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vi. Resumen

En el presente trabajo se realizé la sintesis de nanocompositos magnéticos,
luminiscentes y biocompatibles a base de magnetita (FesOa4) recubierta con
dioxido de silicio (SiO2), puntos cuanticos de teluro de cadmio (CdTeQDs) y
quitosano (Chitosan) mediante métodos quimicos. Su posterior
caracterizacion por Microscopia Electronica de Barrido y de Transmision
(SEM y TEM) permitieron determinar su morfologia y tamafio aproximado.
Se caracterizd por difraccion de rayos X (XRD) para corroborar las
estructuras cristalinas en cada fase y encontrar el tamafio del nanocristalito
tanto de FesO4 como de los CdTeQDs. Se determinaron sus propiedades
Opticas mediante espectroscopia ultravioleta-visible (UV-vis) y de

fluorescencia, encontrando los picos de maxima absorbancia y de emision.

Finalmente, se llevaron a cabo pruebas de viabilidad por ensayo MTT en
células de cancer de colon (Caco-2) y se concluye que el nanocomposito
presenta buena biocompatibilidad a una concentracion de 1 mg/mL en una
dosis maxima de 10 L, alta respuesta magnética en presencia de un campo
magnético externo y fluorescencia, demostrando su potencial aplicacién en

nanobiotecnologia.
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| Introduccion

1.1 Antecedentes y justificacion

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), dentro de las 10
principales causas de muerte en el afio 2019, el 74% de las muertes en el
mundo ocurrieron por enfermedades no transmisibles y los casos contindian
en aumento. De este grupo se destacan la cardiopatia isquémica, el cancer,
el Alzheimer y varios tipos de demencias. Estas dos Ultimas son de las mas
preocupantes por el continuo aumento de casos desde el afio 2000 y debido
a laimportancia de contar con un protocolo de diagnéstico temprano y eficaz
para la aplicacibn de un posible tratamiento o evitar progreso de la

enfermedad en el caso de las demencias.

En la Figura I-1 se muestran las principales causas de muerte entre el afio
2000y 2019 (antes de la pandemia provocada por el SARS-COV 2) dividido
entre enfermedades transmisibles y no transmisibles, asimismo, se hace

una comparativa entre el nUmero de muertes durante los afios mencionados

[1] .
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Causas principales de defuncion en el mundo

() 2000 @ 2019

1. Cardiopatia isquémica

O
O

2. Accidente cerebrovascular

)
O—@
3. Enfermedad pulmonar obstructiva crénica

O®

4. Infecciones de las vias respiratorias inferiores

O

5. Afecciones neonatales

@ O

6. Cancer de traquea, bronquios y pulmén

—0O@

7. Enfermedad de Alzheimer y otras demencias

e

8. Enfermedades diarreicas

L O

9. Diabetes mellitus

—0-e

10. Nefropatias

e
0 2 4 6 8 10

Numero de defunciones (en millones)

® No transmisibles @ Transmisibles

Figura I-1: Principales causas de muerte en el mundo mostrando una tendencia en aumento de
enfermedades no transmisibles [1]

14



El diagnéstico preciso de estas enfermedades contribuye en gran medida al
incremento en los indices de supervivenciay se ha demostrado que, gracias
a la nanotecnologia, materiales como nanoparticulas de oro recubiertas por
antibiéticos, pueden ser utilizadas para detectar células cancerigenas

especificas [2].

En los Ultimos afios, las nanoparticulas de magnetita (FesOs4) se han
estudiado en profundidad sobre otras nanoparticulas magnéticas, debido a
gue tienen una prometedora aplicacion como agente de diagnostico y
tratamiento de enfermedades gracias a sus propiedades magnéticas y
buena biocompatibilidad. Esto ya se ha comprobado al ser utilizadas en la
obtencién imagenes por resonancia magnética como agente de contraste.
Sin embargo, la falta de eficiencia del material como posible tratamiento, la
necesidad de ser funcionalizado, el poder observar y focalizarse en ciertas
zonas especificas, son unos de los principales problemas para ser
considerados un método de diagnéstico y tratamiento de diversas

enfermedades como el cancer [3] [4].

Es aqui donde surge este proyecto de investigacion, en el cual se busca
sintetizar un material con las propiedades necesarias que tenga el potencial
de resolver los principales problemas de los materiales que ya se han
estudiado en la actualidad. Debido a que, una vez que se logre sintetizar
dicho material, se podra utilizar como material activo para métodos de
diagnéstico de diversas enfermedades, ser utilizado como método de
transporte de farmacos, agente de contraste e incluso como marcador
bioldgico. Con caracteristicas como la magnetizacién para tener un buen
control de movimiento y ser dirigido hacia una zona especifica. La
luminiscencia que, al ser activada por irradiacion Optica, resalte la zona
donde se encuentre el material adherido. Biocompatibilidad para ser posible
Su uso en pruebas In vitro e In vivo, asegurar su reproducibilidad, asi como

la capacidad para ser biofuncionalizado, lo cual permitira entre otras cosas,
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ser utilizado para estas y multiples aplicaciones en las areas biomédica y

biotecnologia.

Todo esto es posible gracias a la nanotecnologia, especialmente a la

nanobiotecnologia, pero ¢ Qué son estas ramas de la ciencia?

1.2 Nanotecnologia y nanobiotecnologia

Podemos definir la nanotecnologia como el entendimiento, control y
aprovechamiento de las propiedades fisicoquimicas de la materia a escala
nanométrica (1 nm es equivalente a 10° m y 10 A). Estos materiales,
llamados nanomateriales, tienen un mayor numero de &tomos en su
superficie con respecto al volumen del (nano)material, o que los hace mas
reactivos por interacciones superficiales contrario a los materiales a gran
escala, que cuentan con una mayor concentracién de atomos en el volumen
y superficies estables. Esta alta capacidad reactiva ocurre cuando al menos
una de sus dimensiones estd comprendida entre 1 y 100 nm lo que permite
observar Unicos y nuevos fendmenos de los materiales, dando lugar a

novedosas aplicaciones.

Las nanoparticulas son un conjunto de entre 10 y 107 &tomos o moléculas
en escala nanométrica. Sin embargo, podemos hablar de manera mas
general sobre los nanocompositos 0 nanocompuestos, los cuales son
aquellos materiales conformados por dos o mas fases (componentes) y al
menos una es un nanomaterial, es decir, tiene una, dos o sus tres

dimensiones por debajo de los 100 nm [5].

En poco mas de 50 afios, la nanotecnologia ha tenido un crecimiento
exponencial gracias a sus extraordinarias aplicaciones en la ciencia e
industria [6]. Practicas farmacéuticas [7], aplicaciones médicas como los

biosensores para diagnéstico de enfermedades [8], transporte y suministro
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de medicamentos (drug delivery) [9] e incluso en la industria alimenticia [10]
y cosmeética [11] son sectores que tuvieron mejoras considerables gracias a
las nuevas tecnologias desarrolladas por la aparicibn de estos

nanomateriales.

La Figura I-2 muestra los principales nanomateriales que se han estudiado
para algunas de las aplicaciones mencionadas en la seccion 1.1 y que se

han generado gracias al gran avance en la ciencia y la nanotecnologia.

Nanotubos
Nanogeles de carbono

Liposomas \ /  NPs Metalicas

-®

o

[\ V&
_— Dendrimeros

"7 AN
{1\

N \
" K

) NPs basadas en

Puntos

Cuanticos e péptidos
Quitosano

Figura I-2: Ejemplos de nanomateriales inteligentes producto del avance de la nanotecnologia en la
medicina [12]
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1.2.1 Aplicaciones de la nanotecnologia y los nanomateriales

La nanotecnologia y los nanomateriales se encuentran en nuestra vida
cotidiana aun sin darnos cuenta, con membranas poliméricas
semipermeables que funcionan como filtros de agua para retener grandes
cantidades de sal. Liposomas, nanoparticulas de oro y nanomateriales a
base de 6xido de titanio y de zinc para bloqueadores solares. Nanofibras a
base de polimeros en prendas textiles para la absorcién de olores, sudor y
propiedades antibacterianas en prendas deportivas. En el control del
crecimiento de la bacteria E. coli mediante el recubrimiento con TiO2 de
algunos empaques de alimentos, asi como en vidrios inteligentes que se
pueden limpiar solos y otros antirreflejantes que ayudan a conservar la
energia de los aires acondicionados. Estamos rodeados de este tipo de
materiales y se espera que en un futuro sus aplicaciones sean todavia

mayores.

En particular, las aplicaciones en medicina son las mas trascendentes y
prometedoras debido a los tratamientos que se estan desarrollando a base
de nanotecnologia y nanobiotecnologia. El uso de nanoparticulas
magnéticas y nanogeles como transporte de medicamentos, genes, ADN,
proteinas y péptidos entre otros. Nanomateriales para diagndstico y
tratamiento de enfermedades, nanoparticulas basadas en péptidos para
posibles vacunas, terapias contra el cancer, agentes de contraste en
técnicas de imagenologia. Nanoparticulas de 6xido de hierro que han
mostrado la mejora de la respuesta inmune en estudios realizado en
ratones. Puntos cuanticos utilizados como biosensores luminiscentes y un
gran numero de aplicaciones novedosas que pueden conllevar un
extraordinario avance en la medicina moderna [12]. La Figura I-3 muestra
los principales nanomateriales que se han utilizado en aplicaciones médicas

y la funcién que tiene.
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Figura I-3: Nanomateriales mas utilizados en la medicina y su aplicacion [13]

La nanobiotecnologia es la union entre la nanotecnologia y la biotecnologia
[14]. La biotecnologia la podemos entender como el uso de algun
biosistema, (organismo o cualquier derivado de estos) con el fin de obtener
una aplicacion o desarrollo tecnoldgico, principalmente en productos
derivados de recursos biologicos utilizados en distintos sectores como la
agricultura, el sector farmacéutico, maritimo, biomédico, medio ambiental,
etc. A diferencia de la definicion clasica de nanotecnologia, en la
nanobiotecnologia se suele considerar como nanoestructura a aquellas
formada por &tomos o moléculas con al menos una de sus dimensiones por
debajo de los 1000 nm [15]. Si bien la nanobiotecnologia tiene muchas
ramas o vertientes, una de las mas importantes es la Nanomedicina, la cual
se espera sea el futuro de la medicina moderna. El diagrama mostrado en
la Figura I-4 muestra las principales aplicaciones de la nanobiotecnologia y

como estas llegan a la nanomedicina.
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Figura I-4:Diagrama sobre las aplicaciones de la nanobiotecnologia encaminadas a la medicina

1.3 Nanoparticulas magnéticas

Las nanoparticulas magnéticas estan comdnmente compuestas por
metales puros o de 6xidos de metales puros, como el hierro (Fe), cobalto
(Co), niquel (Ni) y algunas tierras raras. Tienen la gran capacidad de ser
manipuladas mediante campos magnéticos externos [16], gracias a esta
caracteristica, han tenido un gran auge debido a sus diversas aplicaciones
entre las cuales se destaca su potencial aplicacion biomédica,
principalmente las nanoparticulas coloidales de oOxido de hierro Fe3Oa4
debido a que pueden prepararse en solventes biocompatibles, su baja
toxicidad, su propiedad superparamagnética como consecuencia de su
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escala nanométrica y pocos efectos secundarios durante diversas terapias
llevadas a cabo con estas [17]. Entre sus principales aplicaciones se
encuentran la hipertermia para el tratamiento contra el cancer [18], técnicas
de imagen por resonancia magnética [19], agentes de terapia fototérmica

[20] y métodos de separacion magnética [21].

1.3.1 Aplicaciones de las nanoparticulas magnéticas en la
nanobiotecnologia

Dentro de las aplicaciones mas investigadas dentro de la biomedicina y la
nanobiotecnologia, tenemos el tratamiento contra el cancer. También se ha
estudiado el uso de nanoparticulas magnéticas para el transporte y
administracion tanto de farmacos como de genes, esto con la intencion de

generar diversas terapias.

En la farmacologia, se presenta un problema a la hora de suministrar
medicamentos, ya que se estima que menos del 10% del medicamento
suministrado llega a las células objetivo. Las nanoparticulas magnéticas se
presentan como buenas candidatas a resolver estos problemas y su estudio
en este campo se ha intensificado debido a que la FDA (Food and Drug
Administration o Administracién de Alimentos y Medicamentos) aprobd
ciertas aplicaciones de nanoparticulas de Oxido de hierro

superparamagnéticas (SPIONS)

En el diagndstico de enfermedades, son utilizadas como agentes de
contraste en las Imagenes por Resonancia Magnética (IMR) ya que se
pueden obtener imagenes no invasivas y con una alta resolucion. Esta una

de las aplicaciones mas comunes en la actualidad.

También se han utilizado en la separacion de células mediante anticuerpos

o proteinas como marcadores. Dando lugar a la mejora de dispositivos que
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se conocen como “lab on a chip” o “laboratorio en un chip” para aplicaciones

biomédicas [22].

La hipertermia es una técnica propuesta y utilizada para el tratamiento
contra el cancer, la cual se basa en el calentamiento por encima de la
temperatura normal de células o tejido cancerigeno mediante la vibracion
de particulas magnéticas al estar expuestas a un campo magnético
alternante (AMF). Se utilizan materiales ferrimagnéticos (FesOa4) ya que se
produce el calentamiento necesario al darse una pérdida de histéresis
durante el ciclo de magnetizacién. En la Figura I-5 se ilustran algunas
representaciones de las aplicaciones mencionadas, separadas por
diagnéstico y tratamiento de enfermedades.

Nanoparticulas
Magnéticas

e

Tratamiento Diagnéstico

l de calor

Figura I-5: Esquema de las principales aplicaciones de las nanoparticulas magnéticas como
métodos de tratamiento y diagnostico de cancer [16]
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1.4 Propiedades de las particulas magnéticas mas utilizadas

Hematita. Dentro de los oxidos de hierro, la fase hematita es la mas
estable, su férmula quimica es a — Fe,05. Es amigable con el medio
ambiente, ademas de ser no toxica y biocompatible. Los métodos de
sintesis son relativamente economicos, ademas de ser resistente a
agentes corrosivos. Presenta una estructura cristalina romboédrica y
propiedades semiconductoras, teniendo un ancho de banda
prohibida (band gap) de 2.1 eV. Su temperatura de Neel es de 960 K
y su temperatura de transicion (Morin) es de alrededor de los 263 K.
Superando esta temperatura, la hematita se comporta como un
compuesto ferromagnético y por debajo de esta temperatura, se
comporta como un material antiferromagnético [23]. Sin embargo, su
comportamiento magnético cambia a superparamagnetismo al

reducir su tamafio por debajo de los 10 nm [24].

