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Resumen Xi

Resumen

ANTECEDENTES

El continuo avance de la tecnologia ha supuesto una mejora en todos los ambitos de nuestra
vida, entre los que se encuentra la salud. Hoy dia, existen una gran variedad de tecnologias
aplicadas a la medicina que permiten realizar procesos, que en el pasado eran complejos y
criticos para los pacientes. Una de las estrategias para la simplificacién de estos procesos surgio
de la mano de los métodos de imagen médica, donde gracias a la deteccién y segmentacién de
las zonas concretas a tratar, se ha avanzado en el diagnéstico y tratamiento de una gran variedad
de enfermedades.

Se define imagen médica como el conjunto de técnicas y procesos utilizados para la creacién de
imagenes, de partes o el total, del cuerpo de un paciente, con el fin de diagnosticar o tratar una
dolencia. Los principales métodos de imagen médica se engloban en funcidn de la tecnologia
por la que se crea la imagen, como son: (1) Radiografia convencional y tomografia
computarizada, ambas basadas en el uso de Rayos X, diferencidandose entre si, en la obtencién
de la informacidn para la generacidn de la imagen; (2) ecografia o ultrasonidos, basadas en el
uso de ondas ultrasénicas; (3) resonancia magnética basada en el uso de pulsos
electromagnéticos y (4) técnicas de medicina nuclear, donde se engloban aquellas técnicas que
suponen la utilizacidn de contrastes o marcadores para su seguimiento in situ en el paciente.

Junto con el desarrollo de estas técnicas de imagen, ha surgido una nueva rama de actuacién
denominada teragnosis, en la que se engloban las funciones de terapia y diagndstico
combinadas como un Unica. En los ultimos afios, se han desarrollado diferentes estrategias
centradas en la teragnosis, entre las que destacan aquellas que se basan en el uso de luz UV-
visible-IR, como son: (1) Terapia plasmdnica fototérmica (del inglés, Plasmonic Photo-thermal
Terapy, PPTT) en la que suelen ser utilizadas nanoparticulas metalicas (principalmente oro) a
partir de las cuales un haz de luz es absorvido y convertido en calor mediante una serie de
procesos fotofisicos en cadena y (2) Terapia fotodindmica (del inglés, Photo-Dinamic Therapy,
PDT) en la que son utilizados fotosensibilizadores capazes de generar oxigeno singlete, que
induce a la muerte celular. Adicionalmente, en este uUltimo grupo, se estan desarrollando
estrategias focalizadas en la liberacion de farmacos en dianas especificas, para el tratamiento
de enfermedades, basadas en el uso de emisores de luz capaces de permitir la liberacidon
especifia de un farmaco concreto. Estos procesos también combinan las bondades de la
segmentacion y el tratamiento.

Entre la multitud de enfermedades y dolencias que se han beneficiado del desarrollo este nuevo
ambito denominado teragnosis, y de sus técnicas, se encuentra, con una mencién especial, los
procesos cancerigenos. Los principales retos a resolver cuando existe un proceso cancerigeno
son: Conocer la regidn o regiones afectadas y dentro de ello conocer en cada regién, la
progresion del dafio en cuanto a estructuray funcionalidad y tratar de forma selectiva el proceso
tumoral sin dafiar el tejido sano. El poder segmentar una lesién, no sélo provee de un
diagndstico, sino también de un tratamiento selectivo sin afectar a otras partes del cuerpo.

Es por ello que surge la presente Tesis Doctoral, “Nuevos métodos de teragnosis para el
tratamiento de tumores mediante técnicas de fluorescencia hiperespectral”’, con el fin de
estudiar, generar y desarrollar estrategias de teragnosis, que resuelvan en un Unico proceso, la
detecciéon, segmentacidon y terapia de un proceso tumoral, conociendo la region afectada y la
progresion de dafio en cuanto a estructuray funcionalidad. Esto se dara gracias a la fluorescencia
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hiperespectral de sistemas luminiscentes, especificamente disefiados tanto para la deteccién de
la lesidon, como para la administracién del farmaco. El desarrollo de un software de tratamiento
deimagen, permitira evaluar el comportamiento de los sistemas de emisidn hiperespectral (SEH)
en zonas diferenciadas del tejido, determinando la profundidad de la lesidn estudiada.

Con este fin se han desarrollado una serie de sistemas de teragnosis (STG), especificos,
denominados upconversion, capaces de emitir radiacién electromagnética en el rango UV-vis de
una energia superior a la absorbida (Infrarrojo). Adicionalmente, se ha disefiado un software
gue permite la simulacion del comportamiento de la fluorescencia de los STG sobre la superficie
de una lesidon tumoral dérmica a diferentes profundidades. Asi, la tecnologia propuesta en la
presente Tesis doctoral engloba los dos ambitos de la teragnosis:

(1) EI ambito del diagndstico mediante un nuevo método de imagen médica que se puede
encuadrar dentro de las técnicas de medicina nuclear, debido a que para la generacién de la
imagen son utilizados marcadores fluorescentes.

(2) EI @mbito del tratamiento, donde los marcadores especificos, serdn utilizados para la
liberacion de farmacos en los puntos diana que previamente se han sefializado.

OBIJETIVOS

La presente Tesis Doctoral tiene como objetivo principal la generacion de una nueva
metodologia de teragnosis ,en la aplicacién a procesos tumorales dérmicos y la liberacidn de
farmacos especificos. Con el fin de alcanzar este objetivo se han propuesto diferentes objetivos
parciales como son:

1. Desarrollary optimizar Sistemas upconversion de Emision Hiperespectral (SEH), para su
aplicacién en el diagndstico por imagen de lesiones tumorales.

2. Evaluar los Sistemas upconversion de Emisién Hiperespectral (SEH)en la liberacion
especifica de farmacos en terapias contra procesos tumorales.

3. Desarrollar un sistema de simulacién de tumores para la prueba de los Sistemas
upconversion de Emisién Hiperespectral (SEH).

METODOLOGIA

Con el fin de seleccionar y optimizar las propiedades luminiscentes se han propuesto diferentes
combinaciones en la composicién de los Sistemas upconversion de Emisidn Hiperespectral
(SEH). En una primera etapa se evaluaron diferentes matrices basadas en: LaFs, Y,03 y NaYF, La
seleccién/optimizaciéon de cada uno de estos componentes, permite que sus propiedades no
interfieran en el dopado con elementos sensibilizadores y activadores. En el caso de los primeros
se seleccio’nd Yterbio (Yb) debido a su capacidad de absorber en el espectro infrarrojo,
especificamente a 980 nm. La importancia de esta longitud de onda radica en que se trata de
una radiacién que atraviesa el tejido sin distorsion, lo que permitird la localizacién del marcador
independientemente de la profundidad a la que se encuentre. Por ultimo, se seleccionaron
como activadores (Er) y Tulio (Tm). La seleccidon/optimizacion permiten una amplia versatilidad
y control tanto de la intensidad como de la longitud de onda de emisidn, lo que, por una parte
facilita la segmentacién en cuanto a la deteccion en profundidad y por otra la liberacidn selectiva
de farmacos especificos.

Con este fin, la preparacion de los SEH estd basada en el uso de métodos solvotermales, donde
diferentes parametros de sintesis como: Temperatura y tiempo de reaccidn, precursores de
reaccion, pH de reaccidn y tratamiento térmico, fueron evaluados con el fin de optimizar las
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propiedades fisicoquimicas de estos sistemas. Estos estudios permitieron evaluar el efecto de
las propiedades morfoldgicas y estructurales en la emision hiperespectral, asi como en la
estabilidad de los mismos. Para ello, se emplearon diferentes técnicas analiticas como la
microscopia de barrido (Scanning Emission Microscopy , SEM), la difraccion de rayos X (DRX) o
la fotoluminiscencia.

Los estudios de teragnosis comenzaron con la evaluacién de los SEH en procesos de liberacién
fotoselectiva de farmacos especificos para terapias contra procesos tumorales. Para ello, se
selecciond la liberacidn del antibidtico libre Ciprofoxacina (CF) de su derivado oxima-éster (CF-
OE) correspondiente. El CF es un antibidtico que pertenece a la familia de las quinolonas y esta
siendo uno de los mas utilizado en los ultimos anos para tratar infecciones bacterianas. Su
relacidn en la presente Tesis Doctoral se encuentra en que, ciertas bacterias que colonizan los
tumores, son capaces de desintegrar la gemcitabina, un farmaco muy utilizado en la
guimioterapia. El uso de CF contribuiria a la mejora de los tratamientos de quimioterapia con
una mejora de su efectividad. EI CF es un compuesto ligeramente soluble en agua y se ha
detectado en multiples biofluidos como orina y sangre. Para lograr la liberacién especifica del
mismo en la diana, se utiliza un profarmaco correspondiente para que tenga una menor
solubilizacion en el plasma y sea controlada su liberacién en la diana. El problema del
profarmaco, es que solo absorbe sobre el rango ultravioleta-visible, que es una longitud de onda
gue no traspasa el tejido, es por ello que se requiere de la utilizacién de un SEH que absorba en
la region infrarroja. En este caso, gracias al desarrollo de los Sistemas de Terganosis, STGs,
realizado en la presente tesis doctoral, se selecciond el NaYFs:Yb, Tm, que bajo iluminacién
infrarroja (980 nm) presenta una emisidn muy intensa en el rango espectral (450 nm) requerido
para la excitacion del profarmaco CF-OE, permitiendo la liberacidn del CF.

Por otra parte, teniendo en cuenta la variabilidad de los procesos tumorales y sus tratamientos
y con el objetivo de proponer una metodologia de simulacidn versatil para la deteccidn de
tumores dérmicos se generd una base de datos que incluye las propiedades de emisién de
diferentes SEH y sus variaciones con la matriz, sensibilizador y activador, asi como con sus
caracteristicas estructurales y morfoldgicas. Estos datos fueron relacionados con la absorcién de
la radiacién por parte del tejido, tanto en superficie como en profundidad, y su efecto en la
generacion de imagen de diagndstico. Estas simulaciones fueron realizadas mediante el
software Matlab.

RESULTADOS

A través de los estudios de preparacidn y optimizacion de los SEH se selecciond la matriz de
NaYF, como la mas eficiente, teniendo en cuenta su homogeneidad en cuanto a dispersion,
morfologiay estructura cristalina, ademas el dopaje de la misma con los compuestos activadores
y sensibilizadores, no suponia una modificacion de estos pardmetros. En el caso de los
activadores, se determind que los sistemas con Er dan lugar a una emisién hiperespectral
formada por diferentes emisiones a 525 nm y 545 nm en el verde y 660 en el rojo, cuya
intensidad y proporcion, de estas lineas espectrales, varia en funcién de las condiciones de
sintesis y por lo tanto sus caracteristicas estructurales y morfoldgicas. En el caso del NaYF4:Yb,
Tm se obtuvieron emisiones en: 425 nm y 480 nm en el azul, 652 nm en el verde, 700 nm en el
rojo y 800 nm en la regién IR, en el caso del dopaje con Tm, no se observd una variacién en la
proporcion de las lineas espectrales con respecto a las condiciones de sintesis, pero si en cuanto
a la intensidad global de fluorescencia del STG.
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Adicionalmente, en el caso de los sistemas NaYF4:Yb, Tm, los estudios fotofisicos por técnicas
resueltas en tiempo como fotoluminiscencia o laser flash fotolisis, permitieron determinar
estados de transicién que no se habian detectado previamente en literatura. Un ejemplo de
ellos corresponde a la transicion tls= 3Hs (350nm) con un tiempo de vida medio de 10 ns.

En el desarrollo de dicha evaluacion se dio a conocer que, al presentar la misma matriz, las
modificaciones en la temperatura y el tiempo de reaccién afectaban a la estructura cristalina de
los STGs seleccionados, conociendo que a mayor tiempo, la estructura cristalina avanzaba hacia
la fase que facilita la comunicacién entre sensibilizadores y activadores, ocurriendo lo mismo
con el aumento de temperatura. En cuanto a los precursores de la reaccién se encontraban
estrechamente ligados al pH, observando que el avance de pH acido a basico suponia la
evolucién de morfologias globulares y dendriticas, que permiten mayor comunicacién entre
sensibilizadores y activadores, a alargadas y geométricas hasta un pH dptimo encontrado en 8 a
partir del cual, se pierden las estructuras geométricas.Por ultimo, el tratamiento térmico
afectaba tanto a la fase cristalina como a la morfologia, si el sistema, mediante la sintesis, habia
logrado la fase cristalina idonea, su tratamiento térmico no incorporaba ninguna mejora, solo
suponia la aglomeracién del mismo y por lo tanto su afectacion negativa a la fluorescencia.

Teniendo en cuenta sus propiedades fotoluminiscentes, se selecciond el SEH, NaYF4:Yb, Tm para
estudiar su efecto en la liberacion de farmacos. Como se ha comentado anteriormente,
utilizando la Ciprofoxacina (CF) como antibiético. Se observd que la activacion del profarmaco
para la liberacion del CF se da a través de la emisidon a 450 nm del SEH. Adicionalmente, se
realizaron estudios de estabilidad confirmando la elevada estabilidad del proceso.

Por ultimo, las simulaciones desarrolladas a través del software Matlab a partir de las lineas de
fluorescencia que proporcionaron los SEHs seleccionados, permitieron establecer un patrén de
colores en funcion de la profundidad a la que se encuentra la lesion tumoral dérmica, de este
modo estructuras contenidas entre [0-0.02]cm muestran en superficie fluorescencia azul; entre
[0.02-0.1] cm fluorescencia verde y entre [0.1-10]cm fluorescencia roja.

CONCLUSIONES

Con la presente Tesis Doctoral, se consiguié desarrollar, simular y evaluar una nueva técnica de
teragnosis basada en SEH de conversién ascendente. Las principales conclusiones obtenidas de
la misma son:

(1) Se han desarrollado sistemas SEH, basados en NaYF4:Yb, Er y NaYFs;:Yb,Tm, altamente
eficientes en la emisidon hiperespectral en el rango del visible a través de una optimizacion de su
propiedades estructurales, morfolégicas y fluorescentes por medio de un estudio sistematico de
las condiciones de sintesis.

(2) Se ha comprobado que los Sistemas de Emisién Hiperespectral basados en NaYF4:Yb, Er son
muy eficientes y estables en la foto-liberacién controlada de farmacos. Los resultados obtenidos
con luz infrarroja (980 nm) s son muy prometedores y podrian ser probados in vitro o in vivo en
un futuro.

(3) Las simulaciones realizadas han permitido determinar las propiedades de los SEH aplicados
a en un sistema tumoral dérmico, simulado a diferentes profundidades, por medio de la
determinacion del patrén de colores que permitira in situ la segmentacion y determinacion de
la profundidad de una determinada lesion.
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ACCIONES FUTURAS

Como futuros estudios a la presente Tesis Doctoral, se encuentra la bioconjugacion de los SEH
para la deposicidn selectiva en los procesos tumorales. Es conocido que cada proceso tumoral
va acompafiado de una relacién caracteristica de antigenos, por lo que la bioconjugacion del
SEH con relaciones especificas de anticuerpos relativos a los antigenos definidos en funcién del
proceso tumoral, permitirian descartar o determinar la presencia de un determinado proceso
tumoral. Esto permitiria la ampliacion de la presente técnica a procesos tumorales diferentes a
los dérmicos.

CONTRIBUCIONES

1. Patente Nacional: “Uso de una composicion que comprende una combinacion de
nanoparticulas fluorescentes”. Moyano Rodriguez, Edelweiss; De la Pefia O’Shea, Victor;
Caamafio Fernandez Antonio; Ramiro Barguefio, Julio; Rojo Alvarez, José Luis; Ramos Lopez,
Francisco Javier; Jaque Garcia, Daniel. ES2684057 B1 (04.07.2019).
https://invenes.oepm.es/InvenesWeb/detalle?referencia=P201730451

2. Articulo Académico: “Controlle Synthesis of Up-Converison NaYF,:Yb,Tm Nanoparticles for
Drug Realease under Near IR-Light Therapy”. Edelweiss Moyano Rodriguez, Miguel Gomez-
Mendoza, Raul Pérez-Ruiz, Beatriz Pefiin, Diego Sampedro, Antonio Caamafio y Victor Antonio
de la Pefia O’Shea. Biomedicines. 2021, 9,1953. https://doi.org/10.3390/biomedicines9121953.
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Abstract XVi

Abstract

El constante desarrollo de la tecnologia ha provisto de grandes avances al area de la salud, es en
esta area donde ha surgido una nueva técnica denominada terganosis, la teragnosis supone la

unién de dos técnicas médicas, el diagndstico y la terapia o tratamiento.

La técnicas de diagndstico mas utilizadas en los Ultimos afios, por sus multiples ventajas, son las
técnicas de diagndstico por imagen, que se engloban en: (1) Radiografia convencional y
tomografia computarizada; (2) ecografia o ultrasonidos; (3) resonancia magnética y

(4)técnicas de medicina nuclear.

Junto a estas técnicas se han desarrollado nuevas técnicas de teragnosis, entre las que destacan
la Terapia Plasmonica fototérmica y la Terapia Fotodinamica, ambas basadas en el uso de
marcadores que permiten de forma conjunta la segmentacién y el tratamiento de una
determinada lesion. A su vez, se ha desarrollado una nueva técnica que cuenta con las bondades
de la teragnosis, se trata de la liberacion de farmacos en dianas especificas.Esta técnica,
permite mediante el uso de marcadores la visualizacién de una lesién y su tratamiento mediante

la accidn de un farmaco selectivo liberado en una diana seleccionada previamente.

La mayoria de los estudios de evaluacidén de estas nuevas estrategias de teragnosis han basado
su aplicacion en procesos cancerigenos. Esto es debido a que los principales retos a resolver en
una lesién tumoral son: Segmentar la region afectada y tratarla in situ con el menor dafio a las
regiones circundantes, con la mayor selectividad. Es por ello, que surge la presente Tesis
Doctoral: “Nuevos métodos de teragnosis para el tratamiento de tumores dérmicos mediante
técnicas de fluorescencia hiperespectal” con el fin de diseiiar, evaluar y simular una nueva
estrategia de teragnosis. Para ello, se procedera al disefio y desarrollo de nuevos Sistemas de
Teragnosis, STG, especificos, basados en el uso del proceso upconversion, por el que se obtiene
una linea de emisién en la region UV-Vis mediante la absorciéon en la region del infrarrojo, estos
sistemas serdn denominados Sistemas upconversion de Emision Hiperespectral, SEH. A
continuacidn, se llevara a cabo la evaluacion los SEH disefiados y optimizados en la liberacién
de farmacos en dianas selectivas, para ello se seleccioné la terapia de actuacién contra bacterias
circundantes en una determinada lesidn cancerigena, que suponen el consumo de los fdrmacos
de los tratamientos quimioterapeuticos, por lo que el fdrmaco seleccionado es la Ciprofloxacina
y su correspondiente Oxima-Ester, siendo esta un potente antibacteriano. Por ultimo, para la
evaluacion de los STG en un proceso de diagndstico por imagen se desarrollé un software de
simulacion de un proceso tumoral dérmico, lo que permitid establecer un patrén de

fluorescencia en funcién de la profundidad de la lesidn, pudiendo asi segmentarla y localizarla.
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Para el disefio y optimizacion de los SEH se optd por la evaluacién de tres matrices LaFs, Y203y
NaYF4, un sensibilizador: Yterbio y dos activadores: Yterbio y Tulio, mediante un método de
sintesis solvotermal en el que se modificaron los pardmetros: Tiempo de reaccién, Temperatura
de reaccion, Precursores de reaccidn, pH de reaccién y Tratamiento térmico, los cuales influyen
directamente sobre las propiedades morfoldgicas y estructurales de los SEH y estas sobre su
fluorescencia. En la evaluacion de los SEH generados para la liberacion de farmacos, se
estudiaron las lineas de absorcion del farmaco seleccionado, la Ciprofloxacina y su
correspondiente Oxima-éster y se estudié entre los SEH optimizados una correspondencia con
las lineas de emisidn, su intensidad y estabilidad. Por ultimo, con ayuda del software Matlab, se
realizé la simulacion de los SEH optimizados sobre una lesién tumoral dérmica, en funcién de la

absorcién de las diferentes lineas de emision por el tejido.

Todo ello supuso la obtencidn de dos SEH éptimos: NaYF4:Yb,Er y NaYF4:Yb,Tm con unas
condiciones de disefio especificas. La combinacién de ambos supone la generacién de una
fluorescencia hiperespectral que cubre el espectro visible completo con lineas de emision en:
525 nmy 545 nm en el verde y 660 en el rojo para el primero y 425 nm y 480 nm en el azul, 652

nm en el verde, 700 nm en el rojo y 800 nm en la regién IR para el segundo.

La evaluacién de los SEH en la liberacién de farmacos se dio por parte del NaYF4:Yb,Tm debido
a que presenta una linea de emisién en 425 nm que se corresponde con las lineas de absorcién
del profarmaco para la liberacién de la Ciprofloxacina, adema3s la estabilidad de este compuesto

permite su uso en hasta 5 ocasiones tras un lavado con solo una pérdida del 3% de eficiencia.

Por ultimo, la simulacién de los SEH optimizados permite la generacidon de un patrén de
profundidades que da lugar a la localizacién de un proceso tumoral dérmico de esta forma:
estructuras contenidas entre [0-0.02]cm, muestran en superficie fluorescencia azul; entre [0.02-

0.1] cm fluorescencia verde y entre [0.1-10]cm fluorescencia roja.

En futuros trabajos, se estudiara la posible bioconjugacién de los SEH para el rastreo vy

localizacién de cualquier lesién tumoral
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1.

1.1

Antecedentes

Técnicas de imagen médica

Las técnicas de imagen médica aprobadas y utilizadas hoy dia de forma convencional son las

siguientes (Keith L. Moore A. F., 2006), (Keith L. Moore A. M., 2003), (Pedro Antonio Carrion

Pérez, 2006):

1
2
3.
4
5

Radiografia convencional.

Tomografia computarizada.

Ecografia o Ultrasonidos.

Resonancia magnética.

Técnicas de medicina nuclear, que se combinan con las anteriores mediante el uso de

contrastes.

Estas técnicas se agrupan debido al método de obtencion de la imagen:

Radiografia convencional: dentro de esta técnica se pueden agrupar los rayos X, las
mamografias o la tomografia computarizada de rayos X. Como se puede intuir, todas
ellas estan basadas en la utilizacién de rayos X, la generacién de imagenes a través de
rayos X se da por la diferencia de densidad de los elementos que atraviesan, de forma
gue aquellos mas densos, se representaran con tonos mas brillantes que los elementos
menos densos, pudiendo asi diferenciar claramente huesos de érganos o entre érganos.
No obstante, los rayos X, por la longitud de onda en la que se encuentran se consideran
radiacion ionizante, el problema que presenta esta radiacidn, es que permite observar
las estructuras con elevada claridad, pero, ioniza el tejido a través del que pasa, el
problema de ello es que la acumulacidn de esta radiacidn en el tejido puede conducir a
la afectacion al mismo y el aumento del riesgo de generacién de futuros procesos
cancerosos, es por ello que su uso esta limitado en el tiempo (Keith L. Moore A. M.,

2003) (Keith L. Moore A. F., 2006) (Pedro Antonio Carrion Pérez, 2006).

Tomografia computarizada: podria estar incluida dentro de los procesos de radiologia
convencional, debido a que la fuente de energia que permite la deteccion de las
diferentes estructuras es la misma, los rayos X, no obstante, supone una técnica a parte,
debido a la generacion de la imagen. En la tomografia computarizada, la exploracién se
lleva a cabo de forma axial y helicoidal, lo que se considera como toma de imagenes en
espiral, la contraposicion de todas estas imdgenes permite establecer una visién

tridimensional de los érganos de estudio (David J. Brenner, 2007). No obstante, presenta
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la misma premisa negativa que la radiologia convencional, al utilizar rayos X su uso en
el tiempo esta limitado (David J. Brenner, 2007) (Keith L. Moore A. M., 2003) (Keith L.
Moore A. F., 2006) (Pedro Antonio Carrién Pérez, 2006).

