la
trampa quimica. Debido a esta degradacién de poblacién se puede determinar la eficiencia
de generacién de oxigeno singulete.

La implementacién de este método de degradacion de trampas quimicas ante PS permi-
te calcular indirectamente, mediante comparacién con un PS de referencia, el rendimiento
cudntico de oxigeno singulete &, como se muestra en la Ecuacién (2.1) [28].

qDAIAbs _ q)rAefI;lel{s (2 1)
k kref 4 '

donde k es la tasa de degradaciéon de la trampa quimica inducida principalmente por
la reaccién con oxigeno singulete; 4,5 es el valor de absorcién en la longitud de onda de
excitacion del PS; el superindice ref representa el PS de referencia.
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2.3.3. Mecanismos para la generacién de ROS

Existen tres mecanismos para la generacién de ROS vy, son clasificadas segtn el tipo de
reaccién fotoquimica que se presente:

= Reaccién Tipo L
La generacion de radicales libres peréxidos y superéxidos pueden producirse ya sea
por la transferencia de un electrén del PS, en estado triplete, hacia una molécula de
agua o cuando el PS, en estado triplete, sustrae un d&tomo de hidrégeno de un sustrato
AH, (donante de hidrégeno especifico). Es decir, por presencia de agua se generan
ROS (peréxidos y superdxidos) [29].

= Reaccién Tipo IL.
En este mecanismo el PS en estado triplete, T, transfiere su energfa hacia una mo-
lécula de oxigeno molecular que se encuentra en estado triplete, 30,, realizando una
transicion electronica del PS hacia su estado basal Sy y generando asi, oxigeno singule-
te 10,,[29],[30]. Es decir, por presencia de oxigeno molecular, 30,, se produce oxigeno
singulete,lOz, altamente reactivo.

Un PS es capaz de generar hasta 10,000 moléculas de oxigeno singulete por cada tran-
sicion del estado triplete a estado fundamental, [19]. El mecanismo tipo II es gene-
ralmente aceptado en la PDT como la via principal para la destruccion de las células
malignas, [30]. De las tres reacciones este tipo de reaccion es la mds probable que se
presente.

= Reaccion Tipo III.
Es la toxicidad directa entre el PS en estado triplete y las biomoléculas, las cuales son
dafnadas. Este mecanismo no depende del oxigeno y es el menos estudiado, [31].

La relacién entre estas tres reacciones depende del tipo de PS ya que pueden ocurrir de
forma simultdnea [32].

2.4. Moléculas como fotosensibilizadores prototipo

Rosa de bengala

Existen diversas moléculas organicas para generar ROS y que se les considera moléculas
PS prototipo; una de las més estudiadas es el rosa de bengala (RB), Figura 2.4, molécula que
como PS es ampliamente usada en la PDT por su alto rendimiento cudntico de oxigeno sin-
gulete ®, = 0.82 [5],[26],[33], [34]. También se ha estudiado el cambio de las propiedades
Opticas del RB en distintos disolventes organicos, como agua, etanol (EtOH), tetrahidrofu-
rano (THF), entre otros [35].El espectro de absorcién y de emisién del RB usando THF como
disolvente se muestran en la Figura 2.5.
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FIGURA 2.4: Estructura molecular del rosa de bengala (RB).
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FIGURA 2.5: Espectro de absorcién y emisiéon de rosa de bengala en THE.

Rodamina 6G

Se ha demostrado que el rendimiento cuantico de oxigeno singulete de la molécula ro-
damina 6G (R6G), Figura 2.6, es de ®5 = 0.42 [36]. Las moléculas como las rodaminas que
son altamente fluorescentes (ver espectro de absorcion y emision en Figura 2.7) rara vez se
utilizan como PS ya que su rendimiento de estado triplete es muy bajo.

FIGURA 2.6: Estructura molecular de rodamina 6G (R6G).
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FIGURA 2.7: Espectro de absorcién y emisién de rodamina 6G en THE.

2.4.1. Moléculas detectoras de oxigeno singulete (trampa) prototipo
Acido trico

La molécula de acido trico (UA), Figura 2.8, se ha utilizado como trampa quimica para
realizar estudios para la deteccién de la generacién de oxigeno singulete en un medio acuo-
so, ya que el UA es una molécula sensible a la presencia de oxigeno singulete y se degrada
linealmente con el tiempo de exposicién del 'O, [26]. El espectro de absorcién del UA se

muestra en la Figura 2.9, el cual se encuentra disuelto en una solucién amortiguadora (buf-
fer de fosfatos) con un pH de 7.4 preparado en un medio acuoso, donde se aprecia el pico

maximo de absorcién en 294 nm.
? H
N
HN
;ﬁi =0
o~ >N~ "N
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FIGURA 2.8: Estructura molecular del 4cido Urico (UA).
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Hapectro de absorcion del 17 A
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FIGURA 2.9: Espectro de absorcién del acido tirico en un medio acuoso a una
concentracién de 100 p M.

Difenilsobenzofurano

La molécula 1,3-difenilsobenzofurano (DPBEF), Figura 2.10, es sensible a la presencia de
oxigeno singulete 'O,; en general, las moléculas de DPBF sufren una degradacion al estar
en contacto con ROS. Por ejemplo, se han evidenciado resultados al mezclar DPBF con RB
y excitar exclusivamente al RB con un laser a una longitud de onda de 532nm, obteniendo
una degradacién molecular del DPBF por la presencia de 'O,. Esta degradacién se puede
apreciar a partir del cambio en la intensidad de la banda de absorcién, mientras que el RB
se mantiene estable [27].

A grandes rasgos, el DPBF puede utilizarse como "trampa quimica" para medir indi-
rectamente la produccién de ROS generadas por un PS. También debe considerarse que el
DPBF reacciona por difusién y, por lo tanto, esta molécula tiene una alta sensibilidad del
50 % al 10, producido por alcohol/agua. Por esta razén, se recomienda emplear soluciones
que generen pequefias cantidades de 'O, para lograr una mejor discriminacién.

Es importante mencionar que el DPBF también es sensible a la exposiciéon de luz, cuyo
contenido espectral coincide con sus bandas de absorcién (Ver Figura 2.11), lo que com-
promete su fotoestabiliad. Por lo que se recomienda un control total de iluminacién para
obtener resultados confiables, asegurandose de que la degradacién es debida a la presencia
de ROS y no por fotodegradacién. El DPBF tiene un rendimiento cudntico de fluorescencia
& = 0.99 usando como solvente tetrahidrofurano (THF) [25].
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FIGURA 2.10: Estructura molecular del 1,3-difenilsobenzofurano (DPBF).

Eapectro de absoreidn del DPREF
— DB

FIGURA 2.11: Espectro de absorciéon del DPBF usando THF como disolvente.

Acido 9,10 - antracenodiil-bis (metilen) dimalénico

La molécula dcido 9,10 - antracenodiil-bis (metilen) dimalénico, ver Figura 2.12, puede
disolverse en agua y tiene una banda de absorcién entre los 300 y 410 nm. Esta molécula es
ampliamente utilizada en la PDT como trampa quimica para la deteccién de ROS, especifi-
camente monitorea la presencia de 'O,, por lo que su reactividad es menor que el DPBF al
interactuar con algtn PS. Esto permite una mejor discriminacién de otras ROS, ya que solo
reacciona con el 2 % del 1O, del agua. Asf que gracias a esta sensibilidad selectiva se pueden
realizar andlisis méas prolongados en el tiempo [27].

HQ OH
HQ (0] O o OH

FIGURA 2.12: Estructura molecular del 4dcido 9,10-antracenodiil-bis(metilen)
dimalénico (ABDA).
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Capitulo 3

Desarrollo experimental y analisis
espectroscépico

En este capitulo se describen las distintas configuraciones experimentales y la prepara-
cion de las muestras utilizadas en las investigaciones de esta tesis. Los resultados y su discu-
sion, presentados en el capitulo 4, se fundamentan en la notacién de muestras introducida en
el presente capitulo. Cabe destacar que este capitulo incluye los resultados experimentales
basicos y las metodologias empleadas para formular la hipétesis de transferencia de energia
entre un polimero fluorescente y un PS, hipétesis que se valida a partir de los resultados
presentados en el capitulo 4.

3.1. Generacién de especies reactivas de oxigeno con excitacién li-
neal utilizando RB como PS

Inicialmente se utilizé un espectrofluorémetro modelo FS5 de la marca "Edinburgh
Instruments" para la obtencién de espectros de absorcién, fluorescencia y excitacion, el cual
tiene como fuente de excitacién una lampara de arco de xenén permitiendo un amplio rango
de excitacion desde 230 nm hasta 1,000 nm.

Sin embargo, durante la realizacién de esta tesis el equipo tuvo problemas con la fuente
de alimentacién de la lampara de xenén, lo que impidié su uso para los analisis ya men-
cionados. Por lo tanto, se disefiaron algunos arreglos 6pticos para la excitacién lineal de las
moléculas que fueron utilizadas en esta tesis, asi como la adquisiciéon de sus espectros de
absorcion.

3.1.1. Medicion de transmitancia

Para obtener el espectro de absorcién de una muestra en disolucién se utilizé el arreglo
6ptico que se muestra en la Figura 3.1. En este arreglo la muestra se irradia con la luz de
una ldmpara de halégeno modelo HL-2000 de la marca "Ocean Optics", esta ldmpara tiene
un espectro amplio de emisién que va desde los 300 nm hasta los 2 400 nm. Utilizando un
espectrometro de mano (modelo FLAME-S-XR1-ES de la marca "Ocean Optics"), se detecta
el espectro de emision de la ldmpara de halégeno, el cual se presenta en la Figura 3.2.

Para obtener la transmitancia de una muestra dada, con ayuda de una fibra 6ptica, deno-
tada como Fibra 1 (modelo P600-2-VIS-NIR de la marca "Ocean Optics", que transmite més
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eficientemente de los 400 nm — 2 100 nm y con un ntcleo de 600 ym) se guia la luz de la lam-
para hasta incidir en la muestra en un dngulo de 0°. En seguida, la luz transmitida que pasa
a través de la muestra se recolecta por medio de una lente colimadora y, posteriormente la
luz viaja por medio de la Fibra 2 (mismo modelo que la Fibra 1) hasta llegar al espectrémetro
que tiene un detector de luz con un rango de 200 nm — 1 025 nm.

Para la adquisicion de los datos se utiliza el Software Ocean View 1.6.7 Lite, que permite
realizar el célculo de la absorbancia, A, como una funcién logaritmica de la transmitancia,
T, a partir de la Ley de Lambert-Beer [12], como se muestra en la ecuacién (3.1).

), (3.1)

donde Ij es luz incidente e I luz transmitida por la muestra.

1
A= 10810(f) = 10810(7

Celda de
cuarzo

Lente
colimadora
Fibra 2 al) Fibra 1

Fuente de luz
de Halégeno

Espectrémetro

- -
Temp. Vel

D D

Parrilla Magnética

FIGURA 3.1: Arreglo 6ptico 1. Medidor de absorbancia en tiempo real utiliza-
do para la deteccién indirecta de generacién de ROS.

Espectro de Emision de Lampara de Haldgeno

— Limpora de Halbgenal

I ntensid

FIGURA 3.2: Espectro de emisién de lampara de hal6geno modelo HL-2000
registrado por el espectrémetro portatil FLALME-S-XR1-ES.
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PS

3.1.2. Excitacién laser de un fotosensibilizador para la generacién de especies
reactivas de oxigeno

Para la generacion de ROS se utiliz6 como fuente de excitacién un diodo l4ser, denotado
como Diodo Laser 1 en la Figura 3.3, con emisién a 532 nm y una potencia de Ppr; = 5 mW.
El haz del l&ser incide sobre un espejo plano que lo dirige hacia la celda de cuarzo de cuatro
caras pulidas de 10 mm de espesor, referida como celda de cuarzo, que contiene al PS en
una disolucién. En esta configuracion, el haz laser de excitaciéon queda a un dngulo de 90°
respecto al haz de luz blanca usado para medir la transmisién de la muestra.

Esta configuracién también permite obtener espectros de emisién. Para obtener el es-
pectro de emision de la muestra, se bloquea la salida de la lampara de halégeno mientras
el laser incide sobre la muestra; para obtener el espectro de absorcién se bloquea el Diodo
Laser 1.

Celda de
cuarzo

Lente Porta

colimadora Muestras
al)

Fibra 2 Fibra 1

Fuente de luz

Espectrometro h
P de Hal6geno

Te‘mp- Vel.
© 0O

/" Parrilla Magnética

‘ Diodo Laser 1
(532 nm)

‘Espejo

FIGURA 3.3: Arreglo 6ptico 2. Excitacién de un fotosensibilizador para la ge-
neracién de ROS.

3.1.3. Acido trico como detector de oxigeno singulete generado por RB en un
medio acuoso.

La suspensién amortiguadora o Buffer de fosfatos es preparada inicialmente en un vo-
lumen de 100 mL de agua destilada mezclada con 70 mg de fosfato monobasico de potasio
(KH2POy) y 100 mg de fosfato de sodio dibasico (Na;HPO,). Independientemente se pre-
pararon 200 mg de KH;PO4 mezclados en 10 mL de agua destilada y de igual manera para
el NapHPO,, obteniendo asi, dos liquidos correctores al 2 % para ajustar el PH = 7.4 de la
soluciéon amortiguadora, [26]. Una vez que el buffer es preparado se utiliza como solvente
para obtener una disolucién de UA.



20 Capitulo 3. Desarrollo experimental y andlisis espectroscépico

Posteriormente, se preparé una disolucion utilizando UA a una concentracién de 500
uM y RB a una concentracién de 6 xM, disueltos en agua destilada, esta muestra se denota
como Dis RB:UA y su proporcién molar se muestra en la Tabla 3.1. La mezcla Dis RB:UA
contiene la misma proporcién en volumen de las soluciones de RB y UA, la cual se coloc
sobre la celda de cuarzo. Esta mezcla es utilizada para la generacién de ROS excitando al
RB con el Diodo Léaser 1 a 532 nm y se toman los espectros de absorcién de la mezcla cada
tres minutos, como se muestra en la Figura 3.4; se puede observar la reduccién de la banda
de absorcién de la molécula de UA denotada por la disminucién de la intensidad de la
absorbancia.

TABLA 3.1: Proporciones molares de la disolucién RB:UA

Etiqueta RB (uM) UA (uM) Proporcién Molar
Dis RB:UA 6 500 1:83.33
) Degradacion de UA en presencia de RB
UA — 0 min |

— L0 i

— 18 min

ok — 21 1|

Dis RB:UA

250 300 3850 00 450 500 560 00 650
Lamgritud de onda [nmm)

FIGURA 3.4: Degradacién molecular del UA (500 M) en presencia de oxigeno
singulete generado por RB (6 M) en agua, excitando a 532 nm.

3.1.4. DPBF como detector de oxigeno singulete generado por RB en THF.

Esta seccién describe la generacién y deteccion de ROS en THF. Para la generacién de
oxigeno singulete se us6é una disolucién de RB a una concentracién de 2 M, mientras que
para la deteccion indirecta del oxigeno singulete se us6 una disolucién de DPBF a una con-

centracion de 30 pM. Ambas disoluciones se mezclan y su proporcién molar se muestra en
la Tabla 3.2.