Magnetita. Con férmula quimica Fe;0, o Fet?Fe;30, difiere de los
otros 6xidos de hierro por la presencia de estos hierros divalentes y
trivalentes. Tiene una estructura cristalina cubica de espinela
inversa, grupo espacial Fd3m y es biocompatible. Se han reportado
muchos métodos de sintesis tanto quimicos como fisicos donde la
magnetita exhibe ferrimagnetismo. Cuando las nanoparticulas se
llevan a dimensiones inferiores a los 20 nm, se da un cambio de
propiedades magnéticas, presentadndose el superparamagnetismo,
el cual es muy llamativo para los investigadores de todo el mundo

por su nula magnetizacion remanente [23].

Maghemita. Se puede describir quimicamente mediante la formula
y — Fe,05. La maghemita es un semiconductor con ancho de banda

prohibida de 2.0 eV, también cuenta con una estructura cubica

23



compacta y grupo espacial Fd3m (temperatura ambiente) [23].
Presenta ferrimagnetismo, pero se transforma en monodominios
magneéticos cuando sus dimensiones se reducen entre 5y 20 nm. Es
ampliamente utilizada en ferrofluidos, tratamientos de agua,

aplicaciones en energia solar y en biomedicina [25]

1.5 Puntos cuanticos

Los puntos cuanticos (QDs) son nanocristales semiconductores inorganicos
de pocos nanémetros (generalmente entre 2 y 10 nm, es decir, de cientos
a pocos miles de atomos), que presentan un arreglo de atomos similares a
los materiales a gran escala, pero con propiedades comunes a atomos o
moléculas discretas (también se les llama “atomos artificiales”), debido a un
fenomeno llamado confinamiento cuéntico. Este confinamiento ocurre sobre
las tres dimensiones espaciales del par electron-hueco o excitén, por debajo
del radio exciténico de Bohr. Un exciton es generado cuando un electron de
la Banda de Valencia (BV), con energia suficiente, es promovido a la Banda
de Conduccion (BC) generando un hueco en la BV que se atrae

electrostaticamente con el electron.

Este comportamiento de la materia dota a los puntos cuénticos de
propiedades Opticas y eléctricas excepcionales, en particular, de
(foto)luminiscencia. Para comprender el funcionamiento de este fenémeno,
tomemos como referencia la Figura I-6. Aqui se muestra como al excitar un
electron de la BV de un semiconductor mediante radiacion
electromagnética, este puede adquirir la energia suficiente para hacer una
transicion a través de la banda prohibida a la BC (formacién del excitén).
Posteriormente, cuando se da la recombinacion del electrén excitado, este
transita nuevamente a la BV liberando un fotdn con energia igual al ancho

de banda prohibida (band gap) del exciton. Como veremos en la seccion
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4.3, el ancho de banda prohibida depende del tamafio del punto cuantico y

del material del que esté formado [26] [27] [28].
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Figura |-6: Representacion de un exciton en las bandas de conduccién y de valencia de un

semiconductor

Propiedades fisicoquimicas

e Modificaciobn de la emisién de luz mediante ajustes de tamafo.

Debido a la luminiscencia que presentan, se puede variar la longitud
de onda que irradian al cambiar los tamafios del nanocristal como se
mostré en la Figura I-6. Se han reportado emisiones desde el
ultravioleta, hasta el infrarrojo cercano, lo que equivaldria de entre
400 y 4000 nm. Debido a que la energia de emision es inversamente
proporcional a la longitud de onda de la luz emitida, se necesita una
energia de band gap muy grande para emitir longitudes de onda en

el espectro azul y adn mas en el |ultravioleta.

e Modificacion de la emisiéon de la luz mediante la composicion.

Gracias a que, la luz emitida depende del band gap del material
(como se ilustra mas adelante en la Figura IV-3), la longitud de onda

emitida por los QDs se puede ajustar cambiando la composicion
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quimica. Un ejemplo serian los QDs de sulfuro de cadmio (CdS) los
cuales pueden emitir longitudes de onda la regién azul y en el
ultravioleta, mientras que los de seleniuro de cadmio (CdSe) solo

emiten en el espectro visible [28].

1.5.1 Aplicaciones de los puntos cuanticos

En general, los puntos cuanticos se han utilizado en diferentes aplicaciones
desde su aparicion en la década de 1980 [29]. En el sector tecnoldgico, la
fabricacion de pantallas con LEDs a base de puntos cuénticos (QLEDS)
donde se generan los colores directamente y no utilizan filtros para la luz
emitida por la fuente. En la creacién de celdas solares mas eficientes
gracias a su incremento en la eficiencia energética mediante puntos
cuanticos, debido a su ampliamente explorada relacion entre el tamafio y

composicion, con la absorcion que presentan [30].

En el 2019, Ruiz Robles et al [31] sintetizaron un toner que luminesce al ser
irradiado mediante luz ultravioleta, a base de puntos cuanticos de teluro de
cadmio que puede ser utilizado en impresiones de alta seguridad,
dificultando la falsificacion y podemos continuar mencionando un gran
namero de aplicaciones en diversos sectores en los que se puedan

aprovechar sus propiedades Opticas y eléctricas.

En particular, para el propésito del presente trabajo, mencionaremos
algunas de las principales aplicaciones en nanobiotecnologia y biomedicina
de los puntos cuanticos en la Figura I-7.
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Figura I-7: Principales aplicaciones biomédicas de los puntos cuanticos [29]

En el caso de los biomarcadores, se ha reportado la funcionalizacion de
Magnetita con QDs para adherirse a células cancerigenas, para esto, se
utilizaron nanoparticulas de Fe304-DDA-CdTeQDs (DDA=Dodecilamina)
con anticuerpos (Anti-EGFR) para células Molt 4 (células de leucemia) con
el fin de identificarlas y hacer una separacion entre células cancerigenas y
células sanas en un medio liquido. La representacion de este material y las
células marcadas son mostrados en la Figura I-8, resultado del trabajo
reportado por Kale, A. et al (2011) [32].
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Figura I-8: Esquematizacion de nanoparticulas de Fez04-DDA-CdTeQDs funcionalizadas e
identificacion de Células cancerigenas de Leucemia (Molt 4) [32]

1.6 Nanoparticulas multifuncionales

Los nanomateriales muestran propiedades diferentes a los materiales en
bulto, algunas de estas propiedades son de gran interés debido a las
ventajas que presentan. Las nanoparticulas multifuncionales cambian el
comportamiento o las propiedades de los materiales simples, un ejemplo
muy comun es el Silicio que al ser integrado con, por ejemplo, QDs tiene
una multimodalidad para aplicaciones en la formacion de imagenes. En
general estan formadas por dos 0 mas materiales mezclando propiedades

de ambos. En la Figura I-9 se muestra una nanoparticula de Silicio y algunos
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ejemplos de materiales con la cual puede ser funcionalizadas para distintas

aplicaciones, en la medicina, tratamiento de aguas, etc.

Cubiertas
sensibles FEG

Proteinas

NPs
Magnéticas Nanocapas

responsivas

2«—Funcionalizacion
externa

Farmacos
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Figura I-9: Ejemplo de una nanoparticula multifuncional de Silicio con diferentes materiales [33]

El propésito de principal de los materiales multifuncionales en
nanobiotecnologia es combinar dos 0 mas caracteristicas (de las distintas
fases del material) para aumentar enormemente su eficiencia, de esta
manera, se han desarrollado materiales que combinan la conversién de
energia (hipertermia) con el transporte de farmacos, la combinacion entre
materiales de diagnostico (por imagenologia) y tratamiento de
enfermedades (transporte de farmacos), materiales para imagenes de
contraste y generacion de sefiales (resonancia magnética, tomografias por
rayos X, fluoroscopias) con efectos de actividad catalitica, entre otras [34].
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Il Hipobtesis

Es posible sintetizar nanocompositos magnéticos, luminiscentes y
biocompatibles con potenciales aplicaciones nanobiotecnolégicas a base de
magnetita recubierta con dioxido de silicio, puntos cuanticos de teluro de
cadmio y quitosano (Fe3z04@SiO.@CdTeQDs/Chitosan).

Il Objetivos
3.1 Objetivo General

Sintetizar nanocompositos magnéticos, luminiscentes y biocompatibles
(Fe304@SiO-@CdTeQDs/Chitosan) con  potencial  aplicacion en
nanobiotecnologia.
3.2 Objetivos particulares

e Sintetizar nanoparticulas de magnetita (Fe3Oas) mediante el método

de coprecipitaciéon quimica.

e Recubrir FesO4 con diéxido de silicio (SiO2) con el método sol-gel,
obteniendo Fez04@SiO:2

e Sintetizar con el método one-pot hidrotermal asistido por microondas,

puntos cuanticos de teluro de cadmio (CdTeQDs)
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Funcionalizar FesO4@SiO2 con CdTeQDs utilizando Dodecilamina
(DDA), para obtener nanocompositos magnéticos y luminiscentes de
Fe304@Si02@CdTeQDs

Recubrir  los  nanocompositos con quitosano logrando
nanocompositos de FesO4@SiO2@CdTeQDs/Chitosan.

Caracterizar los nanomateriales mediante SEM, TEM, XRD, UV-vis
y espectrofotometria de Fluorescencia para determinar su morfologia

y propiedades estructurales, cristalinas y opticas.

Realizar pruebas de biocompatibilidad (citotoxicidad por ensayo
MTT) y analizar sus posibles aplicaciones en nanobiotecnologia
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IV Marco teodrico

4.1 Nanoparticulas de Magnetita (Fe3Oa)

4.1.1 Nanoparticulas magnéticas de 6xidos de hierro

Las nanoparticulas magnéticas y en especial de oxidos de hierro son de
gran interés por sus propiedades magnéticas, asi como sus potenciales y
prometedoras aplicaciones. Existen muchos tipos de 6xidos de hierro, sin
embargo, para las aplicaciones méas prometedoras, no todos los 6xidos de
hierro cumplen las propiedades necesarias. En la Figura V-1 se muestran
los 6xidos de hierro mas comunes que son utilizados en diversas

aplicaciones y que se contintan investigando.

Wiistita (FeO)

Maghemita (y — Fe,053)

Hematita (@ — Fe,03)

Magnetita (Fe304)

Figura IV-1: Distincion entre los colores y las formulas quimicas de los 6xidos de hierro méas
utilizados

Las diferentes aplicaciones de los éxidos de hierro dependen del tipo de
magnetismo que exhiben, el tamafio de las particulas, estructura cristalina,

biocompatibilidad en el caso de aplicaciones (nano)biotecnoldgicas entre
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otras propiedades fisicas y quimicas. En la Tabla IV-1 se muestran

propiedades basicas estos de 6xidos de hierro.

Férmula Arreglo del Densidad Clasificaciéon de
Nombre o : _3 Color .
guimica cristal (gecm™) magnetismo
- o Gris — . "
Wistita FeO Cubico 5.99 Antiferromagnético
Negro
Cubico o Rojizo —

Maghemita | y — Fe,0, 4.87 Ferrimagnético

tetragonal Café

o Débilmente
Hematita | a — Fe,0; Romboédrica 5.26 Rojo ferromagnético o

o hexagonal . e
antiferromagnético

Magnetita Fe;0, Cubico 5.18 Negro Ferrimagnético

Tabla IV-1: Propiedades de los principales éxidos de hierro

La magnetita tiene una formula quimica FeO(Fe203) la cual esta compuesta
por Wistita (FeO) y Hematita (Fe203) con una estructura cubica centrada
en las caras (FCC). Presenta un color Negro y es un mineral que puede
encontrase naturalmente. Dentro de sus propiedades fisicas, presenta un
comportamiento ferrimagnético, este comportamiento esta dado por la
alineacion antiparalela de los momentos magnéticos de los atomos de hierro
octaédricos (Fe*?) y tetraédricos (Fe*®) cuya magnitud es diferente, dando
como resultado un momento magnético resultante no nulo. Este
comportamiento ferrimagnético puede cambiar a superparamagnetismo
cuando sus dimensiones son reducidas a su tamafio critico por debajo de
los 20 nm. Ademas, tiende a un comportamiento paramagnético al
acercarnos a su temperatura de Curie la cual es de 858K (585°C). Presenta
una densidad de 5.18 g/cm?, asi como una dureza de 5.5. Tiene estructura
molecular de espinela inversa (ver Figura I1V-2 ), grupo espacial Fd3m y un

parametro de red de a = 0.8396 nm [35].
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Figura IV-2: Estructura de espinela inversa caracteristica de Fez04[36]

4.2 Nanoparticulas de Magnetita recubiertas por Didxido de silicio
(Fe304@Si0O2)

En las Ultimas décadas, gracias al auge que han tenidos las nanoparticulas
de magnetita, se han estudiado distintos materiales con los cuales poder
combinar las propiedades magnéticas para diversas aplicaciones. En
particular, las estructuras core-shell o nucleo-coraza formadas por un
nacleo de magnetita con un recubrimiento de dioxido de silicio
(FesO4@Si02) han sido extensamente usadas tanto en la industria, como

en aplicaciones médicas y biomédicas.