3. Ecografia o ultrasonidos: Esta técnica esta basada en la utilizacidn de ondas de
ultrasonido, consideradas como ondas de alta frecuencia, las cuales son reflejadas por
los limites intertisulares, lo que permite la generacién de imagenes a partir de la
delimitacion de los diferentes tejidos. En este caso, la energia utilizada no es ionizante,
lo que es una gran ventaja, presentando el problema de que las imdgenes obtenidas son
de baja resolucién (Keith L. Moore A. M., 2003) (Keith L. Moore A. F., 2006) (Pedro

Antonio Carrién Pérez, 2006).

4. Resonancia magnética: Esta técnica se basa en la alineacién de los spines de los 4&tomos
de hidrégenos de los tejidos mediante un fuerte iman. El proceso se basa en la alineacién
momentanea de los protones mediante un pulso electromagnético corto y fuerte, al
relajarse los protones producen un pulso de frecuencia radio, que sera diferente en
funcién de la concentracién de hidrégeno en el tejido y en su entorno, pudiendo
diferenciar asi hueso y los diferentes drganos. En este caso, la radiacion no es una
problematica, pero si el coste del equipo, que es mucho mas elevado que en el resto de
técnicas. Ademas, cualquier movimiento puede distorsionar la imagen (Joaquin Costa
Subias, 2021) (Keith L. Moore A. M., 2003) (Keith L. Moore A. F., 2006) (Pedro Antonio
Carrion Pérez, 2006).

5. Técnicas de medicina nuclear: En este epigrafe se engloban todas aquellas técnicas de
imagen en las que se utiliza un contraste, cominmente, los contrastes son utilizados con
las técnicas de tomografia computarizada y la resonancia magnética, y son trazadores
ionizantes o no, que siguen diferentes ciclos para marcar funciones o metabolismos. No
obstante, existe otra técnica determinada como PET (Positron Emision Tomadgraphy,
Tomografia de emisién de positrones) basada en la introduccion en el individuo de un
trazador que emite positrones. De forma general, este trazador se une a la glucosa, por
lo que los positrones marcan aquellas zonas de mayor consumo. El problema de esta
técnica se encuentra en que todo aquello que tenga un consumo elevado de glucosa se
marcard, y es complejo diferenciar estructuras. Ademas, la aniquilacidn de positrones,
tiene como resultado la emisidn de rayos gamma, radiacién aun mas ionizante que los

rayos X (Keith L. Moore A. F., 2006) (Keith L. Moore A. M., 2003).
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Frente al panorama actual, los nuevos trazadores que introduce la nanotecnologia a las técnicas

de imagen médica, han supuesto que se realicen grandes avances en esta drea, ya que podrian

solucionar los principales problemas que introducen las técnicas existentes hoy dia:

P W N R

Elevados costes.
Radiacidn perjudicial para el individuo.
Individuos totalmente inmoviles.

Tiempos de procesos muy elevados.

La introduccidon de trazadores va acompafada de la evolucién de las técnicas de imagen médica
en una nueva area denominada como teragnosis, la cual se basa en la unién de las técnicas de
diagndstico y el tratamiento como una herramienta Unica. (1) El diagndstico se da de forma
generalizada a través de una técnica de imagen médica. (2) El tratamiento es multiple, entre los
gue destacan, las técnicas de teragnosis mas desarrolladas en los ultimos afos:

Terapia plasmodnica fototérmica (Plasmonic Photo-Thermal Therapy, PPTT), en este
proceso suelen ser utilizadas nanoparticulas metalicas (principalmente oro (Laura
Martinez Maestro E. C.-G.-0.-B., 2014)) a partir de las cuales un haz de luz es absorvido
y convertido en calor mediante una serie de procesos fotofisicos en cadena. Tras
absorver la luz por parte de la nanoparticula metalica se produce un proceso de
relajacion electron-electron, el cual se da en femto-segundos y posteriormente ocurre
la relajacién electron-fotdn en un proceso de picosegundos. Ambos procesos suponen
un aumento de temperatura por parte de las nanoparticulas metalicas, las cuales disipan
dicho calor en el ambiente circundante. De forma que si dichas nanoparticulas se
encuentran en la superficie de las células marcadas como cancerigenas, dicho calor se
disipa hacia las mismas pudiendo provocar asi un cambio en su funcién, llegando incluso
a su destruccién (Xiaohua Huang, 2011), (Vetrone, 2012), (Uéslen Rocha, 2014), (Laura
Martinez Maestro P. H.-G.-R., 2013).

Terapia Fotodinamica (Photo-Dinamic Therapy, PDT), se trata de un tratamiento
mediante el cual son utilizados ciertos elementos quimicos que actlan como
fotosensibilizadores, generando en el medio requerido oxigeno singlete, que puede
producir la muerte celular. El proceso envuelve 3 elementos, un haz de luz (en una
longitud de onda determinada, normalmente en el rango visible), un fotosensibilizador
y el oxigeno presente dentro del tejido donde se encuentran las células a tratar. De esta
forma, bajo el haz de luz adecuado, el fotosensibilizador puede ser excitado, provocando
un cruce entre sistemas, generando asi la excitacidn del oxigeno triplete 30, presente
en el medio y excitdndolo a singlete '0,, compuesto que es muy reactivo y produce una
elevada citotoxicidad (Guanying Chen H. Q., 2014)

Liberacion controlada de farmacos: La liberacion de farmacos a través del torrente
sanguineo, es un campo en amplio desarrollo durante las Ultimas décadas (Guarav
Tiwari, 2012), (Mandana T. Manzari, 2021). El uso de sistemas de administracion de

farmacos por medio de liposomas (Haisheng He, 2019), (S. G. Antimisiaris, 2021),
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micelas mixtas, (Nuin E. G.-M., 2013), (Nuin E. G.-M., 2013), (Rodriguez- Muiiiz, 2017)
niosomas (Rianne Batelds, 2012), micelas (Gomez-Mendoza M. N., 2012), sales biliares,
agregados (Gomez-Mendoza M. M., 2016), (Gomez-Mendoza M. M., 2011), (Gomez-
Mendoza M., 2012) nanoparticulas (Jayanta Kumar Patra, 2018), (Michael J. Mitchell,
2021), nanocapsulas, nanoparticulas de oro, microesferas (Costantino Del Gaudio V. C.,
2017), microcapsulas, nanoburbujas, (Atul P Sherje M. J., 2018) microburbujas vy
dendrimeros (Vruti Patel, 2020), se estan investigando para diagndstico y terapia (Mine
Silindir Gunay A. Y., 2016) (Zhai B, 2018). Portadores basados en micelas (liposomas,
micelas mixtas, niosomas, entre otros) estan compuestos por sales biliares, fosfolipidos
y colesterol. Se encuentran entre las entidades bioldgicas mds importantes en
mamiferos, exhibiendo, por ejemplo, una capacidad sobresaliente para solubilizar
moléculas lipofilicas (Christopher J. H. Porter, 2007), (M A Hammad, 1998). El estudio
de nanoparticulas para aplicaciones de administracién de farmacos permite tanto el
desarrollo de nuevas plataformas para el transporte eficiente, como la liberaciéon
controlada de moléculas de farmaco en el microambiente severo (cambios de pH,
temperatura) de los tejidos enfermos de los sistemas vivos (Youging Shen, 2008). Por
esta razodn, estos sistemas estan siendo explotados para el desarrollo de formulaciones
farmacéuticas, con una entrega mejorada en la diana (Jiaojiao Din, 2017) (Jan
Sobczynski, 2018) (Liang Cheng, 2016). La lipofilicidad y las propiedades de particidn de
la membrana de los fdrmacos candidatos potenciales, son clave para el reconocimiento
de su objetivo en las células (C A Lipinski, 2001). La combinacién de marcadores y
liberadores de farmacos hacen a esta técnica una herramienta de teragnosis.
Comunmente, los farmacos utilizados en cualquier dolencia médica, son administrados
por via oral o por inyeccion, la complejidad de esta administracidn se encuentra en que
tras ingresar en el torrente sanguineo, estos se trasladan o eliminan rapidamente del
cuerpo reduciendo su disponibilidad y aumentando los efectos secundarios (Torchilin,
2006) (Sanjay Kumar, 2019) . La liberacidon de farmacos tiene como diana aquellas
estructuras celulares u organulos que contienen la diana del farmaco. Una de las
dolencias mas beneficiadas de este tratamiento es el cancer. (Liangliang Dai, 2016),
(David Béhme, 2015). Las principales razones de su auge son (1) la reduccion de la
afectacién a tejido sano a causa de los tratamiento contra el cancer, tales como la
quimioterapia (David Béhme, 2015) (Sanjay Kumar, 2019) y (2) el aumento de la
efectividad de los tratamiento contra el cancer, ya sea por disponibilidad del farmaco o
por eliminacién de agentes competidores (Liangliang Dai, 2016), (Leore T. Geller M. B.-

R., 2017).
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1.2.  Biomarcadores fluorescentes
De forma generalizada se puede definir como biomarcador, al elemento acogido en imagen
médica como indicador in vivo de procesos bioldgicos. Estos procesos pueden ser normales o
patoldgicos, que pueden o no ser consecuencia de una respuesta a un farmaco o intervencion.
Antiguamente, los biomarcadores se restringian a describir moléculas bioldgicas, hoy dia existe
una amplia variedad de compuestos y elementos exégenos al paciente, que permiten actuar en

concepto de biomarcador (James P. B. O’Connor, 2016), (Richard G. Abramson, 2014).

Dependiendo de cédmo el biomarcador obtenga la informacidon de los procesos bioldgicos

estudiados, se pueden diferenciar tres tipos (Radiology, 2010):
1. Histoldgicos: Obtienen la informacidn de biopsias o intervenciones.

2. Bioquimicos: obtienen la informacidn de las células procedentes de muestras de sangre u

orina.
3. Anatomicos: funcionales o moleculares, obtienen lainformacion de imagenes médicas in vivo.

La presente Tesis Doctoral, se ha centrado en el estudio de biomarcadores anatémicos,
funcionales o moleculares, por lo que pondremos la atencién en las técnicas de teragnosis in
vivo, especialmente en la liberacidn de farmacos y la incorporacion de biomarcadores a las

mismas.

La atencion en cuanto a los biomarcadores, recae en su mayoria, en los catalogados como
fluorescentes, se considera un compuesto fluorescente a aquel que emite luz a través de la caida
de sus electrones desde un estado excitado al estado suelo, tras haber sido previamente
excitado por la absorcién de energia (Lakowicz, 1999). Dentro de los compuestos fluorescentes
mas utilizados en el area médica y de mayor auge, se encuentran los quantum dots, se trata de
cristales inorgdnicos semiconductores nanométricos fluorescentes, que pueden ser excitados
con una Unica fuente de energia dando lugar a una emisién multicolor, cuya emisién a su vez
depende de su tamaifio (Robert E. Bailey, 2004), (Sonal Mazumder, 2009), (Pavel Zrazhevskiy,
2009) aunque se encuentran en una amplia aplicacion por su multiples caracteristicas
fotofisicas, los quantum dots estan sintetizados a partir de metales tales como cobalto o cadmio,
conociéndose que pueden presentar una elevada toxicidad si son sometidos a radiacion
ultravioleta durante un periodo prolongado (Sonal Mazumder, 2009), por ello posteriormente a
los quantum dots, surgieron los materiales Upconversion, son materiales capaces de emitir en
longitudes de onda de energia superior a la energia captada por excitacion, gracias a la multiple

excitacion de sus electrones antes de caer al estado suelo, estos materiales no presentan
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toxicidad y en ellos, esta basada la deteccién del presente estudio, por ello, serdn descritos mas

adelante con mayor profundidad.

2. Materiales upconversion (UC)Se denomina materiales Upconversion, a aquellos capaces de
emitir en una longitud de nda superior a la longitud de onda de excitacidén .

-

Emisién de
radiacién de
energia superior
a la absorbida

- - A
-
r'd
rT~o
\ 7 ~ o
v S
Absorcion de —— 4
radiacion de
baja energia _\.——
Sensibilizador Activador

Figura 1: Esquema generalizado del proceso Upconversion.

El proceso upconversion, es un proceso intrinseco en la mayoria de los elementos de transicién,
no obstante, debido a su configuracion electrdnica, en los lantanidos se aumenta su eficiencia,
debido a una excitacion en cadena de los electrones desde el estado suelo a los diferentes
estados de excitacién como muestra la Figura 1, de modo que un mismo electrdén es excitado en
multiples ocasiones, lo que genera que al relajarse se emita una energia por encima de la
absorbida. Comunmente, son excitados en longitudes de onda enmarcadas dentro de la region

infrarroja, emitiendo en la regidn del Uv- Visible (f. Wang, 2011) (Guanying Chen H. Q., 2015) .

1.3. Composicion y estructura
El proceso upconversion, es un proceso intrinseco de los lantanidos, conociendo que los

lantanidos o tierras raras son metales del bloque d, los conocidos como metales de transicidn,
pero, pese a encontrarse en esta seccion de la tabla periddica, presentan una reactividad mas
similar a los metales del Grupo Il de la misma (Cotton, 2006). Su reactividad, propiedades
cataliticas, magnéticas y metdlicas y su fluorescencia, siendo esta ultima la parte que confiere a
este estudio, se deben principalmente a su configuracidn electrénica. Los orbitales de los
lantanidos se van llenando gradualmente, obteniendo una configuracion electrénica, donde su
distribucién de la capa de valencia se define con la férmula general 4f™!, 5s2 5p° 6s? la
disponibilidad de electrones en los suborbitales 5p y 6s hacen que todos los iones de los
lantanidos sean cationes trivalentes, incluidos escandio, itrio y lantano que no presentan

electrones en el orbital f (Fernando Echeverri L., 2019). Es exactamente esta propiedad, la
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pérdida de electrones en suborbitales para la formacidn de iones trivalentes, la que le confiere
la emisidn caracteristica de los lantanidos, definida como una linea estrecha, posicionada
principalmente, en los rangos visible e infrarrojo cercano. Esto es debido a que los suborbitales
S5p vy 6s al estar completos, permiten que se den absorciones e intercambios de energia entre los

orbitales 4f-4f (Piguet, 2005).

No obstante, para que se desarrolle en toda plenitud el proceso upconversion, se requiere de
una estructura coordinada en una red para que la absorcion de energia y el traspaso de la misma
para la excitacién en cadena sea posible. Esta excitacién en cadena se da gracias a la
combinacion de tres lantanidos, cada cual con una funcién diferente. Los tres se dispondran en
una matriz cristalina, que se disefia de forma que interfiera lo minimo en el proceso
luminiscente, para ello debera de cumplir tres criterios (Min Lin Y. Z., 2012) (Alexandre A. Arnold

V.T., 2013):

1. Quelosiones trivalentes de los lantanidos encajen el entramado generado por la matriz
cristalina.

2. Baja energia de vibracion fondnica, de forma que se minimice la pérdida de energia
entre los estados intermedios de los iones de los lantanidos.

3. Elevada estabilidad quimica.

En la matriz cristalina (Figura 2) se dispondran tres lantanidos cada uno con una funcién

claramente definida:

e El estabilizador: Forma parte de la matriz cristalina principal. Es el que dispone en la
matriz cristalina las posiciones que seran ocupadas por los materiales dopados (resto de
iones de lantanidos que juegan otros papeles en el compuesto) (M. R. N. Soares, 2015).

e El sensibilizador: Es el elemento lantdnido que se encarga de captar la energia de
excitacion y donarla al siguiente elemento. La energia de excitacién del compuesto,
dependera de los niveles de energia del lantanido seleccionado como sensibilizador, el
mas comun es el Yterbio debido a su energia de excitacién. El Yterbio, es el Unico
lantanido que presenta un Unico estado de excitacidn sin estados intermedios, lo que le
hace idéneo para esta tarea. A parte, esa energia de excitacion se corresponde con la
region del Infrarrojo (980 nm), lo que supone muchas de las grandes ventajas
principalmente (Feng Duan, 2012):

1. Se trata de radiacidon no ionizante, lo que supone grandes ventajas en el drea

biomédica.
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2. Elinfrarrojo es capaz de traspasar multiples medios, incluso medios anisotrépicos,
como es el caso del tejido, sin dispersarse.

e El activador: Se trata del elemento lantanido capaz de captar la energia donada por el
sensibilizador, suelen ser elementos que presentan multiples estados de excitacion, lo
gue va a definir las longitudes de onda de emisién. Esto es debido a que el sensibilizador
donard la energia al activador de manera continua, por lo que los electrones ya
excitados, seran capaces de captar de nuevo energia para excitarse de nuevo, esto hara
gue los electrones puedan alcanzar diferentes estados de excitacidon, que tras su caida

al estado suelo, den lugar a fluorescencias diferentes (Feng Duan, 2012).

... l.l @ Estabilizador

‘ @ Sensibilizador

Activador

Existen varios mecanismos por los que los electrones de los iones trivalentes que forman parte

del entramado de un compuesto upconversion captan, ceden y emiten energia:

1. TPA (Two Photon Absorption, Absorcién de Dos Fotones): Es el considerado como
mecanismo convencional, supone la absorcion de dos fotones por un mismo electrén
sin que esa absorcidén suponga que el electrdn se sitde en un nivel de energia intermedio
entre el estado suelo y el estado excitado final (F. Wang R. D., 2011) (J. Chen, 2012) (M.
Wang G. A., 2011), como se observa en la jError! No se encuentra el origen de la
referencia..

2. ESA (Excited State Absorption, Absorcion del Estado Excitado): el mecanismo es el
mismo que en el proceso TPA, pero en este caso si existe un nivel de energiareal, jError!
No se encuentra el origen de la referencia. , al absorber los dos electrones se alcanza
entre el estado suelo y el estado excitado final, un estado excitado intermedio (F. Wang
R.D., 2011) (M. Wang G. A., 2011) (J. Chen, 2012).

3. ETU (Energy Transfer Upconversion, Transferencia de Energia de Conversion
Ascendente): Implica la excitacién de dos iones vecinos (iones de lantanidos trivalentes
de la red), que actian como sensibilizador, el conocido como donador de energia y
activador o aceptor de energia. El proceso seria el siguiente: el sensibilizador es excitado
simultdneamente por dos fotones como ocurriria en TPA o ESA y esta energia

acumulada, es donada al activador vecino, que sera el que tras volver de su estado
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excitado al estado suelo, provoque la emision de energia en forma de luz (F. WangR. D.,

2011) (J. Chen, 2012) (M. Wang G. A., 2011), como se muestra en lajError! No se

encuentra el origen de la referencia..

Estado excitado final |—¢

Estadointermedio |- L — |-

TPA ESA ETU
N N
Y
N N N
’

Estado suelo

Figura 3: Representacion de los mecanismos de transferencia de energia que se pueden dar entre los iones de una red

cristalina de un compuesto upconvesion para la captacion y emision de energia.

1.4. Metodologias sintéticas

Los diferentes métodos de sintesis se definen buscando como objetivo el aumento de la

eficiencia del proceso upconversion, para lo cual, es importante el control de diferentes

parametros fisicos en la matriz cristalina sintetizada, estos son: Tamafio, fase cristalina, pureza,

morfologia y monodispersidad. Existen cuatro métodos documentados y ampliamente

estudiados, donde a partir de los pardmetros de sintesis: temperatura, pH, tiempo de reaccion,

precursores de reaccion y tratamientos térmicos, se consigue un control de la matriz cristalina

final.

1. Método de coprecipitacion: Es el método que conlleva el proceso mads simple, no son

necesarios grandes requerimientos de equipo, costes o condiciones criticas de reaccién.

El proceso mas importante en este método de sintesis es la seleccion de los disolventes

donde se producird la mezcla de los reactivos sélidos para la obtencidon del compuesto

buscado (M. Lin, 2012), normalmente se utiliza octadieno (Y. Liu, 2010) (P. Ptacek, 2007),

metanol (C. Dong, 2012) o una mezcla de ambos solventes (J. Wang, F. Wang, C. Wang,

Z. Liu, X. Liu, 2011). El problema asociado a este método de sintesis se encuentra en que

para obtener la fase cristalina pura deseada es necesario un tratamiento térmico

posterior.
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Descomposicion térmica: Este método es usado cuando el objetivo se encuentra en
obtener una buena dispersion de las particulas sintetizadas (M. Lin, 2012) para ello, es
necesario el uso de disolventes de elevado punto de ebullicién, para que se alcance la
disolucién de los componentes orgdnicos en los reactivos. El problema que supone este
método es que las temperaturas de proceso son muy elevadas desde 3002C (D. Yang,
2011) a 750°C (A. M. Pires, 2005). Ademas, estos disolventes son muy contamiantes y
peligrosos, como son el octadieno (D. Yang, 2011), acido tetraacético etilendiamina

conocido como EDTA (A. M. Pires, 2005) (J. Zhuang, 2007) y oleilamina (Q. Liu, 2011)

2. Proceso Sol-gel: Este proceso es determinado por la hidrdlisis o policondensacion del
acetato del metal o el alcoxido del metal que actiia como precursor, este contiene los
lantanidos que contribuiran a la formacidn de las particulas upconverison (M. Lin, 2012).
El alcéxido mas tipico usado en este proceso es el tetraetoxisilano, mds conocido como
TEOS. La principal desventaja que muestra este proceso es que para conseguir los
parametros deseados en la particula final, es necesario un tratamiento térmico

posterior (A. Yanes, 2009).

3. Proceso solvotermal: Este método es el mas usado debido al control sobre los
parametros de la particula sintetizada. Este método controla facilmente: tamafio,
morfologia, propiedades épticas y magnéticas a través de la temperatura y tiempo de
reaccion, valor del pH y precursores de la reaccién (M. Lin, 2012) (X. Wang, 2005) (F.
Wang Y. H., 2010) (G. Yi, 2004) (F. Wang X. L., 5008). Ademds, este método puede ser
realizado en un horno convencional o en un horno microondas. Esto supone un cambio
en los parametros de las particulas sintetizadas, debido a que la generacién del calor de
sintesis se dara mediante mecanismos y tiempos diferentes lo que afectara

directamente a la morfologia y fase de las particulas sintetizadas.

Debido al mayor control que supone este método y al estudio en profundidad que hace el
presente trabajo, para controlar la luminiscencia aplicada a la deteccién tumoral, el método
seleccionado para la sintesis de las particulas objetivo fue el método solvotermal. Este

método sera ampliamente explicado en el Capitulo 3, en el apartado de Sintesis.
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1.5. Principales aplicaciones
Gracias a sus multiples ventajas, los materiales upconversion han atraido mucha atencién en

diferentes campos como son:

1.