La mezcla (Dis RB:DPBF 1) contiene la misma proporcién de volumen de RB y DPBF y
se coloco sobre una celda de cuarzo de 10 mm. Para optimizar la generacion de ROS, la diso-
lucién es oxigenada y se excita al RB con el Diodo Laser 1 a 532 nm, se toman los espectros
de absorcién de la mezcla cada minuto, como se muestra en la Figura 3.5; se puede observar
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la degradacion de la molécula de DPBF denotada como una disminucion de su absorbancia.

Para estos experimentos, se cubri6 en su totalidad la puerta de entrada del laboratorio
con cartén delgado en color negro para aislar el interior del laboratorio de la luz externa
ambiental y asi evitar la fotodegradacién del DPBEF, adicional a esto, se instal6 al interior del
laboratorio iluminacién roja, cuya intensidad podia ser modulada con un con un atenuador
de intensidad.

TABLA 3.2: Proporciones molares de la disolucién RB:DPBF

Etiqueta RB (uM) DPBF (uM) | Proporcién Molar
Dis RB:DPBF 1 2 30 1:15

Degradacion de DPBF en presencia de Rosa de Bengala

4 DPBF

|—0 mmriny |
=1 min
2 min

|3 mrin

Dis RB:DPBF 1

= i

Absorbaneia

(= ) min
|11 rrairi
!— 12 min
! 13 rraine
| 14 min

a5n 400 450 ann
Lomngitud e onde (nim)

FIGURA 3.5: Degradacién molecular del DPBF (30 M) en presencia de oxi-
geno singulete generado por RB (2 yM) en THEF, excitando a 532 nm.

3.2. Polimero fluorescente no lineal como donador para transferen-
cia de energia.

El grupo de investigacién Optica No Lineal y Fotofisica (NOPG) del Centro de Investiga-
ciones en Optica A.C. ha reportado un Polimero Fluorescente de respuesta 6ptica no lineal
(PFNL) con la estructura quimica mostrada en la Figura 3.6 que, ademads de ser orgénico,
tiene un rendimiento cuédntico de fluorescencia de ®r = 0.95 utilizando THF como solvente
y como nanoparticula ®r ~ 1 [3]. Ademads, el PFNL en suspensiones acuosas de NPs de-
muestra una fotoestabilidad adecuada para los estudios desarrollados en esta tesis, ademads
de una viabilidad celular superior al 50 % en células A549 y HeLa tras diluciones de 1 : 4y
1 : 32, respectivamente. Gracias a estas propiedades, el PENL se considera un donador mo-
lecular (D) prometedor para un proceso de transferencia de energia (TE) hacia un aceptor
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molecular (A). Una condicién para la seleccién de A es que debe existir una superposicion
espectral entre la emisién de D y la absorciéon de A [11].

- -5.
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S A i 4 ;) (} P i 4 #
NS N N N
F G
L o

T

A

FIGURA 3.6: Estructura molecular del polimero fluorescente de respuesta 6p-
tica no lineal (PFNL).

3.2.1. Excitacion lineal de donador : aceptor en disolucidon.

Se propone RB y R6G como dos moléculas aceptoras ya que cumplen con la condicién
de superposicion espectral de su absorcién y la emisiéon del PFNL, como se muestran en la
Figura 3.7. Se observa que existe una superposicién espectral parcial entre el espectro de
emision tanto del donador (PFNL) como de RB, mientras que existe una superposicién total
en los espectros de emision entre el D y R6G. Estas observaciones son importantes para los
andlisis de TE que se realizan posteriormente.

a) s Espectros de I.':.F.\'f. v BB ; b) s Espectros de PFNL y R6G
“ v A
A

FIGURA 3.7: Superposicién espectral entre PENL-RB y PENL-R6G

3.2.2. Excitacién lineal de PFNL:R6G en disolucion

La molécula R6G es seleccionada como A de referencia debido a su alto ®r que varia
entre 0.91 y 0.98 en disolventes organicos. Esta propiedad 6ptica facilita la detecciéon de su
emision. Se prepararon diferentes disoluciones en THF con PFNL a una concentracién fija
de 6 1M mezcladas con diversas proporciones molares de R6G. Estas disoluciones, denomi-
nadas como Dis PFNL:R6G 1-5, se describen en la Tabla 3.3.
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Para obtener los espectros de emisién de las disoluciones mostradas en la Figura 3.9, se
utilizé como fuente de excitaciéon un diodo laser de 402 nm con una potencia de 3 mW, de-
notado como Diodo Laser 2, tal como se ilustra en la Figura 3.8. El haz del 14ser fue enfocado
en la celda de cuarzo mediante la Lente 2, que tenia una distancia focal de f = 15 cm.

Celda de

Fuente de luz
de Halogeno

‘ Lente 2 Parrilla Magnética
f=15cm

{ Diodo Laser 2
= (402 nm)

FIGURA 3.8: Arreglo Optico 3. Excitacién de donador para TE.

La Adicién PFNL + R6G (curva punteada color gris) de la Figura 3.9 representa la suma
aritmética de la emisién de Dis PFNL 6 M mas la emision de Dis R6G 6 M. Ambas diso-
luciones tienen la misma concentracion, y este calculo se realizé con el proposito de predecir
el espectro de emision de la mezcla Dis PFNL:R6G 5. No obstante, los espectros de emisién
de estas disoluciones muestran que la intensidad de la emisién de PFNL disminuye con-
forme aumenta la proporcién molar de R6G vy, particularmente en el pico de absorcién de
R6G, ubicado en A = 529 nm. Este comportamiento sugiere una hipétesis inicial de que la
reduccién en la intensidad de emisién de PFNL se debe a que esta es absorbida por R6G,
como resultado de un proceso de TE radiativa entre las moléculas.

La intensidad de emision de estas mezclas fue detectada a una longitud de onda de
Adet = 529 nm. A partir de estos datos, se calcul6 el porcentaje de la emisién del PFNL que
fue absorbido por R6G. Este pardmetro, denominado como Emisién Absorbida, se presenta
en la Tabla 3.3.

Se observa que todas las mezclas absorben un porcentaje significativo de la emisién de
PFNL por parte de R6G, y esto es un indicador para confirmar que existe TE radiativa entre
estas moléculas en cualquier proporcion, por lo que se esperaria que esta TE aumentara di-
rectamente con la proporcién molar de las mezclas.

Sin embargo, al analizar los datos, se observa que la mezcla con menor emisién en la
longitud de onda de deteccion es Dis PFNL:R6G 4, y es también la que muestra un mayor
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porcentaje de Emisién Absorbida, con un valor de 23.07 %. Esto podria interpretarse errénea-
mente como si la mezcla con mayor TE fuera aquella en las que las moléculas tienen una

proporciéon de 1 : 0.55.

<10
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FIGURA 3.9: Emisién de mezclas PENL:R6G en THF a diferentes proporciones
molares, excitando a 402 nm. Adicién PFNL + R6G representa la suma aritmé-
tica de la emisién de Dis PFNL 6 uM y Dis R6G 6 uM.

TABLA 3.3: Emisién de PFNL absorbida por R6G en disolucién

Aexc = 402 nm, Aexe = 529 nm

Ftiqueta PENL R6G | Proporcién Emision Emi.sién
(uM) (uM) Molar (U.A.) Absorbida (%)

Dis PFNL 6 uM 6 42 317.36

Dis R6G 6 uM 6 1596.22
Dis PFNL:R6G 1 6 0.865 1:0.14 39 012.61 7.81
Dis PFNL:R6G 2 6 1.6 1:0.26 36 101.59 14.69
Dis PFNL:R6G 3 6 24 1:0.40 34 100.73 19.42
Dis PFNL:R6G 4 6 3.3 1:0.55 32 554.85 23.07
Dis PFNL:R6G 5 6 6 1:1 33916.92 19.85

Adicién PFNL + R6G 6 6 1:1

En cambio, en la mezcla con mayor proporcién de R6G (Dis PFNL:R6G 5) se observa un
aumento en la intensidad de emisién, lo que resulta en una EmisiénAbsorbida del 19.85 %.
La forma adecuada de interpretar estos resultados es que la TE es tan efectiva en esta pro-
porcién tal que la emision del R6G aumenta significativamente al ser excitado de forma in-
directa por el PENL. Por lo tanto, este incremento en la emisién de la mezcla es en realidad
la contribucién adicional de la emisiéon de R6G, que se suma a la intensidad de la emision
de la mezcla, ya que R6G absorbe y emite en la misma longitud de onda de deteccién.
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3.2.3. Excitacién lineal de PFNL:RB en disolucion

Se prepararon diferentes disoluciones en THF con PENL a una concentracién de 50 pM
mezcladas con diversas proporciones molares de RB las cuales son detalladas como Dis
PFNL:RB 1-7 en la Tabla 3.4. La Figura 3.10 muestra los espectros de emisién de estas diso-
luciones oxigenadas; la maxima absorciéon de RB que se logré medir fue de 20 pM (curva
punteada color rojo) ya que la concentracién de 100 M se saturaba. Estas mezclas fueron
excitadas a 402 nm utilizando el Diodo Laser 2, como se muestra en la Figura 3.8.

gt Espectros de Emigion de Mezelas PENL : RE a di ferentes proporciones molares

o e [—Dis PFNL: BB 1
|—Dis PENL: RE 2
Dis PFNL: RE 3
|—Dis PENL: RB 4
—Dis PFNL:RB 5
Dis PFNL: RB 6
|—Dis PFNL : RB 7
|—Dis PENL 50 uM
|— Diis 28 100 M
Adicion PFNL + R H3 S
— — Absorcidon Dis RE 20 Jljf: %

Emisicn ([T.A)

Lamgritud e omdn [nm)

FIGURA 3.10: Emisién de mezclas de PENL:RB a diferentes proporciones mo-
lares, excitando a 402 nm. Adicién PFNL y RB representa la suma aritmética
de la emisién de Dis PFNL 50 uM y Dis RB 100 uM.

La Adicién PENL + RB (curva punteada color gris) de la Figura 3.10 representa la suma
aritmética de la emision de Dis PFNL 50 uM mads la emisiéon de Dis RB 100 M, que se
computé con la intencién de predecir el espectro de emisiéon de la mezcla Dis PFNL:RB 7.
Sin embargo, los espectros de emision de estas disoluciones nos muestran que la intensidad
de la emisién de PFNL disminuye conforme aumenta la proporcién molar de RB y especi-
ficamente en el pico maximo de absorciéon de RB que es A = 556.331 nm, lo que permite
plantear la hipétesis de que existe TE entre PFNL y el RB. Debido a que estos experimentos
se realizaron en disolucién a concentraciones relativamente bajas, se postula que la TE es
por absorcién de emision de PFNL por parte de RB.

La Tabla 3.4 presenta la intensidad de emisién del PENL en ausencia y presencia del RB,
este parametro se detecta a la longitud de onda de A4,; = 556 nm, regién donde se encuentra
la absorcion maxima del RB. Se observa que la emisién de las mezclas disminuye a medida

que aumenta la proporcién molar de RB. Por lo que se calcula el porcentaje de esta Emision
Absorbida.
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TABLA 3.4: Emisiéon de PENL absorbida por RB en disolucién.
Aexe = 402 nm, Az,p = 556 nm

Etiqueta PFNL RB Proporcién Emisién Emisién
(uM) (uM) Molar (U.A) Absorbida (%)

Dis PFNL 50 uM 50 53 451.81

Dis RB 100 uM 100 53 451.81

Dis PFNL:RB 1 50 0.5 1:0.01 50 255.11 5.98

Dis PFNL:RB 2 50 1 1:0.02 49 853.53 6.73

Dis PFNL:RB 3 50 2 1:0.04 47 836.62 10.51

Dis PFNL:RB 4 50 5 1:0.1 40991.8 23.31

Dis PFNL:RB 5 50 20 1:04 33 939.45 36.50

Dis PFNL:RB 6 50 50 1:1 25 082.67 53.07

Dis PFNL:RB 7 50 100 1:2 13 865.43 74.06

Adicién PFNL + RB 50 100 1:2

En la Tabla 3.4 se destaca que la mezcla Dis PFNL:RB 7, la de mayor proporcién molar,
exhibe el porcentaje mas alto de Emisién Absorbida, alcanzando un 74.06 %. Estos resultados
respaldan la hipétesis de que el RB es excitado indirectamente mediante la TE radiativa del
PFNL, y que la cantidad de energia que se transfiere aumenta con la proporcién molar de
RB en la mezcla.

3.2.4. Deteccion de ROS en disolucion de PFNL:RB:DPBF con excitacion lineal

Una vez demostrada la TE entre el PENL y RB se persigue uno de los principales objeti-
vos de esta tesis que es generar ROS con RB utilizando un donador orgénico de energia como
fuente de excitacion; para monitorear este proceso se utiliz6 DPBF como trampa quimica. Se
puede apreciar en la Figura 3.11 que el espectro de absorcién del PFNL se superpone con
el del DPBF. Es importante sefialar que PFNL es fotoestable, por lo que su contribucién al
espectro de absorcién en la mezcla Dis PENL:RB:DPBF 1 permanece constante, en tanto que
la contribucién de DPBF cambia ante la presencia de ROS. Esta situaciéon nos lleva hacia un
procesamiento de datos espectroscépicos para poder determinar realmente la degradaciéon
del DPBF debido a la produccién de ROS.

Asi que para este experimento se prepara una mezcla de 3 mL de THF con PENL a una
concentracién de 12.84 uM, RBa 2 uM y DPBF a 30 M, denotada como Dis PFNL:RB:DPBF
1 enla Tabla 3.5. La mezcla fue colocada en una celda de cuarzo de 10 mm y se excita al PENL
con el Diodo Laser 2 a 402 nm con una potencia de 3 mW. La Figura 3.12 presenta el espectro
de absorcién en espacios temporales de un minuto, este experimento tuvo una duracién de
13 minutos, pues el dltimo espectro tomado tuvo la misma forma e intensidad de absorcién
del PFNL a esa concentracién representada por la linea punteada negra, por lo tanto se
concluye que una vez transcurrido ese tiempo existe una degradacién total del DPBE.
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TABLA 3.5: Proporciones molares de la disolucién PENL:RB:DPBF 1

Etiqueta PFNL (uM) | RB (uM) | DPBF (uM) Proporciéon Molar
Dis PFNL:RB:DPBF 1 12.84 2 30 1:0.155:2.33
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FIGURA 3.11: Superposicién de los espectros de absorcién de PFNL(12.84 M)
y DPBF (1 mM).
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FIGURA 3.12: Degradacion molecular del DPBF (30 p M) en presencia de oxi-
geno singulete generado por TE entre PFNL (12.84 uM) y RB (2 4 M), excitan-
do a 402 nm a PENL.

Este resultado indica que se generé ROS en RB. Los mecanismos de excitacién son dos:

1) Se excita RB mediante TE a partir de PFNL.

2) La excitacion directa de RB.
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En ambos casos la excitacion es a 402 nm, en donde PFNL tiene una absorbancia muy
grande, en tanto RB tiene una absorbancia apenas marginal, como se muestra en la Figura 3.7
a). Esta diferencia de absorbancias a la longitud de onda de excitacién, ademas de la alta
eficiencia de fluorescencia de PFNL y el traslape de los espectros de emisién de PFNL y
absorcion de RB, sugieren fuertemente que el mecanismo dominante para la excitaciéon de
RB es TE radiativo.