Los materiales con estructura tipo core-shell son aquellos en los cuales se
parte de un material nacleo (core) el cual es recubierto con otro material
(shell) con el propésito de aprovechar propiedades de ambos materiales.
En la nanobiotecnologia, este tipo de estructuras es ampliamente utilizada
gracias a que permite el uso de materiales que en condiciones normales no
podrian ser utilizados (por ejemplo, los puntos cuanticos de teluro de cadmio
gue se mencionaran en la seccion 4.3) al recubrirlos con materiales que le
doten de caracteristicas viables, como lo puede ser la baja citotoxicidad,

biocompatibilidad, conjugacién con moléculas bioactivas, etc. [37]

Si bien se sabe que el material con estructura core-shell FesO4@SiO2 es
biocompatible gracias a la cubierta con SiO2 [38], en el presente trabajo el

propésito principal del recubrimiento con SiO2 de las nanoparticulas de
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Fes0a4 es evitar la disminucion en la fluorescencia de los puntos cuanticos
al estar en contacto con la magnetita, disminuyendo o evitando el
intercambio de cargas y energia entre Fes04 y los CdTeQDs y, ademas,
evitara la absorcién en la region infrarrojo-cercano, caracteristica de los

oxidos de hierro [39]

4.3 Puntos cuanticos de CdTe (CdTeQDs)

Las propiedades Unicas presentes en los puntos cuanticos de CdTe son
debidas a su tamafio que, generalmente, se encuentra entre los 2y 10 nm
de diametro [29]. Una de estas propiedades que destaca sobre las demas
es la fluorescencia, que se produce porgue los efectos excitonicos propios
de un material semiconductor, son mas intensos en estructuras donde el
exciton es sensible a los efectos de borde (confinamiento cuantico), debido
a la relacién entre los atomos en su superficie y el volumen que presenta el
nanocristal. Esta frecuencia luminiscente depende, entre otras cosas, del
tamafio de los QDs, pues esto determina la energia necesaria para la
formacién de un par electrén-hueco o exciton y, por ende, del valor de la
energia de banda prohibida del material. La Figura 1V-3 muestra una
representacion visual de la luminiscencia de los QDs conforme va

aumentando su tamafio y disminuyendo su band gap.
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Figura IV-3: Dependencia del tamafio y del ancho prohibido o band gap que determina la
luminiscencia de los QDs [28]

Para describir el band gap del material, recurrimos a la ecuacion de Brus
(Ecuacion IV-1) la cual nos relaciona el band gap asociado al punto cuantico

y el band gap del material en bulto de la siguiente manera:

(1 1 1.786¢2
Eq(opy = Epui + gp3

+ —_
m; my 4mege,R

Ecuacion IV-1: Ecuacion de Brus [26]
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Dénde

9(0D) Band gap del punto cuantico
Epux  Band gap del material en bulto (1.5 eV para CdTe)
h Constante de Planck (6.626x1034 J s)

m,, masa efectiva del electron excitado (0.1m, para CdTe)

my, masa efectiva del hueco (0.4m, para CdTe)

mg masa del electrén en reposo (9.11x10-3! Kg)

& permitividad relativa del material (7.1 para CdTe)
o permitividad eléctrica en el vacio (8.85x101? F/m)
R Radio del punto cuantico

e Es la carga fundamental (1.60x10%° C)

En términos de la longitud de onda

¢ _1240[eV nm]

E — h- =
gep) = N 2 A[nm]

Ecuacion 1V-2: Relacion entre el Band gap del punto cuantico y la longitud de onda de emision
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M A Ruiz-Robles et al 2019 [31] reportaron la sintesis de puntos cuanticos
de teluro de cadmio y calcularon su tamafio y band gap correspondiente a
la longitud de onda emitida. En la Tabla IV-2 se muestran los valores que
obtuvieron y en la Figura IV-4 se encuentran los resultados que obtuvieron

al caracterizar el material por UV-Vis.

Pico de
Temperatura Tamarfo maxima
Color ?OC) (hm) Eq (€V) absorcion

(hm)
Verde 100 2.32 2.64 479
Amarillo 130 2.51 2.524 509
Naranja 140 3.34 2.032 518
Rojo 160 4,24 1.795 580

Tabla IV-2: Energia de absorcidn y tamafio de punto cuantico reportado por M A Ruiz-Robles et al
2019 [31]
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. —140°
© — 160 °C
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Figura IV-4: a) Espectro de absorbancia y luminiscencia sin radiacion UV (b) y con radiacion UV (c)
reportado por M A Ruiz-Robles et al 2019 [31]
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4.4  Quitosano (Chitosan)

El Quitosano (Chitosan en inglés) ha tenido un amplio interés por
investigadores en el area de la nanobiotecnologia desde hace afios. Es el
segundo biopolimero mas abundante en la naturaleza después de la
celulosa y se puede obtener principalmente de crustaceos. Es uno de los
materiales mas utilizados para recubrir la superficie de otros materiales,
dotando de grupos funcionales, mejorando la estabilidad fisicoquimica,
ademas, en la nanobiotecnologia es muy utilizado por su gran control y
eficiencia en el transporte de farmacos, promueve la adherencia y
penetracion del material a tejidos, modula la interaccion celular, mejora los
efectos antibacterianos en algunos tratamientos y provee de
biocompatibilidad a los materiales e incluso se ha observado actividad

antitumoral [40].

Las propiedades del quitosano como la solubilidad, carga superficial y
capacidad para interactuar con otras moléculas o superficies suele
depender principalmente del grado de desacetilacion (la proporcion de
unidades de glucosamina no N-acetiladas en relaciébn con el total de
unidades presentes en el polisacarido), mientras que la viscosidad,
actividad biolégica, el grosor del recubrimiento de nanoparticulas suele
depender del peso molecular (bajo, medio o alto peso molecular), a menor
peso molecular, mayor solubilidad y actividad biolégica, menor viscosidad y
recubrimientos mas delgados [41]. En el presente trabajo, se opté por
trabajar en el punto medio entre estas propiedades con Chitosan de medio
peso molecular y un grado de desacetilacion > 75%. Es importante

mencionar que estos datos no siempre son reportados en la literatura.
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Generalmente, suele disolverse en medio acido (tipicamente en una
solucion de acido acético) con pH alrededor 3-4.5 y posteriormente se
efectla un reajuste del pH al valor deseado. Cuando se trabaja con
nanoparticulas a base de metales u 6xidos metalicos, la interaccion suele
darse mediante la absorcidon del quitosano en la superficie de las particulas
[42].

HO

OH

00’
OH NH.

d
HO NH,

— —n

Figura IV-5: Estructura del Quitosano (www.sigmaaldrich.com)
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V Disefio experimental

En este capitulo se describe la metodologia seguida para realizar los

experimentos durante el presente trabajo de tesis.

5.1 Meétodo de sintesis quimica de Fes3Oa
5.1.1 Método de Coprecipitacion

Si bien existen diversos métodos de sintesis de Fe3sO4 como el solvotermal
[43], ablacion laser [44], descomposicidon térmica [45], micro-emulsion [46],
etc. En la Figura V-1, podemos ver una comparacion entre el numero de
reportes que se han realizado de los distintos métodos de sintesis, dejando
ver que el método de coprecipitacién quimica es el mas utilizado con amplia
diferencia, [47] debido a su facil y rapida metodologia, su posibilidad de
realizar sintesis a gran escala al ser relativamente barata y no requerir de
equipo muy especializado comparado con otros métodos de sintesis
(hornos, sistemas de vacio, autoclaves, etc.).

10%

Coprecipitation
= Microemulsion
# Hydrothermal
= Electrochemical deposition

100%

75% = sonochemical

Thermal decomposition

50%

Fungi mediated
= Bacteria mediated
= Protein mediated

25%

u Gas-phase deposition
Electron beam lithography
Pulsed laser ablation

= Laser induced pyrolysis

u Powder ball milling

= Aerosol

Figura V-1: Comparacion entre los métodos de sintesis de FesOs4 mas reportados [47]
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En general, se utilizan agentes estabilizantes para evitar la aglomeracion de
las nanoparticulas sintetizadas por este método, sin embargo, como
mencionaremos en la siguiente seccidén, nos evitaremos este paso al
realizar el recubrimiento con SiO2. La temperatura de reaccion, el pH, la
relacion entre el precursor de hierro (Fe?t/Fe3*), el agente reductor e
incluso la velocidad de agitacion durante la reaccion son factores que
determinan el tamafio y morfologia del material. El mecanismo de formacion
de la magnetita por el método de coprecipitacion se puede describir con la

siguiente ecuacion [48].

Fe?* + 2Fe3* + 80H™ - Fe;0, + 4H,0

La Figura V-2 muestra un modelo representativo de las nanoparticulas que

se obtendran mediante este método de sintesis

Fe30a4

Figura V-2: Representacion de las nanoparticulas de magnetita obtenidas por el método de
coprecipitacién quimica

5.2 Recubrimiento Fez014@SiO2

Si bien, comunmente se usan estabilizantes como el etilenglicol (EG),
Polietilenglicol (PEG) [49], Polivinil-alcohol (PVA) [50], entre otros, se sabe
qgue el recubrimiento de FesO4 con silice provee de mecanismos por los

cuales son estabilizadas las nanoparticulas magnéticas: al formar una capa
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de SiO2 en la superficie, disminuimos la interaccion entre los dipolos
magneéticos de las nanoparticulas y a su vez, esta capa de silice posee
cargas negativas, lo que genera una repulsion de naturaleza coulombiana
entre las nanoparticulas [51], para evitar el aglomeramiento de las particulas

y mejorar tanto su homogeneidad, como su dispersion de tamafio.

5.2.1 Método sol-gel: proceso de Stober

El método de sintesis sol-gel consiste en la preparaciéon quimica de
polimeros inorganicos o cerdmicos. El método se basa en la hidrdlisis y
condensacion de un precursor para formar un coloide, generalmente se
utilizan alcéxidos metalicos (R-O-M) por la facilidad que tienen de ser
hidrolizados. A esta suspensién coloidal se le denomina sol. Posteriormente
ocurre una etapa de coalescencia (gelacién) entre los nucleos formando

redes en 3D, esta formacion es a lo que llamamos gel [52] .

En el presente trabajo, se utiliza el método de Stdber con algunas
modificaciones. El método o proceso de Stober, fue descrito por primera vez
en 1968 por Werner Stober y desde entonces, se ha convertido en uno de
los métodos mas citados y utilizados para la formacion de coloides y
recubrimientos de SiO2 de particulas metalicas como el oro, plata y 6xidos
metélicos (en especial magnetita) usando principalmente tetraetil
ortosilicato (TEOS) como precursor. El método de Stéber permite la sintesis
de particulas de silice homogéneas y esféricas sin la necesidad de utilizar
equipos sofisticados, siendo un método simple, efectivo, con la posibilidad
de realizarse a gran escala y permite el control de tamafos de las
nanoparticulas. Esta es la razon por la que se comenzo a utilizar en

recubrimientos y en la formacion de estructuras tipo core-shell.

El método de Stober consiste en la hidrdlisis y condensacion del TEOS en
la superficie de FezO4 en un medio alcoholico, reaccion catalizada mediante

hidréxido de amonio (NH4OH) [53]. El grosor de la capa de SiO2 puede
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ajustarse al variar la cantidad de TEOS utilizada durante la reaccion [54]. La
Figura V-3 muestra un modelo de la formacion del nanocomposito core-shell
Fes04@SiO2 en el cual se observa una capa de dioxido de silicio o silice

recubriendo nanoparticulas de magnetita.

FesO4 @SiO2

Figura V-3: Representacion de la formacion del nanocomposito Fez04@SiO2

5.3 Sintesis de puntos cuanticos de CdTe
5.3.1 Método one-pot hidrotermal asistido por microondas

El método solvotermal se refiere a cualquier proceso o reaccion quimica en
un sistema cerrado, realizada en presencia de un solvente a condiciones de
alta temperatura (generalmente superiores a su punto de ebullicion)
provocando altas presiones, con el propdsito de disolver o “recristalizar”
materiales (solutos) que dificilmente serian disueltos bajo condiciones
ordinarias. En caso de que el solvente sea agua, el proceso es llamado
Hidrotermal y ocurre a temperaturas superiores a 100°C y presiones
mayores a 1 atm [55], sin embargo, algunos autores consideran procesos
hidrotermales a partir de superar la temperatura ambiente. Las posibles

aplicaciones del método son las siguientes:
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e Sintesis de nuevas fases de los materiales, asi como su
estabilizacion

e Permite el crecimiento cristalino de compuestos inorganicos

e Se utiliza para la sintesis de cristales con un tamafo controlado, asi
como la uniformidad en la morfologia del material

e Facilita la descomposicion, alteracion, corrosion o grabado del

material durante este proceso [56].

Materiales como nanoparticulas, nanovarillas (nanorods), nanotubos,
nanoesferas, laminas de grafeno y puntos cuanticos han reportado grandes
avances en su sintesis mediante el método hidrotermal [57]. Si hablamos
de los puntos cuanticos (QDs), los altos tiempos de reaccién (desde horas
hasta dias) y los altos defectos superficiales generados por el método
hidrotermal tradicional (tipicamente a base de métodos de reflujo) provocéd
la modificacion del método para la sintesis de QDs con alta
fotoluminiscencia. De aqui, surge la incorporacion de hornos de microondas
que, gracias a la irradiacibn por microondas, permite un rapido y
homogéneo calentamiento, mejorando la calidad de la sintesis y la
fotoluminiscencia [58]. Se utiliza el término one-pot cuando en un proceso
de sintesis quimica, todos los pasos se llevan a cabo en el mismo recipiente,
con el fin de simplificar la reaccion, minimizar la manipulacién de los

reactivos y aumentar la eficiencia de la sintesis.

Para la sintesis, se empleara como reactor hidrotermal un sistema asistido
por irradiacion de microondas Monowave 300 de Anton Paar mostrado en
la Figura V-4 a), el equipo tiene una potencia maxima de 850 W, puede
calentar hasta 300°C y permite tiempos de reaccidén de hasta 100 horas.
Ademas, cuenta con agitacion de hasta 1200rpm y una fase de enfriamiento
rapido a temperatura ambiente. La Figura V-4 b) muestra el reactor G30, el

recipiente utilizado para las reacciones el cual es capaz de soportar una
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presion maxima de 30 bar y permite procesar volimenes de hasta 20 mL.
Este sistema nos permite disminuir los tiempos de reaccion de horas-dias a
cuestion de minutos. Los parametros de sintesis utilizados se mencionan

en la seccién 6.1.3

Figura V-4: Sistema Monowave 300 de Anton Paar (a) y reactor G30 (b) (www.antonpaar.com)

La Figura V-5 muestra la representacion de los CdTeQDs, nanocristales de
pocos nanémetros y homogéneos, los cuales utilizaremos para dotar al

nanocomposito de luminiscencia.