Ciencias instrumentales: Estos materiales han sido usados principalmente en la
generacion de laseres compactos, se trata de elementos que pueden emitir en multiples
longitudes de onda y es aqui donde radica su atraccion en estas ciencias. Los pioneros
en este proceso fueron E. J. Schimitschecy E. G. Schwarz, desarrollando en 1962 un laser
Ultravioleta basado en el fendmeno upconversion (Schwarz, 1962). A partir de este
momento, han sido desarrollados muchos laseres basados en el proceso upconversion,
donde es de destacar el estudio de laser azul a partir de iones trivalentes de Tulio
desarrollado en 1995 por S. Sanders, R. G. Waarts, D. G. Mehuys, y D. F. Welch (S.
Sanders, 1995).
Energia y medioambiente: Estos materiales han sido ampliamente utilizados para llevar
a cabo procesos cataliticos mediados con luz (fotocatalisis). Los materiales upconversion
han sido definidos previamente, en resumen, como materiales compuestos por
elementos lantanidos (semiconductores) capaces de emitir luz visible mediante la
captacion de luz infrarroja, por lo que son de un amplio interés en su uso como
fotocatalizadores (W. Qin, 2010) (Y. Tang, 2013).Como por ejemplo en su uso para la
produccidn de H,, donde los materiales upconversion proporcionan la energia idénea
en el proceso de fotosintesis artificial mediada por semiconductores (Mariam Brawik
Fernando Fresno 2019),(Dandan Li 2018).
Bioaplicaciones: En esta seccidn hay una variacién muy amplia:
3.1.Deteccion de huellas dactilares: La deteccion tradicional de huellas dactilares
latentes, esta basado en el método del espolvoreado, no obstante, este método
tiene las desventajas de baja sensibilidad, bajo contraste, alto ruido de fondo y alta
interferencia de autofluorescencia (M. Wang Y. Z., 2015), por estas razones, una
alternativa al polvo tradicional con compuestos upconversion, supone una mejora
de las caracteristicas buscadas.
3.2.Biomarcador: Como ya se definié en el Capitulo 1 seccién 1.2, un biomarcador es
un elemento acogido en imagen médica como indicador in vivo de procesos
bioldgicos (James P. B. O’Connor, 2016) (Richard G. Abramson, 2014). Los
compuestos Upconversion han atraido mucha atencién como biomarcador,
principalmente por las longitudes de onda en las que trabajan. Inicialmente la

longitud de onda infrarroja es capaz de atravesar el tejido totalmente sin sufrir

Tesis Doctoral Edelweiss Moyano Rodriguez



30

3.3.

dispersién, lo que favorece que el compuesto pueda ser excitado
independientemente de la profundidad a la que se encuentre (Andrew M. Smith M.
C., 2009), ademas de contar con que los rangos infrarrojo y visible en los que
trabajan estos compuestos, son radiaciones no ionizantes, lo que supone que no
producen dafio en el tejido que atraviesan.

Por otra parte, se trata de elementos no tdxicos, varios estudios corroboran la falta
de toxicidad y la no incrementacién de enfermedades tras su introduccion (J. Chen,
2012) (Feng Duan, 2012) (James P. B. O’Connor, 2016).

Teragnosis: En este campo las particulas upconversion han supuesto un especial
interés, debido a que dependiendo de la longitud de onda, intensidad y potencia de
la radiacion de excitacion del compuesto, este puede sufrir procesos de aumento de
la temperatura por vibracién. Esta actividad, combinada con el tamaio de los
compuestos y la capacidad de bioconjugacién (uniéon a estructuras tales como
anticuerpos) permite que sean elementos muy selectivos, que puedan unirse a una
determinada célula buscada, como puede ser una célula tumoral. Por lo que no solo
actua como biomarcador, sino que una vez seifializada la zona de interés, puede

trabajar como herramienta de terapia (Guanying Chen H. Q., 2015).

En la presente Tesis Doctoral, se enfocd la atencion principalmente en la accion de los

upconversion en el ambito de la teragnosis, concretamente en el diagndstico por imagen médica

de tumores

Tesis Doctoral

dérmicos y su tratamiento a través de la liberacién de farmacos.
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Para poder lograr el objetivo final de nuestro estudio, la generacion de una nueva metodologia

de teragnosis en la aplicacion a procesos tumorales dérmicos y la liberacion de farmacos

especificos para su tratamiento, se definieron los siguientes hitos:

1.

2.

Desarrollar y optimizar sistemas upconversion de emisidn hiperespectral (SEH), para
su aplicacién en diagndstico por imagen de lesiones tumorales. Este primer objetivo
tiene asociado
1.1.1. Optimizar el proceso de sintesis para la modificacién selectiva de los
parametros de los SEH con el fin de obtener sistemas altamenteeficientes.
1.1.2. Seleccionar la matriz mas adecuada Seleccionar activadores vy
sensibilizadores, para la generacion de las longitudes de onda de
fluorescencia acordes con aquellas que permiten la seializacion del tejido.
1.1.3. Adecuar los parametros fisicos y morfoldgicos de las particulas para su
aplicacion en la deteccion de tumores subdérmicos.
1.1.4. Obtener correlaciones entre las condiciones de sintesis y las caracteristicas
fisicas y morfoldgicas de las particulas sintetizadas.
1.1.5. Seleccionar las caracteristicas fisicas y morfoldgicas idéneas para su
aplicacion en deteccidn sobre tejido.
1.1.6. Seleccionar las condiciones de sintesis en funciéon de las caracteristicas
fisicas y morfoldgicas buscadas en los SEH.

Evaluar los sistemas upconversion de emisidon hiperespectral (SEH) en la liberacién

especifica de fairmacos en terapias contra procesos tumorales.

2.1.sSeleccionar terapia mas indicada contra el proceso tumoral.

2.2.Estudiar las lineas de absorcién de los farmacos y profarmacos a aplicar sobre el
proceso tumoral.

2.3.Seleccionar los SEH en funcidn de las lineas de absorcién y emision del farmaco y
profarmaco seleccionado para la aplicacion sobre el proceso tumoral.

Desarrollar un sistema de simulacion de tumores para la prueba de los sistemas

upconversion de emision hiperespectral.

3.1.Seleccionar los SEH desarrollados segun su longitud de onda e intensidad de
fluorescencia.

3.2.Combinar de SEH seleccionados y simular su respuesta en la deteccién de tumores

subdérmicos en funcién de su profundidad.
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Durante el desarrollo de la presente Tesis Doctoral, se ha hecho uso de multiples técnicas
experimentales que han permitido el desarrollo y optimizacién de los materiales propuestos y

su la evaluacién en una nueva técnica de teragnosis.

3.1. Productos utilizados
Los compuestos utilizados para la obtencién de los SEH en el proceso de sintesis, son los

detallados a continuacion:

e Oxido deErbio (Er,0s); apariencia fisica: polvo; pureza 299.99%.

e Oxido de Yterbio (Yb,03); apariencia fisica: polvo; pureza >99.99%.
e Oxido de Yttrio (Y,0s); apariencia fisica: polvo; pureza = 99.99%.

e Fluoruro de amonio (NH4F); apariencia fisica: polvo; pureza 299.9%.
e Fluoruro de sodio (NaF); apariencia fisica: polvo; pureza 299.99%.

e Hidréxido de sodio (NaOH); apariencia fisica: perlas; pureza >98%.

e Acido nitrico (HNOs); apariencia fisica: incoloro; pureza 65%.

e Agua ultrapura Milli-Q® (resistividad 18.2 MQ - cm a 25 2C)

e Acido oleico (CH3(CH;);CH=CH(CH,);COOH); apariencia fisica: amarillenta; pureza > 99%.
e Agua ultrapura Milli-Q® (resistividad 18.2 MQ - cm a 25 2C)

e Etanol (C;HsOH); apariencia fisica: incoloro; pureza > 99.8%.

3.2. Sintesis.
Los SEH sintetizados en este trabajo, se basan en los iones trivalentes de lantanidos, que se

integran en una matriz cristalina y cuya composicién y disposicién tiene una importancia capital
en su comportamiento luminiscente. Por lo tanto, la eleccidn del método de sintesis tiene una
elevada importancia en el desarrollo de estos materiales. La preparacidon de estos sistemas

requiere:
1. Una matriz cristalina utilizada como red estabilizadora de los iones lantanidos.
2. Los elementos lantanidos que actuaran como: Estabilizador, activador y sensibilizador.

Ciertos parametros fisicos de estos materiales, influyen de manera directa sobre las propiedades
fluorescentes de las mismas. Por ello, durante los ultimos afios, se han desarrollado diversos

procesos de sintesis que permiten controlar dichas propiedades.

Las propiedades fisicas mas importantes en los SEH basados en el fenédmeno upconversion son:

Tamaiio, fase cristalina, pureza, morfologia y dispersion. Para el control de las mismas se han
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desarrollado los siguientes procesos de sintesis (Min Lin Y. Z.-F., 2012): Método de
coprecipitacidn: destaca por ser el mas sencillo, su importancia recae en la seleccidon del
disolvente en el que se produce la mezcla de reactivos, carece de selectividad en cuanto a la fase
cristalina sintetizada, por lo que suele necesitar de tratamiento térmico posterior;
descomposicion térmica: permite una buena dispersion de las nanoparticulas sintetizadas, lo
gue es posible gracias a los disolventes utilizados en el proceso, esto a su vez tiene el
impedimento de que son disolventes con elevados puntos de ebullicién y contaminantes; (Meng
Wang G. A., 2011); proceso sol-gel: mediante este método se consiguen los parametros
estructurales deseados para los productos con mayor facilidad, con la desventaja de que para
ello necesita postratamiento térmico (Meng Wang G. A., 2011), y método solvotermal: se trata
de un método sencillo en el que existe una elevada facilidad de control de los parametros
estructurales de los productos a través de las condiciones de temperatura, presion, pH y

concentracion de los reactivos de sintesis. (Min Lin Y. Z.-F., 2012) .

Como se puede observar estos procesos tienen ciertas limitaciones en cuanto a dispersion y
tamano de los cristales generados. El proceso solvotermal, es el que mayores virtudes tiene
frente a estas limitaciones, por ello ha sido elegido en la sintesis de los compuestos de la

presente Tesis Doctoral.
La sintesis de estos materiales implica el desarrollo de una serie de etapas como son:

Preparacidn de la disolucién madre.

Soluciéon que contiene los iones trivalentes de los lantanidos deseados en los SEH buscados. +

La composicidén y relacion entre los diferentes lantanidos depende de su aplicacién. En el

proceso de sintesis seleccionado, en esta Tesis Doctoral se utilizaron:
Itrio (Y) como estabilizador,

iterbio (Yb) como sensibilizador

y Erbio (Er) y Tulio (Tm) como activadores.

Para la preparacion de la disolucién madre se disuelven los 6xidos de lantanidos a utilizar en
acido nitrico (HNOs) 0,5M (Yuhui Wng, 2011) (Jing Li, 2013) (Shu-Nan Shan) (Meng Wang J.-L.
L.-X.-L.-K., 2009) (Chow G. S., 2006) (F. Wang R. D., 2011) (Zhang, 2008) (Juayan Liao, 2015) ,
siendo los correspondientes dxidos Y,0s, Yb,03 y Er,0s. La reaccidn propuesta en esta Tesis

Doctoral tiene una proporcidon atdmica de: x:0.2x:0.02x.
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Para comenzar, se preparan 10 ml de una disolucién de acido nitrico al 20%, puesto que partimos

de una disolucion de acido nitrico al 65%, se mezclaran 2,353 ml de HNOs con 7,647 ml de H-,0.

A continuacidn, se introducen en la proporcidon estequiométrica los dxidos de los lantanidos
seleccionados, en este caso las cantidades exactas fueron: 0,462 g Y,0s; 0,1616 g de Yb,05 y

0,0157 g de Er,0s.

La mezcla obtenida, fue sometida a temperatura entre 40 — 502C con continua agitacién para la
disolucién de los lantanidos en la mezcla de 4cido nitrico, lo cual, se determina por una variacion
de color, de blanco opaco a transparente, con ello se obtuvo la mezcla Ln(NOs); que actia como

disolucion madre en la sintesis.

La funcién de cada ién trivalente es la que indica la proporcién de cada uno en la disolucién, en
cuanto a porcentaje molar fue utilizado (Chow G. S., 2006) (F. Wang R. D., 2011) (Zhang, 2008)
(Juayan Liao, 2015):

Proceso solvotermal

Posteriormente se lleva a cabo el proceso solvotermal bajo una serie de condiciones de presion

y temperatura que tienen que ser optimizadas (Demazeau, 1999).

Los procesos solvotermales se basan en un mecanismo centrado en el modelo de nucleacién en
estado liquido, donde se produce una transferencia de materia entre dos liquidos con fases
inmiscibles (Oxtoby, 1992). Para generar este medio de reaccion se utilizdé una mezcla de

disolventes organicos en diferentes proporciones.

Estos disolventes son etanol, que actia como medio de reaccidon y acido oleico como
estabilizador en un proporcién en torno a 1,5:1. (Le-le Li), (Meng Wang J.-L. L.-X.-L.-K., 2009),
(Chow G. S., 2006).

Las reacciones solvotermales se llevaron a cabo en un autoclave de 30ml. Por lo que los
volumenes utilizados son 8ml de etanol y 5,3 ml de acido oleico, afiadiéndose 1 ml de disolucién
madre. A esta disolucidon se le denomind disolucidn A, la cual fue sometida a agitacion durante

15 min.
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Adicionalmente se prepara la disolucidn que contiene los elementos que conformaran la matriz
cristalina. Teniendo en cuenta que en esta Tesis Doctoral se seleccioné una matriz basada en

NaFY,, se seleccionaron diferentes fuentes de fluor: NaF o NH4F.

Asi, por una parte, se prepard una disolucién de 10 ml en base acuosa de 0,336 g de NaF y otra
de 20 ml de 0,593 g de NH4F. A ambas disoluciones se les afiade NaOH, el cual. tiene una doble
funcién, agente de precipitacion y agente controlador del pH. Con el fin de optimizar las

condiciones de sintesis se realizaron diferentes preparaciones modificando el pH.
NaF pH 7, NaOH =0,68M (0,815 g de NaOH afiadidos a la disolucion.)
NH4F pH 5, NaOH = 0,064 M (0,0768 g deNaOH afiadidos a la disolucién.)
NH4F pH 6, NaOH = 0,128 M (0,154 g de NaOH afiadidos a la disolucidn.)

1

2

3

4. NH4F pH 7, NaOH =0,192 M (0,2304 g de NaOH afiadidos a la disolucion.)
5. NH4F pH 8, NaOH = 0,256 M (0,307g deNaOH afadidos a la disolucion).
6

NH4F pH 10, de = 0,407 M (0,489g de NaOH afadidos a la disolucién).

Las disoluciones que contienen los elementos lantanidos, como aquellos que constituiran la
matriz, se mezclan en continua agitacidn, gota a gota para favorecer la dispersion coloidal,
mientras que la disolucidn precipita. A continuacidn, la mezcla de ambas disoluciones se

mantiene en agitacién durante 15 minutos.

Tras ello, se introduce la disolucién final en un autoclave y se comienza el proceso solvotermal,

en un horno de reaccién donde se han estudiado dos tipos de estrategias térmicas:

e Horno convencional: la mezcla es sometida a 230 2C usando diferentes tiempos de
reaccion 12 h o 24 h.
e Horno microondas: Se estudiaron diferentes temperaturas y tiempos de reaccién: 90

°C,180°Cy190°Ca4dhy12h.

Una vez terminado el proceso de sintesis solvotermal, se colecta la muestra, que se seca y

posteriormente se somete a un proceso térmico a 4002C durante 4 h.
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3.3. Técnicas de caracterizacion.
Todas las muestras han sido caracterizadas por diferentes técnicas, con el fin de conocer sus

propiedades estructurales, morfoldgicas y dpticas y su efecto en los procesos de upconversion

estudiados en esta Tesis Doctoral.

3.3.1 Difraccion de rayos X
Esta técnica esta basada en la interaccion de la estructura sélida cristalina de la muestra con un

haz de rayos X. Para entender la difraccién de rayos X, hay que conocer el fundamento de la
estructura de los compuestos cristalinos. Una estructura cristalina hace referencia a la posiciéon
real en la que se encuentran los elementos que componen a un determinado compuesto
cristalino, mientras que si hacemos referencia a una red cristalina, nos referiremos a la
ordenacion de los elementos de una determinada sustancia, los cuales no tienen por qué
referirse a la posicion real del elemento, si no a sus puntos de gravedad, la red cristalina sera a
su vez la unidad de repeticion que compone la estructura cristalina global de la sustancia

observada (Chow G. S., 2006).

La existencia de una red cristalina, determinara una serie de planos paralelos en la muestra,
separados entre si a una distancia establecida, a su vez, por los elementos que la conforman. La
difraccion de rayos X esta basada en la interaccion de estos planos paralelos, de forma que, si
en una determinada sustancia existe una Unica fase cristalina (disposicién atémica de los
elementos en lared) (Chow G. S., 2006), cuando un haz de rayos X incide sobre dos de los planos
de la red, la difraccion de esos rayos se dara con un determinado angulo 6, si ambos planos son
paralelos (y por lo tanto estan en fase) ese 6 dara lugar a una interaccién constructiva entre
ambos rayos difractados, lo que se proyectard como un pico caracteristico de la red cristalina
observada, de lo contrario la interaccién serda destructiva y no proporcionard sefal,

determinando que no existe ninguna fase en la muestra (Sands, 1993), (Wormald, 1979).

Todo ello es determinado gracias a la ley de Bragg:

donde:
d: es la distancia entre planos, caracteristica de cada red cristalina.
@ es el angulo de difraccién de los rayos X.

A: Es la longitud de onda de los rayos utilizados.
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De esta manera se podra determinar la fase cristalina de la sustancia estudiada en funcién de la

difraccidn que genere. Gracias a ello, se podra realizar un estudio cualitativo y cuantitativo de la

muestra.

Un esquema basico de un difractémetro es el mostrado en la jError! No se encuentra el origen

de la referencia.iError! No se encuentra el origen de la referencia..

Porta muestra

0° Tubo rayos X |
2 9/

/
/

~

Detector
90°

Figura 4: Esquema difractometro de rayos X bdsico.

En el esquema de la jError! No se encuentra el origen de la referencia. se puede observar:

e Tubo de rayos X: Basado principalmente en un cdtodo formado por un filamento de
wolframio y un tubo de vacio, el catodo es excitado con un voltaje entre 50 — 60 Kv
aunque existen equipos de mayor sensibilidad que pueden alcanzar los 100 Kv. El haz
obtenido por la excitacion del catodo incide sobre un danodo elaborado por un blanco
metdlico, normalmente constituido por cobre o Molibdeno. (Mauricio Wilches Zuiiga,
2007)

e Detectores: dependen de la capacidad de los rayos utilizados, suelen existir cuatro tipos:
Proporcionales, de centelleo, semiconductores o PSD.

e Porta muestras: donde el compuesto a analizar sera insertado en cantidades del orden

de 50 micras.

A su vez, este sistema cuenta con una serie de ventanas de apertura del haz en cada uno de sus

caminos, lo que permite la correcta incisién y recogida de la sefial generada. Para ellos existen:

e Ventanas de divergencia: Colocada entre el tubo de rayos X y el portamuestras, ajusta

el haz incidente a la region de la muestra deseada.
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e Ventana de dispersién: Colocada entre la muestra y los detectores, para poder
discriminar las sefiales obtenidas de la misma.

e Ventana del detector: Colocada antes de los detectores para mejorar la resolucion de la
sefial recibida.

e Ventanas de Soller: son las encargadas de eliminar los rayos difractados carentes de
informacidn uatil.

e Monocromador secundario: Discrimina el ruido de la sefial.

3.3.2. Microscopia electrénica de barrido [Scanning Electronic Microscopy (SEM)]
Estd basada en la interaccién sobre la muestra de un haz de electrones, de esta manera permite

la visualizacién de la extension y morfologia de toda la superficie de la muestra. Para poder
obtener una imagen es necesario que la muestra sea conductora, en caso opuesto, esta debe

ser recubierta cominmente por una capa de oro o carbon.

Para poder conseguir el haz de electrones que permite la visualizacién de la muestra, los
electrones son acelerados en el cdtodo a través de una diferencia de potencial entre cdtodo y
anodo, esta diferencia de potencial suele encontrarse entre 0,1 — 50 KeV, dependiendo del

tamafio a visualizar, el potencial de haz variara (Reimer, 1998).

Tras la interaccién del haz sobre la muestra, es recogida la sefial deflectora de la misma, en
funcién de la energia de los electrones recogidos por la sefial de respuesta de la muestra, se
podran observar diferentes estructuras e intervendran diferentes detectores del equipo. Esta
técnica no solo permitird la visualizacidon de la muestra, si no también, su analisis cualitativo y

cuantitativo (Joseph I. Goldstein).

Como las muestras visualizadas en el SEM, no son preparadas en una ldmina uniforme, si no que
presentan diferentes rugosidades y grosores, la interaccién del haz con las diferentes zonas
existentes en la muestra, dard lugar a la generacién de diferentes seiales de respuestas como
muestra lajError! No se encuentra el origen de la referencia.. Cada una de estas sefiales sera

recogida por un detector especifico y dard una informacion especifica de la muestra.
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DETECTORES

== == Electrones secundarios
==uxux Electrones Retrodispersados

= FOtones

== = = Rayos X

Figura 5: Sefial de respuesta de la muestra preparada para SEM tras la incision del haz de electrones.

e Electrones secundarios: Se obtienen cuando el haz de electrones indice sobre la
muestra, al incidir esta recibe una energia que provoca la expulsidn de un electrén de la
muestra con la misma energia que el electrén incidido sobre ella. Por lo tanto, estos
electrones son caracteristicos de cada muestra y permiten visualizar la topografia de la
misma. Con ellos se obtiene la clasica imagen en blanco y negro de mayor resolucién.

e Electrones retrodispersados: Son aquellos electrones que provienen de una dispersion
del haz original, estos no provocan la excitacion de la muestra y la obtencién de
electrones secundarios, pero si interactian con la superficie de la misma, siendo asi
sensibles a la presencia de variaciones de elementos sobre la misma. Esto conduce a la
visualizacidn de una imagen con diferentes tonos de grises en superficie, dependiendo
del nimero atdomico del elemento de la superficie.

e Rayos X: Cuando la muestra es excitada por el haz incidente y emite un electrén
secundario, en la misma queda una vacante, cuando esa vacante es ocupada
nuevamente por energia del haz incidente, son generados rayos X. La energia de los
rayos X, serd caracteristica de la energia de la vacante que a su vez es caracteristica del
atomo presente en la muestra, lo que permite realizar un analisis cualitativo y
cuantitativo de la misma.

e Fotones: Cuando la vacante de energia generada por el haz de electrones incidentes es
ocupada por un electron mds externo, es emitido un fotdn de energia caracteristica al

orbital del &tomo que lo contiene, debido a que emite una energia igual a la diferencia
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de energia de los orbitales que lo contienen. Lo que a su vez proporcionara informacion

especifica de los &tomos contenidos en la muestra.

Con la informacién obtenida de cada detector, se generard una imagen en blanco y negro que
permitird conocer topografia y tamafios de la muestra, asi como la realizacion de microanalisis

por zonas especificas de la misma.

3.3.3. Microscopia electrénica de transmision [Transmision Electronic Microscopy, TEM]
Al igual que el microscopio de barrido, el de transmisién utiliza un haz de electrones para la

visualizacidn de la muestra, con la diferencia, que en este caso, la muestra es preparada con un
grosor determinado para que el haz de electrones pueda atravesarla para generar la imagen, el
grosor de la muestra suele estar comprendido entre 5 — 100 nm. En el microscopio de
transmisién el haz tiene una energia comprendida entre 80 — 120 KV, dependiendo de la

resolucidn que se quiera obtener, esta energia podra variar (Reimer, 1998).

Cuando el haz incide sobre la muestra dependiendo del grosor y de los atomos que contenga,
parte de los electrones la atravesardn y otra parte seran totalmente desviados. Ambos
fendmenos seran condensados en un Unico haz de respuesta gracias a las lentes del sistema,
como se observa en laFigura 6, el cual sera proyectado en una pantalla fluorescente y recogido
por una cdmara CCD que permitira la visualizacién de la imagen. Para evitar que los electrones
sean desviados por las moléculas de aire y pueda haber interferencias en la vision de la muestra,

la misma esta sometida a vacio. (David Brian Williams, 1996).