3.2.5. Excitaciéon no lineal de PFNL:RB en disolucion

Para el analisis espectroscépico no lineal de estas disoluciones, se utiliza como fuente de
excitacion el ldser Tsunami denotado como Laser Pulsado en la Figura 3.13. Este ldser emite
a una longitud de onda de A, = 800 nm y una potencia de 600 mW aproximadamente. Este
Léser Pulsado es bombeado por un laser de emisién continua denominado como Laser de
Bombeo (Laser Milennia) con emisién a una longitud de onda de Ay, = 532 nm. La salida
del Laser Pulsado incide a 45° sobre el espejo 1 y posteriormente incide a 45° sobre el espejo
2; la reflexion del haz del Laser Pulsado en este tiltimo espejo tiene una potencia de P, = 480
mW y viaja a través de la Lente 2, que tiene una distancia focal de f = 3 cm, lo que permite
enfocar la emision del Laser Pulsado sobre la muestra y asi poder excitar de forma no lineal
al PFNL.

Celda de
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'&\\o“ Ay = 532nm

Cuarzo
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f
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FIGURA 3.13: Arreglo 6ptico 4. Excitacion no lineal de donador para transfe-
rencia de energfa.

Se tomaron las mismas mezclas de Dis PFNL:RB 1-7 para este andlisis no lineal. En este
experimento se excité directamente a D con el Laser Pulsado a 800 nm a una potencia de
P, = 480 mW. Se pueden apreciar los espectros de emisién de las mezclas en la Figura 3.14.
La Adicién NL PFNL + RB (curva punteada color gris) representa la suma aritmética de la
emisién del PFNL a 50 yM (curva color negro) més la emisién del RB a 100 M (curva color
rosa), con la intencién de predecir el espectro de emisién de la mezcla Dis PFNL:RB 7. El
resultado experimental de la emisién de la mezcla es la curva continua gris, donde se ob-
serva claramente una disminucién de intensidad justo en la regién donde esté la banda de
absorcion del RB, lo que da lugar a la hipétesis de que existe TE entre PENL y RB al excitar
a 800 nm.
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FIGURA 3.14: Emisi6n de mezclas de PENL:RB a diferentes proporciones mo-
lares, excitando a 800 nm.

Para poder estimar la TE en el compdsito de PFNL:RB en disolucion se realiza un clculo
del porcentaje de la emisién del PFNL a 50 M que fue absorbida por las diferentes propor-
ciones molares de RB.

El objetivo de este calculo es identificar cual de las muestras presenta una mayor TE
molecular, los resultados para las muestras con excitacion lineal (402 nm) de la Figura 3.10
se observan en la Tabla 3.4; mientras que los resultados de las muestras con excitacién no
lineal (800 nm) de la Figura 3.14 se aprecian en la Tabla 3.6. En ambos casos, se concluye que
la mayor cantidad de emisién de PFNL absorbida por RB es en la proporcién molar de 1 : 2.

TABLA 3.6: Emision de PENL absorbida por RB en disolucién.
Aexe = 800 nm, Ay,y = 556 nm

Etiqueta Proporcion Emision Emisién
Molar (U.A.) Absorbida (%)

Dis PFNL 50 uM 8 140.68

Dis RB 100 uM 8 140.68

Dis PFNL:RB 1 1:0.01 7 670.15 5.78

Dis PFNL:RB 2 1:0.02 7 518.43 7.64

Dis PFNL:RB 3 1:0.04 6 891.24 15.35

Dis PFNL:RB 4 1:0.1 6 338.46 22.14

Dis PFNL:RB 5 1:04 4706.23 42.19

Dis PFNL:RB 6 1:1 2142.18 76.69

Dis PFNL:RB 7 1:2 827.29 89.83

En este caso nuevamente el tipo de TE es radiativo. Debe resaltarse que de todos los
materiales presentes en las mezclas Dis PFNL:RB 1-7 solo PFNL tiene actividad no lineal
significativa. La orps de PFNL a 800 nm es de 1 200 GM; por otra parte la orps de RB a esta
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misma longitud de onda es de 10 GM. De estos datos se concluye que a 800 nm se excita
primordialmente PFNL, que transfiere su energia radiativamente a RB, y a su vez genera
ROS. Debe observarse que incluso la emision de RB es mayor en presencia de PENL, lo cual
también denota TE.

3.2.6. Deteccion de ROS en disoluciéon de PFNL:RB con excitaciéon no lineal

Primeramente se realiza el experimento excitando a 800 nm una disolucién en THF de
RB a una concentraciéon de 16 M con DPBF a 20 M en una celda de cuarzo de 10 mm y
es denotada como Dis RB:DPBF 2 en la Tabla 3.7, utilizando el sistema 6ptico mostrado en
la Figura 3.13. La mezcla fue oxigenada previamente a este experimento, el cual tuvo una
duracién de 115 minutos, se prolongé el tiempo de excitacién de este analisis de degrada-
ciéon debido a que el RB no es tan eficiente produciendo ROS al ser excitado con 800 nm
[16], por lo que también se incrementé 8 veces su concentracién a comparacién de la mezcla
Dis RB:DPBF 1 (ver Tabla 3.2) y se reduce la concentracién de DPBF, como se muestra en la
Figura 3.15.

TABLA 3.7: Proporciones molares de la disolucién RB:DPBF 2

Etiqueta RB (uM) DPBF (uM) Proporcién Molar
Dis RB:DPBF 2 16 20 1:1.25
Degradacion de DPBF en presencie de Rosa de Bengala con Excitacidn No Lincal
15 RB Fr ey
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FIGURA 3.15: Degradacién molecular del DPBF (20 M) en presencia de oxi-
geno singulete generado por RB (16 M), excitando a 800 nm. Las lineas pun-
teadas representan los espectros de absorcion de referencia sin excitacion.

Se prepara una mezcla de referencia con la misma concentracién de Dis RB:DPBF 2, se
mide su espectro de absorcion al iniciar el experimento denotado como Blanco 0 min (curva
punteada color negro) en la Figura 3.15. Posterior a esto, la mezcla es reservada en oscuridad
total; cuando el experimento finaliza se mide nuevamente el espectro de absorcién denotado
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como Blanco 115 min (curva punteada color rojo). Al no existir cambios significativos en la
intensidad de absorcion de la mezcla de referencia queda demostrado que la degradaciéon
de DPBF es debido a produccién de ROS al excitar RB con 800 nm.

Al analizar estos espectros se observa claramente que la produccién de ROS es mucho
menor que cuando el RB es excitado a 532 nm incluso aunque la excitacién con 800 nm sea
a una potencia casi 100 veces mayor motivo por el cual, este PS solo es utilizado para trata-
mientos superficiales donde se excita en el visible.

Una vez demostrado que, aunque sea ineficiente, existe una degradacién de DPBF ba-
jo excitacién 6ptica no lineal de RB, se realiza el siguiente experimento en una mezcla de
PFNL a una concentraciéon de 16 pM con RB a 16 M y DBPF a 20 uM, denotada como Dis
PFNL:RB:DPBF 2 en la Tabla 3.8. La mezcla es colocada en una celda de cuarzo de 10 mm
y excitada a 800 nm con el Laser Pulsado. La Figura 3.16 muestra los espectros de absorciéon
obtenidos a lo largo de 115 minutos de exposicién, tomando un espectro cada 5 minutos.

TABLA 3.8: Proporciones molares de la disolucién PFNL:RB:DPBF 2

Etiqueta PENL (uM) | RB(uM) | DPBF (uM) | Proporciéon Molar
Dis PFNL:RB:DPBF 2 16 16 20 1:1:1.25
Degradacicn de DPBE en presencia de Hpse de Bengala y PEFNL con excitacion No Lineal

sortrncia
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FIGURA 3.16: Degradacién molecular del DPBF (20 M) en presencia de oxi-

geno singulete generado por TE entre PFNL (16 uM) y RB (16 uM), excitando

a 800 nm. Las lineas punteadas representan los espectros de absorcién de re-
ferencia sin excitacion.

Se puede observar que existe una degradacién del DPBF en la disolucién PFNL:RB, de-
bido a la excitacién indirecta del RB por parte del PFNL, evidenciando la TE entre ambas
moléculas. Esta excitacion de RB por medio de TE genera ROS adicional a la excitacién di-
recta de RB.



32 Capitulo 3. Desarrollo experimental y andlisis espectroscépico

3.3. Polimero fluorescente no lineal como donador para FRET en
peliculas

Una vez teniendo la evidencia de que se presenta la TE entre PFNL y RB en estado di-
solucion, se procede con la fabricaciéon de peliculas con y sin matriz polimérica (en este
caso Poliestireno), empleando algunas proporciones molares previamente estudiadas y uti-
lizando la técnica de spin coating en ambos casos. Asi que, al tener este par de moléculas en
estado sélido, se deduce que la distancia entre ellas se reduce sustancialmente comparada a
las distancias a las que se encuentran en solucién, y que es cercana al orden de la distancia
Forster (Rp), lo que permite que ocurra el fendmeno foto-fisico de transferencia de energia
Resonante Tipo Forster (FRET) en este sistema molecular dindmico, [11].

3.3.1. Peliculas de PFNL:RB

Las mezclas en disolucién Dis PFNL:RB 1,4,5 y Dis PENL 50 M se utilizaron para fabri-
car peliculas de PFNL:RB sin matriz polimérica. Las peliculas con diferentes proporciones
molares se denominan como Film PFNL:RB 1-3, como se detalla en la Tabla 3.9. Es impor-
tante mencionar que las concentraciones y proporciones molares presentadas en dicha Tabla
sirven unicamente como referencia para describir las caracteristicas de las disoluciones em-
pleadas, y no brindan informacién de las proporciones reales en las peliculas.

Una vez fabricadas las peliculas, se percibe que al utilizar la mezcla de disoluciones de
THEF sin matriz polimérica, las moléculas no se adhirieron al sustrato de forma homogénea,
lo que resulté en un espesor no uniforme. Sin embargo, se tomo el espectro de emisién de
cada pelicula al ser excitada con el Diodo Laser 2 (402 nm) del sistema 6ptico que se muestra
en la Figura 3.8.

En la Figura 3.17, se aprecia que la intensidad de estos espectros de emisiéon disminuye
conforme aumenta la proporcién molar de RB en la mezcla. Al normalizar la emisién de las
peliculas, como se muestra en la Figura 3.18, se observa que, en la regién de maxima emision
del RB, la intensidad de emisién de las peliculas aumenta. Esto permite plantear la hip6tesis
de que este aumento se debe a la interacciéon dipolo-dipolo entre las moléculas, ya que las
distancias entre ellas cumplen con la distancia Ry requerida para que ocurra el fenémeno de
FRET. Como resultado, el RB es excitado indirectamente por la emisiéon del PFNL.

Este comportamiento era esperado ya que las moléculas PFNL y RB mezcladas en pe-
licula tienen una distancia intermolecular més cercana, en comparacién de cuando se en-

cuentran en una disolucién. Por lo que este cambio en intensidad se le atribuye al proceso
de FRET.

3.3.2. Peliculas de PFNL:RB:PS

El poliestireno es utilizado en la fabricacion de estas peliculas como matriz polimérica,
ya que este ofrece una adherencia homogénea sobre el sustrato, lo que resulta en una peli-
cula con un espesor uniforme.
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TABLA 3.9: Proporciones molares de peliculas PFNL:RB

Etiqueta PENL (uM)“” | RB(uM)” | Proporcién Molar
Film PFNL:RB 1 50 0.5 1:0.01
Film PFNL:RB 2 50 5 1:0.1
Film PFNL:RB 3 50 100 1:2

?Las concentraciones y proporciones molares presentadas en esta tabla hacen referencia a las disoluciones
empleadas para la fabricacién de estas peliculas.
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FIGURA 3.17: Emisién de peliculas de PFNL:RB a diferentes proporciones,
excitando a 402 nm.
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FIGURA 3.18: Emisién normalizada de peliculas de PFNL:RB a diferentes pro-
porciones, excitando a 402 nm.

Se utiliz6 PS con una concentracién molar fija de 0.173 mM (40mg), para la fabricacién
de estas peliculas, las cuales son denotadas como Film PFNL:RB:PS, Film PFNL:PS, Film
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RB:PS y Film PS, y los detalles se encuentran en la Tabla 3.10. Las concentraciones y pro-
porciones molares presentadas en esta Tabla son usadas como referencia para describir las
caracteristicas de las disoluciones empleadas, y no brindan informacién de las proporciones
reales en las peliculas con matriz polimérica.

TABLA 3.10: Proporciones molares de pelicula PFNL:RB:PS

a a a
Etiqueta - Al/DIFNL mg p- MRB mg p- MPS mg Proporcién Molar
Film PFNL:RB:PS | 0.96 0.5 1.927 | 196 | 0.173 40 1:2:0.18
Film PFNL: PS 0.96 0.5 0.173 40 1:0.18
Film RB: PS 1.927 | 196 | 0.173 40 1:0.09
Film PS 0.173 40

?Las concentraciones y proporciones molares presentadas en esta tabla hacen referencia a las disoluciones
empleadas para la fabricacioén de estas peliculas.

Los espectros de emisioén de estas peliculas, mostrados en la Figura 3.19, fueron medidos
en el espectrofluorémetro FS5 excitando a 420 nm, ya que, de acuerdo con la Figura 3.7 a),
a esta longitud de onda se encuentra el pico de absorcién del PENL. Al analizar estos resul-
tados, se observa una disminucién considerable en la intensidad de emisién en la pelicula
Film PFNL:RB:PS en comparacién con la emisién de Film PFNL:PS. Por otro lado, la emi-
sion de las peliculas Film RB:PS y Film PS no es detectable, lo que indica que el RB y el PS
no contribuyen a la intensidad de emisién al mezclarse con PFNL en estado sélido.
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FIGURA 3.19: Emision de peliculas de PFNL:RB:PS, excitando a 420 nm.

La Figura 3.20 muestra la emisién normalizada de las peliculas con PENL, y se aprecia
que la forma del espectro de Film PFNL:RB:PS es similar a la emisién de Film PFNL:PS.
Se plantea la hipétesis de que la disminucién de la emisiéon del PENL puede ser atribuida a
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que parte de esta fue absorbida por RB, confirmando que el proceso de FRET ocurre desde
PFNL hacia RB.

Ezpectros de Emision de Pelicule PENL : RB . PS con Excitecidn Lineal
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FIGURA 3.20: Emisién normalizada de peliculas de PENL:RB:PS, excitando a
420 nm.

3.4. Polimero fluorescente no lineal como donador para FRET en
nanoparticulas

Para la fabricacion de nanoparticulas (NPs) se preparan tres disoluciones diferentes pa-
ra obtener un compdésito donador : aceptor de PFNL:RB a una proporcién molar de 1:2 (por
cada molécula de PENL existen 2 de RB), utilizando como surfactante Bromuro de Hexade-
ciltrimetilamonio (CTAB) a una concentracién de 0.5 mM en 2 mL de un medio acuoso.

A continuacién se describe detalladamente el método de fabricacion de las NPs estudia-
das en esta tesis:

= NPs PFNL:RB 1
Se inyectan rdpidamente a la solucién acuosa de CTAB 300 uL de RB a una concentra-
ciéon de 960 uM en THF y posteriormente se agrega el mismo volumen de PFNL a una
concentracién de 480 yM en THFE.