CdTeQDs

Figura V-5: Modelo de los puntos cuanticos de teluro de cadmio
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5.4 Funcionalizacion de Fes04@SiO2 con CdTeQDs: Dodecilamina
(DDA)

La Dodecilamina es una amina primaria, es una molécula amina de cadena
larga (12 carbonos) que contiene grupos catiénicos (NHs*) y grupos de
cadena alquilica que tiene como caracteristica la fuerte absorcion sobre la
superficie de un material metélico mediante interaccion electroestatica. Se
ha utilizado en recubrimientos de carbono de diversos materiales y puede
actuar como inhibidor del crecimiento de nanocristales [59] y agente de

control en morfologias en la sintesis de Fes3O4 [60].

El motivo de incorporar la Dodecilamina en el material es servir como medio
de enlace entre Fes04@SiO2 y los CdTeQDs. Como lo menciona Kale, A.
etal (2011) [32], la Dodecilamina forma una bicapa o doble cadena dejando
grupos catidnicos NHs* libres (ver Figura V-6 a). Estos grupos se unen
mediante interaccion electrostatica con los grupos Hidroxilos OH- presentes
en la superficie de FesO4@SiO2 y los grupos -COO" de la superficie de los
CdTeQDs provenientes del MPA, como se muestra en la Figura V-6 b). La
Figura V-6 c) muestra la representacion del nanocomposito
Fes04@SiO.@CdTeQDs, en donde se observa una ligera capa de DDA
recubriendo FesO4@SiO2 que permite la funcionalizacion con CdTeQDs

mediante el mecanismo previamente explicado.
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DDA 3-MPA o @

0 SH j

Figura V-6: Formacion de una bicapa entre moléculas de DDA (a) [32], esquematizacion de la union
entre Fe304@SiO2 con CdTeQDs a través de DDA (b) y representacion del nanocomposito
Fe304@Si0@CdTeQDs

5.5 Sintesis de Nanoparticulas multifuncionales de
Fe304@SiO2@CdTeQDs/Chitosan

Se plantea que el material FesO4@SiO2@CdTeQDs/Chitosan sea un
nanocomposito que presente mdultiples capas, la Figura V-7 representa
graficamente el modelo del nanocomposito
Fes04@SiO@CdTeQDs/Chitosan que se propone en el presente trabajo.
Partimos de nucleos de magnetita por debajo de los 20 nm, los cuales se
encontraran recubiertos por una capa de dioxido de silicio. Una segunda
capa de Dodecilamina permitira la unién con los puntos cuanticos de teluro
de cadmio y la capa final de Chitosan permitira la funcionalizacion ademas
de asegurar la biocompatibilidad del material.

Se espera que el nanocomposito se encuentre entre los 50-150 nm,
intervalo de tamafios suficiente para ser empleado en un gran porcentaje
de las aplicaciones e investigaciones en (nano)biotecnologia y biomedicina
de materiales basados en Fes3Os, se pueden abarcar en este rango de
tamafios como lo es el transporte de farmacos, marcaje celular,
bioseparacion, biosensores, hipertermia, entre otras [61] [62]. Ademas, al
trabajar con nanomateriales de este tamafo se tienen grandes beneficios

en estas aplicaciones, como lo es su maniobrabilidad precisa hacia
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entidades biolégicas y la posibilidad de interactuar celular, subcelular y

genéticamente [63].

Fe;0,@Si0,@CdTeQDs/Chitosan

Figura V-7: Modelo representativo del nanocomposito Fez04@ SiO.@CdTeQDs/Chitosan

Para lograr este recubrimiento final de Chitosan, el método més utilizado es
la ultra centrifugacién y posterior limpieza del material [42], sin embargo, se
opto por la adicién del Chitosan por goteo y posterior tratamiento ultrasonico
para evitar la aglomeracion del material y promover la homogeneidad del

recubrimiento.
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VI Metodologia

En este capitulo se describe la metodologia experimental que se utilizo para
la sintesis de los materiales, asi como una descripcion de las técnicas de

caracterizacion empleadas.

6.1 Sintesis de los materiales
6.1.1 Sintesis de Fes304 por el método de Coprecipitacion

La sintesis de las nanoparticulas de magnetita se realizé en base a lo
reportado por Escobar, A. et al 2019 [64] con algunas modificaciones.

1. Se prepara una soluciébn 100ml a una concentracion de 0.2M de
FeClz 6H20.

2. En simultaneo, es preparada otra solucion de 100ml a una
concentracion de 0.1M de FeCl2 4H20.

3. Luego de disolver bien ambos reactivos, se mezclaron en un vaso de
precipitado por 10 minutos (relacién molar 2:1).

4. Posteriormente, se genera una atmaosfera inerte mediante flujo de N2
durante 10 minutos.

5. Luego, son agregados 20 ml de NH4OH (28-30%) mediante goteo
constante a un ritmo de 1ml/min, provocando un cambio de color de
amarillo-naranja a negro, indicando la formacion de FesOa.

6. Se deja reaccionar manteniendo el flujo de N2 durante 10 minutos
mas.

7. Se decanta magnéticamente el sobrenadante y se limpian las

nanoparticulas 5 veces con agua desionizada.
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6.1.2 Recubrimiento con didxido de silicio

Para el recubrimiento de las nanoparticulas de magnetita con dioxido de
silicio, se siguid un protocolo reportado por Guo, X. et al (2015) [65] con las

pertinentes modificaciones

1. Enunvaso de precipitado, se dispersan las nanoparticulas de Fe30Oa4
en una mezcla de agua y etanol con una relacion 1:4 (v:v) mediante
ultrasonido.

2. Una vez dispersas, se agrega TEOS (tetraetil ortosilicato) y NH4sOH
como catalizador. Se mantiene bajo tratamiento ultrasénico durante
40 minutos.

3. Finalmente, se realizan 5 ciclos de lavado con agua desionizada.

6.1.3 Sintesis de puntos cuanticos de teluro de cadmio

La sintesis de puntos cuanticos de teluro de cadmio (CdTeQDs) se llevé a
cabo mediante lo reportado por M A Ruiz-Robles et al 2019 [31] con algunas

modificaciones.

Tipicamente, para elaborar una solucion precursora de 500ml de CdTe fue

utilizado el siguiente protocolo de sintesis:

1. Se colocan 407 ml agua desionizada (agua DI) en un vaso de
precipitado de 1L.

2. Con ayuda de una plancha, se mezcla el agua DI con una solucion
de CdClz a 0.04M mediante agitacion magnética.

3. Posteriormente se agrega Trisodio en polvo a la mezcla hasta su
completa disolucién.

4. Se incorpora una solucion de Na:TeOs a 0.01M y se mantiene la

agitacion hasta su completa agregacion.
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5. Subsecuentemente, acido 3-mercaptopropionico (MPA) es agregado
a la mezcla anterior.

6. Por ultimo, se afiade Borohidruro de sodio, se ajusta el pH a 7 con
NaOH a 1M y se deja reaccionar manteniendo la agitacién durante

30 minutos.

Las cantidades de los reactivos y soluciones utilizadas se describen en las

tablas siguientes

Reactivos Soluciones

Reactivo | Cantidad | unidad solucién de CdCI2

H20 407.8 mi H20 CdCl2 (g) | Molaridad

CdCl; 42.9 mli 42.92 0.31 0.04
Trisodio 1073 mg Solucion NazTeOs
Na2TeOs 42.9 mli H20 | Na2TeOs(g) | Molaridad

MPA 1.1 mi 42.92 0.09 0.01
Boroh. Na 536.5 mg Solucion NaOH

NaOH 54 ml H20 NaOH Molaridad

Total 500 ml 10.73 0.43 1

Tabla VI-1: Reactivos y soluciones necesarias para la solucion precursora de CdTe

6.1.4 Funcionalizacion de Fe30s@SiO2 con CdTeQDs

Para funcionalizar la magnetita recubierta con dioxido de silicio con los
puntos cuanticos de teluro de cadmio se utiliz6 Dodecilamina mediante el

siguiente procedimiento

1. Es preparada una solucion de Dodecilamina a una concentracion de
0.1M utilizando agua y etanol como solventes con relacién 1:1

2. Una vez obtenida dicha solucion, se agrega subitamente a la
magnetita dispersa en agua y se le da tratamiento por bafio

ultrasénico durante 5 minutos
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3. Luego, se agrega la misma cantidad de puntos cuanticos de teluro
de cadmio y se mantiene en tratamiento ultrasénico durante 5
minutos mas

4. Finalmente, se realiza la limpieza del material mediante 10 ciclos de
lavado con agua desionizada o hasta remover el exceso de

Dodecilamina

6.1.5 Recubrimiento con Chitosan

El recubrimiento con Chitosan se realiz6 mediante la dispersion en
tratamiento ultrasonico disolviendo el Chitosan en agua a pH acido,

utilizando la siguiente metodologia:

1. Primero, se prepara una disolucion de acido acético al 1% (v/v),
partiendo de agua desionizada y acido acético los cuales se
mezclaron mediante agitacion vigorosa

2. Se ajusto el pH de la solucién a pH 4 agregando hidréxido de sodio
(NaOH) a concentracion 1M mediante goteo

3. Posteriormente, se agrega 1g de Chitosan a la solucion de acido
acético al 1% (v/v) para obtener una solucion de Chitosan a
concentracion de 0.5% (p/v) y se deja disolver durante 24h

4. Una vez se obtiene la solucién de Chitosan al 0.5%, se agrega por
goteo al material Fes04@SiO@CdTeQDs disperso en agua y se

mantiene en tratamiento ultrasénico durante 10 minutos.
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6.2 Caracterizacion

6.2.1 Microscopia electronica de barrido (SEM)

El Microscopio Electronico de Barrido o SEM por sus siglas en inglés, se ha
convertido en una de las técnicas fundamentales para la caracterizacion de
materiales gracias a la versatilidad que tiene. Imagenes de alta calidad y
resolucién (un microscopio actual puede llegar a una resolucién de entre 1
y 10 nm), distintos modos de operacion los cuales proporcionan diferente
informacion, relativa facilidad en la preparacion de las muestras e incluso
técnicas complementarias dentro del mismo equipo como espectroscopias

y técnicas de difraccion.

Como su nombre lo indica, a diferencia de un microscopio 6ptico tradicional,
el SEM utiliza un haz de electrones generado por una fuente de emision
termoidnica (generalmente un filamento de Tungsteno). Cuando el haz de
electrones interactia con la muestra, se generan distintas sefiales
mostradas en la Figura VI-1. De todas estas sefiales, en nuestro caso
particular, nos interesan los electrones retrodispersados y los electrones

secundarios [66].

Haz de electrones
incidente

Electrones
retrodispersados

Rayos X

Céatodoluminiscencia Electrones

Auger

Electrones
secundarios

Electrones
absorbidos

Muestra

Electrones transmitidos

Figura VI-1: Diagrama de las sefiales generadas por la interaccion del haz de electrones con la
muestra [67]

54



Electrones retrodispersados: En el caso del SEM, los electrones
retrodispersados son muy importantes a la hora de obtener informacion.
Estos son generados cuando el haz de electrones incide sobre la muestra
y son desviados por el nucleo del atomo. Con estos electrones podemos
obtener informacion acerca del nimero atomico de los elementos que
conforman nuestro material, debido a que los elementos que contengan un
mayor numero atémico se observaran como zonas mas iluminadas y son

utiles para obtener informacion cristalogréfica.

Electrones secundarios: Los electrones secundarios son aquellos en los
que el haz de electrones al interactuar con la muestra, proporcionan la
energia suficiente a electrones proximos a la superficie de la muestra y son
despedidos de esta, proporcionandonos informacion topografica. Son de

baja energia en el rango de 1 a 50 eV.

Al igual que con otras técnicas de caracterizacion, las muestras que se
analizan mediante el microscopio electrénico de barrido requieren de ciertas
caracteristicas basicas necesarias para el correcto funcionamiento del
equipo y analisis. Dentro de estas caracteristicas, podemos desglosarlas en

2 grandes aspectos:

a) Estables en vacio y superficie expuesta:
Debido a que el SEM trabaja a bajas presiones, llegando al alto
vacio, es necesario que las muestras que se quieran analizar no se
dafien debido a baja estabilidad en el vacio para evitar
deformaciones en la muestra. Ademas, es necesario que la
superficie que se quiera observar esté expuesta para hacer el
barrido con electrones. A diferencia del TEM, con el SEM podemos
observar la morfologia de los materiales, por lo que si la superficie

del material estd cubierta no serd posible observarla.
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b) Muestras conductoras:
Gracias a que los electrones que detectamos son “despedidos” de
la muestra, es necesario que las muestras sean eléctricamente
conductoras para evitar que la esta absorba los electrones
incidentes del haz. Para evitar este fendmeno, es necesario recubrir
las muestras con una pequefa capa de un material conductor. Para
el SEM, se utiliza una metalizadora (JFC-1100) la cudl funciona
mediante Sputtering. Lo que se hace es bombardear un blanco
(target) con un plasma generado al ionizar el aire de una pequefia
camara. Estos iones al golpear con el target desprenden atomos de
este, generando una “lluvia” del material, recubriendo las muestras.
Generalmente se utilizan targets de Au, Pd, Pty aleaciones Au-Pdy
Pd-Pt, sin embargo, el recubrimiento con oro es el mas comun. El
grosor ideal para evitar que la recubierta interfiera con la muestra es

alrededor de 10 nm o0 menos.

El microscopio electrénico de barrido que se utilizara para la caracterizacion
de los materiales es el “JEOL JSM-6390LV”. Este equipo cuenta con un
detector de electrones secundarios y otro de electrones retrodispersados,
ademas, cuenta con la posibilidad de operar en el modo STEM.
Complementando el uso del microscopio, se tiene una metalizadora JEOL
lon Sputter JFC-1100 para el recubrimiento de muestras no conductoras.