Fuente de electrones

Haz de electrones

-<—@D

Lentes condensadoras

|

Muestra

-l

Lentes objetivo

Lentes Proyectoras

H

Pantalla fluorescente

Figura 6: Generacion de la imagen a partir de microscofiia de transmision.
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La utilidad de cada una de las lentes del sistema es la siguiente (Heindenreich, 1964):

e Lentes condensadoras: Son las encargadas de proyectar el haz en la direccién de la
muestra para visualizar la regién deseada.

e Lentes objetivo: Son las encargadas de focalizar el haz en la energia deseada sobre la
muestra.

e Lentes proyectoras: Expanden el haz hacia la pantalla fluorescente para la generacidn

de laimagen.

El hecho de que los electrones interactien de diferente manera en funcion de los dtomos
gue contenga la muestra, permite no solola visualizacién de la estructura de las muestras,

sino también un microandlisis de la misma segun la regién a la que esté orientada el haz.

Por otra parte, si la muestra es cristalina, se podra observar la imagen de difraccién de la
misma, en la cual, se compara la difraccion de los electrones por los planos cristalinos en

funcién del punto del haz central (Guerra).

3.3.4. Espectroscopias dpticas
Es una técnica basada en el estudio y la determinaciéon de las longitudes de onda emitidas por

la materia. Estas longitudes de onda son estudiadas gracias a lo que se determina como
espectro. Un espectro es una sefal generada por la representacion de la intensidad y la longitud

de onda de la emisién de un material determinado (Mesorana),
Para poder medirlo, cominmente encontramos equipos formados por (Sallee, 1967):

e Foco luminoso: Es la fuente de energia que nos permite excitar la muestra a analizar.

e Monocromador: Elemento encargado de la seleccién de la longitud que permite la
excitacion de la muestra cuya respuesta de excitacion se desea analizar.

e Cubeta: contiene la muestra que se desea analizar.

e Fotodetector: identifica y cuantifica la cantidad de energia radiante emitida por la

muestra tras su excitacion.

3.3.5 Software de simulacion.

Matlab.
Para la simulacién del tejido humano y por lo tanto, la simulacidon de la transmision de las

diferentes longitudes de onda a través del mismo, se ha utilizado el software Matlab,es un
software algebraico que permite realizar cdlculos complejos a partir de conjuntos de valores

organizados matricialmente (Oscar Reinoso Garcia).
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El lenguaje de programacién utilizado por Matlab es propio y permite reducir la longitud de los
codigos implementados por lenguajes como C o C++, no obstante, este permite la comunicacion
con otros dispositivos y otros lenguajes de programacién (Abel., 2014). Este lenguaje se basa en
un conjunto de librerias, en las que se encuentran registradas las funciones matematicas
simbdlicas, de esta forma, al ir a generar un calculo, grafico o simulaciéon de un determinado

entorno, Matlab ya conoce las operaciones simbélicas basicas (Gilat, 2006).

Para las simulaciones utilizadas en este estudio, inicialmente, se definirdn las expresiones
matematicas que rigen el comportamiento de las diferentes longitudes de onda dentro del tejido
humano y posteriormente, se introduciran en el software Matlab, lo que permitira visualizar la
fluorescencia en superficie de los SEH una vez han sido depositados sobre la lesién a detectar.
Esta fluorescencia sufrird absorcidn y dispersidn por las diferentes estructuras del tejido que

serdn contenidas en las expresiones definidas e introducidas en el software.
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La matriz principal de un sistema UC se disefia de manera que no interfiera en el proceso de
conversion ascendente de la energia y dé toda la estabilidad posible al sistema. Siguiendo esta
premisa fueron estudiadas las matrices LaFs, Y203 y NaYF.. Todas ellas fueron sintetizadas

mediante el método solvotermal..

4.1 Desarrollo de UC basados en la matriz LaFs.

Se trata de una matriz ampliamente estudiada, conocida cominmente en su dopaje con Yterbio
para generar una excitacién en 980nm, lo que proporciona gran viabilidad en aplicaciones
biomédicas, debido a que esta longitud no produce bioluminiscencia por parte del material
bioldgico, ni perdida de la misma por absorcién (Sri Sivakumar, 2012). Su estabilidad le
proporciona un elevado abanico de elementos dopantes que permite emisiones en un amplio
rango dentro del visible, gracias a la combinacidn del yterbio como sensibilizador y dopada con
iones trivalentes de lantanidos tales como Tm3*, Er®* o Nd** (Gejihu De, 2005). Asi por la variacién
de su estructura cristalina, ya que puede formar dos estructuras cristalinas diferentes la
Hexagonal y la cubica (Xiaofeng Yang, 2009). Ademas, resulta de gran interés el estudio que
determina, que la variacién de tamafios de la matriz no genera modificacién en las propiedades

luminiscentes (Sri Sivakumar, 2012).

La sintesis de esta matriz, se realizd a partir de una solucién del nitrato del lantanido utilizado
La(NOs)s al 0.5 M. Para su preparacion sera disuelto el correspondiente 6xido metalico (La;03)
en acido Nitrico (HNO3) A 40 — 50 °C bajo fuerte agitacion. Tras la preparacion de la disolucion
madre, se debe proporcionar el medio en el que se dara la reaccidn, el cual se da gracias a la
combinacion de etanol y dcido oleico, que se le denomina disolucidn A, que se adicionara junto
con la disolucién madre bajo agitacidon durante 15 min a temperatura ambiente. A la unién de
la disolucidon madre y la disoluciéon A, se le adiciona fluoruro de sodio (NaF), junto con un gente
precipitante como es el hidréoxido de sodio NaOH (disolucién B). Ambas se unen durante 30 min
bajo fuerte agitacion sin presencia de temperatura. Una vez preparada la disolucion B se debe
someter a la temperatura que permita la unién de los reactivos. Para ello. se introduce en un
autoclave y para este caso concreto, fue utilizado un horno convencional bajo una temperatura
de 2309C durante un periodo de 24 horas. Finalmente se obtiene un sélido blanco, el cual se

lavd sucesivas veces con etanol y agua con la utilizacion de una centrifuga

En las imdgenes obtenidas por SEM, de la muestra obtenida de sintesis, (Figura 7), se observan

particulas irregulares con una elevada dispersidn del tamafio entre 0.001-1 pm.
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x10k 10 um

Figura 7: Imagen SEM de la matriz LaF3

Los estudios por difraccién de rayos X muestran que si bien la estructura cristalina de la matriz
corresponde la fase hexagonal del LaFs; aparece también NaF. Estos resultados indican que los

rendimientos en el proceso de sintesis no son del 100%.
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Figura 8: A) Valoracion de la difraccion de rayos X para la muestra LaFs; B) Ficha JCPDF de la matriz sintetizada. Picos
de NaF destacados sobre la matriz sintetizada.

Esta matriz fue dopada con Tm3* como sensibilizador y Er** como activador (Sri Sivakumar, 2012).
La caracterizacion de la muestra LaFs:Tm,Er, determind que los cristales de fluoruro de sodio

presentes en la matriz, no se eliminan posteriormente al dopar la muestra Figura 9() :
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x7.0k 10 um

Figura 9: Imagen SEM del sistema LaFs:Tm, Er.

Lo que a su vez fue confirmado mediante los graficos XRD de la misma, Figura 10.
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Figura 10: Valoracidn de la difraccion de rayos X obtenida sobre la particula LaFs:Tm,Er sintetizada, en comparacion
con los picos selectivos que presenta la fase cubica de dicha particula y la fase hexagonal de la matriz de la que
parte (LaFs). Puntualizando los picos no correspondientes a la matriz LaFs hexagonal y que se corresponden con los
picos caracteristicos del compuesto NaF.

Como se puede observar, al dopar la matriz la reaccién sigue siendo incompleta, sigue habiendo
una elevada presencia de la fuente de fluoruro no reaccionada, ademas, la particula dopada que
se consigue, no llega a la fase hexagonal, se mantiene en la fase cubica, quedando parte de la

matriz sin dopar, lo que también contribuird negativamente a la luminiscencia.
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Por ultimo, vamos a observar la luminiscencia de la matriz dopada en laFigura 11. Como se
esperaba segun la bibliografia (Sri Sivakumar, 2012), esta particula presenta una emision en la

region del rojo bajo excitacion de 980 nm.

Fotoluminiscencia (u.a.)

400 500 600 700 800 900
Longitud de onda (nm)

Figura 11: Espectro de fluorescencia de la particula LaF3:Yb,Tm bajo excitacion con radiacion infrarroja de 980 nm.

Como se puede observar en laFigura 11, la intensidad de emisidn del pico de 850nm considerado
en la regidén del infrarrojo cercano (no detectable a simple vista), es superior a la del pico de 750
nm de la regién del rojo de la seccidn visible del espectro electromagnético, lo que da lugar a
gue la intensidad de emision de esta particula sea muy tenue por la Unica contribucién del pico

de 750 nm a la intensidad de emision.

Para mostrar que la mayor contribucion de la intensidad de esta particula se debe a la seccién
del infrarrojo, se capturé una imagen de su fluorescencia, debido a que los detectores CCD
integrados en cualquier cdmara digital convencional, son sensibles tanto a la radiacion visible

como a la infrarroja y la ultravioleta (Magnan, 2003), (Sngsik Park, 2002).
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A

Espectrémetro Laser

Figura 12: Captura de la luminiscencia de la particula LaFs:Tm,Er con una cdmara digital con detectores CCD. A.
Montaje de experimento para la deteccion de la longitud de onda mediante un espectrometro y la deteccion de la
luminiscencia mediante una cdmara digital. B. Dispersion de la muestra en polvo para su deteccion. C. Captura de la
luminiscencia de la particula LaFs:Tm,Er tanto con iluminacién como en completa oscuridad.

En la Figura 12A. se puede observar el montaje preparado para la toma de la seial de
fluorescencia, en este montaje se enfrentaron el espectrémetro para captar la seial de Ila
particula y el [dser de excitacidn, de esta sefial posteriormente fue eliminado el pico de 980 nm
introducido por el [dser. Para tomar laimagen de la luminiscencia sin efecto de la sefial infrarroja
del laser, que la cdmara captaria, se tomd la misma desde la parte posterior del laser como se
puede observar en la Figura 12 C. La muestra se disperso entre dos superficies de absorcion nula

como se ve en la Figura 12B.

A simple vista, se detectaba una fluorescencia roja de baja intensidad, sin embargo, al captar la
sefial con una cdmara con CCD integrados, se observaba una fluorescencia morada de mayor
intensidad como se observa en la Figura 12C. Con ello se demuestra que la matriz y el dopaje

seleccionadas aumentaban la luminiscencia en la regién del infrarrojo cercano.

Con todo el estudio de la matriz, se pueden determinar una serie de caracteristicas que la hacen

carente de estabilidad frente a nuestro objetivo, que son:
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1. Combinacion de diferentes composiciones quimicas. Como la reaccidn no es completa,
en la particula final se combinan la presencia de LaFs y LaFs:Tm,Er junto con NaF. La
principal objecion es que el fluoruro de sodio presenta un tamafo muy superior al del
fluoruro de lantano, que frente a un posible dopaje y luminiscencia puede contribuir
negativamente al proceso.

2. Combinacion de fases cristalinas, al dopar la matriz, se observa que la particula dopada
obtenida no alcanza la fase cristalina hexagonal, lo que determina que seria necesaria
una contribucién mayor de temperatura para que la reaccién pudiera ser completa.

3. Ladisposicion electronica de la matriz junto con la ausencia de una reaccién completa
y la estructura cristalina predominante, conducen a una intensidad relativa mayor de
los picos de emisién cercanos al infrarrojo que no son de utilidad para la deteccion de

imagen hiperespectral buscada en este trabajo.

4.2. Desarrollo de UC basados en la matriz Y>0s..
Dado que la matriz LaFs:Tm,Er, no proporciond

a intensidad de emisién requerida en la region

del rojo, se decidio el estudio de la matriz Y,0s.

Al igual que para el resto de matrices y por el objetivo buscado en este estudio se buscé la

posibilidad de la excitacidon en la region infrarroja.

Esta matriz, al igual que la mayoria de las particulas denominadas upconversion, presenta
excitacion en torno a 980 nm por su dopaje con Yterbio. A su vez, es ampliamente conocido que
su codopaje con Erbio favorece picos de emision entre el verde y el rojo de la region visible del

espectro electromagnético (Fiorenzo Vetrone J.-C. B., 2003).

Sin embargo, es conocido que el tamafio nanométrico de la matriz favorece la excitacion en la
region del rojo mediante el pico de emisién 660 nm correspondiente a la transicién *Fo/z = 152

presente en la combinacion en su dopaje entre el Yterbio y el Erbio (Fiorenzo Vetrone J. C., 2003)

Tal y como se ha detallado en el Capitulo 3 en la seccion de Sintesis, todas las particulas fueron
sintetizadas mediante el método solvotermal. En este método todos los reactivos utilizados eran

analiticamente puros y no fue usado ningun tipo de purificacion.

Todas las sintesis tuvieron una seccién comun, basada en la obtencién de la disolucién madre,
disolucién en la que se encuentran los iones trivalentes de los lantdnidos que permitiran la
luminiscencia de las particulas. En el caso de las matrices, los iones de lantanidos presentes en
la disolucién madre se reducen al lantanido perteneciente en la matriz, en este caso formado

Unicamente por el Ytrio.
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Debido a que el Y,03 es un reactivo comun, presente en el resto de sintesis, no tuvo que ser
sintetizado, por ello para el estudio de esta matriz se consideré directamente el dopaje de la
misma con Yterbio y Erbio, para conocer su comportamiento frente a las condiciones de reaccion
seleccionada. Por ello, en este caso se prepard la disolucion madre con los iones trivalentes de
los lantanidos presentes en el sistema Y,03:Yb,Er. Por lo que la disolucion madre fue preparada
a partir de una solucién del nitrato del Ytrio, nitrato de Yterbio y nitrato de Erbio (Y(NO3s)s,
Yb(NOs)s, Er(NOs); ) al 0,5 M. Para su preparacién sera disuelto los correspondientes dxidos

metalicos (Y203, Yb,0s, E203,) en acido Nitrico (HNOs) A 40 — 50 °C bajo fuerte agitacion.

Tras la preparacion de la disolucion madre, se debe proporcionar el medio en el que se dara la
reaccion, el cual se da gracias a la combinacién de etanol y acido oléico, como se describe en la
seccidn de Sintesis, que es a lo que se le denomina disolucién A, que se unird con la disolucién

madre bajo agitacion durante 15 min, sin necesidad de temperatura.

Alaunion de la disolucion madre y la disolucion A, se le debe proporcionar el agente precipitante
que permite la obtencion de la particula buscada, en este caso el agente precipitante fue el
hidréxido de sodio NaOH, a lo que se le denomina disolucidon B. Ambas se unen durante 30 min

bajo fuerte agitacidn sin presencia de temperatura.

Tras ello la mezcla final sera introducida en un autoclave para la formacion de la particula. En
este caso al igual que para la matriz LaFs y para poder llevar a cabo una comparativa de los

resultados, se utilizé un horno convencional a 2302C durante 24 horas de reaccion.

Tras ello, se sacé la muestra del autoclave, que en este caso no formé una deposicidn, si no que
las particulas se encontraban en suspension, y se lavd sucesivas veces con etanol y agua

mediante agitacion centrifuga, con lo que se consiguié la deposicidn de la particula.

Como ya se ha comentado previamente, el Y,03 es un reactivo comun en nuestro estudio, por
lo que su caracterizacién para la comparacion con el resto de matrices sintetizadas no seria de
utilidad, ya que su sintesis no es igual al resto y por lo tanto no proporcionaria unos resultados

compa rativos correctos.

Por ello, se lleva a cabo la caracterizacion de la particula ya dopada, debido a que para conseguir
el dopaje seleccionado, si se han utilizado las caracteristicas de sintesis de 2302C durante 24

horas con el medio de reaccién seleccionado en este estudio.

En el caso de las matrices, se hizo un estudio de imagen superficial mediante la utilizacién del

SEM, como se predijo tedricamente, la matriz Y,03 proporciona estructuras nanométricas ~1

Tesis Doctoral Edelweiss Moyano Rodriguez



55 Capitulo 4: Desarrollo de Sistemas de Emisidn Hiperespectral

nm, que con este equipo no consiguieron proporcionar una visién nitida de la misma como se

muestra en laFigura 13.

Figura 13: : Imagen SEM de la matriz Y,03

No obstante, lo que si podemos apreciar es la fuerte aglomeracidn que existe, pese a que la
muestra fue secada y molturada para eliminar las posibles aglomeraciones fisicas procedentes

del lavado.

Para conocer si la reaccidon fue completa y en la mezcla existe homogeneidad en cuanto a la

estructura cristalina y la composicion, se opto por la realizacidon de una difraccién de rayos X.

Es de gran interés los resultados XRD obtenidos y la importancia de haber estudiado
directamente el dopaje sobre la matrizse determina que al doparlola sintesis no es completa
para la luminiscencia buscada, ya que es de recordar que los parametros de sintesis son
seleccionados para la obtencién de la estructura hexagonal de las matrices seleccionadas,
debido a la amplia gama de picos de luminiscencia que esta estructura cristalina proporciona.
Sin embargo, para poder obtener una estructura hexagonal en la matriz Y,05 es necesaria una

calcinacién posterior con una temperatura muy superior, en torno a 900 2C (Ying Tian, 2015)

Los picos de la difraccién nos muestran una elevada presencia de la matriz Y,05 en su forma
culbica, con una leve apreciacién de picos relativos a la matriz en su estructura hexagonal, la

teoria nos indica que para las particulas sintetizadas con la matriz Y,0s3, los picos caracteristicos
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son los proporcionados por la misma sin presentar diferenciacidn entre la esta con y sin dopaje

(Jing Leng, 2018), (Qipeng Lu, 2014).
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Figura 14: A) Patron de difraccion de rayos X de la muestra Y,03:Yb,Er, B) Ficha JPCDS del sistema, C) Ficha JPCDS de
la matriz.

Lo que determina el patrén de difraccién de la Figura 14 es que las condiciones de reaccién
seleccionadas, buscaban la obtencién de la estructura hexagonal de la matriz, debido a que se
proporciona un exceso de temperatura para su transformacion al igual que para el resto de las
matrices obtenidas, no obstante, en este caso, solo se obtuvo la presencia de una fase cristalina
cubica, ya que para esta matriz es necesaria una posterior calcinacién que permita el cambio de

fase de las particulas a temperaturas muy superiores, en torno a 9002C (Ying Tian, 2015).

Por otro lado, se obtiene que no existen picos caracteristicos de intermedios de reaccion,
Unicamente esta presente la matriz Y,03 lo que en su parte se debe a que no necesita ninguna

fuente adicional de elementos, como es el caso del fllor en la matriz LaFs, que contribuye a

Tesis Doctoral Edelweiss Moyano Rodriguez



57 Capitulo 4: Desarrollo de Sistemas de Emisidn Hiperespectral

ensuciar la muestra, ya que por si solo, el Y,03 es un reactivo purificado utilizado en el resto de

reacciones lo que le da una gran ventaja frente al resto de matrices.

Como se ha determinado anteriormente, el propdsito inicial en la sintesis de la matriz Y,03 era
la obtencion de la estructura cristalina en fase hexagonal, que proporcionaria una gama de picos
de luminiscencia entre el verde y el rojo gracias a su dopaje con Yterbio y Erbio, no obstante, es
seleccionada por su mayor tendencia al tamafio nanométrico que proporcionaria un entorno
estructural y morfoldgico mas especifico para el incremento de la emisidn en la regién del rojo

(Hong Wang, 2015), (Qipeng Lu, 2014).

En el caso que se presenta, la estructura cristalina obtenida es basicamente cubica, ya que la
aportacion de la fase hexagonal se puede considerar nula, si se observan los picos especificos de
esta fase en comparacion con los de la fase cubica presentados por difraccidn de rayos X en la
iError! No se encuentra el origen de la referencia. Figura 14. La estructura cubica, favorece la
luminiscencia en la region del rojo por la disposicién de los iones trivalentes de Erbio en la matriz,
ya que el Erbio es el encargado de la luminiscencia del compuesto. Si se observa la jError! No se
encuentra el origen de la referencia.Figura 15 las emisiones de 545 nm y 660 nm son emisiones
competitivas, dependiendo de las condiciones en las que se encuentre el sistema, se dara o bien
una transferencia radiativa en la que desde el nivel %S/, se produce la fluorescencia en la regién
del verde en 545 nm o bien una trasferencia no radiativa que conduce al descenso de nivel de
energia en el *Fg;> , donde la caida al estado neutro da lugar a una trasferencia radiativa y una
luminiscencia en la regidon del rojo en 660 nm (Qipeng Lu, 2014), (Jing Leng, 2018). En este caso,
la estructura cubica da lugar a una mayor distancia entre los iones de interés, Yb, Er, lo que
genera que la menor disponibilidad de energia en el entorno de los mismos genere un mayor
tiempo de vida de los electrones excitados en los diferentes estados, favoreciendo la entrada en
resonancia de los mismos con la red, que favorece los caminos no radiativos y con ello la

fluorescencia en la regién del rojo (Conbing Tan, 2011), (Hong Wang, 2015).
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Figura 15: Esquema de transferencia de energia del Erbio, donde se presentan sus lineas de emision principales en
combinacion con el Yterbio como sensibilizador y los diferentes caminos luminiscentes y no luminiscentes que dicha
energia puede tomar en la vuelta de los electrones excitados a su estado neutro.

Es por ello que en la particula Y,0s:Yb,Er sintetizada en este capitulo, obtiene una
fluorescencia en la region del rojo, como se observa en el espectro de fluorescencia de la

iError! No se encuentra el origen de la referencia. Figura 16.
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Figura 16: Espectro de fluorescencia de la particula Y,03:Yb,Er bajo excitacion infrarroja a 980 nm.

La intensidad de luminiscencia observada en la particula es muy baja debido a que como ya se
determind en la seccidn anterior a través de la iError! No se encuentra el origen de la
referencia. Figura 13, la particula presenta una elevada aglomeracién. El nivel de aglomeracién
supondria que pese a su tamano nanométrico la relacidn superficie volumen se ve minimizada,
afectando asi a la luminiscencia de la particula, ya que gran cantidad de emisores quedarian ala

sombra sin llegar a ser excitados.
La matriz Y,03 se consideré no apta para el fin buscado por las siguientes razones:

1. La obtenciéon de la fase cristalina buscada (fase hexagonal) necesita de unas
condiciones de reaccion criticas en cuanto a la temperatura.

2. La fase cubica obtenida con las condiciones medias seleccionadas, proporciona
luminiscencia Unicamente en la regién del rojo.

3. Sutamaio y composicion le confieren una aglomeracidn que afecta a la intensidad de

luminiscencia.
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4.3. Desarrollo de UC basados en la matriz NaYF,.
Tras la carencia de un rango de fluorescencia que cubriera dese la regidn del verde al rojo del

espectro electromagnético, se recurrié a la matriz NaYFs. Esta matriz estd ampliamente
estudiaday es la principal matriz utilizada en trabajos destinados a aplicaciones biomédicas (Min

LinY.Z., 2012) (Men Wang, 2009) (Guangshun Yi, 2004), (Yan Ma, 2015)

Por otro lado, presenta una elevada estabilidad y una amplia variabilidad de caracteristicas
morfoldgicas, estructurales y luminiscentes mediante al control de las condiciones de sintesis,
mediante condiciones no criticas de presién y temperatura (Li L. W., 2007), (Chunxia Li Z. Q.,

2007), (Chenghui Liu, 2009) (Jung-Hui Zeng, 2005), (John-Christopher Boyer, 2006).