= NPs PFNL:RB 2
Se mezclan 300 uL de PFNL y RB a una concentracién de 480 y 960 M disueltas en
THE, y enseguida se toman 600 j.L de esta mezcla y se inyectan rdpidamente al CTAB.

= NPs PFNL:RB 3
Se inyectan rdpidamente al CTAB 300 uL de PFNL a una concentracién de 480 M en
THEF y posteriormente se agrega el mismo volumen de RB a una concentracién de 960
uM en THE.
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= NPs PFNL
Se inyectan rdpidamente al CTAB 300 ;L de PFNL a una concentraciéon de 480 M en
THE.

= CTAB RB
Se inyectan rdpidamente al CTAB 300 uL de RB a una concentracién de 960 pM en
THFE.

Posteriormente, todas las NPs pasan por dos procesos de filtrado utilizando filtros de
membrana, primero se usa un filtro de 1 ym y después otro de 0.22 ym. La Tabla 3.11 muestra
las diferentes proporciones molares de las NPs. Las concentraciones y proporciones molares
presentadas en esta Tabla son usadas como referencia para describir las caracteristicas de las
disoluciones empleadas, y no brindan informacién de las proporciones reales en las NPs.

Los datos espectroscopicos de todas las NPs se midieron en el FS5, al pasar 24 horas
después de la fabricacién de las NPs. Con esta metodologia se desea comprobar la reprodu-
cibilidad espectral de las NPs; sin embargo las NPs PENL:RB 3 ya no presentaron absorcién
ni emisién, por lo que se decidié volver a fabricar esas NPs, pero no se obtuvieron resultados
diferentes asi que, solo se pudieron estudiar las NPs PFNL:RB 1y NPs PFNL:RB 2.

Los espectros de emision de las NPs de PFNL:RB bajo excitacion lineal se muestran en la
Figura 3.21. El espectro de emisién de las NPs PFNL:RB 1 presenta un cambio significativo
de intensidad justo en la region espectral donde se encuentra el pico méximo de absorcién
de RB (554 nm) y, al mismo tiempo se presenta el pico maximo de emisién de RB (576 nm).

TABLA 3.11: Proporciones molares de nanoparticulas PENL:RB

Etiqueta PENL (uM)“ | RB(uM)“ Proporcién Molar
NPs PFNL:RB 1 72 144 1:2
NPs PFNL:RB 2 72 144 1:2
NPs PFNL:RB 3 72 144 1:2
NPs PENL 72
CTAB RB 144

?Las concentraciones y proporciones molares presentadas en esta tabla hacen referencia a las disoluciones
empleadas para la fabricacién de estas peliculas.

Esto se interpreta como la reabsorcién de la emisién de PENL por parte de RB demos-
trando la hipétesis de los procesos de TE y FRET estdn presentes en este compdsito donador
: aceptor. Este comportamiento espectral se reproduce con las NPs PFNL:RB 2 pero en me-
nor eficiencia. El espectro de emisién de NPs PFNL no presenta en esta Figura, ya que su
intensidad de emision saturaba el detector del espectrofluorémetro.

En la Figura 3.22 se presentan los espectros de absorcién,los cuales han sido normaliza-
dos para discriminar la absorciéon de NPs PENL:RB 1y 2. Se observa que cuando el PENL y
RB se mezclan en NPs, la absorcién correspondiente a PENL muestra un corrimiento hacia
longitudes de onda maés largas en comparaciéon con la absorciéon de las NPs PFNL indivi-
duales.
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FIGURA 3.21: Emisién de nanoparticulas de PENL:RB, excitando a 402 nm.

Ademais, se nota un ligero cambio en la forma del espectro de absorciéon correspondiente
al RB, que podria deberse al método empleado para preparar las NPs. Cabe destacar que el
espectro de absorcion de las CTAB RB no se incluye en esta figura, ya que presenta satura-
cién debido a su alta concentracién.

Espectros de Absorcion de NPs PFNL : RB

Absorboncia Normalizada
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FIGURA 3.22: Absorciéon normalizada de nanoparticulas de PENL:RB.

3.5. Internalizacién celular con nanoparticulas de PFNL-RB

Una vez fabricadas las nanoparticulas, se realiza una tincién celular en un cultivo de
neuroblastoma SH-SY5Y de 10, 000 células por mL. Para la fijacién de células en el sustrato
se utilizé una solucién al 4 % de Paraformaldehido, 0.5 % Glutaraldehido, una vez fijadas las
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células se realiza un lavado con una Solucién Salina Amortiguada por Fosfatos (PBS) con un
PH de 7.4 %, para la permeabilizacién se agrega 1 mL de la solucién Tritén X-100.

Al tener las células fijadas, lavadas y permeabilizadas se tifien con 10 yL de 4”,6-diamidino-
2-fenilindol (DAPI) que es un colorante no permeable con afinidad por los acidos desoxirri-
bonucleico (ADN), finalmente los neuroblastomas se tifien con las NPs, ya estudiadas en
esta tesis.Para propositos de discusion de resultados en el siguiente capitulo, es importante
sefialar la superposicién espectral de absorcién y emision del PENL, RB y DAPI, como se
muestra en la Figura 3.23.

Superpesicion Espectral de PFNL, RE y DAPI

=0 ] as0 50 550 BOD B50 ] 5D L]

Lemgitind e ondie {aem )

FIGURA 3.23: Espectros de emisién y absorcién de PENL RB y DAPL.
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Capitulo 4

Resultados

En este capitulo se realizan los anélisis pertinentes para detectar, cuantificar y evidenciar
minuciosamente la TE y FRET en el sistema dinamico del compoésito PFNL:RB en disolucién,
en peliculas y en NPs. Asi como también se presentan los resultados PFNL:RB como un
fotosensibilizador potencial para la produccién de ROS al excitar con 402 nm de forma lineal
y no lineal con 800 nm, y su capacidad de internalizacién celular in vitro en neuroblastomas.

4.1. Generacién de especies reactivas de oxigeno con excitacién li-
neal

Se realiz6 un procesamiento de datos espectroscépicos en MATLAB para comparar la
produccion de ROS utilizando al PENL como donador de energia con excitacién lineal y no
lineal.

4.1.1. Analisis de deteccion de ROS en disoluciéon PFNL:RB:DPBF con excitaciéon
lineal

El primer procesamiento de datos se realiza a partir de los espectros de absorcion de la
mezcla Dis PENL:RB:DPBF 1, con las proporciones moleculares detalladas en la Tabla 4.1,
con excitacion a 402 nm, donde todas las moléculas fueron excitadas directamente en dife-
rente proporcién de acuerdo a su concentracién, observando que esta longitud de onda se
encuentra en la regién del espectro de absorcion de las tres moléculas. Esta excitaciéon desen-
cadena una oxidacién quimica del DPBF debida a la presencia de ROS generadas al excitar
de forma directa (402 nm) e indirecta (emisién del PFNL) al RB. El espectro de absorcién de
esta mezcla molecular se describi6 en el capitulo 3, en la Figura 3.12 donde se presenta la
superposicion espectral de la absorcién del DPBF y el PENL, lo que implica que los datos
deben ser procesados para cuantificar la degradaciéon del DPBE.

Por lo tanto, para poder discriminar especificamente la degradacién del DPBF, se realiza
una sustraccién de la absorcién correspondiente a una disolucion de PFNL con una de 12.84
uM a cada uno de los espectros de absorcién de las disoluciones bajo excitaciéon a 402 nm;
este procesamiento aritmético es denotado como Proc Dis PFNL:RB:DPBF 1y el resultado
se muestra en la Figura 4.1.

Con este procedimiento se obtuvieron pequefios valores de absorbancia negativos en al-
gunas de las curvas mostradas en la regiéon de absorciéon de DPBF; estos pequefios errores
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pueden tener origen en la preparacion de muestras debido a errores intrinsecos experimen-
tales al pesar y/o disolver las moléculas, lo que ocasiona pequefias diferencias entre las
concentraciones calculadas y las reales; sin embargo, esto no influye en el procesamiento de
datos de la siguiente seccién.

TABLA 4.1: Disoluciones utilizadas para cuantificar la degradacion de DPBF
debido a ROS producidas con excitacién lineal

Etiqueta PFNL (uM) | RB (uM) | DPBF (uM) | Proporcién Molar
Dis DPBF 30
Dis RB:DPBF 1 2 30 1:15
Dis PFNL:RB:DPBF 1 12.84 2 30 1:0.155:2.33
Proc Dis PFNL:RB:DPBF 1 - 2 30 1:0.155:2.33

Degradacion de DPBEF en presencia de BB climinando absorcidn de PFNL

04 -

f— min
l—1 min

2 min

o 3 TR
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5 min
|—1i min
Proc. Dis PFNL:RB:DPBF 1 —
o (5 1771
9 min
e 10} F0i1

—11 min

Absorbancia
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FIGURA 4.1: Procesamiento de los Espectros de absorcién de la mezcla Dis
PFNL:RB:DPBF 1 a diferentes tiempos de exposicién de radiacién, excitando
a 402 nm. En estos espectros se ha eliminado la absorcién de PFNL.

4.1.2. Degradacién relativa con excitacién lineal

El objetivo del siguiente procesamiento es analizar la degradacién relativa de las mezclas
moleculares Dis DPBF, Dis RB:DPBF 1 y Dis PFNL:RB:DPBF 1 que fueron excitadas a 402
nm durante 15 minutos.

En este analisis se utiliza la Ley de Lambert-Beer [12], ya que la absorbancia se puede
describir como lo muestra la siguiente Ecuacion (4.1).

A=¢(A)LC (4.1)
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Donde, A es absorbancia, ¢(A) es el coeficiente de extincién molar a una longitud de on-
da especifica, b es la longitud del camino 6ptico en cm y C es la concentracién de la molécula.

El tnico dato que se desconoce de la Ecuacién (4.1) es ¢(A), este se puede calcular expe-
rimentalmente. Para ello, A se toma justo en la longitud de onda de maxima absorcion (Ag,)
correspondiente a cada una de las moléculas presentes en las disoluciones de la Tabla 4.1, la
longitud de la celda de cuarzo denotada como L = 1 cm y en cada experimento se calculd
C, por lo tanto, el coeficiente de extincién molar puede calcularse con la Ecuacién (4.2).

A
- LC

Una vez que se calcula €(A) para la longitud a la que se quiere detectar la degradacion
(Aget), se denota la poblacién inicial de la molécula como Ny, que es la concentracién a la
que se prepara la muestra, y la poblacién o concentracién actual (después de determinado
tiempo de exposicién a radiaciéon) denotada como N, ver Ecuacion (4.3).

e(A) (4.2)

A
N=—+~— 4.3
e(A) L (4.3)
A partir de estos datos se hace una relacién logaritmica entre Ny y N como se muestra
en la Ecuacion (4.4) con la cudl se determina la Degradacion Relativa de una molécula.

Degradacion Relativa = In <II\]\]> (4.4)
0

Para este caso se tomé Ay, = 420 nm para detectar la degradacién del DPBF y 566 nm
para RB, los resultados de este procesamiento se muestra en la Figura 4.2, donde A, indica
la longitud de onda de excitacién de la muestra.

Degradacion Relativa con Ercitacion Lineal

4!

:,\“, = 532 nn, Ader = 420 rern|

| o=Aerr = 532 nm, Ager = 566 nm| e)
S Acet = 032 um, Ager = 420 1|
| —— A02 dvrre, A 120 nn|
3 e=Ae = 402 nm, Ay = 420 nm|

{N)

n{ Ny

d)

Tiempo (minutos)

FIGURA 4.2: Degradacion relativa con excitacién lineal: a) Dis DPBF,
b) Dis RB:DPBF 1, c) Dis RB:DPBF 1, d) Dis PFNL:RB:DPBF 1Yy,
e) Proc. Dis PFNL:RB:DPBF 1 eliminado la absorcién de PFENL.
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Los resultados de este anélisis molecular muestra que el DPBF no se degrada al ser exci-
tado a 532 nm, ya que esta longitud de onda esta fuera del rango de absorcién del DPBEF, ver
Figura 4.2 a); también se demuestra que el RB no se auto degrada al exponerse a su propia
produccion de 10, al ser excitado 532 nm, ver Figura 4.2 b); por lo que se concluye que al
excitar a 532 nm la mezcla Dis RB:DPBF 1 la degradacién del DPBF es caracteristica de la
produccién de 'O, de RB como se muestra en la Figura 4.2 ¢) y presenta una degradacién
total al minuto 13.

Al excitar a 402 nm a la mezcla Dis PFNL:RB:DPBF 1 se observa en la Figura 4.2 d)
que el cambio de absorcion del DPBF es aparentemente menor en presencia del PFNL, pero
esto se debe a que en A,y = 420 nm se encuentra la absorcién de la poblacién de DPBF y
de PFNL ya que ambas moléculas absorben a esa longitud de onda. Por ello, se analiza la
degradacion relativa del DPBF a partir de los datos procesados Proc. Dis PENL:RB:DPBF
1, donde se elimina la absorcién del PENL, lo que permite calcular la degradacion relativa
auténtica de la molécula DPBF en la mezcla Dis PFNL:RB:DPBF 1 al excitar a 402 nm y se
obtiene un resultado més consistente que se muestra en la Figura 4.2 e).

Cuando la mezcla Dis PFNL:RB:DPBF 1 es expuesta a la radiacién del Diodo Laser 2
que emite a 402 nm (ver Figura 3.8), RB produce 'O, por medio de dos mecanismos de
excitacion:

1) Excitacién Directa a 402 nm.

2) Excitacién Indirecta mediante TE a partir de la emisién de PFNL.

Aunque el RB es excitado directamente, tiene una absorbancia muy pequefia (ver Fi-
gura 3.7) a) a esta longitud de onda, por lo que se deduce que el mecanismo principal de
produccién de 'O, es la TE radiativa de PFNL a RB, ya que el PENL tiene una absorbancia
muy grande a 402 nm y su espectro de emision se superpone con el de absorcién del RB (ver
Figura 3.7) .

De acuerdo a lo anterior, la degradacion de la molécula DPBF en Dis PFNL:RB:DPBF 1
puede deberse a dos procesos distintos:

1) Fotodegradaciéon por Excitacion Directa a 402 nm.
2) Oxidacién quimica por presencia de 'O, .

Al comparar la Figura 4.2 ¢) con la Figura 4.2 e) se aprecia que la eficiencia de produc-
cién de 10, es muy similar al directamente RB a 532 nm o indirectamente a través de TE con
excitacion de PENL a 402 nm.

Se concluye que al excitar a RB indirectamente con la emisién del PENL en la mezcla Dis
PFNL:RB:DPBF 1, la degradacion total del DPBF se presenta en el minuto 12 como se mues-
tra en el procesamiento de datos en la Figura 4.2 e), por lo que queda demostrado que se
puede producir ROS con TE radiativa, la cual se presenta en la mezcla Dis PFNL:RB:DPBF
1 de forma optima al excitar a 402 nm, por lo tanto esta mezcla puede ser considerada como
un potencial fotosensibilizador para la aplicacién de la PDT.
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4.2. Generacion de especies reactivas de oxigeno con excitaciéon no
lineal

4.2.1. Analisis de deteccion de ROS en disolucion PFNL:RB:DPBF con excitaciéon
no lineal

En esta seccién se aplica el mismo procedimiento de procesamiento de datos para sus-
traccién de la absorcién de PFNL en la mezcla Dis PENL:RB:DPBF 2, que se detalla en la
Tabla 4.2. El objetivo es discriminar la degradacion caracteristica de DPBF al exponer la mez-
cla a excitaciéon no lineal (TPA) a 800 nm, como se muestra en la Figura 4.3.