Los parametros de operacion del JSM-6390LV se muestran en la siguiente

tabla:
Caracteristica JEOL JSM-6390LV
Filamento Tungsteno
Corriente de operacion 75-90 A
Voltaje de operacién Hasta 30KV
Presion de 10~* a 100 Pa
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Secundarios y

Detector de Electrones Retrodispersados

o L, . 12cm x 12cm x 25¢cm
Tamanio maximo de muestra

(alto)
Magnificaciones hasta 25,000X
Limite de Resolucion 5nm

Tabla VI-2: Pardmetros de funcionamiento del modelo JEOL JSM-6390LV [67]

Para la preparacion de las muestras, las nanoparticulas fueron suspendidas
en etanol. Se colocaron 10 pl de esta suspension sobre cinta de carbono
conductora y se dejaron secar a temperatura ambiente. Una vez seca se
metaliz6 la cinta con oro (metalizadora: JEOL FINE COAT JFC-1100) para

asegurar su conductividad eléctrica de las nanoparticulas.

6.2.2 Microscopia electronica de transmision (TEM)

El Microscopio Electronico de Transmision o TEM por sus siglas en inglés,
fue un invento revolucionario desarrollado por E. Ruska entre 1931y 1933.
A diferencia de los microscopios Opticos los cuales estan limitados por la
longitud de onda de la luz, los microscopios electrénicos (TEM y SEM)
aprovechan el comportamiento ondulatorio de la materia. Cuando un
electron tiene altas energias (100-200KeV), su longitud de onda de De
Broglie asociada se encuentra en el rango de los picémetros (1 pm = 1x10°
12'm), menor que la de los fotones en el espectro visible (380-750nm).
Utilizando el criterio de Rayleigh para microscopios de luz visible, la
distancia minima que podemos distinguir con un microscopio esta dada por

la siguiente ecuacién

D A A
" 2nsin(a)  2NA
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Donde NA es conocida como la apertura numérica del sistema. Este mismo
concepto se aplica al TEM, sin embargo, al tener electrones viajando a
velocidades comparables a la velocidad de la luz, es necesario considerar
los efectos relativistas para altas energias de aceleracion (>100 kV)
h mov?

eV =

eV 1/2 "’ 2
2m0c2)]

A

e —_—
[ZmoeV (1 +

h  Constante de Planck
eV Energia cinética
m, Masa del electron

¢ Velocidad de la luz

Se utilizan fuentes termoidnicas que dependen del calor para generar el haz
de electrones. A medida que se aplica una corriente por el filamento
(comunmente W o LaBs), este se va calentando hasta que los electrones
tienen la suficiente energia para escapar de la superficie y son atraidos por
un anodo para ser dirigidos y acelerados por altos voltajes (100-300KV)
hacia una columna de alto vacio (10> Pa = 10~7 Torr) para posteriormente

interactuar con la muestra.

Las grandes ventajas con las que cuenta el TEM frente a otros analisis de
materiales, es la capacidad de analizar estructuras cristalinas mediante la
difraccion de electrones y la composicion elemental de la muestra por la
emision de rayos X, determinar defectos en la estructura de un material, la
guimica local, asi como la estructura electronica y relacionar informacién a
escala nanométrica, asi como identificar morfologia y superficies de

nanoparticulas (al trabajar en modo STEM, modo también presente en el
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SEM). Algo a considerar a la hora de trabajar con este microscopio
electronico, es que al estar interesados (generalmente) en los electrones
que son transmitidos a través de la muestra, éstas no pueden tener alto
grosor. Se recomienda que los materiales analizados tengan grosores
menores de los 100 nm, generando una limitante en las muestras a estudiar
[68] [66].

Las muestras analizadas mediante esta técnica fueron suspendidas en
etanol y posteriormente tratadas por ultrasonido. Con ayuda de una
micropipeta, se colocaron 10 ul de la suspension sobre rejillas de cobre, las
cuales tienen una malla de carbono (Formvar Film on 400 Mesh
CopperGrid) y se dejaron secar a temperatura ambiente. EI microscopio
utilizado es el “JEOL JEM 2010” con un filamento de LaBs para generar el
haz de electrones, el voltaje de aceleracion fue de 120KV a condiciones de

ultra alto vacio (1077 Pa).

6.2.3 Difraccién de rayos X (XRD)

Los rayos X fueron descubiertos por Wilhelm Réntgen finales del siglo XIX,
es un tipo de radiacion electromagnética la cual posee la suficiente energia
(entre 100 y 100keV) para ionizar &tomos y romper enlaces moleculares
cuya longitud de onda varia entre los 0.001 y 10 nm. Los rayos X son
producidos cuando un haz de electrones generado por emision termoidnica
por un catodo de Tungsteno (W), es acelerado hacia un &nodo
generalmente de Cu (pero se pueden utilizar otros metales como Mo, Al,
Mg) e interactia con los atomos de éste, causando una desaceleracion
(pérdida de energia cinética) o frenado, generando asi fotones de rayos X.
A este proceso se le conoce como radiacién de frenado o Bremsstrahlung
(del aleman, ‘bremsen’=frenar y ‘Strahlung’= radiacion). También, cuando

los electrones tienen la energia necesaria, pueden expulsar a otros
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electrones de niveles energéticos internos los cuales causan una
recombinacion de electrones de niveles superiores, provocando la
liberacion energia en forma de fotones de rayos X. Este fendmeno da origen
al espectro caracteristico de rayos X.

Para describir la caracterizacion de materiales mediante la Difraccién de
Rayos X, es necesario comprender la Ley de Bragg, la cual describe como
un haz de rayos X al incidir sobre un cristal con un angulo 8, puede ser
difractado por los planos atémicos de la red cristalina cuando se genera una
interferencia constructiva, es decir, cuando las ondas electromagnéticas
incidentes estan fase. La Ley de Bragg se describe mediante la siguiente

ecuacion.

nA = 2dy;sen(0)

Ecuacién VI-1: Ley de Bragg para la difraccion de Rayos X [69]

Doénde, n indica el orden difraccion (condicién para que se de interferencia
constructiva) el cual es un nimero entero, A es la longitud de onda de los
rayos X incidentes que depende de la fuente de radiacién utilizada, d;; es
la distancia interplanar entre los 2 planos que generan la difraccion,
descritos por los Indices de Miller (hkl) que son un conjunto de nimeros
enteros, positivos 0 negativos que ayudan a determinar la direccion u
orientacion del cristal y 6 es el dngulo de incidencia al cual se da la
difraccion. Esta ocurre debido a la interaccion entre los electrones de la
materia y el haz de rayos X incidente, se ilustra una imagen que permite

visualizar este fendbmeno
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Ley de Bragg

nA = 2dsin(6) dsin(e)

Figura VI-2: Ley de Bragg para la difraccién de Rayos X en un cristal

Para formar los patrones de difraccion, se hace un barrido de la muestra por
medio del gonidmetro el cual depende de la configuracion geométrica que
se esté utilizando. Las configuraciones mas utilizadas, son Bragg-Brentano
(B-B) y el Haz con Incidencia rasante (Grazing Incidence X Ray Difraccion
0 GIXRD por sus siglas en ingles). [70] En la configuracion B-B o
configuracion 6 — 26, tanto la fuente (8) como el detector (26) se mueven,
permitiendo una alta penetracion de la muestra haciéndola ideal para
muestras en polvo como en nuestro caso. En la geometria GIXRD, la fuente
se fija a un angulo pequefio (comunmente menor a 3°) y el detector se barre
en un angulo 26 lo que permite la disminucién de ruido comparado con la
configuracion B-B, haciéndola ideal para peliculas delgadas vy

recubrimientos de grosor pequeiio.
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Se utilizara la ecuacion de Debye-Scherrer para calcular el tamafio del

cristalito (cristallite size) mediante el patron de difraccion obtenido.

D = kA
hkt PriiCos(Onkr)

Ecuacion VI-2: Ecuacion de Debye-Scherrer

Donde
hkl Son los indices de Miller del pico de mayor intensidad
Duii Es el didmetro de la nanoparticula o nanocristalito
k Factor de forma (0.89 para estructura cubica)
A Longitud de onda de los rayos X utilizados
Bhri Es la anchura a media altura del pico méas intenso (FWHM)
Onki El angulo al cual se dio el pico méas intenso de difraccion

Para la caracterizacion se utilizé el difractdmetro “X PANalytical X'Pert3
Powder”. Este equipo cuenta con un anodo de Cu a 45kV y 40mA,
generando una radiacién electromagnética de A= 1.5406 4 y un paso
angular minimo (step size) de 26 = 0.001°. Ademés, todas las
caracterizaciones se realizaron con una configuracion B-B con un barrido
de 20 a 70° en 26 y las muestras fueron secadas a baja temperatura (40°)

hasta obtener polvos.

6.2.4 Espectroscopia ultravioleta-visible (UV-vis)

La espectroscopia Ultravioleta Visible es una de las técnicas de analisis mas
utilizadas en la caracterizacion de nanomateriales debido a que es una
técnica cuantitativa y cualitativa. Permite determinar propiedades Opticas de
los materiales, como la absorbancia y transmitancia del material, la
concentracion de soluciones e identificar grupos funcionales presentes.

Esta espectrofotometria se basa en las transiciones electrdnicas,
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rotacionales y vibracionales producidas cuando se excitan atomos o
moléculas de un material al absorber energia a través de radiacion
electromagnética. Estas transiciones dependen de la radiacion utilizada, las
microondas, al tener una longitud de onda mayor (lo que se traduce en
menor energia), solo permiten transiciones rotacionales. En cambio, la
radiacion infrarroja brinda la energia suficiente para provocar transiciones
vibracionales y rotacionales. A diferencia de estas ultimas, el espectro
electromagnético correspondiente al ultravioleta cercano y visible que
abarca el intervalo de 190-750nm (ver Figura VI-3) proporciona la energia
suficiente para que se generen transiciones electronicas, vibracionales y

rotacionales, generando estados excitados. [71]

10 10° 10° 10° 10 10
1nn 1000 nm imm 1m 1km
| | | | | | | | | | | | | | |
Rayos Rayos X Microondas Radio
Casmicos

Ultravioleta || infrarrojo Radar
(UvV) (IR)

Ultravioleta
(uv)
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\ I\ )

\ ) §
190 2 400 nm 400 a 750 nm

Figura VI-3: Espectro electromagnético y distincion entre el ultravioleta-visible utilizado en UV-Vis

La Ley de Lambert-Beer es el principio matematico detras del fendmeno
cuantitativo de esta técnica de analisis. Lambert encontré que la intensidad
de la luz que pasa a través de un medio disminuye al aumentar el camino

optico o el espesor del medio (generalmente soluciones homogéneas) por

el que debe transitar la luz, esto es, la intensidad IL< 1 decreciendo
0

exponencialmente. Por su parte, Beer demostré que lo mismo ocurre al

incrementar la concentracion de la solucion. De estos dos descubrimientos,
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surgen los conceptos de absorbancia y transmitancia. La transmitancia o la

relacion entre intensidad de la luz que atraviesa la muestra y la irradiada,

Por practicidad, generalmente se utiliza la absorbancia A para la generacion

de espectrogramas. A continuacion, se muestra la ley de Lambert-Beer:
A=—logT = ecl

Ecuacion VI-3: Ley de Lambert-Beer [72]

Absorbancia

T Transmitancia

€ Coeficiente de absorcion molar

c Concentracion

l Camino optico o espesor de la celda

El principio basico del funcionamiento de esta técnica consiste en la
interaccion de radiacion electromagnética en el espectro ultravioleta-visible
con las muestras que se van a analizar, para esto, se utilizan fuentes
térmicas generalmente de Tungsteno para el espectro visible y fuentes por
descarga eléctrica, como las de Deuterio para el espectro ultravioleta. Esta
radiacion pasa por colimadores para formar un haz uniforme y es dirigida
hacia un monocromador que difracta la luz separandola por su longitud de
onda. Posteriormente, pasa a través de una rendija que permite seleccionar
la longitud de onda a la cual se va a irradiar el material, esta suele ser la
longitud de onda a la cual el material presenta su maxima absorbancia.
Finalmente, la luz transita a través de la muestra y llega a detectores para
obtener los datos sobre la absorbancia [73] [74]. La Figura VI-4 muestra un

esquema simplificado del funcionamiento de esta técnica.
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Fuente de luz Monocromador Muestra

a2l A

Colimadores Rendija Detector

Figura VI-4: Representacion esquematica de la espectroscopia ultravioleta-visible

Para contener las muestras, se utilizan cubetas o celdas dependiendo del
material a analizar, estas pueden ser de plastico, las cuales son baratas y
desechables, pero absorben la radiacién en el rango ultravioleta, por lo que
son recomendables para el espectro visible, caso similar a las celdas de
vidrio, las cuales también absorben en estas longitudes de onda, sin
embargo, tienen mejor resolucion que las de plastico. Las celdas de cuarzo
permiten hacer analisis tanto en ultravioleta, como en visible, tienen mejor
resoluciéon que las de plastico y vidrio, sin embargo, tiene alto costo

comparada con estas.

Existen diversos equipos con diferentes configuraciones estructurales, los
mas utilizados son los de haz simple y haz doble. En el esquema de haz
simple, un solo haz de luz pasa a través de la muestra, por lo que, en caso
de analizar soluciones o sistemas coloidales, es necesario realizar un
espectro de calibrado del solvente utilizado, para evitar posibles efectos
provocados por la absorcion de la luz por este. También, se utilizan
sistemas de haz doble en los cuales este proceso ocurre en simultaneo con
el analisis de la muestra, optimizando el proceso de andlisis. Los factores
gue pueden modificar los resultados obtenidos son el pH, la concentracion,
temperatura, disolventes utilizados, tipo de celda y grosor de esta, entre

otros.

Dado que para esta técnica no se requiere un tratamiento especial de las

muestras, Unicamente fue necesario utilizar una celda de cuarzo para
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disminuir la posible interferencia si se hubiera utilizado una de plastico. El
equipo de espectroscopia UV-visible utilizado fue el “Thermo Evolution
600", el cual cuenta con una fuente de Deuterio para la regién ultravioleta y
una de Tungsteno (W) para la region visible. El rango de excitaciéon fue de
190-800nm para todas las muestras. Las muestras no fueron preparadas

de manera especial para su caracterizacion.