Por ultimo, se trata de una matriz que al utilizar el Iterbio como sensibilizador para dar lugar a
una excitaciéon de 980, puede ser dopado con diferentes iones trivalentes de lantdnidos que le
confieren fluorescencia desde el rango del azul al rojo del espectro electromagnético (Masoume

Kaviani Darni, 2015), (Karl W. Kramer, 2004).

Tal y como se ha detallado en el Capitulo 3, en la seccién de Sintesis todas las particulas fueron
sintetizadas mediante el método solvotermal. En este método todos los reactivos utilizados eran

analiticamente puros y no fue usado ningun tipo de purificacion.

Todas las sintesis tuvieron una seccién comun, basada en la obtencion de la disolucién madre,
disolucién en la que se encuentran los iones trivalentes de los lantanidos que permitiran la
luminiscencia de las particulas. En el caso de las matrices los iones de lantanidos presentes en la

disolucién madre se reducen al lantanido perteneciente a la matriz, en este caso el ltrio.

Por ello la disolucién madre sera preparada a partir de una solucién del nitrato del lantanido
utilizado Y(NOs); al 0,5 M. Para su preparacién sera disuelto el correspondiente éxido metalico

(Y203) en acido Nitrico (HNOs) A 40 — 50 °C bajo fuerte agitacion.

Tras la preparacion de la disolucion madre, se debe proporcionar el medio en el que se dard la
reaccion, el cual se da gracias a la combinacion de etanol y acido oleico como se describe en la
seccidn de técnicas experimentales, que es a lo que se le denomina disolucidn A, que se unira

con la disolucién madre bajo agitacidon durante 15 min, sin necesidad de temperatura.

A la unién de la disolucidon madre y la disolucidn A, se le debe proporcionar la fuente de fldor
gue complete la matriz, esta fue obtenida a partir de fluoruro de sodio (NaF), unida a su vez con

un agente precipitante que permite la obtencion de la particula buscada, en este caso el agente
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precipitante fue el hidréxido de sodio (NaOH), a lo que se le denomina disolucion B. Ambas se

unen durante 30 min bajo fuerte agitacidn sin presencia de temperatura.

Una vez tenemos la mezcla elaborada se debe someter a la temperatura que permita la unién
de los reactivos, para ello se introduce en un autoclave y para este caso concreto fue utilizado

un horno convencional bajo una temperatura de 2302C durante un periodo de 24 horas.

Tras ello, se consigue una deposicidén blanca en el fondo del autoclave que corresponde a la
matriz buscada, esta serd lavada sucesivas veces con etanol y agua con la utilizacién de una

centrifuga

Al igual que para las matrices previamente estudiadas, el estudio de la matriz NaYF4 con una
vision general de la morfologia, dispersiéon y composicion obtenida en la muestra mediante una
imagen de microscopia de barrido o SEM que se puede observar en laFigura 17, en ella se puede
determinar que no existe a primera vista una variabilidad apreciable en la composicién de la
muestra debido a que no existen diferentes morfologias con diferentes tipos de absorcidn que

dieran lugar a una gama de grises en la imagen.

Se trata de una muestra muy dispersa, sin aglomeracién, habiendo sido sometida al mismo

secado y molturado que el resto de las matrices estudiadas a lo largo de este capitulo.

Por dltimo, se puede observar una homogeneidad en la morfologia, una morfologia dendritica y
alargada que en algunas secciones tiende a bastones con las aristas mas marcadas, lo que se
puede deber a diferencias en la estructura cristalina, lo que se observara mediante el estudio de

los picos caracteristicos obtenidos en la difraccion de rayos X.
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x7.0k 10 um

Figura 17: Imagen de SEM de la matriz NaYF, con un aumento de 7K. Representacion de una region general en la
que se observa la homogeneidad de la morfologia de la muestra, la aparente homogeneidad de composicion y la
dispersion de la misma.

Para poder comparar la matriz con los resultados obtenidos en las matrices LaFs; y Y,03 se
produjo el dopaje de la misma con yterbio como sensibilizador y Erbio como activador, para
comprobar y al dopar se producia una conversiéon completa del compuesto a diferencia que en

el resto de matrices estudiadas.

En la iError! No se encuentra el origen de la referencia. se observa la comparacion de los picos
de difraccién caracteristicos de la fase hexagonal de la particula NaYF4:Yb, Er y de su matriz
NaYFs, se puede determinar que el dopaje de la matriz es considerado completo debido a que

los picos caracteristicos de la misma no tienen presencia en el grafico de difraccién.

Por otra parte, hay una correlacidn directa de los picos de la fase hexagonal de la particula
NaYF4:Yb, Er con la matriz NaYF, sintetizada y dopada con Yterbio y Erbio lo que nos determina
gue la relacion es completa y que los parametros de reaccidon determinados son suficientes para

obtener los parametros buscados en la particula.
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Figura 18: A) Patrdn de difraccion de rayos X de la muestra NaYF4:Yb,Er, B) Ficha JPCDS del sistema, C) Ficha JPCDS
de la matriz NaYF.

Como se ha determinado previamente, se obtuvo la matriz NaYF, en fase cristalina hexagonal,
con una morfologia dendritica alargada con una buena dispersién, sin obtencién de intermedios

de reaccion ni combinacidn de estructuras cristalinas.

Tedricamente, se establecid que la matriz NaYF4 con la utilizacidn del Yterbio como intermedio
para la excitacién de la particula en 980 nm, y el dopaje de los multiples iones trivalentes de
lantanidos, podria obtener una luminiscencia que abarcara desde en azul hasta el rojo, incluso

infrarrojo, del espectro electromagnético.

Previamente se ha observado que el dopaje de la matriz no modifica sus caracteristicas

morfoldgicas y estructurales, lo que determina su estabilidad.
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Para poder observar su luminiscencia, se recurrié al dopaje de la matriz principal con yterbio

como sensibilizador y una combinacidn de dos activadores: Erbio y Tulio.

Frente a dicha combinacién la fluorescencia obtenida fue la que se muestra en laFigura 19, tal y
como se esperaba segun la bibliografia anteriormente expuesta, se obtiene un espectro de

fluorescencia que abarca desde el azul al infrarrojo cercano.

— NaYFa:Yb,Er
—— NaYFe:Yb,Tm

Fotoluminiscencia (u.a.)

A\

400 500 600 700 800 900
Longitud de onda (nm)

Figura 19: Espectro de luminiscencia de las particulas NaYF4:Yb,Er y NaYF4:Yb,Tm mediante la sintesis con los
pardmetros genéricos seleccionados para el estudio de la matriz.

Las caracteristicas de la matriz que la hacen iddnea para el objetivo de la presente Tesis Doctoral

fueron:

1. Estabilidad de la matriz: no presenta intermedios de reaccion con parametros de
sintesis medios (sin parametros criticos, considerando criticos, temperatura por encima
de 5009C) y su dopaje no modifica las condiciones de estructura cristalina, morfologia y
dispersién de la misma.

2. Luminiscencia que abarca el espectro electromagnético desde el azul al infrarrojo
cercano, lo que permite llevar a cabo el estudio de tumores mediante la generacién de

una imagen hiperespectral, siendo este el objetivo final buscado en el presente estudio.
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4.4. Desarrollo deSistemas de Emision Hiperespectal basados en NaYF4.:Yb,Er
El sistema NaYF4.:Yb,Er fue seleccionado por su eficiencia a luminiscencia. Este sistema ha sido

ampliamente estudiado desde la década de 1970, donde se estudiaba como una eficiente fuente

de luz visible frente a la excitacion con infrarrojo (N.Menyuk, 1972), (Bril, 1974)

Se trata de un sistema ampliamente estudiado debido a su facilidad de uso, en cuanto a
estabilidad y dispersion (Chow G. S., 2006) ,que le confiere una elevada aplicabilidad en
multiples campos entre los que se encuentra su uso como biomarcador médico (Guangshun Vi,

2004) (Men Wang, 2009), (Min Lin Y. Z., 2012), (Yan Ma, 2015).

El dopaje de la matriz NaYFscon Yterbio, se debe a que el Yterbio permite la absorcién y
excitacion del material activador con una fuente infrarroja en este caso el rango ampliamente

extendido de 980 nm, el que se encuentra dentro del infrarrojo cercano (Sri Sivakumar, 2012).

En cuanto al uso de Erbio como activador, se debe a la amplia respuesta en cuanto a
luminiscencia que este tiene frente a una excitacion con 980 nm como vimos en la Figura 15de

secciones previas.

Ademas, una busqueda bibliografica, demostré que dependiendo de las caracteristicas
estructurales y morfoldgicas de la matriz NaYF, dopada con Yterbio y Erbio, se modificaban las
caracteristicas luminiscentes de la particula, debido a que la intensidad relativa de los picos de
emision puede ser modificada a través de la misma, modificando la coloracién e intensidad de
la sefal luminiscente (Chenghui Liu, 2009) (Chow G. S., 2006) (Chunxia Li Z. Q., 2007) (Guangshun
Yi, 2004) (John-Christopher Boyer, 2006) (Jung-Hui Zeng, 2005) (Karl W. Kramer, 2004) (Li L. W.,
2007) (Masoume Kaviani Darni, 2015) (Men Wang, 2009) (Min Lin Y. Z., 2012) (Yan Ma, 2015).

En cuanto a la sistensis de los SEH, al igual que para la sintesis de las matrices, todas las particulas
fueron sintetizadas mediante el método solvotermal. En este método todos los reactivos

utilizados eran analiticamente puros y no fue usado ningun tipo de purificacion.

Todas las sintesis tuvieron una seccién comun, basada en la obtencién de la disolucién madre,
disolucién en la que se encuentran los iones trivalentes de los lantdnidos que permitiran la

luminiscencia de las particulas.

Centrados principalmente en la particula ampliamente estudiada NaYF,:Yb,Er cuya disolucion
madre serd preparada a partir de una solucién de nitratos de las tierras raras utilizadas (Y(NOs)s,
Yb(NOs)s, Er(NOs)s) al 0,5 M. Para su preparacion seran disueltos los correspondientes oxidos

metalicos (Y203, Yb20s3, Er,03) en acido Nitrico (HNOs) A 40 — 50 °C bajo fuerte agitacion.
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Para asegurar el intercambio y consiguiente acumulacién de energia en las particulas, debe
existir una relacion determinada entre estabilizador, activador y sensibilizador. La relacién
utilizada debe proporcionar un exceso de estabilizador frente a activador y sensibilizador y un
exceso de sensibilizador frente al activador, para que asi se produzca la donacién de energia. La

relacion utilizada fue:

Ecuacion 1: Relacion estabilizador, sensibilizador y activador.

Las temperaturas con las que se trabajé durante la sintesis dependieron del equipo de sintesis,

estos fueron:

- Horno convencional: Debido a que la transmisidn del calor se da por la transferencia de

los puntos de mayor temperatura a los de menor temperatura, fueron necesarias
temperaturas mas elevadas para conseguir cierta homogeneidad dentro del tanque de
reaccién, aunque no se pudo evitar la presencia de puntos calientes. La temperatura

utilizada fue 230°C. Las particulas obtenidas se encuentran en la Tabla 1.

Tabla 1: Set de particulas NaYF,:Yb,Er obtenidas a 230 2C en el horno convencional.

Tiempo de | Tratamiento | Proporcion
uc, Valor de

) Precursores reaccion térmico de fase B
0 o (h) (4002C) (%)

1 NH4F 5 12 Si 25

2 NH4F 5 24 Si 100

3 NH4F 5 24 No 100

4 NH4F 6 24 No 100

5 NH4F 7 12 Si 100

6 NH4F 7 24 Si 100

7 NaF 7 24 No 100

8 NH4F 8 24 No 100

9 NH4F 10 24 No 100
10 NH4F 10 24 Si 100
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- Horno microondas: En este caso, el calor es transmitido por microondas lo que da la

posibilidad de tomar un rango de temperaturas mds amplio y poder observar las
modificaciones de crecimiento. Las temperaturas utilizadas fueron 90 °C; 180 °C y 190

OC. Las particulas obtenidas se encuentran registradas en la Tabla 2.

Tabla 2: Set de particulas NaYF4:Yb,Er en el horno microondas a diferentes temperaturas las diferentes escalas de

gris representan las diferentes temperaturas utilizadas: amarillo 90 °C; naranja 180 °C y rojo 190°C.

Tiempo de | Tratamiento | Proporcion
uc, Valor de
) Precursores reaccion térmico de fase B

0 P (h) (4002C) (%)

11 NaF 7 4 No 100

12 NHaF 10 4 No 100

13 NHaF 10 4 No 87,6
[ [ [ =

15 NH4F 5 4 No 92,75
I L O . SO L B

17 NH4F 10 12 No 94,7

18 NH4F 5 12 No 96,1

19 NH4F 5 4 Si 99,3

20 NH4F 7 4 Si 99,8

21 NH4F 10 4 Si 99,9

Tras la obtencion de las particulas del horno de reaccién, se obtuvo un depésito blanco que fue
lavado en multiples ocasiones con una combinacién de etanol y agua mediante accién de fuerza

centrifuga, como se muestran en los pasos de la Figura 20
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Figura 20: Esquema de las diferentes etapas del proceso de sintesis del sistema NaYF4:Yb,Er.

Como se ha determinado en la introduccién del sistema NaYF,.:Yb,Er la modificacion de los
parametros estructurales y morfoldgicos determina una modificacidn de sus caracteristicas

luminiscentes.

La modificacidon de los parametros morfoldgicos y estructurales fue conseguida gracias a la
modificacién de los parametros en las distintas etapas de sintesis, por ello fueron registrados un
abanico de SEH en la Tabla 1 y en la Tabla 2. Donde los pardmetros modificados fueron:
temperatura, precursores de reaccion, tiempo de reaccién, pH y procesos térmicos posteriores

a la sintesis.

Comencemos por la variabilidad morfoldgica obtenida, que fue muy amplia en funcién de los

pardmetros de sintesis modificados.

Para hacer un barrido general de la morfologia obtenida, comenzaremos por el pH de reaccion,
este parametro es el que con menor modificacidn, muestra una mayor afectaciéon a la
morfologia. Se tomaron pH que iban desde la acidez a la basicidad, de pH5 a pH10, este set de

sistemas, se encuentran registrados en la Tabla 1. Para centrarnos Unicamente en la afectacion
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del pH a la morfologia, se seleccionaran aquellas particulas donde el resto de pardametros de

sintesis se mantienen estables, las cuales son: UCs, UCs, UC7, UCg y UCo.

La modificacién del pH fue conseguida a través de la modificacién del agente precipitante, al
tratarse este de una base fuerte (NaOH) (Chunxia Li J. Y., 2007) (Yunfei Shang, 2015), el pH mas
basico equivale a pH 5 y es el que se consigue con la relacion estequiométrica del agente
precipitante en el proceso de sintesis, no pudiendo por lo tanto bajar de este pH, ya que si no,

no se conseguiria la precipitaciéon de la muestra.

Para observar la variacién de la morfologia se han seleccionado un set de imagenes de NANO
SEM con una leve modificacidon en los aumentos de cada particula para poder asi observar

claramente las formas presentes en cada sistema sintetizado, como se puede observar en la

Figura 21.
-
cido € MWdsico

Neutro

Figura 21: Evolucién de la morfologia de las particulas con la variacion de pH: siendo UCs 475y 9 A pH 5,6,7,8,10

respectivamente.

La amplia variabilidad que se da en la morfologia con el cambio de pH, se debe principalmente
a que el aumento de una base fuerte, como es el NaOH produce la modificaciéon observada en
la Figura 22, en ella se observa que el aumento de la base supone la formacion de oleatos por la
union de esta con el acido oleico, siendo los oleatos solubles en agua, lo que produce que las
dos fases claramente diferenciadas que existian en el medio de reaccién (cuando el NaOH esta

en condiciones estequiométricas) formadas por el acido oleico y el agua, se difuminen.

El hecho de que ambas fases se difuminen, lo que viene a dar a nivel de crecimiento de la semilla
del sistema y la precipitacion, es que las semillas precipitaran antes, debido a que las “burbujas”
de oleico (medio de reaccidn) en el sistema seran menores y estas precipitaran antes para
comenzar su fase de crecimiento, dando asi lugar a sistemas mas grandes que en condiciones

estequiométricas.
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1.Mezcla de la disolucion madre y la disolucién A.
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CH3(CH); — CH = CH — (CH3); — C=8q1+ 4 OH + Y (NO3); + Yb(NO3); + Er(NO3)3,
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Y

X lones trivalentes
Etiloleatos

2. Mezcla de A reaccionada con B.
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Figura 22: Modificacién del medio de reaccion y crecimiento de la semilla del sistema en funcion de la variacion del

NaOH como agente precipitante.

Todo esto explica la variabilidad de morfologias tan elevada presentada en la Figura 21, cuando
el pH es acido, el medio de reaccién proporcionado, permite que la semilla crezca durante mas
tiempo dentro de la “burbuja” de oleico, que proporciona un medio ingravido a la misma,
permitiendo esa morfologia dendritica, ya que la misma crece por igual en todas direcciones,
mientras que a medida que aumentamos el pH, las “burbujas” de oleico van disminuyendo,
haciendo que la semilla precipite antes y al precipitar crezca Unicamente en la direccién

preferente (Yunfei Shang, 2015).

Para corroborar el estudio del medio de reaccién y asegurar que las particulas obtenidas se dan
por el efecto del mismo y no por aglomeraciéon de unas particulas con otras, se estudié la
cristalinidad de las mismas mediante el uso de un microscopio de trasmision electrénica,
denominado a partir de ahora como TEM por sus siglas en inglés, Transmission Electron

Microscope.

Al analizar la cristalinidad de cada set de sistemas, se obtuvo que independientemente de la
irregularidad o complejidad de la morfologia, todas ellas presentaban una Unica orientacion

cristalina por particula determinando que son monocristales y por lo tanto provienen de la
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misma semilla, como podemos observar en la Figura 23, donde la difraccion de la luz en la
particula seleccionada muestra un patrén regular haciendo referencia a la ordenacién de los
atomos en la misma y determinando que cada particula diferenciada es un monocristal en si,
esto se determina por la seccidon D de dicha figura, pero también es de observar la seccién B,
donde la combinacién de la difraccidn con el modo de visién de la particula nos determina el
objeto que nos devolvia el patron de difraccion, observando que este hace referencia a cada

particula en completo.

Ademas, en la seccidn C de cada sistema, representada de la Figura 23 el aumento es tal, que se
puede observar la orientacion de la seccion cristalina, observando la homogeneidad de la

misma.

ucs ucz

UGCs.a UC7.A

UCo
UCs.A

ey

UCs.c

Figura 23: Determinacién de monocristales de las particulas UCs 7y ¢ a través de imagen de TEM por su aumento y

difraccion.
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Se han seleccionado las particulas UCs, UC; y UCs por ser caracteristicas y claramente diferentes
entre si, debido a que UCg es muy similar a UC; y UC4 a UG;, se diferencian exclusivamente en su

tamafio y grosor, lo que también ha sido estudiado.

Como acabamos de comentar, los diferentes sistemas, no presentan los mismos tamarios ni
grosores, si no que al igual que la morfologia se ve modificada con la modificacion del medio

de reaccion por el efecto del pH, el tamaiio y el grosor también lo hacen.

En la Figura 24 se ha hecho una seleccion de imagenes de NANO SEM compartiendo el mismo

tamafio de aumento, para poder asi determinar la variabilidad de grosor y tamafio observado.
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Figura 24: Imdgenes de NANO SEM de las particulas UCs 4,75y 9 a los mismos aumentos para la comparacion del grosor

y el tamafio.
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En la Figura 24 se observa que a medida que aumenta el pH el grosor de las particulas es
superior. La primera comparacién de interés es entre UC; y UC4, ambas tienen pH basico 5y 6
respectivamente, el cambio de pH no modifica apenas la morfologia, sigue observandose una

estructura dendritica, pero si se observa un aumento en el grosor de la particula.

A continuacidn, el cambio de pH acido a neutro/basico, si se compara UCs/4 con UCy/s determina
un cambio total en la morfologia, la estructura dendritica desaparece y aparecen bastones

claramente facetados con una estructura hexagonal.

La comparacién entre UC; y UCg no es de gran interés debido a que en cuanto a tamafio y
morfologia no se aprecia apenas cambio, UCs muestra una estructura mas marcada, se observan

mejor las facetas y aristas de los bastones, pero no hay un cambio de tamafo o grosor notorio.

Por ultimo, cuando se aumenta el pH basico en UCs se observa una clara afectacién al grosor de
lar particulas y a su tamano, desaparecen las facetas que marcaban una estructura hexagonal y

se observan bastones irregulares y de un grosor y tamafio superior a los del pH neutro.

Otro parametro que por accion indirecta modifica la morfologia de la particula es el cambio en
los precursores de la sintesis, en este caso la modificacién de los precursores es relativa a la
fuente de fldor utilizada para la formacidn de la matriz, alternando para esta sintesis entre NaF

Y NH4F.

- Fluoruro de sodio (NaF): El reactivo que proporciona el fldor y el sodio a la matriz sera

el NaF combinado con NaOH, para la estabilidad del medio de reaccion. Las particulas
sintetizadas con NaF, tenian morfologias semidefinidas, alargadas y hexagonales como
muestra la imagen de TEM de la jError! No se encuentra el origen de la
referencia.Figura 25 con la representacion de UC;. Con preferencia en fase de

cristalinidad B determinada por los graficos de XRD de la misma Figura.

- Fluoruro de Amonio (NH4F): El reactivo que proporciona el flior a la matriz sera el NH4F,

que sera combinado con el NaOH para proporcionar la fuente de sodio. En este caso, las
particulas obtenidas, serdn irregulares, no definidas y dendriticas como muestra la
Figura 25 con la representacion de UCs. Con fase de cristalinidad B lo que se determina

por los picos de difraccion de la misma Figura.
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Figura 25: Imdgenes de TEM y espectro de difraccion de rayos X de las particulas UCs y UC;, diferenciadas entre si

por el uso de una fuente de fluor diferente en la reaccion siendo esta NH4F y NaF respectivamente.

La modificacidén que se observa en la morfologia, se debe principalmente a que el cambio del
precursor de la reaccion, supone un cambio de las condiciones estequiométricas del NaOH y con
ello una modificacién del pH, que, a su vez, como hemos detallado anteriormente, modifica el
medio de reaccion y con ello la precipitacién y el crecimiento de la semilla del sistema,
modificando asi la morfologia del mismo, ya que se observa que la estructura cristalina no se ve

afectada.

En cuanto a la morfologia, se ha determinado que los pardmetros que mayor afectacién

provocan son el pH y los precursores de la reaccion.

Por otro lado, en cuanto a la estructura cristalina, se han determinado grandes cambios con la

tiempo y temperatura de reaccion.

Por ser mayor su afectacion comenzaremos con el tiempo de reaccion. El tiempo de reaccion
fue modificado con la finalidad de afectar a la fase cristalina obtenida (Songiun Zeng, 2011). Para
ello, se mantuvieron las condiciones de pH y temperatura modificando Unicamente el tiempo
de reaccién, como se observa en laFigura 26, en la comparacién de las nanoparticulas

denominadas UC; y UC; y UCs y UC5; en Figura 26las nanoparticulas UCigy UCigy UCi3y UCys.
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Lo que se observa de forma general en la comparacion de los sistemas determinados
anteriormente, es que al aumentar el tiempo de reaccién, se obtienen fases cristalinas B de
mayor pureza, es decir, al aumentar el tiempo de reaccion la fase a se transforma en  como se
observa en la Figura 26, donde los picos de la fase alfa aparecen Unicamente en las particulas
sintetizadas con menor tiempo de reaccion. Esto es debido a que cuando el tiempo de reaccién
no es suficiente, no se alcanza una homogeneidad de temperatura en el tanque de reaccion, lo
qgue conlleva que, en los puntos de menor temperatura, esta no sea suficiente para el cambio
de estructura de alfa a beta, ya que la temperatura proporcionada en la sintesis es la idénea
para la fase beta (lo que se vera a continuacidn), por ello no se obtiene ningln sistema con

pureza en fase alfa.
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Figura 26: Perfiles de difraccion de rayos X para la comparacion de las fases cristalinas de las multiples particulas

sintetizadas con diferente tiempo de reaccion sin modificacion del resto de pardmetros de sintesis.
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Esto influye directamente a la morfologia de las particulas, en funcién de la fase, la morfologia
varia como muestra la Figura 27, se observa que cuando existe fase B, la morfologia tiende mas
hacia estructuras alargadas formando bastones, mientras que la fase alfa tiende a estructuras
mas redondeadas y cortas. La comparacion es clara si se compara la columna de la izquierda de
la Figura 27, que presenta combinaciones de ambas fases cristalinas donde se aprecia
claramente una combinacién de morfologias en la misma muestra, con la columna de la derecha
de la Figura 27 donde aparece una Unica morfologia que es relativa a la estructura cristalina
beta, ya que como observamos en la Figura 26 las particulas representadas en esta columna,

presentan pureza en la fase beta a excepcion de la UCyy.