TABLA 4.2: Disoluciones utilizadas para cuantificar la degradacién de DPBF
debido a ROS producidas con excitacién no lineal

Etiqueta PFNL (uM) | RB (uM) | DPBF (uM) | Proporcién Molar
Dis RB:DPBF 2 16 20 1:1.25
Dis PFNL:RB:DPBF 2 16 16 20 1:1:1.25
Proc Dis PFNL:RB:DPBF 2 - 2 30 1:1:1.25
Degradacion de DPBF en presencia de RB eliminando absorcion de PFN L
RB

08 Proc. Dis PFNL:RB:DPBF 2

;\.’Jm‘t‘u'.’)rn TLOT

5000 550

Longitud de onda (i)

FIGURA 4.3: Procesamiento de los espectros de absorcién de la mezcla Dis
PFNL:RB:DPBF 2 a diferentes tiempos de exposiciéon de radiacién, excitando
a 800 nm. En estos espectros se ha eliminado la absorcién de PFNL.

Es importante destacar que tanto PFNL como RB tienen una seccién transversal de ab-
sorcion de dos fotones al excitar a 800 nm (crpa = 1200 y 10 GM, respectivamente), lo que
les permite ser excitadas por medio de absorcién de dos fotones, aunque obviamente de ma-
nera mucho mds eficiente para PFNL. En cambio, estd reportado que el DPBF no presenta
absorcion cuando es excitado con longitudes de onda en el espectro infrarrojo, por lo que no
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experimenta degradacion a 800 nm [37].

Entonces, la degradacién del DPBF se debe a que el RB realiza la transiciéon electrénica
hacia el estado triplete, generando 10,, lo que desencadena la oxidacién quimica de DPBE.
Sin embargo, en comparacion con la excitacion lineal este proceso ocurre de manera mas len-
ta, ya que, tras exponer la mezcla a la radiacién de 800 nm durante 115 minutos, el DPBF no
se degrada por completo. En este experimento, el RB genera 'O, a través de dos mecanismos
de excitacion:

1) Excitacién directa no lineal a 800 nm.

2) Excitacién indirecta mediante TE a partir de la emisién de PFNL promovida por ab-
sorcién no lineal a 800 nm.

Al considerar el proceso de TPA en RB, se prevé que el aumento cuantitativamente pe-
quefio de produccién de 'O, es generado por la TE entre RB y PFNL al excitar la mezcla Dis
PFNL:RB:DPBF 2 de manera no lineal con 800 nm, este proceso se describe detalladamente
en la Figura 1.3 ¢) del capitulo 1.

4.2.2. Degradacion relativa con excitacién no lineal

En esta seccién se presentan los espectros de absorcién de las mezclas Dis RB:DPBF 2
y Dis PENL:RB:DPBF 2, excitadas a una longitud de onda de 800 nm, con la finalidad de
estimar la degradacién de DPBF por la presencia de ROS generada por TPA.

La degradacion relativa molecular de las mezclas se calcula utilizando la Ecuacion (4.4)
una longitud de onda de A4,y = 420 y 566 nm, correspondientes a los picos de absorcién de
DPBF y RB respectivamente, como se muestra en la Figura 4.4.

Degradaciom Reloliva con Ercitacidn No Lineal

o= Aot = SO0 11902, Ay = 566 1ra|
6o Acrt = B0 nin, Ayey = 420 nein
| =M = 800 nm, Mgy = 420 nm
| =Mt = 800 nan, Agey = 420 nm

Liempo {minutos)

FIGURA 4.4: Degradacion relativa con excitacién no lineal:
a) Dis RB:DPBF 2, b) Dis RB:DPBF 2, ¢) Dis PFNL:RB:DPBF 2y,
d) Proc. Dis PFNL:RB:DPBF 2 eliminando la absorcion de PFNL.
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Cuando las disoluciones son excitadas a 800 nm, longitud onda correspondiente al in-
frarrojo cercano (NIR), con un ldser pulsado de femtosegundos, como el que se muestra en
la Figura 3.13, las moléculas PFNL y RB realizan una transiciéon desde su estado de menor
energia (Sp) hacia un estado S, mediante la absorcién de dos fotones; en términos energéti-
cos los dos fotones equivalen a la energia de un fotén de 400 nm.

Estos procesos foto-fisicos no lineales no son tan eficientes como en el caso de excitacién
de un fotén, por lo que las muestras fueron expuestas a la radiacién durante un periodo de
115 minutos

La Figura 4.4 a) muestra que al excitar el RB con una longitud de onda de 800 nm, es-
ta molécula no experimenta degradacion alguna, lo que confirma su fotoestabilidad e ido-
neidad como PS. En cambio, en la Figura 4.4 b) se observa claramente en la mezcla Dis
RB:DPBF 2 la oxidacién quimica del DPBF, resultado de la produccién de 'O, generada por
el RB a través de TPA.

Por otro lado, al mezclar DPBF con RB y PENL (Dis PFNL:RB:DPBF 2), se observa que
la degradacion de DPBF ocurre aparentemente mas lento, como se muestra en la Figura 4.4
¢). Sin embargo, segtn lo discutido anteriormente, esto se debe a la superposicién espec-
tral entre los espectros de absorcién de DPBF y PENL. Por esta razén, antes de calcular la
degradacion molecular al espectro de Dis PENL:RB:DPBF 2 se le sustrae el espectro corres-
pondiente a PFNL, obteniéndose como resultado la curva que se muestra en la Figura 4.4 d).

Estos resultados sugirieron lo siguiente:

1) La produccién de 'O, mediante la excitacién directa y no lineal del RB con 800 nm en
la mezcla Dis RB:DPBF 2.

2) Laproduccién de 'O, no aumenta significativamente en la mezcla Dis PENL:RB:DPBF
2 comparada con Dis RB:DPBF a pesar de la presencia de PFNL que es un polimero
no lineal altamente eficiente.

En conclusién, al excitar la mezcla Dis PENL:RB:DPBF 2 con 800 nm, el RB en produce
10, de manera més eficiente que en la mezcla Dis RB:DPBF 2 bajo la misma excitacion. Este
aumento en la eficiencia se debe a la TE entre PFNL y RB.

Como premisa en esta tesis se establece que la mezcla de PFNL:RB puede funcionar
como un fotosensibiizador organico para aplicaciones en PDT. Al ser excitado de manera
no lineal con 800 nm, se busca producir 10, de forma eficiente a esta longitud de onda,
ofreciendo una mayor penetraciéon 6ptica (PO) en la ventana de interés bioldgica del NIR,
lo que permite un tratamiento de mayor profundidad y la capacidad de acceder a 6rganos
mas internos. No obstante, como hemos visto en esta seccién, en fase liquida el proceso de
TE de PENL a RB no ha aumentado la produccién de 10,, al menos con las concentraciones
moléculas usadas.
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4.3. Transferencia de energia de PFNL:R6G en disolucién

En el capitulo anterior se presentaron los espectros de emisién de las disoluciones de
PFNL a una concentracién fija de 6 uM, mezclado con diversas proporciones molares de
R6G (Dis PFNL:R6G 1-5). En estos espectros se observa una disminucién en la emisién de
PFNL inducida por absorcién lineal, especificamente en la regién espectral coincidente con
la banda de absorcién del R6G, como se muestra en la Figura 3.9. El estudio de la mezcla Dis
PFNL:R6G 1-5 se realiza con la finalidad de ahondar sobre los procesos de TE entre PENL
como donador y un donador (ya sea R6G o RB) en fase liquida.

A continuacion, se presentan los tiempos de decaimiento de las mezclas en disolucion,
determinados mediante el uso del espectrofluorémetro FS5. Estos resultados proporcionan
informacion clave para analizar la dindmica de los estados excitados de la molécula PFNL.
Las mediciones se realizaron a diferentes longitudes de onda de deteccién, lo que permite
visualizar, analizar y evidenciar las variaciones en los tiempos de decaimiento y, de esta for-
ma, justificar los resultados de la TE presente en estos sistemas dindmicos moleculares.

Los tiempos de decaimiento de la fotoluminiscencia (PL) de estas muestras se adqui-
rieron excitando con una longitud de onda de A,y = 405 nm y detectando a A4y = 480
nm. Con estos pardmetros se excita mayormente a PENL y se observa exclusivamente la PL
del mismo polimero, de acuerdo con la Figura 3.7 b). Los tiempos de decaimiento de PL
proveniente de R6G permanecen inalterados como se evidencia en la Figura 4.5.

Tiempos de Decaimiento de PFNL : RG6G en Disolucidn. A, = 405 nne Age = 480 nim
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FIGURA 4.5: Tiempos de decaimiento de disoluciones de PFNL y PENL:R6G
a diferentes proporciones molares, excitando a 405 nm y detectando a 480 nm.

El tiempo de vida medio (Tyeqi0) de un proceso de decaimiento de PL se calcula a partir
de las curvas de decaimiento en funcién del tiempo. Las curvas de decaimiento se ajustan
a monoexponencial o multiexponencial, segiin corresponda. Para los resultados de la Fi-
gura 4.5, el decaimiento se ajust6 a una tnica funcién exponencial, como se presenta en la
Ecuacion (4.5).
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I(t)y=Tye /" (4.5)

Por lo tanto, para este caso, se puede escribir que el tiempo de vida medio es simplemen-
te el tiempo de vida (7), como se muestra en la Ecuacion (4.6).

Tmedio = T (4-6)

Y para fines practicos, el tiempo de vida medio de los estados excitados del polimero
PFNL como donador (D) en ausencia y presencia del aceptor (A) se denotan como Tp y Tpa,
respectivamente. Este andlisis de datos se llevo acabo utilizando MATLAB y los resultados
obtenidos se muestran en la Tabla 4.3.

En el caso de un ajuste de decaimiento exponencial, el valor 72 es el coeficiente de correla-
ciéon y evaltia que tan bien describe la curva ajustada los datos experimentales de intensidad
en funcién del tiempo. El rango de valores de r? se encuentra entre 0 y 1, un r? cercano a
1 significa que el ajuste explica casi toda la variabilidad de los datos. Mientras que un r?

cercano a 0 indica que el ajuste no explica bien los datos.

El valor de r? presentado en la Tabla 4.3 indica que el ajuste monoexponencial de los
tiempos de decaimiento de las mezclas Dis PENL:RB 1-5 representa de manera precisa los
datos experimentales.

TABLA 4.3: Tiempos de vida de disoluciones de PFNL:R6G.
Aexe = 405 nm, Ay, = 480 nm

Etiqueta Proporcién Molar Tp (ns) | tpa (ns) r?
Dis PENL 6 uM 4.70 0.9994
Dis PFNL:R6G 1 1:0.14 4.55 0.9991
Dis PFNL:R6G 2 1:0.26 4.62 0.9991
Dis PFNL:R6G 3 1:0.40 4.60 0.9991
Dis PFNL:R6G 4 1:0.55 4.61 0.9990
Dis PFNL:R6G 5 1:1 4.48 0.9988

Una de las condiciones para confirmar la existencia del fenémeno FRET es que Tpa < p.
Al analizar los datos, se observa que el tiempo de vida de los estados excitados del PFNL
(tp = 4.70 ns) es ligeramente mayor que el tiempo de vida de todas las mezclas (Tp4). Esto
podria significar la posibilidad de que ocurra FRET entre estas dos moléculas en disolucién.

Sin embargo, la eficiencia de FRET (Ergrgr) depende significativamente de la distancia
intermolecular de separacion entre D y A (R), la cual idealmente deberia mantenerse cons-
tante. Segtin la literatura, en una disolucién, R no permanece fija, lo cual dificulta garantizar
la eficiencia del proceso [11, 12]. Ademas, es evidente que en disolucién las distancias in-
termoleculares supera por mucho la distancia 6ptima de interaccion FRET que se sabe es
de unos cuantos nanémetros (< 5 nm) tipicamente. En consecuencia, la posibilidad de TE
tipo FRET en disolucién con PENL como D y R6G como A queda descartada y se sigue que
las pequefas variaciones en los tiempos de vida media de la Tabla 4.3 son debidas a incer-
tidumbres experimentales. De hecho, los valores calculados de vida media en este caso no
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siguen ninguna tendencia especifica al variar la concentraciéon de A.

Si las interacciones entre los componentes de la mezcla son débiles, los procesos de trans-
ferencia de energfa (como FRET) podrian no estar contribuyendo de manera significativa, lo
que resulta en tiempos de decaimiento similares a los de los componentes individuales.

Para mayor claridad de lo antes expuesto, se denota Iprnr. v Ire; @ la PL del donador y
del aceptor, respectivamente. Considerando los valores de Aeyx: y Aget, asi como las conjeturas
previamente discutidas, la PL de cualquier mezcla detectada en las curvas de decaimiento
mostradas en la Figura 4.5 puede describirse mediante la Ecuacién (4.7).

Liotar = IpenL + Irec = IpEnL (4.7)

A continuacién, se midieron los tiempos de decaimiento de las mismas muestras, que
fueron excitadas a una longitud de onda de A,y = 405 nm y detectadas a A g, = 535 nm. En
este rango de deteccidn, se observa la PL correspondiente tanto al PFNL y como al R6G, tal
como se muestra en la Figura 3.7 b). A partir de la Figura 4.6 se deduce que los tiempos de
decaimiento de PL de las mezclas Dis PFNL:R6G 1-5 aumentan conforme la proporcién de
R6G aumenta, en contraste con los tiempos relativamente constantes de la Figura 4.5.

Escala Lineal

Ticmpo (ns)

10 20 &1} 40 50 60 7Q
Tiempo (ns)

FIGURA 4.6: Tiempos de decaimiento de disoluciones de R6G y PFNL:R6G a
diferentes proporciones molares, excitando a 405 nm y detectando a 535 nm.

Segtin lo observado en la Figura 4.5 se demostré que el tiempo de decaimiento de Iprnr.
permanece practicamente inalterado. Por otra parte, al realizar la deteccién a 535 nm, la con-
tribucién de la PL del R6G ya no puede considerarse despreciable. Entonces, la intensidad
total de la PL de la mezcla puede expresarse con la Ecuacién (4.8).

Liotar = IpFNL + IR6G (4.8)
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Es importante destacar que bajo excitacion de 405 nm la excitacién de moléculas de R6G
es despreciable comparada con la excitacion de moléculas de PFNL, pero suficiente para
obtener los datos de la Figura 4.6 . Esto sugiere que los estados electronicos del R6G fueron
excitados de manera indirecta por la Ipryr. A medida que aumenta la proporcién molar en
las mezclas, se incrementa la cantidad de moléculas de R6G en la disolucién, lo que provo-
ca un aumento en Ire; y, en consecuencia, un incremento simultdneo en I;,,;. Este proceso
fotofisico indica la presencia de TE radiativa entre ambas moléculas cuando se encuentran
en disolucién.