6.2.5 Espectroscopia de Fluorescencia

La espectroscopia de Fluorescencia o fotoluminiscencia es una técnica no
destructiva que permite determinar la estructura electronica de los
materiales, es utilizada principalmente para caracterizar las propiedades
Opticas y su relacion con las propiedades eléctricas al investigar las
transiciones electrénicas intrinsecas entre las bandas de energia y las
transiciones electronicas extrinsecas de impurezas y defectos de
semiconductores, moléculas organicas y aislantes. El espectro de emision
obtenido por esta técnica esta estrechamente relacionado con la energia de
cada nivel excitado, ademas, tiene analogia con el espectro de absorcién,
ya que tedricamente, es posible encontrar un espectro de emisién a partir

de un espectro de absorcion.

La técnica consiste en hacer incidir luz (fotoexcitacién) sobre la muestra,
cuya longitud de onda dependera de las caracteristicas Opticas del material
analizado. Para el caso de semiconductores, se emplean energias de
excitacion del orden de su energia de banda prohibida. La luz es absorbida
por la muestra generando un par electron-hueco (exciton), cuando un
electrén de la banda de valencia es promovido (excitado) a la banda de
conduccion dejando el hueco en la banda de valencia. Este estado excitado
implica un exceso de energia o un estado excitado en el material el cual se

disipa en forma de energia luminica al recombinarse a su estado basal
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emitiendo un fotén con la energia equivalente al band gap del material
cuando la transicion es banda-banda (BC-BV). Los fotones absorbidos
suelen ser mas energéticos que los emitidos por el material (el cual puede
tener defectos que generan estados interbanda), a esta diferencia de
energia se le llama desplazamiento de Stokes, que se genera por

transiciones interbanda-banda.

La fluorescencia surge cuando ocurre una transicion radiativa desde un
estado excitado al estado fundamental, tiene duracién muy corta (0.1-10 ns)
y es lo que ayuda a determinar las propiedades del material, en base a su

intensidad, espectro y duracion [75].

El arreglo comun junto con los elementos mas importantes en esta técnica
se muestra en la Figura VI-5. Se utiliza como fuente un laser que tenga la

energia suficiente para exceder el band gap del material analizar.
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Figura VI-5: Arreglo mas sencillo de un espectroscopio fluorescente [75]
Esta técnica es relativamente simple de utilizar y de interpretar. Los equipos
generalmente tienen buena sensibilidad en caso de presentar impurezas o
bajas concentraciones de las muestras analizadas y es ampliamente
utilizada en bioquimica y biologia molecular (procesos celulares, ensayos

inmunologicos, clinicos, etc.), en quimica analitica (identificacion y
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cuantificacion de muestras), en la industria farmacéutica (eficiencia y
seguridad de farmacos asi como en su control de calidad), ciencia de
materiales (analisis de las propiedades estructurales y oOpticas de los
materiales), etc. [76]

El equipo que se utilizd6 para las mediciones de la fluorescencia es el
espectrofotometro “Varioskan™ LUX Thermo Fisher Scientific”, tiene la
capacidad de medir una placa de 96 pocillos en 15s y cuenta con una fuente
de Xendn tipo flash que permite un intervalo de longitud de onda de
excitacion de 200 a 1000 nm y de 270 a 840 en emision, ademas, utiliza
monocromadores de doble excitacion y emisiéon para la seleccion de dicha
longitud de onda (fuente: www.thermofisher.com). Las caracterizaciones se
efectuaron en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias

Bioldgicas con la colaboraciéon del M. en C. Azael Adrian Cavazos Jaramillo.

6.2.6 Pruebas de biocompatibilidad: Viabilidad por Ensayo MTT

Las pruebas de biocompatibilidad por ensayo MTT de
Fe304@SiO@CdTeQDs/Chitosan fueron llevadas a cabo en colaboracion
con la Facultad de Ciencias Biolégicas por la estudiante de la Maestria en
Ciencias en Inmunobiologia, Lic. Becky Annette Hernandez Gonzalez en el
Laboratorio de Microbiologia, a cargo del Dr. Juan Manuel Alcocer

Gonzalez.

El ensayo MTT es una prueba basada en la colorimetria, su principio se
basa en la capacidad que tienen las células vivas de absorber y transformar
el MTT en Formazan, una sustancia que es insoluble dentro de ellas y
presenta un color azul-purpura. Este proceso solo ocurre en células vivas,
ya que se da por la metabolizacion del MTT, por lo cual, a mayor Formazan,

mayor cantidad de células viables se presenta. En otras palabras, podemos
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medir directamente el numero de células vivas o viables, midiendo
directamente la cantidad de Formazan el cual tiene un pico de maxima
absorbancia cerca de los 570nm, por ende, se utiliza un espectrofotometro
para determinar su intensidad. Para determinar la posible biocompatibilidad
que tiene el material, analizaremos el porcentaje de viabilidad que presenta
cada muestra evaluada analizada posterior su interaccion con las células.
Ecuacion VI-4. [77]

OMuestra

D
% de viabilidad celular = (

* 100
DOControl)

Ecuacion VI-4: Porcentaje de viabilidad celular

Donde
DOyyestra Densidad Optica de la muestra
DO ¢onirol Densidad optica del control negativo

Si bien el término Densidad Optica es ampliamente utilizado en
microbiologia y en este tipo de ensayos, el término hace referencia a la
absorbancia. Por lo tanto, el porcentaje de viabilidad es el cociente escalado
entre la absorbancia medida de la muestra analizada y el del cultivo de

control.

Otro concepto importante cuando se realizan ensayos por MTT es el factor
CCso el cual mide la concentracion necesaria para causar una citotoxicidad
del 50% o en nuestro caso, la cantidad de material necesario para aniquilar

con el 50% del muestreo celular probado.
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Cultivo celular

Para las pruebas de viabilidad por ensayo MTT, se realiz6 un cultivo celular
de linea celular humana Caco 2 de carcinoma de colon (ATCC), la cual fue
cultivada y mantenida en medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM/F12)
suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino (SFB) y 1% de antibidtico-
antimicético (anti-anti, 100X) (Gibco Life Technologies) en una incubadora
a 5% de CO2, 50% de RH y a 37°C (Incubadora de CO2 Forma™ Steri-
Cult™, Thermo Fisher Scientific). Estas condiciones estan en rango
estandar de las tipicamente utilizadas para el cultivo de este tipo de células
[78]. La linea celular fue mantenida en subcultivos semanales en cajas de
25 cm?. Para la disgregacion de las células se realizé un lavado previo con
1 mL de PBS (buffer fosfato salino, 1X, pH 7.4), se afadi6 500 uL de
Tripsina-EDTA (0.25%) rojo fenol (Gibco Life Technologies) y se incubo
durante 1-3 min en condiciones de cultivo, posteriormente se inactivo la
tripsina con 500 pL de medio de cultivo nuevo y se recuperoé el mililitro que
posee las células disgregadas en un tubo el cual fue centrifugado a 1,000g
por 5 min, al término de la centrifugacion se retiré el sobrenadante y se
resuspendieron las células en 1 mL de medio de cultivo nuevo para su
posterior uso. El protocolo del ensayo MTT utilizado para la prueba fue el

descrito a continuacion.

Prueba de citotoxicidad por MTT

En una microplaca de 96 pocillos (Corning) se sembraron 4 x 103 células
Caco-2 en 200 pL de medio DMEM/F12 suplementado con 10% de SFB 'y
1% de anti-anti (100X) por pocillo. Luego de 24 horas y una vez tenida una
confluencia del 80-90% se retird el medio de cultivo, se les agreg6é 100 pL

de medio fresco y las nanoparticulas a evaluar. Posteriormente, se dejaron

70



incubar durante 24 horas mas para que se diera la interaccion entre las
células y el material. Al término de la incubacion, se le retir6 el medio a cada
pocillo para afadirles 100 pL de medio fresco y 20 pL de solucién Bromuro
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT, Sigma-Aldrich) (5
mg/mL en H20 Mili-Q) para incubar nuevamente en condiciones de cultivo
celular. Al cabo de una hora, se descartoé el medio y se detuvo la reaccion
de cada pocillo con 100 pL de Dimetilsulfoxido (DMSO) y se leyo6 la
microplaca a 540 nm en un lector de ELISA (Varioskan™ LUX multi mode
microplate reader, Thermo Fisher Scientific). Los valores evaluados fueron
de 1, 5 y 10 pL de muestra a una concentracion de 1mg/mL de
nanoparticulas dispersas en agua desionizada (equivalente a 1pg/uL),
ademas, las pruebas se realizaron por triplicado para obtener un promedio
de las lecturas de absorbancia y disminuir la probabilidad de errores o

factores externos al ensayo.
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VIl Resultados y discusiones

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos durante el proyecto
de investigacion. Se muestran los analisis mediante las técnicas de
caracterizacion mencionadas en el capitulo anterior, sobre las propiedades
fisicas del material. Dado que el propésito principal del presente trabajo es
sintetizar un material magnético, luminiscente y biocompatible que pueda
ser utilizado como base para diversas aplicaciones en nanobiotecnologia,
se haran las discusiones correspondientes. A continuacion, se detallan los

resultados obtenidos de las caracterizaciones.

7.1 Nanoparticulas de magnetita FesOa4
7.1.1 SEM

La Figura VII-1 (a-d) muestra las imagenes obtenidas por microscopia
electrénica de barrido. En los incisos a-b) se observan nanoparticulas con
morfologias semiesféricas y con aparente baja dispersion de tamafios por
debajo de los 100 nm. Debido a las limitaciones de la técnica y a la
preparacion de la muestra, no es posible obtener una estadistica adecuada
para este tamafio de las nanoparticulas, por lo cual, esta informacion se
obtendr& a través del TEM. También se observa cémo se forman cimulos
de nanoparticulas de magnetita (incisos c-d). Estos cumulos son formados
debido a la falta de un agente estabilizante durante la sintesis por
coprecipitacién quimica, sin embargo, como se menciono en la seccion 5.2,
no sera necesario al recubrir el material con SiO2. También, las
aglomeraciones disminuiran al darle un tratamiento por bafio ultrasénico al

momento del recubrimiento.
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30kV  X5,000 S5pm FCFM-UANL 30kV  X10,000 FCFM-UANL

30kV  X20,000 1pm FCFM-UANL 30kV  X50,000 0.5pm FCFM-UANL

Figura VII-1: (a-d) Imagenes por SEM de nanoparticulas de magnetita (FezOa4)

A pesar de que en este trabajo no estamos priorizando la morfologia de las
nanoparticulas, es importante la homogeneidad del material para posibles
aplicaciones futuras, ya que nos permite asegurar su reproducibilidad y que
mantendra sus propiedades. Esta morfologia semiesférica y su aparente
baja dispersion de tamafios son dos de las principales caracteristicas que
podemos encontrar en la literatura [79] [80] que dan lugar a que el método
de coprecipitacion quimica sea uno de los mas utilizados para sintetizar este

material.

7.1.2 XRD

El andlisis estructural de las nanoparticulas de magnetita se realizé
mediante la difraccidén de rayos-X (XRD). La Figura VII-2 muestra picos de
difraccién bien definidos para valores de 26 de 29.8°, 35.3°, 42.9°, 53.3°,
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56.9°y 62.5° correspondientes a los planos (220), (311), (400), (422), (511)
y (440) respectivamente, ampliamente reportados en la literatura [81] y
caracteristicos de la magnetita con una estructura cubica (espinela inversa),
comparado con la ficha ICDD 19-629 [82]. Se calcul6 el tamafio promedio
del nanocristalito mediante la Ecuacion VI-2 de Debye-Scherrer para el pico
de difraccion mas intenso (311), considerando un factor de forma esférica
(k = 0.89) y para una fuente de rayos-X de cobre (1., = 1.5418 A) dando un

valor calculado de D3;; = 10.88 nm

Fe,0,(F)|

(311)

Intensidad (u.a.)
(440)

(220)
(511)

! ¥ I ! T X T . I 5 I i I ¥ I L T ) I

20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
26(deg)

Figura VII-2:Patrén de difracciéon de rayos X (XRD) de FesOa4
A pesar de no contar con las mediciones de Magnetometria de Muestra
Vibrante (VSM) para determinar las propiedades magnéticas del material,
estos resultados son importantes ya que se ha reportado que a tamarios de
nanocristalito cercanos a 10 nm, las nanoparticulas de magnetita presentan

un comportamiento superparamagnético [83] [84] [85].
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7.2 Nanocomposito de FesOs@SiO2

7.2.1 SEM

La Figura VII-3 (a-d) muestra imagenes por SEM de las nanoparticulas de
magnetita recubiertas por dioxido de silicio. Como se mencion6 en el
apartado 7.1.1, los cimulos de nanoparticulas (inciso a-b) se disminuyeron
en gran medida, gracias al tratamiento ultrasonico y al recubrimiento con
SiO2, promoviendo la estabilizacion de las nanoparticulas, haciéndolo
morfolégicamente mas homogéneo. Asi mismo, en los incisos c-d) se
observa de manera mas clara la morfologia semiesférica de las

nanoparticulas.

- . . ’
30kV ©-X10,000 1pm FCFM-UANL FCFM-UANL

30kVv  X50,000 0.5pm FCFM-UANL 30kV  X50,000 0.5um FCFM-UANL

Figura VII-3: Imagenes por SEM de Fe3s04@SiO2 (a-d), notdndose una mejora en la dispersion del
material y uniformidad de tamafios
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7.2.2 TEM

Debido al tamafio aparente del nanocomposito de Fes04@SiOz2, se decidid
utilizar el Microscopio Electrénico de Transmision para determinar mejor su
estructura y su morfologia. La Figura VII-1Figura VII-4 (a-d) muestra las
nanoparticulas de FesOs (ndcleos oscuros) recubiertas por una capa

externa de SiOz2 (recubrimiento gris).