Tesis Doctoral Edelweiss Moyano Rodriguez



79 Capitulo 4: Desarrollo de Sistemas de Emisidon Hiperespectral

Figura 27: Imdgenes de NANO SEM de los multiples sistemas para la comparacion de la morfologia por el cambio del

tiempo de reaccion debido a la fase cristalina presente en la muestra.
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A continuacidn, el pardmetro a estudiar que influye directamente sobre la fase cristalina del
sistema, es la temperatura de reaccién. Es ampliamente conocido que la modificacion de la
temperatura de reaccién provoca un cambio en la energia libre del medio, lo que influye

directamente sobre al crecimiento de las particulas (Songiun Zeng, 2011).

Es necesario que haya energia libre en el medio para que se pueda llevar a cabo la recombinacién
de los reactivos, ya que recordamos que se trata de una reaccién soélida en medio liquido
(Alexandre A. Arnold V. T., 2013). Es conocido que el sistema estudiado, NaYF,:Yb,Er, presenta
dos fases de cristalinidad: la fase a, se basa en una estructura cubica centrada en las caras (Datao
Tu, 2013), se da cuando la energia libre es baja y en la reacciéon se produce un crecimiento
cinético y la fase B necesita de mayor cantidad de energia libre, se trata de una hexagonal
centrada en el cuerpo (Datao Tu, 2013) y se da gracias al crecimiento termodinamico como se

observa en la Figura 28.
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Figura 28: Cambio de la fase cristalina y por lo tanto de la morfologia en funcion de la energia libre durante la sintesis

del sistema.

Debido a que el crecimiento dependera de la energia libre y esta a su vez de la temperatura, con
la modificacion de la temperatura se podra controlar la fase de las particulas obtenidas (Songiun

Zeng, 2011).

Las temperaturas con las que se trabajé durante las diferentes sintesis dependieron del equipo
de sintesis, como ya se explicod en el Capitulo 3 en la seccién de Sintesis, las temperaturas y
equipos utilizados fueron: horno convencional, hace uso Unicamente de una temperatura de
230 oC, mientras que el horno microondas, hace un barrido de temperaturas de 90 2C, 180 2Cy

190°C.
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La modificacién de la temperatura permite observar que hay una clara correlacién entre la fase
y la misma, debido a que se obtienen diferentes cristalinidades y mezcla de las mismas en
funcion de la modificacion de la temperatura, como se observa en la columna a/p ratio de la
Tabla 2, siendo esta tabla la que contiene las particulas sintetizadas por el horno microondas y
en la que se observa mayor variabilidad en cuanto a la fase con la temperatura, por las diferentes

temperaturas estudiadas.

Para observar la variabilidad de la fase cristalina en funcién de la temperatura, se recurre a las
particulas UCi2, UCi3 y UCy4, todas ellas sintetizadas con los mismos pardmetros de sintesis a

excepcion de la temperatura que es 802C, 1802C y 1909C respectivamente.

Los datos recogidos en la Tabla 2 en la columna a/8 ratio se tomaron gracias a los datos
obtenidos por difraccién de rayos X, los picos de difraccion de rayos X ,muestran como a medida
gue aumenta la temperatura de reaccion, van desapareciendo los picos caracteristicos de la fase

alfa y comienzan a aparecer los picos de la fase beta, como muestra la Figura 29.
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Figura 29: Picos de difraccion de rayos X de las particulas UC;;, UC;3 y UCy4 sintetizadas con los mismos pardmetros

de sintesis a excepcion de la temperatura de reaccion que se establece en 90°C, 180°2C y 190°C respectivamente.

Esta modificacidén en la estructura cristalina, se ve reflejada en la morfologia de los sistemas,
mientras que UC;; y UCi;3 muestran una estructuras redondeadas y aglomeradas en las que
existen bastones hexagonales claramente definidos insertados en estas primeras morfologias,
en el caso de UCy4, se empieza a intuir como esas estructuras redondeadas estan cambiando
hacia las estructuras dendriticas caracteristicas de la fase beta, que se observaban en particulas
como UG, que recordemos que es pura en fase hexagonal, cuya morfologia se puede observar

en la Figura 22. Todo esto se puede observar en la Figura 30.
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Figura 30: Imdgenes de NANO SEM de las particulas UC1,, UCi3 y UCy4 sintetizadas con un aumento de temperatura:

90°C, 180°C y 190°C respectivamente.

Por ultimo, en cuanto a la afectacidn de la fase cristalina y de la morfologia, hay que hacer
referencia a un postratamiento térmico. En este caso, se sometieron las particulas ya

sintetizadas a 4002C durante 4 horas.

Fueron obtenidos dos resultados diferentes dependiendo de cudles fueran los parametros del
sistema antes del tratamiento térmico. Estas diferencias se obtienen en la comparacién de las
nanoparticulas UCs vs UCyo (Tabla 1) y UCy3 vs UCy; (Tabla 2), como se muestra en la Figura 31 a
través de los picos de difraccién de rayos X, con los que se determinan los picos caracteristicos
de cada fase cristalina. En esta figura se observa que, si la particula presenta fase a, el
tratamiento térmico provoca una evolucion hacia la fase B, como determina la Figura 31 A,
mientras que si la nanoparticula ya presenta fase B pura el tratamiento térmico no afecta a su
fase cristalina como se visualiza en la Figura 31 B, en la que no se observa un cambio en los

graficos de difraccién.
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Figura 31:Espectros de difraccion de rayos X de las particulas UCgy UC10 no sometida y sometida a tratamiento térmico

respectivamente y UC13 Y UC21 no sometida y sometida a tratamiento térmico respectivamente.

Como se ha observado previamente, el cambio de fase cristalina va acompafnado de un cambio

en la morfologia. El cambio en la morfologia va a ser diferente del cambio que se produzca en la

fase, cuando la fase cristalina es alfa y el tratamiento térmico hace que haya una evolucién hacia

la fase beta, se produce un cambio de morfologia de estructuras redondeadas y aglomeradas a

bastones definidos y alargados, como se observa en la Figura 32 en la comparacion de UCy3 y

UC,1 sin embargo, cuando la estructura cristalina ya esta en fase B, el tratamiento térmico no

produce un cambio de fase, lo que genera un aumento del grosor y una aglomeracién de las

particulas, lo que se observa en la Figura 32 en la comparacién de UCs y UCyo, donde se observa

gue pasa de una morfologia de bastones alargados y definidos a estructuras alargadas,

aglomeradas y menos definidas, que previamente al tratamiento térmico.
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UG UCwo

UCss UCz:

Figura 32: Imdgenes de TEM de las particulas UCgy UC19 no sometida y sometida a tratamiento térmico

respectivamente y UC;3 y UC»; no sometida y sometida a tratamiento térmico respectivamente.

Ademas, esta aglomeracidn de las particulas se determind con fiabilidad al observar los patrones
cristalinos del sistema UCo, debido a que mientras todas las particulas eran monocristalinas,

tras el tratamiento térmico se observd un patron policristalino como se muestra en la Figura 33.
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Figura 33:Imdgenes de TEM y difraccion en las particulas UCipy UCq para mostrar su poliy mono cristalinidad

respectivamente.

Todos los cambios que se han detallado en en las caracteristicas fisicas de los sistemas, provocan
modificaciones en la luminiscencia del sistema NaYF4:Yb,Er, tanto en su coloracidn, debido a la
modificacion de la intensidad relativa de las diferentes lineas de emisidn del sistema, como en

la intensidad global de misma.

Se va a proceder a hacer un recorrido por los cambios de sintesis que han producido cambios
morfoldgicos y estructurales para conocer las propiedades luminiscentes que estas

modificaciones han provocado en el sistema.

Como se observaba previamente, la modificacion del pH, provocaba una modificacion en la
morfologia de las particulas sintetizadas, Este cambio en la morfologia afecta directamente a la
luminiscencia de los sistemas, En el caso del sistema NaYF4:Yb,Er, se encuentra que a medida
gue se avanza de pH acido a basico, se produce una inversidn de la intensidad relativa de los
picos verde y rojo, siendo maxima la intensidad relativa del verde en el pH 4cido 5 y maxima la
intensidad relativa del rojo en pH basico 8, la subida del pH, vuelve a reducir la intensidad

relativa del rojo con respecto al verde, como se observa en la Figura 34.
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Figura 34: Espectro de fluorescencia de las particulas UCs, UC4, UC; UCg y UC9 con aumento de pH 5,6,7,8 y 10

respectivamente.

Gracias a la observacion de los resultados de la variacion de pH, se determina que cuando el pH
es acido 5, la morfologia de los sistemas es dendritica e irregular, lo que le proporciona un
aumento de la superficie activa del sistema, esto supone un aumento de la relacién superficie
volumen del sistema, lo que determina que mayor cantidad de emisores estaran disponibles
para recibir la energia de excitacion y por lo tanto mayor sera la intensidad de luminiscencia de
los sistemas.Esto a su vez hace que la energia acumulada sea mayor, lo que favorece la reduccion
del tiempo de vida de los fotones excitados y como hemos visto anteriormente en el diagrama
del NaYF4:Yb,Er de la Figura 15jError! No se encuentra el origen de la referencia. eso supone
una caida por energia radiativa del nivel *Ss;; dando lugar a una luminiscencia verde por la

emision en 545 nm.

De la misma forma, el aumento de pH supone un cambio de morfologia a estructuras con menor
relacion superficie volumen, lo que aumenta el tiempo de vida de los fotones excitados y por lo
tanto la probabilidad de que entren en resonancia con los modos fondnicos de la estructura y
se produzca una transicién no radiativa en el nivel *Ss/;, que conduce a una luminiscencia en

rojo.
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También es observado una disminucion de la intensidad relativa del pico rojo con respecto al
verde tras sobrepasar el pH 8, esto se debe a que al aumentar el pH, la morfologia de los sistemas
pasa a ser mas gruesa , lo que modifica los modos fondnicos de la misma vy dificulta que los
fotones excitados entren en resonancia con la misma, lo que conduce a que haya una mezcla de
transiciones radiativas y no radiativas en el nivel %S3/,, dando lugar a ambas fluorescencias y

estableciendo igualdad de intensidades relativas del rojo y el verde.

El siguiente parametro de sintesis que provoca una modificacion en la morfologia es la
modificacidn de los precursores de la reaccién, como se observé previamente, esta modificacion
se debia principalmente a la modificaciéon de pH, que conlleva la modificacién del precursor por
la accion del NaOH estequimétrico, para dar visibilidad a este pardmetro, se compard la
fluorescencia del sistemaUCs; y el UC; por ser sintetizadas con los mismos parametros a
excepcion del precursor, lo que se observa en la Figura 35, es una disminucién de la intensidad
global del sistema acompaiada de una inversién de la intensidad de picos del verde al rojo para
el sistema UG5, esto es debido a que como se explicaba previamente, en la Figura 25, se observa
un cambio de morfologia de UCs, que presenta morfologia dendritica a UC;, que presenta
bastones hexagonales claramente definidos, esto provoca una disminucién de la relacién
superficie volumen de UC; a UC; y como se ha detallado anteriormente supone un aumento del
tiempo de vida de los fotones excitados y por lo tanto un aumento de la probabilidad de que
entren en resonancia con los modos fondnicos de la estructura y se produzca una transicion no

radiativa en el nivel Sz, (Figura 15), que conduce a una luminiscencia en rojo.
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Figura 35: Espectro de fluorescencia de UC; y UC;, sintetizadas respectivamente con NH4F y NaF.

A continuacion, vamos a observar cémo la modificacidon de los parametros que afectan a la

estructura cristalina, modifica a su vez la luminiscencia del sistema NaYF4:Yb,Er.

Comenzando por el tiempo de reaccidn se observaba de manera general que cualquier cambio
en la fase cristalina modificaba la morfologia del sistema, los cambios en la morfologia a su vez
influyen sobre la luminiscencia de los sistemas, como se observa en la Figura 36. De forma
general se determina que cuanto mayor es la pureza de la fase B, menor es la intensidad relativa
entre los picos rojo y verde. No se observa un patrén general en la luminiscencia, debido a la
diferencia de temperatura a la que ha sido sometida cada pareja de sistemas, por ello la
morfologia entre cada pareja de sistemas es muy dispar, como se evidencia en la Figura 27, por
lo que se debe analizar cada duo de forma individual para poder obtener un rasgo comun en la

variacién del tiempo de reaccion.

En el caso de UC; vs UC,, en la Figura 27 A, la fase a tiene una morfologia redondeada y un

tamafio en torno a diez veces superior, lo que supone que tanto la fase a por su tamafio como
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la B por su disposicidn atémica favorezcan la luminiscencia en el rango del verde, suponiendo
con ello que en UC;, que aparecen ambas fases, por haber sido sintetizada con menor tiempo
de reaccidn, tenga una luminiscencia relativa en el rango del verde superior a UC; que solo
presenta fase B y por lo tan solo cuenta con la contribucién de la misma como se observa en la

Figura 36 A.

En el caso de UCs y UCs la temperatura y el pH utilizados generan un medio de reaccidon que
favorece la formacion de la fase B, por lo que la variacidn del tiempo de reaccién no afecta a la

fase obtenida.

En cuanto a los sistemas sintetizadas con el horno microondas, comenzando por UCi3y UCy7, la
morfologia de ambas fases es muy diferente, la fase B presenta bastones hexagonales
claramente definidos, mientras que la alfa presenta esferas de un tamafio muy inferior a los
bastones, lo que supone al igual que en UC; y UC; que ambas fases contribuyen a la
luminiscencia en el rango del verde, por ello en UCy7, al tener mayor cantidad de B y ser su
contribucidn mayor se obtiene una mayor intensidad relativa como se observa en la Figura 36

C.

A continuacién, en cuanto a UCys y UCyg, se observa una inversién de la tendencia debido a que
a mayor tiempo de reaccién, observamos una menor intensidad relativa, esto es debido a que
las condiciones de pH y temperatura fomentan tamafios mayores en la fase B que implican una
menor intensidad de luminiscencia y eso provoca la inversién de la tendencia con respecto a las

anteriores, como se determina en la Figura 36 D.
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Figura 36: Espectros de fluorescencia en funcion del cambio de morfologia que supone el cambio de estructura

cristalina debido al tiempo de reaccion utilizado en la sintesis.

Los cambios en la tendencia de la luminiscencia cuando se produce un cambio en el tiempo de
reaccion, se deben principalmente a la combinacién de fases con morfologias muy dispares. La
tendencia general observada es que la fase alfa presenta morfologias redondeadas y tamafios
en torno a diez veces inferiores a los de las fases beta, que a su vez tienen morfologias mas
alargadas en forma de bastén. Esto implica que, en el caso de los sistemas sintetizadas con el
activador Erbio, al tener un tamafio pequeiio, aunque la disposiciéon atdmica en la fase alfa
favorezca la fluorescencia en rojo por la lejania entre los emisores, en tamafio implica que los
emisores estén mas cercanos reduciendo el tiempo de vida de los electrones excitados y con
ello favoreciendo la transicidn radiativa en el nivel %Ss/, ( Figura 15) como ya se ha explicado
anteriormente. Esta fluorescencia a su vez se ve favorecida por la contribucién de la fase B, con
lo que se obtiene que aquellos sistemas que tienen una combinacion de las fases, tienen

intensidades superiores a las que presentan aquellas con fase B pura.

El siguiente parametro que se observd con afeccidn en la fase cristalina y por ende en la

morfologia lo que afectara a la luminiscencia, es la temperatura de reaccion.
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Nos centraremos en tres sistemas sintetizados en el horno microondas, por presentar tres
temperaturas de sintesis diferentes manteniendo los mismos parametros de reaccién son UCy3,

UC13 \ UC14.

Como se observa en la Figura 37, el aumento de la temperatura de reaccién y por lo tanto el
cambio de la fase de a a B, supone una inversidn de la intensidad de los picos de fluorescencia

de la predominancia en rojo a la predominancia en verde.

—UC,,

- UC13
— UC

14

Fotoluminiscencia (u.a.)

400 500 600 700 800 900
Longitud de onda (nm)

Figura 37: Espectros de fluorescencia de UC;;, UCi3 Y UCy4, particulas sintetizadas con los mismos pardmetros de

reaccion a excepcion de la temperatura 90°2C, 180 °C y 190°C respectivamente.

Gracias a la temperatura de reaccion se puede determinar que a medida que aumenta la
temperatura, se produce una modificacién de la energia libre en el medio de reaccidn, lo que

conduce a un aumento de la probabilidad de obtencidn de fase cristalina  pura.

Esto a su vez influye directamente en la luminiscencia de las particulas obtenidas. A medida que
las particulas son mas puras en fase B se produce una inversion de los picos de intensidad
relativa, de predominancia en rojo a predominancia en verde, esto es debido a la matriz
cationica de la red, es decir a la disposicidn de los cationes (iones positivos) en la red (Xian Chen,

2014). Se determina que en la fase B los emisores (cationes trivalente de los lantanidos) estan
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mas cercanos entre si, lo que reduce el tiempo de vida de los fotones excitados y eso a su vez
conduce a una transmision radiativa (Xian Chen, 2014), como se observa en el esquema de
radiacion del NaYF4:Yb, Er que se muestra en laFigura 15, en el nivel %S/, (Xiaji Xle, 2013). En el
caso de la fase alfa, los emisores estdn mds distantes, lo que supone un mayor tiempo de vida,
que conduce a que los fotones excitados entren en resonancia con la red y se produzca una
transmision no radiativa entre los niveles “Ss;; y *Fo/2 , lo que da lugar a una caia mediante la
transferencia radiativa produciendo la luminiscencia en el rango del rojo. Ademas, la morfologia
que se adquiere con el cambio de fase también contribuye a este fendémeno debido a que en la
evolucidn hacia la fase beta pura, se obtienen estructuras dendriticas que aumentan la relacidn
superficie volumen y como ya se ha especificado, esto contribuye a una mayor luminiscencia en

el rango del verde.

Por ultimo, se observé la utilizacion del tratamiento térmico cdmo herramienta para el cambio
de fase de alfa a beta. El tratamiento térmico contribuye a favorecer la fase B, lo que se ve
reflejado en un aumento de la intensidad de luminiscencia en el caso de que se haya producido
una transformacion de fase a a 3, debido a que en la fase B, la disposicién de los atomos en la
red favorece la excitacidén y por lo tanto la intensidad de luminiscencia del sistema, pero esto
no se ve transformado en un aumento de la intensidad de luminiscencia en todos los casos,
debido a que también supone una aglomeracién de las particulas y por ello una reduccién de la
relacion superficie volumen, en aquellas particulas, que previo al tratamiento térmico, ya
presentaban una fase cristalina B pura, lo que supone una reduccién de los emisores en la
superficie de la particula, por lo tanto menos emisores son excitados y la luminiscencia del
conjunto de la particula decrece, como se observa en los espectros de fluorescencia de la Figura
38. Recordemos que UGy, no esta sometida a tratamiento térmico, pero posee una fase cristalina
beta pura, por ello al aplicarle el tratamiento térmico y convertirla en UCjp, la luminiscencia
decrece por la aglomeracion de las particulas, el caso de UCy5 era diferente, debido a que se
trata de una mezcla de fase alfa y fase beta, por ello al someterla a tratamiento térmico y
transformarla en UC,1, se obtiene un aumento de la intensidad de luminiscencia, por el cambio

de fase cristalina.
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Figura 38:Espectros de fluorescencia de las particulas UCg y UC10 no sometida y sometida a tratamiento térmico

respectivamente y UC13 y UC21 no sometida y sometida a tratamiento térmico respectivamente.

Una vez caracterizados todos los cambios fisicos y luminiscentes del sistema NaYF4:Yb, Er, se
continda con su optimizacion. Para la optimizacion del sistema, lo principal es la optimizacién
del proceso de sintesis, la variacidn de los parametros de sintesis, junto con su valoracién en los
pardmetros estructurales y morfolégicos y las propiedades luminiscentes, ha permitido
establecer una interconexion entre todos que en funcidn de la particula buscada nos permite

seguir un camino determinado, como se muestra en la Figura 39.

Parametros particula Parametros particula

Figura 39: Esquema del proceso de seleccion de los pardmetros de sintesis en funcion de las propiedades estructurales,

morfoldgicas y luminiscentes del sistema buscado.

Este esquema permite que, conociendo cuales son las propiedades luminiscentes buscadas en

un sistema, en cuanto a su cromaticidad, teniendo en cuenta que como ya se ha observado a lo
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largo del estudio del sistema NaYF4:Yb,Er, el mecanismo radiativo favorece al pico 545 nm,
mientras que el no radiativo al de 660 nm, se pueda establecer un determinado camino de

sintesis. Pero para ello, se tiene que conocer la cromaticidad buscada.

El objetivo final del estudio, recordemos que es la formacién de una imagen hiperespectral para
la deteccion de tumores subdérmicos. Debido al estudio del tejido, que se observarda mas
adelante, se conoce que a medida que avanzamos en el espectro electromagnético hacia
longitudes de onda de la region del rojo, mayor es la penetracién de la luz visible en el tejido,
por lo que el objetivo es tomar aquellos sistemas de mayor intensidad de luminiscencia en tres
posiciones: verde, en la que la intensidad relativa del pico de 545 nm es superior al pico de
660nm; amarilla, en la que ambos picos presentan la misma intensidad relativa y roja, donde el
pico de 660 nm presenta una intensidad relativa superior al de 545 nm. En los diagramas de
Gamut de la Figura 40 determinan, cuales son los sistemas que presentan los rangos de
luminiscencia de mayor interés, tener en cuenta que estos diagramas son también denominados
diagramas de cromaticidad CIE 1931 y representan los colores que puede ver el ojo humano,

Unicamente colores, no hace referencia a intensidades.
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Figura 40:Diagrama de Gamut en representacion de la tonalidad cromdtica de todas las particulas sintetizadas con

la composicion NaYF4:Yb,Er.

Si el sistema se guia Unicamente por los colores que determinan los diagramas Gamut,

elegiriamos tres sistemas de cada uno, en la region del verde, amarillo y rojo que serian:
Verde: UC3 Yy UC18.
Amarillo: UCg y UCys.

ROjO: UG, Yy UCia.
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Para poder decantarnos por cada uno de ellos, se representara la intensidad de cada uno de sus

picos en un diagrama de comparacidn, que se puede observar en la Figura 41

1000 [ | s NP3
= NP18
NP8
m NP19
. = NP7
= NP12
9,
©
S 500
wn
-
[(B] | |
<
| |
| | |
|
545 nm 660 nm

Figura 41: Diagrama de comparacion de la intensidad de luminiscencia de los picos 545 nm y 660 nm de las

particulas seleccionadas mediante el diagrama de Gamut.