Para reforzar esta hipétesis, se aplicé un modelo de ajuste monoexponencial a cada una
de las curvas utilizando la Ecuacién (4.5), con el objetivo de determinar los tiempos de vida
del PFNL, del R6G y de la mezcla, cuyos resultados se presentan en la Tabla 4.4.

En este andlisis se observa claramente que Tp < Tpa, lo cual confirma la existencia de
TE radiativa en las mezclas Dis PFNL:R6G 1-5. Ademas se aprecia que el tiempo de vida
del R6G (74) es menor que el tiempo de vida de las mezclas, es decir T4 < Tpa. Esto indica
que los tiempos de vida de cada una de las moléculas son aditivos cuando se encuentran en
disolucién, al igual que las intensidades de su PL.

TABLA 4.4: Tiempos de vida de disoluciones de PFNL:R6G.
Aexe = 405 nm, Ay,; = 535 nm

Etiqueta Proporcién Molar p (ns) Ta (ns) | Tpa (ns) 12

Dis PFNL 6 uM 4.40 0.9989

Dis R6G 6 uM 4.60 0.9997
Dis PFNL:R6G 1 1:0.14 4.68 0.9993
Dis PFNL:R6G 2 1:0.26 5.00 0.9983
Dis PFNL:R6G 3 1:0.40 5.06 0.9990
Dis PFNL:R6G 4 1:0.55 5.31 0.9978
Dis PFNL:R6G 5 1:1 5.33 0.9986

4.4. Transferencia de energia de PFNL:RB en disolucién

Los espectros de emisién mostrados en la Figura 3.10 se obtuvieron al excitar las mezclas
Dis PFNL:RB 1-7 con una longitud de onda de A.yx, = 402 nm, donde la absorcién del PENL
es altamente eficiente, mientras que la de RB es practicamente minima, como se demues-
tra en la Figura 3.7 a). Se observa que la intensidad de la emisién de la mezcla disminuye
progresivamente a medida que aumenta la proporcién molar de RB. Este fendmeno resulta
particularmente evidente en la regién de maxima absorciéon del RB. En este caso, la con-
centraciéon de PFNL es constante en las mezclas, por lo que su emisién también lo es; pero
esta emision es absorbida por RB. A mayor concentracién de RB mayor es la cantidad de
radiacién absorbida proveniente de PFNL. Los datos de la Figura 3.10 denotan en principio
atenuacion de PL debida al proceso de TE radiativa.
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Para respaldar esta hipétesis se miden los tiempos de decaimiento de estas mismas mez-
clas, las cuales fueron excitadas a 405 nm. La PL generada es detectada a 535 nm, correspon-
diente a la longitud de onda maxima de emisién del PFNL, donde la contribucién del RB es
minima, como se observa en la Figura 3.7 a). En estos resultados se observan pequefias va-
riaciones de los tiempos de decaimiento de la PL de las mezclas, que aumentan directamente
con la proporcién de RB, aunque en escala logaritmica los cambios parecen marginales, co-
mo se muestra en la Figura 4.7.

Ticmpos de Decaimiento de PFNL : BB en Disolueidn. A, = 405 nin Agy = 536 nm
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FIGURA 4.7: Tiempos de decaimiento de disoluciones de PENL y PFNL:RB a
diferentes proporciones molares, excitando a 405 nm y detectando a 535 nm.

Este comportamiento en los tiempos de decaimiento se atribuye a que Iprny, excita de
manera indirecta un mayor ndmero de moléculas de RB a medida que incrementa su con-
centracion en la disolucién, lo que produce un aumento en la intensidad de PL de RB (Igp).
Por lo tanto, la intensidad total de la PL de la mezcla puede expresarse con la Ecuacion (4.9).

Liotat = IprNL + IRB (4.9)

A estas curvas de tiempo de decaimiento se les ajusta un modelo monoexponencial utili-
zando la Ecuacion (4.5) para determinar los tiempos de vida del PENL (D) tanto en ausencia
como en presencia del RB (A), estos valores se presentan en la Tabla 4.5. Se observa que
cuando el PENL es excitado con 405 nm tiene un tiempo de vida caracteristico de 4.26 ns.
Por otro lado, la PL de RB generada bajo excitacién a esta longitud de onda es despreciable,
de ahi que la Tabla 4.5 y Figura 4.9 no reportan el tiempo de vida media de RB. No obstante,
la Figura 4.9 y la Ecuacién (4.9) demuestran que la Irp detectada en las mezclas es genera-
da principalmente por TE radiativa, a través de la excitacion indirecta por la presencia del
PFNL en la mezcla.

Es necesario agregar que la intensidad de Irp a 535 nm es en realidad pequefia, pues
corresponde a la regién de subida en el perfil espectral de PL, pero es suficiente para ser
detectada.
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TABLA 4.5: Tiempos de Vida de Disolucién de PENL:RB.
Aexe = 405 nm, Ay,; = 535 nm

Etiqueta Prcl)\igll‘;;on ™ (ns) | Tpa (ns) r?
Dis PFNL 50 uM 4.26 0.9992
Dis PFNL:RB 1 1:0.01 4.31 0.9991
Dis PFNL:RB 2 1:0.02 4.33 0.9991
Dis PFNL:RB 3 1:0.04 4.32 0.9991
Dis PFNL:RB 4 1:0.1 4.45 0.9992
Dis PFNL:RB 5 1:04 4.82 0.9988
Dis PFNL:RB 6 1:1 4.93 0.9985
Dis PFNL:RB 7 1:2 4.72 0.9997

Entonces, debido a que la Igp incrementa directamente con la proporcién molar de RB,
se generan mas estados electronicos excitados de RB, lo que provoca que el tiempo de vida
de la mezcla (7p4) sea progresivamente mas largo en las diferentes proporciones, cumplién-
dose la relaciéon 7p < 7Tpa. Por lo que queda demostrado, una vez més que al excitar las
mezclas Dis PFNL:RB 1-7 en disolucién con 405 nm, se presenta el proceso de TE radiativa
entre PFNL y RB.

Posteriormente se midieron los tiempos de decaimiento de las mismas mezclas Dis
PFNL:RB 1-7 excitdndolas a A.yc = 405 nm, aunque en esta ocasién la PL se detecta en
Adet = 577 nm, que es una longitud de onda en donde la contribucién de Irg es mas signifi-
cativa, como se observa en la Figura 3.7 a).

En la Figura 4.8 se observa que el comportamiento de los tiempos de decaimiento de-
tectados a Ay,; = 577 nm también se describe con la Ecuacién (4.9) tal como sucede en la
Figura 4.7, donde se detecta la PL a A4,y = 535 nm. Sin embargo, en esta ocasién, la contri-
bucién de Ixp a la PL total de la mezcla Iy, es significativamente mayor.

Con base en lo discutido anteriormente, estos resultados sugieren de manera contun-
dente que existe TE radiativa entre el PFNL y el RB, siendo més evidente a esta longitud de
onda de deteccion. Ademads, se observa que la TE en disolucién aumenta directamente con
la proporcién molar de RB en la mezcla.

Adicionalmente, y para reafirmar esta hipotesis, se determinan los tiempos de vida del
PFNL (7p), del RB (74), ahora que la PL de esta dltima es detectable, y el de la mezcla (tp4),
utilizando el modelo de ajuste monoexponencial que se muestra en la Ecuacién (4.5). Los
resultados obtenidos se muestran en la Tabla 4.6.

Con este andlisis de datos, se observa que T4 < Tp < Tpa, Y es justo lo que se observa
experimentalmente en la Figura 4.8. En la Tabla 3.4 se demuestra que, en la mezcla de pro-
porciéon molar 1:2 (Dis PENL:RB 7), la Iprn; disminuye en un 74.06 %, lo que se atribuye
evidentemente a la TE radiativa. El valor de ®r para RB es de 0.10, por lo que se deduce que
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una parte de la TE desde el PFNL se convierte en radiacién emitida por el RB.

Tiempos de Decaimiento de FPFNL : RB en Disolucion. A, = 406 nm Ay, = 577 nm
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FIGURA 4.8: Tiempos de decaimiento de disoluciones de PFNL, RB y
PFNL:RB a diferentes proporciones molares, excitando a 405 nm y detectando
a 577 nm.

TABLA 4.6: Tiempos de Vida de Disolucién de PFNL:RB.
Aexe = 405 nm, Ay,y = 577 nm

Etiqueta Prcl)\lzglrac;on D (ns) T4 (ns) | Tpa (ns) r?
Dis PENL 50 uM 4.72 0.9990
Dis RB 100 uM 3.01 0.9997
Dis PFNL:RB 1 1:0.01 5.00 0.9989
Dis PFNL:RB 2 1:0.02 5.01 0.9987
Dis PFNL:RB 3 1:0.04 5.10 0.9985
Dis PFNL:RB 4 1:0.1 5.60 0.9972
Dis PFNL:RB 5 1:04 5.98 0.9970
Dis PFNL:RB 6 1:1 6.40 0.9942
Dis PFNL:RB 7 1:2 6.49 0.9933

4.5. Transferencia de energia de PFNL:RB en pelicula

Las mezclas en disolucién Dis PENL:RB 1,4,7 y Dis PFNL 50 M, se emplearon para la
fabricacién de peliculas PFNL:RB sin matriz polimérica. Estas peliculas se denominan como
Film PFNL:RB 1-3 y Film PFNL 50 M, cuyas caracteristicas se detallan en la Tabla 4.7. Es
importante destacar que las concentraciones y proporciones indicadas en esta tabla se uti-
lizan tinicamente como referencia, ya que corresponden a las especificaciones originales de
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las mezclas en disolucion.

De acuerdo con los espectros de absorciéon y emision del PENL y RB mostrados en la Fi-
gura 3.7 a), se selecciona nuevamente como excitaciéon la longitud de onda de Ay, = 405 nm,
ya que a esta longitud de onda excita principalmente al PFNL. Los tiempos de decaimiento
son detectados en A4,y = 550 nm, y los resultados se observan en la Figura 4.9.
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FIGURA 4.9: Tiempos de decaimiento de peliculas de PFNL y PFNL:RB a di-
ferentes proporciones molares, excitando a 405 nm y detectando a 550 nm.

En las peliculas Film PFNL:RB 1-3 predomina casi exclusivamente la PL del PFNL, ya
que la PL del RB es de baja eficiencia en estado sélido. Por esta razén, no fue posible reportar
en la Figura 4.9 el tiempo de decaimiento del RB en pelicula.

El tiempo de decaimiento de los estados excitados de las peliculas Film PFNL:RB 1-3
disminuy6 conforme aumenta la concentracion de RB, lo que se interpreta como evidencia
de que la energia de PFNL, al ser excitado con 405 nm, se transfiere hacia RB a través de
una interaccién Dipolo-Dipolo. Es importante sefialar que a diferencia del caso de las diso-
luciones, en el caso de las peliculas la fase sélida hace que la distancia intermolecular sea
muy pequefia, del orden de la distancia tipica FRET. Esto permite establecer que el proceso
fotofisico FRET se presenta en estas peliculas sin matriz polimérica. Por lo tanto, la PL de
estas peliculas obedece la siguiente Ecuacién (4.10).

Liotal = Ipent + IrB = IpFNL (4.10)

Se determinan los tiempos de vida de estas peliculas mediante el modelo de ajuste mo-
noexponencial de la Ecuacién (4.5), ya que el calculo de la eficiencia de FRET (Ergrgr) se basa
en los tiempos de vida del D (7p) y del D en presencia del A (tp4), como se describe en la
Ecuacion (1.3). Estos resultados se presentan detalladamente en la Tabla(4.7).

Este andlisis demuestra claramente que Tp4 < Tp en todas las proporciones molares
de las peliculas estudiadas. Dado que no se detecta PL del RB, la reduccién del tiempo de
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decaimiento confirma de manera contundente que este fenémeno es resultado del proceso
de FRET entre PFNL y RB.

TABLA 4.7: Tiempos de vida de peliculas de PENL:RB.
Aexe = 405 nm, Ay,p = 550 nm

Etiqueta Prcli}/;(c))f;;on T (ns) | Tpa (ns) r? E(F é}ST
Film PENL 50 M 264 0.9969
Film PFNL:RB 1 1:0.01 2.15 0.9952 18.41
Film PFNL:RB 2 1:0.1 2.58 0.9956 2.04
Film PFNL:RB 3 1:0.2 2.42 0.9903 8.11

4.6. Transferencia de energia de PFNL:RB:PS en pelicula

El tiempo de decaimiento de las peliculas Film PFNL:RB:PS y Film PFNL:PS, se mues-
tra en la Figura 4.10. Estas fueron excitadas a A¢xc = 405 nm y la PL generada se detect6 a
Aget = 550 nm, longitudes de onda en las cuales se excita y detecta mayormente el PENL, de
acuerdo con la Figura 3.7 a). La disminucién en los tiempos de decaimiento de la pelicula
Film PFNL:RB:PS se debe a que la distancia entre el PFNL y el RB esté en el orden de Ry,
lo que facilita una interaccién Dipolo-Dipolo entre estas moléculas, dando lugar a que exis-
te FRET entre estas moléculas. Esto sugiere que ocurre FRET entre ellas, resultando en una
disminucién de la emisién del PFNL. Los tiempos de decaimiento de Film RB:PS y Film PS
no se muestran en este andlisis, ya que su PL es muy dificil de detectar en estado sélido.

Tiempos de Decatmiento de PENL: BB PS en Pelicula, A = 405 nm Ay = 550 nm
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FIGURA 4.10: Tiempos de decaimiento de pelicula de PENL:PS y PFNL:RB:PS,
excitando a 405 nm y detectando a 550 nm



4.7. Transferencia de energia de PFNL:RB en nanoparticulas 55

Dado que estamos ahora en un escenario donde el proceso de FRET puede estar su-
cediendo, y con la finalidad de refinar el anélisis, se utiliza un modelo de ajuste multiex-
ponencial en las curvas de tiempo de decaimiento. Este tipo de ajuste permite describir la
contribucién de cada componente en un proceso complejo. La forma general de un ajuste
multiexponencial se muestra en la Ecuacién (4.11).

n
Ity =Y Ajet/m (4.11)
i=1

Donde I(t) es la intensidad en funcién del tiempo, A; es la amplitud o contribucién de la
componente i, T; es el tiempo de vida de la componente i y, n es el nimero de componentes
exponenciales.

Se determina el tiempo de vida medio de las peliculas Film PFNL:RB:PS y Film PENL:PS,
utilizando la Ecuacién (4.12).

S A1t + A
m — Al + A2 7

donde 71 y 71 se refieren a las constantes de tiempo rdpida y lenta, respectivamente,
mientras que A; y A son las constantes de amplitud [38].

(4.12)

El espectrofluorémetro FS5 es capaz de realizar este ajuste multiexponencial y calcular
todas las constantes de la Ecuacion (4.12), y el valor de x? (la suma de los cuadrados de
los errores), que deberia ser lo més cercano posible a 1. Los resultados de estos calculos se
presentan de manera detallada en la Tabla 4.8, incluyendo el cdlculo de Errgr en la pelicula
Film PFNL:RB:PS, el cual se determina a partir de la Ecuacién (1.3).