Figura VII-4: (a-d) Imagenes por TEM de Fe3O4@SiO2. Se observa una capa de SiO2 alrededor de
las nanoparticulas de Fe3Oa4

Realizando una estadistica de distribuciéon de tamafios con un namero total
de 350 nanoparticulas, obtuvimos el histograma de la Figura VII-5 , con un

tamafio promedio para las nanoparticulas de magnetita de 15.26 nm, valor
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aproximado al que se calculé para el tamafio de nanocristalito con la
ecuacion de Debye-Scherrer de la seccion 7.1.2, una desviacion estandar
(SD) de 3.7 nm y con una distribucion de Gaussiana de tamafios (ajuste
Gaussiano, R? = 0.979). El tamafio minimo obtenido fue de 8 nm y con un
tamafio maximo aproximado de 26 nm. No hay una manera uUnica de
describir la distribucion de tamafios de un material, ya que depende de la
técnica de caracterizacion y criterio utilizado, como el criterio de la
desviacién estandar, el indice de polidispersion (Pl o PDI por sus siglas en
inglés), coeficiente de variacion (COV), calculo de percentiles, entre otros.
En el presente trabajo, se considero el coeficiente de variacion (o/d, 0=SD,
d=tamafio promedio) cuyo valor es menor o igual a 0.1 (10%) para
particulas monodispersas y 0.15 (15%) para casi monodispersas (near-
monodisperse) [86] [87]. Por ende, estos resultados nos indican una baja
dispersion de tamafios al obtener un COV de 0.24.
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Figura VII-5 Distribucién de tamafio de nanoparticulas de magnetita
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Si bien, no tenemos un tamafio homogéneo del grosor de la capa de SiO2
gue esta recubriendo las nanoparticulas de FesOa4, este valor varia entre los
10y 20 nm.

7.2.3 XRD

La Figura VII-6 muestra el patron de difraccion de rayos X correspondiente
a FesO04@SiO2. Es de esperar que al no implicar calentamiento a
temperaturas elevadas o algin otro mecanismo que altere la estructura
cristalina durante el recubrimiento con SiO2, se mantengan los picos de
difraccion caracteristicos de la magnetita sola, mostrados en la Figura VII-2.
Sin embargo, podemos notar un ‘pico amplio o ancho’ (broad peak) entre
20 y 25°, lo que nos indica la presencia del SiO2 con naturaleza amorfa.
Este resultado concuerda con diversos patrones reportados anteriormente
en la literatura [88] [89] [90]

Fe,0,@SiO, (FS)|

Intensidad (u.a.)

T
20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
20 (deg)

Figura VII-6: Patron de difraccion de rayos X de Fe3s04@SiO2

78



7.3 CdTeQDs

Para la sintesis de los puntos cuanticos de teluro de cadmio se fijé el pH a
7y el tiempo de reaccion a 10 minutos, variando Unicamente la temperatura
de calentamiento. Las temperaturas necesarias para obtener los distintos
colores de fluorescencia caracteristicos de los CdTeQDs (verde, amarillo,
naranja y rojo) se muestran en la Tabla VII-1 y se exhiben los colores de

emision al ser sometidas a luz UV en la Figura VII-7

Color Tem'?oeé?t“ra Tiempo (Min)
Verde 140 10

150 10

160 10
Rojo 169 10

Tabla VII-1: Temperaturas de sintesis para los distintos colores de fluorescencia de CdTeQDs

Figura VII-7:Colores de emision bajo excitacion con luz UV de los CdTeQDs

79



7.3.1 XRD

Se caracteriz0 la estructura cristalina de los puntos cuanticos de teluro de
cadmio mediante difraccion de rayos X, la Figura VII-8 muestra el patron de
difraccion. Se identificaron los picos de difraccion en los valores 26 de 25.1°,
41.8° y 49.8° correspondientes a los planos (111), (220) y (311)
respectivamente, indicando una estructura cubica tipo ‘blenda de zinc’ (zinc-
blend), comparandolo con la ficha cristalografica JCPDF No. 19-0191 [91].
Se puede observar como los picos son muy amplios, lo cual es una
caracteristica de los patrones de difraccion de este material debido al
tamafio promedio nanométrico del nanocristalito. Para corroborar esto,
utiizamos nuevamente la ecuacion de Debye-Scherrer (Ecuacion VI-2)
considerando un factor de forma esférica (k = 0.89) y para una fuente de
rayos X de cobre (1q, = 1.5418 A) para el pico (111) dando un valor
promedio de D11 = 2.44 nm. Este valor es préximo al reportado por

distintos autores que utilizaron metodologias similares [92] [93] [94].

| —— CdTeQDs]|

Intensidad (u.a.)

— 1 r 1 ' 1 r T ' T * T ' T
20 25 30 35 40 45 50 55 60
26(deg)

Figura VII-8:Patrén de difraccion de rayos X de CdTeQDs mostrando los picos de difraccién
caracteristicos para este material
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7.3.2 UV-vis

La caracterizacion por espectroscopia ultravioleta visible nos permitié
determinar los picos de maxima absorbancia excitonica dependiendo de la
fluorescencia de los CdTeQDs. Para aquellos con emision en verde, el pico
de maxima absorbancia es en los 489 nm, el cual se desplaza segun
aumenta el tamafio del nanocristal a los 613 nm para los que fluorescen en
rojo como se muestra en la Figura VII-9. Estos valores son muy cercanos a
los reportados H M Leija Gutiérrez et al 2021 [95], utilizaron el mismo

método de sintesis y parametros similares.

Absorbancia (u.a.)

5(I)O
Longitud de onda (nm)

Figura VII-9: Grafica de las curvas de absorbancia de CdTeQDs para distintos valores de
temperatura (140-169°C)

Estos picos de maxima absorbancia nos permiten realizar un calculo
aproximado del tamafo del nanocristal, obteniendo el band gap del punto

cuantico mediante el método de Tauc para los valores de maxima
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absorbancia y posteriormente resolviendo la Ecuacion V-1 (ecuacion de

Brus). Los valores calculados se muestran en la Tabla VII-2

CdTeQDs (OTC) M?r),(r%bs Ba?:\/?ap o)
Verde | 140 | 489 2.384 2.31
150 | 543 2.132 2.73
160 | 596 1.909 3.39
Rojo | 169 | 613 1.806 3.92

Tabla VII-2: Tamafios aproximados de los CdTeQDs calculados con la ecuacién de Brus

Estos tamafios son equiparables a los reportados por diversos autores [31]
[95] [96] [97], quienes usando una metodologia similar a la de este trabajo,
obtuvieron valores similares de A para los picos de maxima absorbancia y

mostraron valores de tamafios muy cercanos a los calculados.

7.3.3 Fluorescencia

Continuando con la caracterizacion de las propiedades Opticas de los
CdTeQDs, se obtuvo el espectro de Fluorescencia mostrado en la Figura
VII-10 a). Se puede observar como los CdTeQDs obtenidos al calentar la
solucién precursora a 160°C (CdTeQDs naranja) son los que tienen una
mayor intensidad de emisién fluorescente, debido a esto, en el siguiente
paso de funcionalizar a los nanocompositos de Fez04@SiO2 con los
CdTeQDs se usaron estos parametros para asegurar la fluorescencia
maxima. También, la Figura VII-10 b) muestra las curvas normalizadas y los
valores de los picos de maxima emisién correspondientes a cada muestra,
variando desde los 515 nm para los verdes hasta los 670 nm para los que
emiten en rojo, valores comparables a los reportados por Fujun Liu et al
2015 [98]. Con estos resultados, podemos corroborar que el color (longitud

de onda) con el que emiten los CdTeQDs, tiene un corrimiento al rojo
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conforme aumenta el tamafo de los nanocristales, mostrados en la Tabla
VII-2.

140°C [ 140°C

1400 a) 150°C b) [ 4500
568 633 670 160°C

160°C
——169°C
1200

@ o

=} I=}
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Fluorescencia (u.a.)
Fluorescencia (u.a.)

400 ~

200

e e —
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Figura VII-10: a) Curvas de espectroscopia de fluorescencia de CdTeQDs para distintos valores de
temperatura (140-169°C) y b) curvas normalizadas mostrando los picos de maxima emision.

7.4 Nanocompositos Fe3Os@SiO2@CdTeQDs

741 SEM

La siguiente etapa fue la sintesis y caracterizacion del nanocomposito de
Fes04@SiO@CdTeQDs (FSDQ). La Figura VII-11 muestra las imagenes
obtenidas por microscopia electrénica de barrido para esta muestra. Se
puede observar en la Figura VII-11 a) que la morfologia de las
nanoparticulas sigue tendiendo a ser esférica y exhiben una mejor
uniformidad en el tamafio comparandolas con Fez04+@SiO2 (seccién 7.2.1)
y Fes304 (seccion 7.1.1). También disminuyo en gran medida la excesiva
aglomeracion que se tenia apareciendo pequefios cumulos o clusters de
nanoparticulas como lo podemos notar en las Figura VII-11 b-c). Estos
cumulos estan formados por nanoparticulas con tamafios por debajo de los
100nm segun la Figura VII-11 d). Para determinar de una mejor manera la
estructura, el tamafo y la morfologia, se procedio a la caracterizacion por
TEM.
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20kV - X5,000 Spm FCFM-UANL 20kv  X10,000 1pm . FCFM-UANL

20kV  X20,000 1pm 2 20kV  X50,000 0.5pum FCFM-UANL

Figura VII-11: Imagenes por SEM (a-d) de FSDQ en las que se observa la morfologia y dispersion
del material

742 TEM

En la Figura VII-12 se observan imagenes obtenidas por Microscopia
Electrénica de Transmision de los nhanocompositos FSDQ con las cuales
se pudo corroborar de manera efectiva la presencia de nucleos de
magnetita (las nanoparticulas oscuras) envueltos en una matriz de dioxido

de silicio (SiO2) amorfo (recubrimiento mas claro).

A pesar de que en la Figura VII-12 a) se muestra que el tamafo del
nanocomposito es superior a los 300 nm, el cual sobrepasa al tamario ideal,
es evidente que esta formado por particulas nanométricas que coinciden
con la distribucion de tamafios mostrada en la seccion 7.2.2 alrededor de
los 15-20 nm. En la Figura VII-12 c-d) se muestran nanocompositos FSDQ

con los tamafos ideales y una estructura como la planteada en la seccion
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5.4 lo cual es ideal para los objetivos planteados de este proyecto y sus
potenciales aplicaciones en nanobiotecnologia.

En el presente trabajo estos nanocompositos de FSDQ no fueron filtrados
por ningn método, dando como resultado la gran dispersién de tamafio con
el modelo planteado. Es importante mencionar que este problema podria
resolverse utilizando filtrados especiales después de su sintesis.

Figura VII-12: Imagenes (a-d) por TEM de Fe304@SiO2@CdTeQDs en la que se observan el
nanocomposito formado por nanoparticulas de magnetita en una matriz de SiO: junto a los
CdTeQDs
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Para corroborar la funcionalizacion de los puntos cuanticos de teluro de
cadmio con los nanocompositos de FesO4s@SiO2 se obtuvieron imagenes
TEM de alta resolucién (HRTEM) mostradas en la Figura VII-13 (a-d). En la
imagen a) se observan planos interatdbmicos con una distancia interplanar
de 3.6 A. correspondiente a la direccion (111) del CdTe con estructura
cubica de 3.7 A ampliamente reportado en la literatura [99] [100] [101]. Asi
mismo, en la imagen del inciso b) se encuentra una distancia interplanar de
4.8 A correspondiente a la direccion (111) de FesOas con estructura clbica
[102] [103] [104]. Las imagenes c-d) contienen las distancias interplanares
anteriores correspondientes comprobando la funcionalizacion con

CdTeQDs de los nanocompositos de Fez04@SiO2

A

233 om 400, ""'"'5306 A r‘:’j

!

swumices- BBl

Figura VII-13 Imégenes obtenidas por HRTEM de Fe3s04@SiO@CdTeQDs. En las figuras a) y b)
se observa difraccion de electrones (imagenes insertadas) y las distancias interplanares
correspondientes a las direcciones (111) de CdTe y (311) de FezO4respectivamente. Los incisos ¢)
y d) representan distintas zonas que muestran la estructura del nanocomposito
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7.4.3 XRD

Para corroborar la estructura cristalina de las muestras obtenidas, se
procedié a caracterizarlas mediante difraccion de rayos X. En la Figura
VII-14 se observa una comparacion entre los patrones de difraccion de
Fes0a (F), FesO4@SiO2 (FS), CdTeQDs y Fes04@SiO@CdTeQDs (FSDQ)
mostrados previamente. Observamos como el patron de difraccion de la
muestra FSDQ es la combinacion entre los patrones de FesOs@SiO2 (FS)
y CdTeQDs mostrados en las secciones 7.2.3 y 7.3.1 respectivamente, se
nota claramente la superposicién de las fases al ocurrir difraccion en los
planos (111), (220) y (311) correspondientes al CdTe y los planos (220),
(311), (400), (422), (511) y (440) para Fes30a4. Este resultado, junto con los
obtenidos gracias a la caracterizacion por TEM (seccion 7.5.2), nos
permiten corroborar la funcionalizacion con CdTeQDs de los

nanocompositos de Fes0s@SiO2.
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y CdTe FSDQ
—— CdTeQDs
% —FS
= —F
= ® o - =
] - 8 § = 3
N S I L =
I

Intensidad (u.a.)

A_J\..J\,_.,/\._...._‘

I ? I E | Y I * I " I J I . I y |

20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
20 (deg)

Figura VII-14: Patrén de difraccion de rayos X de las muestras de Fe3Os (F), Fes04s@SiO2 (FS),
CdTeQDs y Fez04@SiO.@CdTeQDs (FSDQ).
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7.4.4 Fluorescencia

La luminiscencia tanto de los CdTeQDs y como del nanocomposito de
FSDQ para su comparacion se obtuvo mediante espectroscopia de
fluorescencia. EI nanocomposito FSDQ se puede observar en la Figura
VII-15 a-c), en el inciso a), se muestra CdTeQDs y FSDQ al ser irradiado
por luz ultravioleta (UV-On), en el inciso b), se observa el material en luz
blanca (UV-Off) y en el inciso c) se tiene la muestra FSDQ (UV-On) en

presencia de un iman de neodimio.