Lo que se observa, es que a pesar de que UCs presenta una luminiscencia en verde, porque el
pico de 545 nm es muy superior al de 660nm, la intensidad de este ultimo pico es muy superior
en UCs que en el resto de particulas, aunque en el resto si se observe una luminiscencia roja. Por
lo que la particula que presenta mayor intensidad tanto en el pico verde como en el rojo es UGC;,
con lo que se puede considerar el sistema mas optimizado y sus parametros de sintesis seran

los de mayor interés para obtenersistemas para el objetivo buscado que son:
Horno de sintesis: Convencional.

Temperatura de reaccion: 230 °C

Tiempo de reaccion: 24 horas.

Precursor de la matriz: NH4F

pH: 5

Tratamiento térmico: No
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4.5. Desarrollo de Sistemas de Emision Hiperespectal basados en NaYF,:Yb,Tm El sistema
NaYF4:Yb,Tm fue seleccionado por su eficiencia a luminiscencia y por su luminiscencia en el
rango azul y rojo. Igual que su homologo con Erbio, este sistema ha sido ampliamente estudiado
desde la década de 1970, donde se estudiaba como una eficiente fuente de luz visible frente a

la excitacion con infrarrojo (N.Menyuk, 1972), (Bril, 1974).

Es un sistema con una elevada facilidad de uso, en cuanto a estabilidad y dispersién (Chow G. S.,
2006) que le confiere una elevada aplicabilidad en multiples campos entre los que se encuentra
su uso como biomarcadores médicos (Guangshun Yi, 2004) (Men Wang, 2009), (Min Lin Y. Z,,
2012), (Yan Ma, 2015).

Al igual que en el sistema anteriormente estudiado el dopaje de la matriz NaYF4.con Yterbio, se
debe a que el Yterbio permite la absorcidn y excitacidn del material activador con una fuente
infrarroja en este caso el rango ampliamente extendido de 980 nm, el que se encuentra dentro
del infrarrojo cercano (Sri Sivakumar, 2012), lo que le suma utilidad al objetivo final del presente

trabajo.

Como ya adelantabamos, el dopaje con Tulio como activador fue seleccionado por los rangos de
emisidn que este presenta que se encuentran entre el azul y el rojo/infrarrojo, al presentar un
pico en 800 nm, lo que completaria el barrido de la region visible junto con el NaYF4:Yb,Er como
se mostraba en la seccidn de estudio de la estabilidad y de las propiedades luminiscentes de la

matriz NaYF, en la iError! No se encuentra el origen de la referencia.Figura 19.

La sintesis sera exactamente igual que para el sistema anterior, modificando la fuente de Erbio

por la de Tulio.

Tal y como se ha detallado en el Capitulo 3 en la seccidn de sintesistodas los sistemas fueron
sintetizados mediante el método solvotermal. En este método todos los reactivos utilizados eran

analiticamente puros y no fue usado ningun tipo de purificacion.

Todas las sintesis tuvieron una seccién comun, basada en la obtencién de la disolucién madre,
disolucién en la que se encuentran los iones trivalentes de los lantanidos que permitiran la

luminiscencia de las particulas.

Centrados principalmente en la particula ampliamente estudiada NaYF4:Yb,Er cuya disolucién
madre serd preparada a partir de una solucién de nitratos de las tierras raras utilizadas (Y(NOs)s,
Yb(NOs)s;, Tm(NOs)s) al 0,5 M. Para su preparacion seran disueltos los correspondientes dxidos

metalicos (Y203, Yb203, Tm,03) en acido Nitrico (HNOs) A 40 — 50 °C bajo fuerte agitacidn.
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Para asegurar el intercambio y consiguiente acumulacion de energia en los sistemas, debe existir
una relacidon determinada entre estabilizador, activador y sensibilizador. La relacion utilizada
debe proporcionar un exceso de estabilizador frente a activador y sensibilizador y un exceso de
sensibilizador frente al activador, para que asi se produzca la donacién de energia. La relacién

utilizada fue:

Ecuacion 2: Referencia estabilizador, sensibilizador y activador.

En este caso, para la sintesis y la obtencidn de la temperatura requerida solo fue utilizado el

horno convencional.

Tras la obtencion de los sistemas del horno de reaccidn, se obtuvo un depésito blanco que fue
lavado en multiples ocasiones con una combinacién de etanol y agua mediante accion de fuerza

centrifuga.

El set de sistemas sintetizados con el Tulio como activador se encuentra en la Tabla 3

Tabla 3: Set de particulas de NaYF4:Yb, Tm obtenidas en horno convencional a 230°C

Tiempo de | Tratamiento | Proporcién
ucC, Valor de
Precursores reaccién térmico de fase 8

0 g (h) (4002C) (%)

22 NH4F 5 12 Si 56,9
23 NH4F 5 24 Si 100
24 NHaF 5 24 No 100
25 NH4F 6 24 No 100
26 NaF 7 24 No 100
27 NH4F 8 24 No 100
28 NHaF 10 24 No 100

Aligual que en el sistema NaYF4.:Yb,Er la modificacion de los pardmetros estructurales y

morfoldgicos, determina una modificacion de sus caracteristicas luminiscentes.

Tesis Doctoral Edelweiss Moyano Rodriguez



100 Capitulo 4: Desarrollo de Sistemas de Emision Hiperespectral

La modificacidon de los parametros morfoldgicos y estructurales fue conseguida gracias a la
modificacién de los pardmetros en las distintas etapas de sintesis, por ello fueron registrados un
abanico de sistemas en la Tabla 3. Donde los parametros modificados fueron: precursores de

reaccién, tiempo de reaccion, pH y procesos térmicos posteriores a la sintesis.

Comencemos por la variabilidad morfolégica obtenida, al tratarse de la misma matriz que en
homalogo con Er, la mayoria de las modificaciones llevadas a cabo sobre la sintesis del sistema

NaYF4.:Yb,Tm afectan de igual forma que afectaron al sistema NaYF,:Yb,Er.

La mayor variabilidad morfoldgica se observa al introducir una modificacién del pH en el proceso
de sintesis, esta modificacion del pH se obtiene gracias a la modificacién del NaOH fuera de sus
valores estequiométricos, como ya conocemos, al tratarse de una base fuerte produce una
modificacién del medio. Recordemos que la modificacidn del NaOH, produce oleatos de sodio
en el medio, siendo estos solubles en agua a diferencia del acido oleico, esa solubilidad en el
medio, reduce las dos fases inmiscibles del medio de reaccién por lo que, bajo agitacion, lo que
se genera es que las burbujas de oleico en las que se forman las particulas del sistema sean
menores, lo que provoca su precipitacidén mas temprana y su mayor tiempo de crecimiento. Este
proceso, es el que va a definir la morfologia presentada por el sistema, ya que a menores pH la
cantidad de NaOH sera menor, el medio serd mas inmiscible, las burbujas de oleico que generan
un medio antigravido para la formacién del sistema seran mds grandes, por lo que la sistema
tardara mas en precipitar, creciendo durante este tiempo en todas direcciones y dando lugar a
estructuras dendriticas y alargadas, mientras que en pH superior, a partir de 7, el contenido de
NaOH en el medio sera superior, el medio se hard menos inmiscible, las burbujas de oleico
decrecerdn, lo que provocard que la particula precipite antes y crezca Unicamente en una

direccién preferente, formando bastones alargados, como se observa en la Figura 42

Acido » Basico
Neutro

Figura 42:Evolucion de la morfologia de las particulas con la variacion de pH: siendo UCy4 252627, 28 A pH 5,6,7,8,10

respectivamente.

Otro pardmetro que de forma indirecta provoca una modificacién de la morfologia por la accidn

del pH, son los precursores de la reaccién, en este caso los precursores de la reaccion son las
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fuentes de fllor para la matriz, la modificacidon del medio por la accidn de los precursores de la
reaccion, se debe a que las condiciones estequiométricas del NaOH son diferentes con cada uno
de ellos, provocando que en condiciones estequiométricas el pH sea 5 en presencia del NH4F y
7 en presencia del NaF. Esto conlleva que cuando la fuente de fldor es el NH4F, se obtengan
morfologias dendriticas, mientras que si la fuente de fldor de la matriz es el NaF, se obtendrdn
bastones alargados, como se observa en la Figura 43, ademas se puede determinar la presencia

del pico de NaF cuando la sintesis se lleva a cabo con este precursor de la reaccién.
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Figura 43: Diagrama XRD de las particulas UCz4 y UCs6 junto con sus imdgenes de TEM.

A continuacidn, nos centraremos en los pardmetros que provocan cambio en la estructura

cristalina del sistema, que son el tiempo de reaccion y el tratamiento térmico.

En cuanto al tiempo de reaccion, Para ello, se mantuvieron las condiciones de pH y temperatura
modificando Unicamente el tiempo de reaccién, en este caso las particulas que pueden ser
comparadas son UC;; y UCy3 de la Tabla 3. Al igual que para el caso del sistema previo con Erbio,
al modificar el activador, pero mantener la matriz del sistema como ya adelantamos, los

parametros de sintesis tienen la misma afeccion sobre los parametros de la particula, lo que se
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observa es que un aumento en el tiempo de reaccidon conduce a un aumento de la pureza de la

fase cristalina beta, como determina la Figura 44.
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Figura 44: Diagrama XRD de las particulas UC,, y UC,s sintetizadas con 12 horas y 24 horas de reaccion

respectivamente, manteniendo constantes el resto de parametros de reaccion.

La modificacion de la fase cristalina trae consigo la modificaciéon de la morfologia, lo que se
observa en este caso, es que en UC;; existe una combinacién de estructuras, aquellas particulas
gue han pasado a fase beta han tendido a formar estructuras alargadas de un tamafio 10 veces
superior a las particulas que se han mantenido en fase alfa, lo que ocurre es que como el tiempo
no ha sido suficiente, la transformacion no se da por completo y no se observan bastones
hexagonales completos. Sin embargo, cuando el tiempo es suficiente como en el caso de UCy;,
no se produce esa transformacion incompleta y se observan las estructuras dendriticas de la

fase beta, propiciadas por los pardametros de sintesis seleccionados.
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Figura 45: Imdgenes NANO SEM de las particulas UC,; y UCss sintetizadas con 12 horas y 24 horas de reaccion

respectivamente, manteniendo el resto de pardmetros de reaccion.

Por ultimo, el parametro modificado en la sintesis del sistema NaYF4:Yb,Tm, es el tratamiento

térmico, tras la sintesis hubo sistemas sometidos a una temperatura de 400 2C durante 4 horas.

En este sistema, el tratamiento térmico supone Unicamente la aglomeracién del sistema, ya que
las dos particulas a comparar son UC,3y UCa4. UCy4 gracias a los parametros de sintesis, presenta
fase cristalina beta previamente al tratamiento térmico, por lo que este no produce una mejora
en su fase, si no que provoca la aglomeracién del sistema, como muestra la Figura 46, donde se
muestra que la morfologia de ambas particulas es muy similar, pero comparando dos imdagenes
de TEM con el mismo aumento, se aprecia una clara aglomeracién en UC,3, siendo esta la
particula sometida a un tratamiento térmico, el grosor de las particulas es mayor y hay un claro

descenso de la dispersion de las particulas.

uc24 ‘

ucas

Y
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Figura 46: Imdgenes de TEM de las particulas UC,3 y UC,4 sometida y no sometida a tratamiento térmico

respectivamente.
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Una vez conocidos la afeccion de los parametros de sintesis a las caracteristicas fisicas de los

sitemas, se estudian sus propiedades luminiscentes.

En cuanto a las propiedades luminiscentes, se va a llevar a cabo un repaso de cada parametro

de sintesis para establecer una unidn entre estos, los pardmetros fisicos del sistema y las

propiedades luminiscentes.

En el caso del sistema NaYF4:Yb,Tm, los picos de emisidn no son competitivos entre si, como

ocurria en el sistema cuyo activador era el Erbio, en el caso del Tulio, las vias de emisidn no

compiten como se observa en la Figura 47, por lo que los parametros del sistemano modifican

laintensidad relativa de los picos entre si, si no que modifican la intensidad del sistema de forma

global.
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Figura 47: Diagrama de energia del sistema NaYF4:Yb, Tm.
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Si seguimos el mismo camino que con el sistema anterior, comenzaremos por la modificacion
gue produce sobre la luminiscencia del NaYF4:Yb,Tm el cambio del pH. Como se observa en la
Figura 48, el aumento del pH supone una disminucidn de la luminiscencia, ya que como se
observaba en la Figura 42, al aumentar el pH, se modifica la morfologia de estructuras
dendriticas y dispersas a bastones alargados y aglomerados, lo que ocurre por lo tanto es que
se avanza desde estructuras con elevada relacién superficie volumen a estructuras con baja
relacion superficie volumen. El aumento de la relacion superficie volumen, supone un aumento
de emisores disponibles en la superficie, lo que se traduce en un aumento general de la
intensidad de emision global del sistema en pH dacidos, viéndose modificada a medida que se
pasa hacia el pH basico, por el cambio en la morfologia del sistemay la disminucién de la relacién
de la superficie volumen, que disminuye los emisores disponibles para excitacion, lo que se

traduce en una disminucion de la intensidad de emisidn.

Fotoluminiscencia (u.a.)

Fotoluminiscencia (u.a.)

400 500 600 700

400 500 500 700 800
Longitud de onda (nm)

Figura 48: Espectros de fluorescencia de las particulas UC 3 25,2627 Y 28 Sintetizadas con pH 5,6,7,8,10

respectivamente, manteniendo el resto de pardmetros de sintesis.

En cuanto a los precursores de la matriz, no se observa una modificacion resefiable, como ya se

estudio previamente, la modificacién del precursor supone una modificacién del pH, lo que a su
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vez, modifica la morfologia del sistema, el precursor NH4F, da lugar a un pH de 5 por su relacidn
estequiométrica con el NaOH, mientras que el precursor NaF, da lugar a un pH 7 por su relaciéon
estequiométrica con el NaOH, por lo que pasariamos de morfologias dendriticas y dispersas a
bastones alargados y aglomerados, se disminuiria la relacidn superficie volumen, que daria lugar
a una disminucién de emisores disponibles en la superficie para ser excitados y generar
luminiscencia y se reduciria la intensidad global del sistema, la comparacion de precursores se
puede observar en la Figura 48, comparando el espectro de fluorescencia del sistemaUCy; vy el

UCae.

A continuacién, se observd el cambio luminiscente que supone el cambio del tiempo de
reaccion. Recordemos que el tiempo de reaccion provoca un cambio en la fase cristalina de la
particula, que va acompafiado de un cambio en su morfologia. El cambio en la luminiscencia se
puede observar en la Figura 49, se determina que un aumento en el tiempo de reaccidén supone
un aumento en la intensidad de luminiscencia del sistema, este cambio se debe exclusivamente
al cambio en la morfologia, en el caso de UC,; existe una mezcla de fases con tamafios superiores
a los de UC,s. El aumento del tamaio de las particulas supone una reduccién de la relaciéon
superficie volumen, lo que a su vez supone una disminucién de los emisores disponibles para

ser excitados y ello se traduce en una disminucion global de la intensidad de emisién.
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Figura 49: Espectro de fluorescencia de las particulas UC, y UCy3 sintetizadas con 12 horas y 24 horas de reaccion

respectivamente, manteniendo el resto de pardmetros de sintesis.

Por ultimo, se va a observar el cambio en la luminiscencia que supone un posterior tratamiento
térmico a los sistemas, recordemos que, en este caso, se observé que el tratamiento térmico
provocaba una aglomeracidn del sistema, debido a que la misma ya se encontraba en fase
cristalina beta, por lo que la energia del tratamiento térmico no se utilizaba en un cambio de
fase cristalina, si no en la aglomeracion de la misma. En la Figura 50, se observa que la aplicacién
de tratamiento térmico, supone una disminucion de la intensidad de luminiscencia, como ya se
ha determinado, los sistemas sometidos a tratamiento térmico, sufren una aglomeracién que
supone una disminucion de la relacién superficie volumen, y como ya se ha mostrado en los
pardmetros previos, esa disminucidon va acompafiada de una disminucién de la intensidad global

de la luminiscencia del sistema.
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Figura 50: Espectro de fluorescencia de las particulas UC,3 y UCa4 sintetizadas con tratamiento y sin tratamiento

térmico respectivamente, manteniendo el resto de pardmetros de sintesis.

En el caso del sistema NaYF4:Yb,Tm la optimizacidn es mas sencilla que para su homélogo con
Erbio, debido a que en este caso, como ya se ha determinado en las secciones anteriores (Figura
47), no existe competitividad entre las lineas de emisién, por lo que no se produce una
modificacién del color presente en la luminiscencia si no que se modifica Unicamente Ila

intensidad de luminiscencia global del sistema.

Para poder conocer los pardmetros que optimizan la intensidad de luminiscencia del sistema, se

van a comparar las intensidades de ambos picos de los siete sistemas sintetizados con Tulio.
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Figura 51: Comparacion de la intensidad de picos del Tulio para las particulas sintetizadas con diferentes parametros

de sintesis.

En la Figura 51, se observa que la particula con mayor intensidad es UCy4, por lo que se
seleccionaran los parametros de sintesis de UC,4 como los éptimos para la luminiscencia de el
sistema sintetizado con Tulio. Recordemos ademds, que estos parametros son los que

proporcionan una fase cristalina beta y una morfologia dendritica dispersa.
Los parametros dptimos seran:

Horno de sintesis: Convencional.

Temperatura de reaccion: 230 2C

Tiempo de reaccion: 24 horas.

Precursor de la matriz: NH4F

pH: 5

Tratamiento térmico: No

Se puede observar que los pardmetros 6ptimos para el Tulio, son los mismo que para el Erbio,

como se predijo al inicio de esta secciéon, al compartir la misma matriz, los cambios en los
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parametros de sintesis, provocarian cambios muy similares en los sistemas, aunque estas

presenten diferente dopaje.
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5.1. Seleccion de la diana terapéutica contra el proceso tumoral.

La seleccidn del fdrmaco y profdrmaco utilizado serd condicionante de la diana del mismo y a su
vez se seleccionara un SEH con una fotoluminiscencia de emisién coincidente (parcial o total)
con el espectro de absorcién del farmaco y profarmaco seleccionado para el estudio.

El uso de la liberacién de farmacos presenta dos dianas de actuacién:

1. Incremento de la localizacion: El uso de farmacos para el tratamiento de tumores es
comunmente dosificado por via oral o sanguinea, este proceso supone la movilizacién
del farmaco por el torrente sanguineo, llegando tanto a células cancerosas como a
células sanas (Liangliang Dai, 2016), (Vikas Jain, 2015), (David Bohme, 2015). Ademas, la
eliminacion de estos fdrmacos es mayor y mas rapida si no son localizados en la diana,
lo que supone una menor disponibilidad para el consumo por parte de las células
afectadas por la lesién (Liangliang Dai, 2016).

2. Incremento de la efectividad: El cuerpo humano para asegurar su supervivencia,
presenta una resistencia selectiva a ciertos farmacos a través de los microorganismos
con lo colonizan. En el uso de la quimioterapia, esta herramienta de supervivencia
supone una desventaja, debido a que los microorganismos presentes en el entorno
tumoral consumen los farmacos utilizados en la quimioterapia y reducen la actuacién
de los mismos sobre la célula tumoral (Ravid Straussman, 2012). Es por ello, que una de
las dianas utilizadas en los tratamientos tumorales mediante liberacién de farmacos son
los microorganismos del entorno celular del tumor (Leore T. Geller M. B.-R., 2017).

La presente Tesis Doctoral se centrd en el aumento de la efectividad mediante la reduccion de
los microorganimos del entorno celular gracias al uso del farmaco ciprofloxacina como
antibacteriano..

Concretamente, es conocido que las bacterias del entorno tumoral presentan una elevada
resistencia a la gemcitabina. La gencitabina es considerada un citotdxico clasificado como
antimetabolito, muy utilizado en los procesos de quimioterapia. Se trata de un farmaco que
afecta a las células en fases especificas del ciclo celular, en el caso de la gemcitabina, esta
interfiere con la pirimidina en la divisidn celular (Chemocare, 2021), (Reese, 2014). Las bacterias
del entorno tumoral, son capaces de digerir la gemcitabina, reduciendo asi la efectividad de los
procesos quimioterapeuticos (Leore T. Geller M. B.-R., 2017).

Para incrementar la efectividad de los tratamientos quimioterapéuticos, se selecciond un
farmaco capaz de eliminar o reducir las bacterias del entorno tumoral, la ciprofoxacina. La
ciprofoxacina es un antibidtico que pertenece a la familia de las quinolonas y es ampliamente
utilizado para el tratamiento de infecciones bacterianas (Jain, 2008). El problema que presenta
la ciprofoxacina es que esta cominmente presente en biofluidos como sangre y orina, puesto
gue es un farmaco soluble en agua, lo que reduce su efectividad en el entorno celular por su
solubilizacion previa a su llegada a la diana. Para evitar este problema, se encapsula en su
correspondiente oxima-éster, debido a que este profarmaco no es soluble (Yang. R., 2003).

5.2 Estudio del espectro de absorcion de la ciprofloxacina y su correspondiente
Oxima-Ester.

Metodologia de medida:

Los disolventes de calidad HPLC se adquirieron de Sigma-aldrich. Se utilizé agua Milli-Q® para la

preparacion de la muestra. Las soluciones madre de ciprofoxacina (CF) y Oxima-ester de
ciprofoxacina (CF-OE) se ajustaron a 300 pg / mL en CHyCly. En el caso de CF-OE, se afiadieron
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soluciones que contenian 10% (v / v) de acido formico (FA) para protonar toda la oxima. A esta
concentracién de FA, el espectro de absorbancia CF-OE sufre un cambio batocrémico.

Los espectros UV-visible para muestras liquidas de CF o CF-OE se registraron a temperatura
ambiente usando celdas de cuarzo de 10 x 10 mm2 con un espectrofotdémetro modelo Perkin
Elmer Lambda 1050 UV / Vis / NIR. Los experimentos de fluorescencia en estado estacionario
para muestras liquidas de CF o CF-OE se llevaron a cabo con un Espectrémetro de Fluorescencia
Perkin EImer LS 55, con una longitud de onda de excitacion de 330 nm y usando un filtro de corte
a 350 nm. La fluorescencia resuelta en el tiempo (TR) para las mediciones de las disoluciones de
CF o CF-OE se registré en un sistema Mini Tau provisto de un filtro de paso de banda de 450 nm,
utilizando un diodo laser con longitud de onda de excitacidn a 372 nm y 61 ps de duracién de
pulso laser (ambos de Edinburgh Instruments). Para monitorear la fluorescencia TR del sélido en
polvo UC-UC, la muestra de polvo se irradié con un laser de 980 nm (Potencia 1kW) en modo
frontal, detectando las trazas cinéticas con un filtro de paso de banda de 450 o 650 nm.

Técnicas de medida de las lineas de absorcién de CFy CF-OE.
Espectroscopia de absorcidn transitoria (TAS, Transient Absorption Spectroscopy).

Las mediciones de fotdlisis de destello laser se realizaron con un equipo LP980 de Edinburgh
Instruments (LP980), basado en un oscilador paramétrico dptico (OPO) bombeado por el
tercer armoénico de un laser Nd: YAG (EKSPLA). La longitud de onda de excitacion
seleccionada para las mediciones fue de 355 nm con pulsos Unicos de baja energia de 1 mJ
/ pulso de aprox. 5 ns de duracién, mientras que se empled una ldmpara de flash de xendn
pulsado (150 W) como fuente de luz de deteccidn. La luz de la sonda se dispersa a través de
un monocromador (TMS302-A, rejilla 150 lineas / mm) después de que ha pasado la muestra
y luego llega a un detector de tubo fotomultiplicador (Hamamatsu Photonics) para obtener
el perfil temporal. La absorbancia de la CF de las muestras de las disoluciones de CF-OE se
mantuvo a ~0,3 a Aexc = 355 nm en diclorometano. Todos los espectros transitorios se
registraron a temperatura ambiente utilizando cubetas de cuarzo de 10 x 10 mm?, que se
burbujearon durante 15 min con N; antes de la adquisicion. Las sefiales TAS para UC-UC se
controlaron a Aexc = 980 nm, el modo de oscilador paramétrico dptico en soluciones
dispersas organicas purgadas.