TABLA 4.8: Tiempos de vida de peliculas de PENL:RB:PS.
Aexe = 405 nm, Ay,; = 550 nm

. T Tiipa 2 ErRrer
Etiqueta T1 (ns) Aq T (ns) Ay (ns) (n3) X (%)
Film PFNL:PS 3.06 | 44234 | 5.07 | 53230 | 4.13 1.13
Film PFNL:RB:PS | 211 | 42859 | 4.47 | 534.22 3.34 1.05 | 19.29

En este andlisis se observa que el tiempo de vida medio del PFNL en presencia del RB
(Tinp,) €s menor que el tiempo de vida medio del PENL por si solo (T,,). Dado que se cumple
la relacién T, < Tup Yy NO se detecta PL proveniente de RB, se confirma que la reduccién
en el tiempo de decaimiento de Film PFNL:RB:PS se debe al proceso FRET. Esto es posi-
ble debido a que estas moléculas se encuentran a una distancia intermolecular cercana a la
distancia de Forster (Rp), lo que favorece la transferencia de energia a través del proceso
FRET.

4.7. Transferencia de energia de PFNL:RB en nanoparticulas

Los espectros de emisién de las NPs PFNL:RB 1 y NPs PFNL:RB 2 presentados en la
Figura 3.21 y analizados en el capitulo anterior, sugieren que el proceso de FRET también
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tiene lugar cuando las moléculas se encuentran en forma de NPs. Ademads, tanto el espectro
de absorcién, mostrado en la Figura 3.22, como el de emisién, varian segtin el método de
fabricaciéon empleado.

De acuerdo con las Figuras 3.21 y 3.22, los tiempos de decaimiento de estas NPs se obtu-
vieron mediante excitacion a Aex, = 405 nm y deteccion a Ayy = 535 nm. Estos pardmetros
permiten excitar predominantemente los estados electrénicos del PENL y detectar de mane-
ra casi exclusiva su PL.

Este experimento muestra una disminucién del tiempo de decaimiento de los estados
excitados del PENL, resultado de TE hacia el RB. Esto se debe a que la distancia entre ambas
moléculas es lo suficientemente pequefia como para permitir la interaccién dipolo-dipolo,
lo que provoca una reduccion significativa en la PL del PFNL. Ademas, se observa que el
comportamiento de ambas NPs es muy similar, independientemente del método de prepa-
racion empleado.

Con el software del espectrofluorémetro FS5, se aplicé un modelo de ajuste multiexpo-
nencial a las curvas de tiempo de decaimiento de estas NPs, utilizando la Ecuacién (4.11).
Notese que, a diferencia de los estudios sobre la vida media de los estados excitados reali-
zados en disoluciones y en pelicula, ahora los tiempos no son monoexponenciales. La nece-
sidad de realizar un ajuste a los datos con mds de un término exponencial de decaimiento
es incluso evidente en la escala logaritmica de la Figura 4.11.

A partir de este ajuste, se determiné el tiempo de vida medio para cada una de las NPs
mediante la Ecuacién (4.12). Los resultados obtenidos se presentan detalladamente en la Ta-
bla 4.9 asi como la eficiencia de FRET.

En estos resultados se observa 7,,,, < T, lo que indica que el proceso FRET es alta-
mente eficiente. Segtn lo reportado en la literatura, cuando Errgr = 50 %, la distancia entre
donador y aceptor (R) es igual a la distancia de Forster (Ro) [11, 12]. En este caso, las NPs
PFNL:RB 1 y NPs PENL:RB 2 presentan eficiencias de FRET 74.45 % y 75.20 %, respectiva-
mente. Por lo tanto, se deduce que la distancia R entre PFNL y RB es incluso menor que Ro.

TABLA 4.9: Tiempos de vida de nanoparticulas de PENL:RB.
Aexe = 405 nm, Ay,; = 535 nm

. T () Tinp Tiipa > | EFReT
Etiqueta (ns) A ms) | s | me) | X (%)
NPsPENL | 338 | 613248 | 6.00 | 451695 | 449 115
NPs PENL:RB1 | 1.05 | 10273.14 | 558 | 21754 114 | 1666 | 7445
NPs PENL:RB2 | 101 | 1117813 | 471 | 32327 114 | 142 | 7520

Posteriormente, se realiza otro andlisis de los tiempos de decaimiento con las mismas
NPs, manteniendo la longitud de onda de excitacién en A,y = 405 nm. En esta ocasién, se
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detectan los estados excitados a A4,; = 577 nm, donde la PL tanto de PFNL como de RB es
claramente apreciable, como se muestra en la Figura 3.21.
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FIGURA 4.11: Tiempos de decaimiento de nanoparticulas de PFNL y
PFNL:RB, excitando a 405 nm y detectando a 535 nm.

Los resultados de este experimento se muestran en la Figura 4.12, donde se observa el
mismo comportamiento cuando los tiempos de decaimiento se detectan a 535 nm. En la Ta-
bla 4.6 se confirma nuevamente que Ty, < Ty, Por lo tanto, las NPs PFNL:RB 1 y NPs
PFNL:RB 2 tienen eficiencias de FRET de 80.67 % y 77.05 %, respectivamente. Esto indica
que la mayor parte de la energia de los estados excitados del PENL se transfiere directamen-
te por FRET debido a la interaccién dipolo-dipolo entre PENL y RB. Este resultado confirma
una vez mads que la distancia intermolecular entre las moléculas en forma de NPs es menor
que la distancia de Forster, es decir R < Ry.

En este caso no se encuentra un modelo de ajuste multiexponencial que describa ade-
cuadamente la curva del tiempo de decaimiento de las NPs RB, por lo tanto es imposible
determinar su tiempo de vida media. Esto se debe a que el equipo no resuelve temporal-
mente el decaimiento de PL del RB, de ahi que la curva respectiva a RB en la Figura 4.12
corresponda basicamente a la funcién de respuesta al impulso del equipo.
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FIGURA 4.12: Tiempos de decaimiento de nanoparticulas de PENL, RB y
PFNL:RB, excitando a 405 nm y detectando a 577 nm.

TABLA 4.10: Tiempos de vida de nanoparticulas de PENL:RB.
Aexe = 405 nm, Ay,y = 577 nm

. () T Tiipa > | ErRrer
Etiqueta T (ns) Aq (n5) Aj (ns) (n3) X (%)
NPs PFNL 4.23 8 667.46 6.83 2321.46 4.78 1.48
NPs PFNL:RB 1 0.85 10 780.47 3.65 270.02 0.92 1.39 | 80.67
NPs PFNL:RB 2 0.97 9 502.40 4.17 371.97 1.09 1.30 | 77.05

4.8. Microscopia electronica de barrido

Los nanomateriales son aquellos que presentan tamafios inferiores a un micrémetro (1
um), por lo menos en una de sus dimensiones. En este contexto, las NPs se definen como
particulas con un tamafio que se encuentra en el rango de 1 — 100 nm. Este tamafio reducido
confiere a las nanoparticulas propiedades fisicas y quimicas distintas a las de sus versiones
a mayor escala.

Para caracterizar las dimensiones y la morfologia de las NPs estudiadas previamente, se
emplea un microscopio electrénico de barrido (SEM). Las micrografias obtenidas con esta
técnica se muestran en la Figura 4.13.

Las NPs PFNL (Figura 4.13 a)) presentan una morfologia irregular, con un tamafo que
varia entre 100 y 150 nm, lo que indica cierta variabilidad en su tamafio. Las NPs PENL:RB
1 (Figura 4.13 b)) tienen un tamafio minimo observado de 96.9 nm y adoptan una forma casi
circular, probablemente debido a la regioén hidrofébica del polimero. Las NPs PFNL:RB 2
(Figura 4.13 c)) tienen un tamafo inferior a 100 nm y mantienen una forma circular, aunque
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FIGURA 4.13: Nanoparticulas vistas a través de un microscopio electrénico
de barrido: a) NPs PENL; b) NPs PENL:RB 1; ¢) NPs PENL:RB 2 y; d) NPs
PFNL:RB 3.

presentan algunas irregularidades en su morfologia. Las NPs PFNL:RB 3 (Figura 4.13 d))
tienen la mayoria de sus particulas con un tamafio inferior a 100 nm, pero su morfologia es
bastante irregular.

En general, se observa que las particulas fabricadas varian en tamafo y morfologia, pero
en su mayoria tienen tamafios del orden de 100 nm. La forma y las irregularidades en su
morfologia dependen de las composiciones y métodos de preparacién utilizados.

4.9. Microscopia optica

El tamafio de las particulas es crucial para la internalizacién celular, ya que las NPs con
tamafios inferiores a 100 nm tienen mayor probabilidad de ser internalizadas eficientemente.

Las células de neuroblastoma humano son un modelo ampliamente utilizado para estu-
diar procesos neurobiolégicos, enfermedades neurodegenerativas y mecanismos de trans-
porte intracelular.

Las NPs PFNL:RB 1, NPs PFNL y NPs RB se presentan como excelentes candidatas pa-
ra la internalizacién en células de neuroblastoma SH-SY5Y. Ademads, la Tabla 4.10 evidencia
que las NPs PFNL:RB 1 exhiben un proceso de FRET altamente eficiente del 80.67 %, lo que
indica proximidad molecular inferior a Ry entre PFNL y RB.
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El analisis de colocalizacién de las NPs se realiza mediante imdgenes de fluorescencia
obtenidas con técnicas de microscopia de fluorescencia o confocal. Estas herramientas per-
miten identificar la region celular donde se internalizaron las NPs de PFNL:RB. Para cap-
turar las micrografias del cultivo celular SH-SY5Y, se utilizé un microscopio multifoténico
modelo LSM710, optimizado para obtener imdgenes de alta resolucion.

4.9.1. Microscopia de fluorescencia

El microscopio multifoténico fue configurado para detectar la fluorescencia caracterfs-
tica de cada una de estas moléculas través de diferentes canales de deteccidn, los cuales se
muestra en la Figura 4.14, y se describen a continuacién:

= Chj: En este canal se utiliza un l4ser de helio-neén (HeNe) que emite luz a una lon-
gitud de onda de A¢;, = 543 nm con una Potencia de 1 mW, de la cual se empleo
unicamente el 3.5 %. Para la deteccién de fluorescencia se utilizé el Detector 635 con
una Ganancia de 800, cuya sensibilidad abarca un rango de deteccién entre 592 nm y
679 nm, como se muestra en la Figura 4.14 a). Para separar la luz de excitacién de la
sefial de emision, se emple6 un divisor de haz dicroico MBS 488/543 (Main Dichroic
Beam Splitter). Estos pardmetros estdn disefiados para excitar especificamente el RB y;,
en consecuencia, detectar su fluorescencia con alta precision.

= Chy: En este canal se utiliz6 una linea del laser de Argén que emite luz con una lon-
gitud de onda de A, = 458 nm con una Potencia de 35 mW, de la cual se empleo
Unicamente unicamente el 13 %. La fluorescencia fue detectada en el rango de 504 nm
y 533 nm mediante del Detector 519, configurado con una Ganancia de 1 200. E1 MBS
458 fue utilizado para separar la longitud de onda de la excitacién. Estos pardmetros
permiten excitar marginalmente al RB y predominantemente al PFNL, mientras que
la fluorescencia detectada corresponde unicamente al PENL, como se muestra en la
Figura 4.14 b).

= Chj: Este canal utiliz6 un diodo ldser que emite luz con una longitud de onda de
Ach; = 405 nm con una Potencia de 30 mW, de la se empleo unicamente el 4 %. La
la fluorescencia fue registrada mediante el Detector 423, un tubo fotomultiplicador
(PTM), configurado con una Ganancia de 980, capaz de detectar sefiales en el rango
de 410 nm y 436 nm, como se muestra en la Figura 4.14 c). Para aislar cualquier sefial
Optica igual o menor a 405 nm, se utilizo el MBS -405 se utiliz6. Esta configuracion
excita principalmente tanto al DAPI, al PFENL y, en menor medida, al RB, pero solo
detecta la fluorescencia emitida el DAPIL.

Previamente, una muestra del cultivo celular SH-SY5Y, denominada DAPI - NPs PFNL:RB
1, fue tefiida con una disolucién de DAPI, para identificar el nticleo de las células, y con las
NPs PFNL:RB 1. Las micrografias de fluorescencia de esta muestra fueron obtenidas utili-
zando los pardmetros especificos de los canales Chy, Ch, y Chj descritos previamente, y se
presentan en la Figura 4.15.

La Figura 4.15 a) presenta la micrografia obtenida de la muestra DAPI - NPs PFNL:RB
1 bajo los pardmetros de deteccion del canal Chy (592 — 679 nm). A partir de los espectros
de absorcién y emisor ilustrados en la Figura 4.14 a), y que la muestra fue excitada con una
longitud de onda de Ay, = 543 nm, se concluye que la fluorescencia detectada corresponde
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FIGURA 4.14: Rangos de deteccién de fluorescencia con excitacién lineal:
a) Chy: Excitacién Acy,, = 543 nm Deteccién 592 nm - 679 nm,
b) Chy: Excitacién Ay, = 458 nm Deteccién 504 nm - 533 nm y,
c) Chj: Excitacion Acy,, = 405 nm Deteccion 410 nm - 436 nm.
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FIGURA 4.15: Micrografias de fluorescencia de la linea celular SH-SY5Y tra-
tada con tincién (denominada DAPI - NPs PFNL:RB 1) y excitacién lineal: a)
Ch1, b) Chz Yy C) Ch3.

exclusivamente al RB. En esta micrografia también se observa que la molécula RB se en-
cuentra distribuida en todo el citoplasma de las células. Ademds, destaca en la estructura
nuclear, ya que el RB tiene afinidad por el ADN presente en el nicleo celular [39], lo que
explica su mayor concentracién en esta region.

La micrografia de la muestra DAPI - NPs PFNL:RB 1 se obtuvo utilizando los parame-
tros especificos el canal Chy, con una longitud de onda de excitacién de Acj, = 458 nm, y
un rango de deteccion de 410 — 436 nm. Segtn lo indicado en la Figura 4.14 b), esta configu-
raciéon permite excitar eficientemente al PENL y detectar exclusivamente su fluorescencia,
como se muestra en la Figura 4.15 b). La fluorescencia observada sugiere que el PFNL se
encuentra localizado en el citoplasma celular, aunque presenta una mayor concentraciéon en
la regién nuclear.
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Cuando la muestra DAPI - NPs PFNL:RB 1 es excitada con una longitud de onda de
Ach, = 405 nm, se logra excitar simultdneamente al DAPI, al PFNL y al RB, como se ilustra
en la Figura 4.14 ¢). No obstante, con el rango de deteccién del canal Chj (410 — 436 nm), se
observa exclusivamente la fluorescencia emitida del DAPI, tal como se aprecia en la Figu-
ra 4.15 c). Esta micrografia confirma que el DAPI se ha localizado en la regiéon nuclear, como
era de esperarse, dado su alta afinidad por los acidos nucleicos.

Para determinar en qué region celular se internalizaron las tres moléculas utilizadas para
tefiir la muestra DAPI - NPs PFNL:RB 1, se gener6 un Merge, que en este contexto corres-
ponde a la superposicién de las imdgenes obtenidas en los distintos canales de deteccién.
Este enfoque permite visualizar simultdneamente la distribucién de cada molécula dentro
de la célula. El resultado de esta combinacion se presenta en la Figura 4.16, facilitando el
analisis de su colocalizacion y posibles interacciones.