-~

CdTeQDs FSDQ

Figura VII-15: Fotografias de CdTeQDs y FSDQ con UV-On (a) y UV-Off (b) asi como la atraccién
magnética entre FSDQ y un iman de neodimio (c)

La Figura VII-16 muestra el espectro de Fluorescencia de la muestra FSDQ
y CdTeQDs (160°C). La disminucion en la intensidad de la fluorescencia es
provocada por el FesOa4 al tener un fendmeno de extincion o desactivacion
fluorescente (quenching) sobre los CdTeQDs. Esto se debe a que FesOas
absorbe en el ultravioleta [105], por ende, se disminuyen los fotones con los
gue son excitados los CdTeQDs al ser irradiados, ademas de ocurrir un
intercambio de cargas y energia. Si se buscara evitar esta disminucién, se
debe aumentar el grosor del recubrimiento de SiO2 a costa de disminuir sus
propiedades magnéticas y de la posibilidad de tener un corrimiento hacia el
azul [106] [107], sin embargo, el material mantiene una fuerte fluorescencia

como se puede ver en la Figura VII-15 a) por lo que se opté no modificar el
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grosor del SiO2. Esta disminucion en la intensidad de la fluorescencia se ha
reportado por diversos autores [108] [109] y generalmente se reporta
también un corrimiento al rojo provocado por el cambio de ambiente
dieléctrico de los CdTeQDs [110] al estar en una matriz de SiO2. En este
caso, evitamos este corrimiento al rojo al introducir la Dodecilamina como
agente de enlace entre estos y observamos como ambos presentan un pico

de méaxima emisién en 633 nm.
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Figura VII-16: Espectro fluorescente de CdTeQDs y FSDQ

7.4.5 Pruebas de Biocompatibilidad MTT

Los resultados de la prueba de biocompatibilidad por MTT realizada en la
Facultad de Ciencias Bioldgicas con células Caco-2 de carcinoma de colon
se muestran en la Figura VII-17. Se obtuvieron los porcentajes de viabilidad
celular al interactuar, como mencionamos en la seccion 6.2.6, con 1,5y 10
uL de Fes30s@SiO@CdTeQDs a una concentracion de 1mg/mL
equivalente a 1 pg/uL obteniéndose un coeficiente de concentracion

citotéxica (CCso) de CCs0=3.8ug/uL del material. Si bien existen materiales
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similares al que presentamos en este trabajo, a fecha de la conclusion del
proyecto (abril del 2024), no se han encontrado registros anteriores en la
literatura de la viabilidad celular del material Fe3Os@SiO2-CdTeQDs al
evaluar su citotoxicidad en la linea celular Caco-2. Compararemos nuestro
resultado con materiales a base de FezO4y CdTeQDs los cuales hayan sido
estudiados para aplicaciones en el area para tener referencia del grado de

biocompatibilidad.

En 2011, J. Ruan et al [111] Reportaron el material
“Fe304/PS/CdTeQDs/silica”, evaluaron su biocompatibilidad en células
renales embrionarias humanas HEK293 y demostraron su gran potencial en
imagenologia molecular y terapia hipertérmica. Encontraron que 20 pg/mL
no exhiben toxicidad celular, pero se reduce su viabilidad celular alrededor
del 56% cuando utilizaron 100 pug/mL al cabo de 24h, esto nos da un

CCs0=113.6 pg/mL aproximadamente.
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Figura VII-17: Pruebas de biocompatibilidad por ensayo de MTT del material
Fe304@SiO.@CdTeQDs antes de ser recubierto por quitosano, mostrando un CCs, = 3.8 ug/uL
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Este valor nos indica que tiene una baja biocompatibilidad o una alta
citotoxicidad antes de agregar el quitosano.

7.5 Nanocomposito Fes0s@SiO2@CdTeQDs/Chitosan

7.5.1 SEM

Se caracteriz6 la morfologia y la dispersion del material mediante el
microscopio electronico de barrido. La Figura VII-18 a-c) muestra imagenes
de Fe304@SiO@CdTeQDs/Chitosan (FSDQC) notandose una mejora en
la uniformidad del material, bajando la dispersion de tamafios y
disminuyendo las aglomeraciones. En el inciso d) se puede observar
cumulos de entre 80 y 100 nm los cuales cumplen con los objetivos del
proyecto.

20kV -~ X1,000 10pm FéFM-UANL' ‘ 20kV. X10,000 . 1pm FCFM-UANL

20kV. X10,000 « 1pm FCFM-UANL 20kV  X50,000 0.5pm FCFM-UANL

Figura VII-18: (a-d) Imagenes por SEM de Fe304@SiO2@CdTeQDs/Chitosan
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7.5.2 TEM

En la Figura VII-19 se muestran las imdgenes correspondientes a la
caracterizacion por microscopia electronica de transmisién del material
Fes04@SiO2@CdTeQDs/Chitosan (FSDQC). En los incisos a y b) vemos
cumulos de nanoparticulas con tamarfios superiores a los que se buscan.
Estos cumulos se pueden evitar haciendo un filtrado de la muestra. En los
incisos c y d) se observa el nanocomposito con caracteristicas estructurales
similares a las propuestas en el presente trabajo, donde se identifican
nuevamente las distancias interplanares de la magnetita (4.8 4) y los
CdTeQDs (3.6 A) ambos en la direccion (111) que mencionamos en la

seccion 7.4.2

Figura VII-19: Imagenes por TEM de (FSDQC) Fe304@SiO.@CdTeQDs/Chitosan. En las
imagenes c) y d) se pueden observar distancias interplanares correspondientes a FesO4 (4.8 A) y
CdTe (3.6 A)
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Tomando como referencia la Figura VII-20, podemos notar una estructura
similar a la planteada en la seccién 5.5, donde se observa la capa de SiO2
recubriendo magnetita y otra capa de Chitosan en el exterior del
nanocomposito. Este contraste entre las capas de SiO2 y de quitosano son

identificables al comparar estas imagenes con lo reportado en la literatura,

en la que diversos autores las han notado al trabajar con materiales a base
de Fes04@SiO2@Chitosan [112] [113] [114] [115]

Figura VII-20: Estructura del material FesO4@SiO-@CdTeQDs/Chitosan en la que se observa la
capa de SiOz y de Chitosan

7.5.3 Fluorescencia

En las imagenes presentadas a continuacion (Figura VII-21 a-b) se muestra
CdTeQDs, FSDQ y FSDQC con UV-On (a) y UV-Off (b). El inciso ¢) muestra
FSDQC con UV-On en presencia de un iman de neodimio y el inciso d) la
comparacion entre antes (FSDQ) y después (FSDQC) del Chitosan, se
mantiene la fluorescencia luego de dicho recubrimiento y no se observa un

cambio sustancial a simple vista en la fluorescencia del material.
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CdTeQDs

c)

Figura VII-21: CdTeQDs, FSDQ y FSDQC con UV-On (a), UV-Off (b), FSDQC en presencia de un
imén de neodimio (c) y comparativa entre FSDQ y FSDQC en presencia del iman

Se obtuvo el espectro de fluorescencia de FSDQC, resultados presentados
en la Figura VII-22 a). A pesar de que se observa una disminucion
considerable en la intensidad de la fluorescencia con respecto a FSDQ, esto
es debido principalmente a la diferencia en la concentracion de las muestras
analizadas. La Figura VII-22 b) muestra que el material se mantiene
altamente luminiscente a pesar de estas mediciones. Si bien no podemos
descartar una pérdida en la fluorescencia al incorporar el quitosano,
diversos autores que han trabajado con materiales a base de QDs-Chitosan
reportan desde pérdidas muy bajas [116], pérdidas significativas [117] hasta
un aumento en la fluorescencia [118] dependiendo del tipo de quitosano

utilizado, pH y relaciéon QDs/Chitosan.
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Figura VII-22: a) espectro de Fluorescencia de CdTeQDs, FSDQ y FSDQC, b) Fotografia de
FSDQC donde se observa que se mantiene altamente luminiscente

7.5.4 Pruebas de Biocompatibilidad MTT

Las pruebas de biocompatibilidad por MTT de
Fes04@SiO@CdTeQDs/Chitosan son cruciales para corroborar la
factibilidad y las potenciales aplicaciones que tiene este novedoso material.
Aunqgue el objetivo del proyecto no es utilizarlo en una aplicacion especifica,
es importante determinar los lineamientos y las condiciones a las cuales

pueda ser seguro utilizar el nanocomposito.

La Figura VII-23 recopila los resultados obtenidos de la prueba de
citotoxicidad, mostrando una considerable mejoria en el porcentaje de
viabilidad celular comparado con Fez04@SiO2@CdTeQDs, demostrando
gue el recubrimiento con Chitosan (quitosano) disminuye en gran medida la
citotoxicidad. Si tomamos como referencia el valor de la concentracion
citotoxica antes del recubrimiento con quitosano (Cso=3.8ug/uL) de la

muestra “FSDQ”, encontramos que a esta concentracion tenemos una

95



viabilidad estimada del 94.8% luego del recubrimiento, incluso sin ver una
disminucién de la viabilidad celular a una concentracion de 1ug/uL.
Ademas, es sumamente importante notar que la concentracion real de las
pruebas es de 1mg/mL en dosis de 1, 5y 10 pL, razon por la cual se
reportan datos en pg/uL.
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Figura VII-23: Resultados de la prueba de biocompatibilidad por MTT del nanocomposito
Fe304@SiO2-CdTeQDs/Chitosan comparado con Fes04@SiO2-CdTeQDs

Estos resultados son muy prometedores, en 2012 J. M. Shen et al [119]
reportaron un nanocomposito a base de
Fes04s@CMCH@CdTeQDs@CMCH (“CMCH” = Carboxymethyl chitosan o
carboximetil quitosano) con el que mostraron su aplicacibn como transporte
de farmacos (ADM: adriamycin) y la obtencion de imagenes celulares

(celular Imaging). Al realizar un estudio por MTT en células hepaticas
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humanas normales y cancerosas, L02 y HepG2 respectivamente,
obtuvieron una baja citotoxicidad y una compatibilidad celular favorable a
una maxima concentracion de 1 mg/mL con porcentajes de viabilidad del
85% para L02 y del 70% para HepG2. Afios después en el 2014, J. Ou, et
al [120] analizaron por ensayo de MTT el nanocomposito
“Fe304/SiO2/graphene-CdTe QDs/CS” (“CS” = Chitosan) como medio de
transporte de farmacos (5-fluorouracil) con una linea celular hepatoma
SMMC-7721 (cancer de higado) y encontraron que no mostré sefales
obvias de toxicidad a una concentracion de 25 pg/mL al no hacer que
disminuyera la viabilidad celular por debajo del 80%. Este mismo afio, G.
Wang et al [121] reportaron una viabilidad superior al 90% a una
concentracion de 1000 pg /mL en células humanas de cancer de prostata
PC3M al estudiar Fe3Os—CdTe@SiO.—carboxymethyl chitosan para

imagenes celulares y entrega magnética dirigida de farmacos.

Si bien son otras lineas celulares y la citotoxicidad del material puede
depender de otros factores, esta claro que al obtener un valor del 85.38%
de viabilidad celular para la linea Caco-2 a una concentracion maxima de
10 pg/pL, el material muestra biocompatibilidad. De esta manera, la
concentracion maxima evaluada en este trabajo es equivalente a mas de
400 veces la reportada por J. Ou, et al. e incluso superior o igual a las
mencionadas anteriormente, notandose buena biocompatibilidad dando
indicios de su potencial uso en diversas aplicaciones. Haciendo una
interpolacion lineal de los datos, podemos encontrar un CCso=31.65 pg/uL,
sin embargo, este valor solamente es referencial debido a que la
disminucién de la viabilidad celular depende de factores que generalmente
no presentan un comportamiento lineal. Para encontrar el valor real, es
necesario evaluar concentraciones superiores a las analizadas en este

proyecto.
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VIIl Conclusiones

Se obtuvieron nanoparticulas de magnetita (FesOs4) con alta respuesta
magnética mediante el método de coprecipitacion quimica. Al analizarlas
por XRD, se encontré que tienen estructura cubica y la caracterizacion por

TEM permitié determinar su tamafio promedio de 15.2 nm +3.7nm.

Las nanoparticulas se recubrieron con dioxido de silicio a través del método
sol-gel, obteniéndose el nanocomposito Fez04@SiO2 con un coeficiente de

variacion de 0.24, dejando ver una baja dispersion de tamafios.

Se sintetizaron puntos cuénticos de teluro de cadmio identificando su
estructura cubica tipo blenda de zinc mediante XRD, ademas, se
encontraron sus picos de maxima absorbancia y fluorescencia mediante

espectroscopia ultravioleta-visible y de fluorescencia respectivamente.

Se obtuvieron nanocompositos de Fe304@SiO.@CdTeQDs magnéticos y
luminiscentes, los cuales mostraron baja biocompatibilidad antes de

incorporar el quitosano al ser evaluada por ensayo MTT en células Caco-2.

Fue identificada la formacion del nanocomposito
Fe304@Si0@CdTeQDs/Chitosan mediante TEM, con tamafios cercanos
a los propuestos, manteniendo una alta fluorescencia al ser irradiado con
luz UV y mostrando alta atraccion magnética al acercar un iman de

neodimio.
Se han reportado por primera vez pruebas de citotoxicidad por ensayo de

MTT en la linea  celular Caco-2 del nanocomposito
Fe304@SiO2@CdTeQDs/Chitosan.
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El ensayo de MTT demostré una alta biocompatibilidad en la linea celular
Caco-2 del nanocomposito Fez04@SiO-@CdTeQDs/Chitosan, al obtener
un 85.38% de viabilidad celular a una concentracion de 1mg/mL (ug/uL) y
una dosis maxima de 10 pL demostrando su potencial aplicacion en

nanobiotecnologia.
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IX Trabajo a futuro

Para futuros proyectos, se sugiere evaluar la citotoxicidad del

nanocomposito en otras lineas celulares y corroborar su biocompatibilidad.

Disminuir la dispersién de tamafios por medio de filtrados especiales para
obtenerlos dentro del rango establecido viable para aplicaciones in-vivo,

abarcando la mayor cantidad de aplicaciones posibles.
Asegurar la optimizacién de las propiedades Opticas del nanocomposito
FSDQC como la intensidad de Fluorescencia (PL), Rendimiento cuéntico

(QY) y su estabilidad con el paso del tiempo

Comenzar con la evaluacion del material en alguna de las aplicaciones

planteadas en el presente trabajo.
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