La Figura 4.16 a) presenta la superposicion de las imégenes obtenidas en los canales Chy
y Chy. En este Merge se observa que las NPs PENL:RB 1 estan colocalizadas en el citoplas-
ma, con una mayor concentracion en la region nuclear. Estos resultados sugieren de manera
contundente que ambas moléculas podrian estar proximas unas de otras, ya sea ambas en
una misma NP o bien en NPs hechas de una y otra molécula. Esta proximidad intermolecu-
lar es lo que podria desencadenar el proceso de FRET.

Las superposicién de los canales Chy y Chz permite visualizar que las NPs de RB y el
DAPI tienen una colocalizacién especifica en la region nuclear de la célula, como se ilustra
en la Figura 4.16 b). Por otro lado, la Figura 4.16 ¢) presenta el Merge de los canales Ch; y
Ch;3, donde se observa que las NPs de PFNL y el DAPI también colocalizan en el drea del
nucleo celular. Este hallazgo sugiere la hipétesis de que el PENL también tiene afinidad por
los 4cidos nucleicos, lo que explicarfa su acumulacién en esta region.

4.9.2. Microscopia de excitacién multifoténica

Para el andlisis de 6ptica no lineal (NLO) se utiliza un laser de titanio-zafiro (Ti:Sa), co-
nocido comercialmente como Chameleon, del fabricante Coherent. Este dispositivo genera luz
laser pulsada con una longitud de onda sintonizable en el rango de 680 a 1064 nm. Su longi-
tud de onda central es de 800 nm, con una alta Potencia de salida de 3 w, un ancho de pulso
de 140 fs y una frecuencia de repeticién de 80 MHz. La luz pulsada del Chameleon se utiliza
para este estudio de microscopia de excitacién multifoténica en las muestras biolégicas.

En este caso, la longitud de onda del Chameleon se ajusta a Aexc = 800 nm para excitar
a la muestra DAPI - NPs PFNL:RB 1. Cuando la muestra es irradiada con la luz pulsada
de alta energia del Chameleon, las moléculas son excitadas con fotones de 800 nm a altas in-
tensidades pico, lo que permite la excitacién multifoténica. En este proceso, las moléculas
PFNL y RB experimentan absorcion por dos fotones (TPA), gracias a su seccién transversal
de absorcién de dos fotones (orpa) de 1200 GM y 10 GM, respectivamente.
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FIGURA 4.16: Colocalizacion molecular en DAPI - NPs PFNL:RB 1, con exci-
tacién lineal: a) Ch1-Ch2, b) Ch1-Ch3, C) Chz-Ch3 Y d) Ch1-Ch2-Ch3.

Es importante destacar que no se ha observado fluorescencia del DAPI a esta longitud
de onda de excitacién. Segiin lo reportado en la literatura, la molécula no absorbe los foto-
nes en este rango, como se demuestra en el espectro de absorcién del DAPI presentado en
la Figura 4.14.

Los canales Chy NL, Ch, NL, y Chz NL estan configurados para detectar la fluorescen-
cia de la muestra DAPI - NPs PFNL:RB 1 inducida mediante excitacién multifoténica con
Aexe = 800 nm. Para ello, los tres canales emplean el divisor de haz dicroico MBS 760 +, que
elimina de los canales de deteccién la excitacién en el rango de NIR para longitudes de onda
superiores a 760 nm.

A continuacion, se detalla la configuracién de los pardmetros utilizados en cada uno de
los canales de deteccién; como se observa, salvo la excitacién que en este caso es no lineal a
800 nm, la deteccion es la misma que la utilizada para el caso de excitacion lineal:

s Ch; NL: En este canal se utiliza tinicamente el 1.20 % de la Potencia del laser Chame-
leon. El rango de deteccion del Detector 635 (592 — 679 nm), mostrado en la Figura 4.14
a), esta configurado con una Ganancia de 830. Esto permite observar principalmente
la fluorescencia de RB, aunque también se detecta una contribucién de PFNL.

= Ch; NL: Para este canal se emplea el 3 % de la Potencia de emisién del Chameleon. El
Detector 519 (504 — 533 nm) es utilizado para detectar la fluorescencia casi exclusiva
del PFNL, como se observa en la regién espectral de la Figura 4.14 b). La Ganancia del
detector esta ajustada a 1 200.
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m Ch; NL: En este canal también se utiliza el 3% de la Potencia del laser Chameleon.
Para confirmar la ausencia de la fluorescencia del DAPI bajo la excitacion con A,y =
800 nm, se utiliza el Detector 423 (410 — 436 nm), el cual tiene un rango de detecciéon
ilustrado en la Figura 4.14 c), con una Ganancia configurada en 980.

Las Figuras 4.17 a), b) y ¢) muestran las micrografias de fluorescencia obtenidas de la
muestra DAPI - NPs PFNL:RB 1 a través de los tres canales de deteccién.

La fluorescencia mostrada en la Figura 4.17 a) corresponde tanto a RB como a PFNL,
iluminando toda la regién del citoplasma. En contraste, la Figura 4.17 b) presenta fluores-
cencia casi exclusiva de PFNL, lo que revela que esta molécula se localiza principalmente en
la regién nuclear de la célula. La Figura 4.17 ¢) correspondiente a la deteccién del canal Ch;
NL confirma que el DAPI no emite fluorescencia bajo excitacién con una longitud de onda
de 800 nm.

Chy NL Ch, NL
Agye = BOO nm Agye = BOOnm

‘exc ‘exc

Age:592—679nm A40:504—533 nm

DAPI no emite fluorescencia.

Chs NL
Agye = BOO M

‘exc

Agor:410— 436 nm ChyNL — Ch, NL

FIGURA 4.17: Micrograffas de excitacion multifoténica de DAPI - NPs
PFNL:RB 1, con Excitacién no lineal: a) Ch; NL, b) Cha NL, c) Chz NLy,
d) Colocalizaciéon de Ch;-Ch, NL.

Por otro lado, la Figura 4.17 d) muestra el Merge entre los canales Ch; NL y Ch; NL. En
esta imagen se observa la colocalizacién de las moléculas RB y PENL en el ntcleo celular.
Debe recordarse que las moléculas pueden estar contenidas en NPs de PFNL:RB o bien que
las moléculas de manera independiente estén contenidas en NPs de PENL y RB, respectiva-
mente.
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Este resultado sugiere de manera contundente que el PFNL presenta afinidad por los
acidos nucleicos, destacando su interaccidon preferencial en esta regién. Con estos resultados
se confirma que las NPs PFNL:RB 1 son capaces de tefiir los neuroblastomas sin dafiar la
membrana celular obteniendo asi NPs como colorantes funcionales.

4.9.3. Imagenes espectrales

La adquisicién de datos espectrales se hace necesaria cuando las sefiales de emisién su-
perpuestas de muestras con mdltiples colorantes tienen que separarse, o cuando el parame-
tro celular que se va a medir estd codificado por cambios en el espectro de emisién, como lo
es en el proceso de FRET.

El microscopio multifoténico cuenta con un un sistema para la adquisicién rdpida de
imagenes de alta resolucion espectral. El hardware que permite esta funcionalidad consta
de un elemento espectralmente dispersivo, un fotomultiplicador (PMT) con 32 canales de
deteccion paralelos (META Detector) y circuitos electrénicos especiales para el control del
detector y la amplificacion de la sefial.

Mientras que las trayectorias del haz para la deteccién convencional y META son idén-
ticas en el lado de la excitacion, el haz de emisién para la deteccién espectral, después de
haber pasado por el orificio (pinhole), incide en una rejilla de reflexion. Esta rejilla descompo-
ne el haz en un espectro y lo proyecta sobre la superficie de una matriz lineal de detectores.
Cada uno de los 32 elementos PMT en esa matriz registra una parte diferente del espectro,
con un ancho espectral de 9.7 nm por cada parte. El resultado es un conjunto de imdgenes
XY, donde cada imagen representa una ventana espectral diferente.

El detector espectral de 32 canales (META Detector) permite la separacion espectral pre-
cisa de las sefiales emitidas por cada molécula fluorescente. Esto proporciona un espectro
detallado para cada muestra, permitiendo observar la localizacién celular de las NPs y la
evaluacion de posibles interacciones entre las moléculas.

El META Detector se utiliza para analizar los espectros de emisién de tres muestras del
cultivo celular SH-SY5Y, tefiidas previamente con nanoparticulas especificas: NPs PFNL,
NPs RB, NPs PFNL:RB 1. Para facilitar la identificacién del nticleo celular, las muestras
también fueron tefiidas con DAPI, un marcador fluorescente que se une especificamente al
ADN nuclear. Estas muestras se denominan DAPI-NPs PFNL, DAPI-NPs RB, DAPI-NPs
PFNL:RB 1, en las Figuras 4.18 a), b) y ¢), respectivamente.

Estas muestras se excitan utilizando la luz pulsada del laser Chameleon, configurado para
emitir a una longitud de onda de A,y = 800 nm. Ademds, se utiliza el MBS:760 +, para aislar
de manera efectiva la sefial de excitacién. El META Detector permite registrar el espectro de
emision de las muestras en un rango que abarca desde 417 nm hasta 727 nm con un ancho
de paso espectral de 9.7 nm, como se muestran en la Figura 4.18 d).

Es importante destacar que los colores representados en estas imédgenes espectrales son
tnicamente ilustrativos y han sido seleccionados para reflejar las tonalidades que el ojo hu-
mano asocia con las longitudes de onda correspondientes. Estos colores no corresponden
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necesariamente a las emisiones reales percibidas por los detectores, sino que buscan facilitar
la interpretacion visual de los datos espectrales.

La Figura4.17 c), confirma la ausencia de la emisién de fluorescencia del DAPI al ser
excitado con 800 nm, lo que garantiza que las sefiales detectadas por el META Detector pro-
vienen exclusivamente de la fluorescencia emitida por las NPs RB y NPs PFNL, tal como se
muestra en la Figura 4.18 d).

El espectro de emisién de la muestra DAPI - NPs PENL:RB 1 se presenta en la Figu-
ra 4.18, donde se observa una regién en la que hay disminucién en la intensidad de emision,
particularmente alrededor de 550 nm. Segun la Figura 3.22, esta longitud de onda corres-
ponde a la regién de méxima absorcion de las NPs RB. Ademas, este espectro de emision de
la muestra biolégica DAPI - NPs PENL:RB 1 es similar al reportado para las NPs PENL:RB
1 individuales, como se muestra en la Figura 3.21.

Agye = 800 M Agze = 800 Agre = 800 nM

‘exc

DAPI—NPs PFNL:RB 1 DAPI - NPs PFNL DAPI- NPsRB

Espectros de Emision de N Ps I'nternalizadas en Células de Neuroblastoma con Excitacion No Lineal

— AP - NPs PFNL: RBE 1
— DAPI - NPs PFNL
— DAPI - NPs RB

400 450 500 550 600 650 700
Longitud de onda (nm)

FIGURA 4.18: Imégenes espectrales con excitaciéon no lineal: a) DAPI - NPs
PFNL:RB 1.

Estos hallazgos sugieren de manera contundente que, una vez colocalizadas en la célu-
la, las NPs RB y NPs PFNL alcanzan una proximidad igual o inferior a Ry, lo que permite
la interaccién dipolo-dipolo caracteristica de un proceso FRET. Este fendmeno confirma la
capacidad de interaccion entre las nanoparticulas en el entorno intracelular.
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El analisis espectral detallado permite caracterizar las propiedades 6pticas y la interac-
cion de las NPs RB y NPs PFNL, proporcionando datos clave para su aplicacién en estudios
celulares avanzados como destruccion de celulas, eliminacién de bacterias, tratamientos der-
matolégicos, medicina veterinaria, entre otros. Las propiedades fluorescentes y espectrales
de estas nanoparticulas posicionan a las NPs RB y NPs PFNL como potentes fotosensibi-
lizadores (PS) para su uso en terapias fotodindmicas (PDT) en un amplio rango espectral,
abarcando tanto el espectro visible como el infrarrojo cercano.
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Conclusiones

En conclusién, el estudio de este trabajo fue exitoso en demostrar el uso del polimero
PFNL como donador de energia en procesos de transferencia de energia radiativa (TE) y
no radiativa (FRET) hacia el fotosensibilizador RB, explorando asi aplicaciones para PDT y
estudios de biofoténica.

Entre las propiedades 6pticas que distinguen al PFNL como un donador de energia efec-
tivo destacan su alto rendimiento cuantico de fluorescencia en THF (®r = 0.95), y como
nanoparticula (Pr ~ 1), asi como su amplia seccién transversal de dos fotones (orps = 1
200 GM) cuando es excitado a 800 nm. Estas caracteristicas fueron determinantes para los
excelentes resultados experimentales obtenidos en esta tesis de maestria, lo cual permite
plantear las siguientes conclusiones:

Generacién de especies reactivas de oxigeno (ROS):

1) El estudio demostré que el uso de nanoparticulas del PFNL como donador molecular,
en combinacién con el RB como aceptor, facilita el proceso de FRET, lo que resulta en
la generacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) bajo condiciones de excitacion
lineal como no lineal, utilizando longitudes de onda de 402 nm y 800 nm respectiva-
mente.

2) La eficiencia de generaciéon de ROS del sistema molecular PENL:RB permite ser pro-
puesto como un potencial PS en aplicaciones de PDT para el tratamiento de tejidos
cancerosos.

3) El sistema molecular PENL:RB a través de la excitacion en la ventana de interés bio-
médico (NIR) ofrece una mayor profundidad de PO en tejido celular.

Transferencia de energia:

1) Se verificé que la TE entre PENL y RB ocurre tanto de manera radiativa como no ra-
diativa, lo cual depende de las condiciones experimentales, como el tipo de excitacion
(lineal o no lineal) y el estado fisico (disolucién, pelicula o nanoparticulas).

2) En disolucién con excitacion lineal, la eficiencia de TE radiativa PFNL y RB alcanz6 el
74.06 %, mientras que bajo excitacién no lineal llegé al 89.83 %.

3) En peliculas y nanoparticulas, la eficiencia del proceso FRET vari6é notablemente, sien-
do mayor en las NPs (75 %) en comparacién con las peliculas (19 %).
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Microscopia éptica:

1Y)

Los resultados sugieren que las NPs PENL como donador y las NPs RB como aceptor
se pueden optimizar al reducir la distancia intermolecular entre D y A, asi como eva-
luar su interaccién en cultivos celulares para PDT, como se demostré en las pruebas
de internalizacién celular en lineas de neuroblastoma (SH-SY5Y).

La internalizacién de las NPs es comprobada por medio de microscopia de fluorescen-
cia.

Las NPs (internadas en las células) pueden ser excitadas en la ventana de interés bio-
16gico (700 — 900 nm), permitiendo una mayor PO en tejidos.

Las propiedades 6pticas, fluorescentes y espectrales de las NPs PFNL:RB las posicio-
nan como candidatas altamente eficaces para su aplicaciéon como fotosensibilizadores
(PS) en terapias fotodindmicas (PDT), especialmente en el tratamiento de células ma-
lignas que requieren excitacién profunda y especifica.

Finalmente, este trabajo aporta un enfoque innovador para la activaciéon de PS a través de
un polimero fluorescente no lineal, abriendo nuevas posibilidades en la terapia fotodindmica
con mayor penetraciéon 6ptica, apoyada en técnicas avanzadas como la microscopia confocal.
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