Espectro de absorcidn de Ciprofloxacina y su correspondiente Oxima-Ester.

Para la obtencidn de las lineas de absorcién del farmaco y el profarmaco, se elaboraron dos
nuevas diadas derivadas de CF que contienen el cromdforo de fluoroquinolona. La estrategia
sintética desarrollada consiste en proteger el grupo amina secundaria en la unidad piperazina
de CF con un grupo Boc, para evitar posibles reacciones secundarias de la amina en los siguientes
pasos. Luego, se preparo el cloruro de acilo a partir de CF. Empleando cloruro de oxalilo con
DMF. Finalmente, el cloruro de acilo combinado con una oxima da lugar a el correspondiente
éster de oxima CF-OE.

Tanto las diadas CF como CF-OE mostraron una banda de absorcién en el rango de 325-340 nm
(Figura 52), que en el caso de CF-OE sufre un desplazamiento batocrémico hasta 500 nm en
presencia de medios acidos debido a su protonacién, con un maximo en torno a 425 nm.
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Figura 52: A) Espectros de absorcion normalizados de derivados de ciprofloxacina (CF o CF-OE, 20 uM) en CH,Cl; (trazas
negras y rojas para CF o CF-OE, respectivamente) y en medios dcidos (sombra violeta para CF-OE). El espectro de
fotoluminiscencia normalizado de UC3 en sdlido (traza azul) se incluye para comparacion. B) Fluorescencia en estado
estacionario para CF (rojo), CF-OE (negro) y CF-OE un medio dcido (azul) en diclorometano. Recuadro: trazas de
desaparicion normalizadas. C) Tiempos de vida de fluorescencia normalizados para UC3 en estado sdlido. D) Espectro
de absorcion transitorio (TAS, Aexc =980 nm) para UC3 en una solucion de suspension de diclorometano en atmdsfera
inerte. El trazo azul corresponde al suavizado de la sefial.

Con respecto a las propiedades de fotoluminiscencia, mientras que CF exhibid una alta
fluorescencia con un maximo en ca. 450 nm, el correspondiente éster de oxima resultd en una
intensidad pobre, acompaiiada de un desplazamiento hacia el azul del mdximo de emisién
(Figura 52B). Para el CF-OE protonado (10% FA), la fluorescencia fue ain menor, acompanada
de un corrimiento al rojo del maximo hasta 460 nm, como se reporta en la literatura para
ciprofloxacina comercial (Yang R., 2003).

5.3. Seleccion del Sistema upconversion de Emision Hiperespectral idoneo para la

liberacion de la ciprofloxacina.

Gracias al disefio y la optimizacidn de los SEH realizada en el Capitulo 4, es conocido que el SEH
NaYF4:Yb,Tm presenta una linea de emision en 450 nm, lo que coincide con las lineas de
absorcién evaluadas tanto para la CF como para su correspondiente Oxima-Ester, es por ello que
se procede a la evalucion de la liberacién de farmacos con este sistema.

Para explorar el rendimiento de NaYF4: Yb,Tm como materiales fotoactivos en reacciones de
fotosensibilizacion de ciprofloxacina, se selecciond UC,s como material éptimo, debido a que
sus propiedades morfoldgicas y estructurales le confieren mayor intensidad de fluorescencia y
estabilidad. El espectro de emisidon de NaYF4: Yb, Tm (UCy4) ilustra una clara sefial superpuesta
con los espectros de absorcion de CF-OE protonados en el amplio rango de 460-500 nm (Figura
52A), indicacion de que es un excelente candidato para farmaco fotosensibilizacion.

Tesis Doctoral Edelweiss Moyano Rodriguez



115

5.4. Evaluacion del NaYF4:Yb,Tm en la liberacién de ciprofoxacina.

El proceso de liberacion de farmaco controlado a través de la escision del enlace N-O
fotosensibilizado en CF-OE se investigd mediante la irradiacién selectiva de UC-UC (UCy4, Aexc =
980 nm), en presencia de CF-OE en medios acidos organicos y se controlé mediante un sistema
de HPLC (Figura 53A) .
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Figura 53: A) Tasa de conversion de CF (rojo) o CF-OE (azul) usando UC3 al aumentar los tiempos de irradiacion (Aexc
=980 nm), a 0.5 M de CF-OE en CH,Cl, en atmdsfera inerte (10% FA v / v); B) Reutilizacion de UC3 mediante el
seguimiento de la tasa de conversion de la formacion de CF al aumentar los tiempos de irradiacion (Aexc = 980 nm)
durante cinco ciclos consecutivos. El grdfico muestra el porcentaje mdximo de formacion de CF después de 90 min bajo
irradiacion.

Se observa un aumento notable en la formacién de CF en las primeras etapas de la reaccion
acompafiado de la correspondiente disminucién en la sefial del cromatograma CF-OE (Figura
54).
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Figura 54: Cromatogramas de HPLC de la desaparicion de CF libre (rojo) y desaparicion del compuesto CF-OE (azul) al
aumentar los tiempos de irradiacion (Aexc = 980 nm), a 0,5 M de CF-OE en cloruro de metileno en atmdsfera inerte
(10% FA v / v). La fase mévil utilizada en el andlisis de HPLC fue 70:50 H,0: CH3CN, que contenia 0,1% de FA.

Este comportamiento podria atribuirse a la formacién de CF libre a partir del derivado de oxima-
éster tras la rotura del enlace N-O del compuesto CF-OE. Como se observa en la Figura 53 B, la
tasa de conversién fue practicamente cuantitativa, probablemente debido a la reaccidn
fotosensibilizada concomitante. Como se esperaba, no se observaron cambios en ausencia de
UC-UC, porque CF-OE no puede absorber la luz infrarroja cercana (no se muestran datos).
Ademas, los experimentos de TAS se realizaron in situ mientras se realiza la reaccién
fotocatalitica para monitorear las propiedades fotofisicas tanto de UC,4 como de CF-liberado.
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Especificamente, las propiedades dpticas se detectaron analizando la mezcla de reaccién sobre
una fuente de excitacion laser de 355 y 980 nm. Al pulso de 980 nm, la absorcién debida a UC24
a 350 nm se mantuvo inalterada mientras transcurria el tiempo de reaccién (Figura 56 A) en
comparacién con la Figura 53, lo que demuestra el papel principal de esta transicién para el SEH
emisivo. En cuanto a los productos liberados, ademas del CF libre, la ruptura del enlace N-O
provoca la aparicion de un compuesto imina que inmediatamente se hidroliza para dar la
correspondiente cetona. Especificamente, el subcompuesto que se libera es benzofenona (BP,
Figura 56 B). La fotdlisis de BP por TAS (Aexc = 355 nm) genera la aparicion de 3BP* con una
banda caracteristica centrada a 520 nm, que se corroboré en la mezcla de reaccion (Figura 56
C).
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Figura 55: Espectro de absorcion transitoria (TAS) para UC.4 en solucion en suspension de diclorometano en
atmosfera inerte irradiada bajo A) Aexc = 980 nm, B) Aexc = 500 nm y C) Aexc = 300 nm.

A 020 B =
\ ;"exc - 980 nm E BPCnnlml
0_1571ﬁ s
a ! i 2 ET
o < @,
2010 bl fﬂ 2
- o 11t o
Lﬁ“}dl ﬂ‘ﬁ i 3
0.05 4 1[- 1] 3
ST ﬂ , 2
I i 4 8
y (AT 3
0.00 ‘ ‘ R PV W A 4 . ‘ ‘
250 300 350 400 450 500 550 <15 120 125 130 135
Longitud de onda (nm) Tiempo de retencién (min)
C 020
Aexe = 355 nm
0.154. SBP*
Q £ l
Co010{: st &
< k%, ‘@‘ %
5 LA, o
0.05 5%
0.00-

400 500 600 700
Longitud de onda (nm)

Figura 56: A) Espectro de absorcion transitoria (TAS, Aexc = 980 nm) para UC3 en solucidn de suspension de
diclorometano desaireado medido simulténeamente con la reaccion fotocatalitica después de 60 minutos. B)
Cromatogramas de HPLC de la formacion de la benzofenona (BP) como segundo producto al aumentar los tiempos
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de irradiacion (Aexc = 980 nm), a 0,5 mM de CF-OE en cloruro de metileno desaireado (10% FA v / v). La fase mavil
utilizada en el andlisis de HPLC fue 70:50 H20: CH3CN, que contenia 0,1% de FA. El trazo naranja corresponde a la
referencia comercial de BP. C) Espectros de absorcion transitoria (Aexc = 355 nm) para mezcla de la reaccion en
cloruro de metileno en atmosfera inerte (10% FA v / v) tras los tiempos de irradiacion. El trazo naranja corresponde a
la referencia comercial de BP.

La estabilidad del catalizador se evalué con una muestra de UCy4, que se lavd y reutilizé durante
cinco ciclos consecutivos (Figura 53 B). Para evitar la pérdida de material por filtracion, se retird
el sobrenadante de la solucién mezcla del vial, lavando el SEH con CH,Cl; varias veces. Después
del lavado, se analizé una pequena alicuota del ultimo sobrenadante mediante espectroscopia
UV-vis para comprobar la ausencia completa del farmaco CF o CF-OE. Como se puede ver en la
Figura 53 B y Figura 58 , UC,2 mantiene su actividad durante todos los ciclos, con solo un 3% de
pérdida de eficiencia. Estos resultados son indicativos de que los SEH de UC,4 son muy estables,
de facil recuperacion y pueden utilizarse en varios ciclos de reaccién. Ademas, los experimentos
de TAS después de cada ciclo de reaccidn revelaron las propiedades transitorias inalteradas
(Figura 58).
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Figura 57: Reutilizacion de UC,4 mediante el sequimiento de la tasa de conversion de la formacion de CF al aumentar
los tiempos de irradiacion (Aexc = 980 nm) durante cinco ciclos consecutivos. Ciclo 1 a 5: negro, rojo, azul, verde y
morado, respectivamente.
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Figura 58: A-E) Espectro de absorcion transitorio (TAS, Aexc = 980 nm) para UCa4 en solucion de suspension de
diclorometano en atmdsfera inerte después de cinco ciclos consecutivos. F) Comparacion de AOD para cada
repeticion.
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6.1. Seleccion de SEH segun sus lineas de fluorescencia, disefio invertido de SEH.
El objetivo final del disefio de los SEH en esta Tesis Doctoral es la obtencién de materiales

idoneos para la deteccién, segmentacion y tratamiento de tumores dérmicos.

Es bien conocido que el tejido humano se determina como medio anisotrdpico, lo que conduce
a que las diferentes longitudes de onda del espectro electromagnético se absorban en diferente
medida en funcién de la profundidad a la que se encuentre la lesidn a detectar, como muestra
la Figura 59, en la que se determina que a medida que se avanza en la regién visible del espectro
electromagnético del azul al rojo, se va aumentando la profundidad de penetracion de la

radiacion.
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Figura 59: Representacion de la atenuacion de la radiacion a través del tejido bioldgico en funcion de la longitud de

onda.

Debido a ello, el sistema a utilizar tendra que emitir en un rango que dependa de la lesién a
detectar. Para poder realizar un estudio generalizado, independiente de la profundidad del

tumor y el farmaco utilizado para el tratamiento del mismo,, se realiz6 una busqueda
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bibliogréfica, para la elaboracién de una base de datos que permita el disefio invertido de los

sistemas requeridos en funcién de su uso final.

De esta manera, se determinard la cromaticidad de luminiscencia idénea para la lesién a

detectar y en funcién de la misma, se buscaradn los pardmetros de reaccion idéneos para poder

obtener el sistema requerido.

La base de datos permitid establecer un patrén comun entre condiciones de reaccién,

parametros estructurales de los sitemas y pardmetros luminiscentes. Pudiendo asi, encasillar los

sistemas en rangos de aplicabilidad en funcién de la profundidad a la que se quiera establecer

la deteccion o la segmentacion de la lesidn, como se observa en la Tabla 4.

Tabla 4: Resumen de la base de datos en el que se segmentan las nanoparticulas en funcion de rango de

aplicabilidad, caracteristicas estructurales, luminiscencia y proceso de sintesis.

Lineas de
Profundidad de emision Tamaiio Fase Tipo de
Particula Morfologia
Lesion principal [um] cristalina sintesis
[nm]
NaYF4: Yb,Tm
(zhang., 2008)
(Cunhai Dong,
2012) (Guanying
ChenT.Y., 2010)
(Liu., 2008)
Epidermis 450475 Beta- Esferas
(asoume, 2015) 10-30 Solvotérmica
[0-0.04] mm 480 hexagonal Cubos

Tesis Doctoral

(Xun Chen, 2009)
(Na Niu, 2012)
NaYFs: Yb,Ho (Lili
Wang, 2011)
NaYF4: Yb,Tm,Er,Gd
(Feng Wang, 2010)
NaYF;: Yb,Tm,Gd
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520525
Dermis 530539
[0.04-4] mm 545 550

Tesis Doctoral

BaYFs: Yb,Tm
(Fiorenzo Vetrone
V. M., 2009)
(Hailong Qiu, 2011)

NaYF4: Yb,Er (Li L.
W., 2007) (Meng
He, 2011) (Qian Liu,
2011) (Jing Zhou,
2012) (Dongmei
Yang, 2011)
(Songjun Zeng M.-K.
T.-F.-L., 2012) (Artur
Podhorodecki,
2012) (Songjun
ZengJ. X., 2012)
(Yongsheng Liu D.
T.,2013)
(Yongsheng Liu D.
T.,2010) (Hon-Tung
Wong, 2011) (Juan
Wang, 2011)
LaFs:Yb,Er (Sri
Sivakumar, 2012)
(Xiaofeng Yang,
2009) (Gejihu De,
2005)

NaGdF: Yb,Ho (Li L.
W., 2007) (Meng
He, 2011)

NaLuF,4: Yb,Gd,Er
(Qian Liu, 2011)
(Jing Zhou, 2012)

10-150

Beta-

Hexagonal

Esferas
Bastones

hexagonales

Solvotérmica
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Subdermis

[4 —60] mm

596 616
654 668
698 700
800

Tesis Doctoral

BaGdFs: Yb,Er
(Dongmei Yang,
2011) (Songjun
Zeng M.-K. T.-F.-L.,
2012)

NaYF4: Eu (Artur
Podhorodecki,
2012)

NaLuF4: Yb,Gd
(Artur
Podhorodecki,
2012) (Songjun
ZengJ. X.,2012)
NaLuF.: Yb,Gd,Tm
(Artur
Podhorodecki,
2012) (Songjun
ZengJ. X.,2012)
NaScFs: Yb,Er,Tm
(Yongsheng Liu D.
T.,2013)

NaGdF4: Yb,Tm,Eu
(Yongsheng Liu D.
T., 2010)

KGdF4: Yb,Tm(Hon-
Tung Wong, 2011)
KMnFs: Yb,Er (Juan
Wang, 2011)
KMnFs: Yb,Tm (Feng
Wang, 2010)
KMnFs: Yb,Ho (Feng
Wang, 2010)

10-40

Beta-

Hexagonal

Esferas

Coprecipitaci
on
Solvotérmica
Descomposici

on térmica.
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NaGdFa: Eu (Li L.
W., 2007) (Meng
He, 2011)

Estos datos, permitieron realizar simulaciones en las que se observa una posible deteccién y
segmentacién de una lesion en funcidn de su profundidad en el tejido. Ademas, permitieron la
combinacion de varios sistemas para establecer un patrén de colores que determine la posicidn

de la lesidon en funcién del mismo.

6.2. Software de simulacién de SEH para tumores dérmicos

Dentro del tejido la radiacién puede sufrir dos efectos: absorcidn y dispersion, a la probabilidad
de que un fotén sea absorbido por el tejido por unidad de longitud se denomina p, mientras

gue a la probabilidad de dispersidn se le denomina s (Lihong V. Wang and Hsin-I W, 2007).

Para considerar la anisotropia del tejido bioldgico se lleva a cabo un parametro equivalente al

coeficiente de dispersion, el cual sigue la siguiente ecuacion:
Ecuacion 3: Determinacion del coeficiente de dispersion de la radiaciéon en un medio anisotrdpico.
I
HUs = .us(l - g)

Donde [s es el coeficiente de dispersidn teniendo en cuenta el medio anisotrépico y g es el

coseno del dangulo medio de dispersién.

La difusién de la radiacion dentro del tejido, se ha simulado usando la ley de Fick, definida como:

1
D=
3(ug + 1g)

Ecuacion 4: Difusion de la radiacion dentro del tejido segun la ley de Fick.

Por otro lado, tenemos que conocer la ley exponencial de extincidon que dicta la reduccién de
intensidad de un haz de radiacién en un medio anisotrépico en funcién de una longitud

determinada como z y un coeficiente de atenuacidn efectivo denominado ple.
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Ecuacion 5: Definicion de la extincion de la intensidad de un foton en medio anisotrdpico en funcion de la distancia

recorrida.
I = Ioe_ﬂez
Donde | e |p representan la intensidad final e inicial respectivamente.

A su vez, el coeficiente de atenuacidn efectivo, se podra determinar en funcién de la difusion de

la radiacién en el medio y de su absorcion.

Ecuacidn 6: Definicion del coeficiente de atenuacion efectiva de un medio anisotrdpico.

Ha

Ue = 3

Este coeficiente también es definido como la profundidad a la que la intensidad de la radiacién

que atraviesa el medio decrece a 1/e o lo que es lo mismo:
I ~36%I,

Gracias al coeficiente de atenuacién efectivo, se conoce como se transfiere la radiacion a
través de los diferentes extractos bioldgicos que se pueden encontrar en el tejido (Andrew M.

Smith M. C., 2009), como muestra la Figura 59

Gracias al coeficiente de atenuacién se puede definir un modelo por el que se va a regir el
comportamiento de la radiacién emitida en el tejido, lo que nos permitié simular mediante el
software Matlab a que profundidad se encuentra una determinada lesidon cancerigena en
funcién de la atenuacién que haya sufrido la radiacion emitida por nuestras particulas.
Determinando que las particulas han sido previamente introducidas en el cuerpo y depositadas
sobre la superficie del tumor, de forma que la emisién de radiacion serd posible siguiendo el

esquema de la Figura 60.
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NIR

UCNP

Figura 60:Esquema de emision de radiacion a través de las particulas depositadas sobre el tumor.

A través de la ventana bioldgica que se encuentra entre [400 — 1000 nm] se asegura la
transmision de la radiacion a través del mismo, tanto de la radiacidén de excitacion de las

particulas, denominada lpump conocida en 980 nm como la de emisién de las mismas.

La radiacién emitida por las particulas, podra ser determinada a través de la intensidad de

excitacion (R. Dapoor, 2000).

Ecuacion 7: Determinacion de la intensidad de radiacion emitida y transferida a través del tejido bioldgico en funcion

de la radiacion de excitacion.

K(IPump)2
1+ AIPump + B(IPump)z

If(A,z) =

A su vez, la lpump se puede determinar como 1%ympe ™

Para calcular el espectro emitido en la superficie del tejido, aplicamos la ley de extincion
exponencial al mismo considerando una radiacién emitida inicial con una longitud de onda As
situada a una profundidad z en el tejido con un coeficiente de atenuacién efectivo pe(A)

excitada con un laser de longitud de onda As.

Ecuacion 8: Intensidad de radiacion en la superficie del tejido en funcion de la longitud de excitacion, el coeficiente

de atenuacion y la profundidad a la que se encuentra la lesion.

e Zhe(AR) K 13

IF(A’ Z) ezzﬂe(AP) + Aezzﬂe(lP)]O + B]g

Donde lp representa la intensidad de excitacidon y A, B y K son constantes positivas.
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Una vez definida la lesién como un elipsoide que se encuentra a una determinada profundidad
de la superficie, se depositaran sobre el mismo una serie de puntos con coordenadas aleatorias
definidas, donde cada punto emitira radiacién, siguiendo la radiaciéon emitida por el espectro de
las particulas sintetizadas, con una extincién a medida que atraviesa el tejido biolégico que sigue
la ecuacién 6. Con lo que se determina un patrén de fluorescencia en funcién de la profundidad
en el tejido como muestra la Figura 61, que siguiendo lo que predecia la Figura 61, se muestra
un avance desde el azul hacia el rojo a medida que la profundidad de la lesién aumenta.
Estableciendo asi un patréon de profundidades, de este modo estructuras contenidas entre [O-
0.02]cm muestran en superficie fluorescencia azul; entre [0.02-0.1] cm fluorescencia verde y
entre [0.1-10]cm fluorescencia roja.

Position Simulated model Visible and invisible zones Simulation of UCNPS effect
Epidermis [0-0.04]mm N
VA <l o | e e

Yol Lt
T

g‘ 5 =

VA <
- el

< - -
s R i
Y | o

Figura 61: Deposicion de particulas en la sesion, determinacion de la radiacion en la superficie en funcién de la

radiacion emitida y la extincion de la misma en funcion de la profundidad.
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Con la presente Tesis Doctoral se consiguid desarrollar, simular y evaluar una nueva técnica de
teragnosis basada en SEH de conversion ascendente. Las principales conclusiones obenidas de
la misma son:

(1) Desarrollo de los SEH mediante el estudio de las condiciones de sintesis y las caracteristicas
estructurales, morfoldgicas y luminiscentes de los mismos, logrando obtener una seifial
hiperespectral en el rango del visible con Unicamente dos sistemas: NaYF4:Yb, Ery NaYF4:Yb, Tm.

Se produjo un barrido a las condiciones de sintesis que tuvieran una afeccidn directa a las
caracteristicas fisicas de los sistemas y con ello a las propiedades luminiscentes. Las principales
relaciones establecidas en el desarrollo de los SEH fueron:

1. Modificacion de la morfologia:

1.1. Modificacién del pH de reaccion. pHs acidos suponen obtencién de morfologias
globulares, irregulares y dendriticas, mientras que pHs basicos suponen la
obtencion de estructuras regulares y geométricas. Lo que se debe a la afeccién del
pH al medio de reaccién por la disminucion del médio antigravido de reaccién al
pasar de pH acido a basico.

1.2. Modificacién de los precursores de reaccion: supoene una afectacion al pH y por lo
tanto a la morfologia. En el caso de los precursores se concluyd que para el
conocimiento de su afectacion a los sistemas sintetizados, se tiene que determinar
si el pH final del medio de reaccidn es acido o basico por la adiccién del precursor.

2. Modificacion de la cristalinidad:

2.1. Modificacion de la temperatura de reaccidn. Mayores temperaturas de reaccion

suponen una mayor energia libre en el medio de reaccién lo que favorece fases

cristalinas beta, al necesitar esta fase mayor energia para su formacién.

2.2. Modificacion del tiempo de reaccién: Mayores tiempos de reaccién suponen una

mayor homogeneidad de temperatura en el tanque de reaccién lo que favorece una

mayor energia libre en el medio y por lo tanto se favorece la formacién de la fase beta.

2.3. Tratamiento térmico: Si la reaccidon no ha logrado obtener pureza de fase beta, el

tratamiento térmico supone un aumento de la energia del medio y por lo tanto una

evolucién de los sistemas en fase alfa a fase beta.

3. Propiedades luminiscentes:

3.1. Morfologia: las morfologias que suponen un aumento de la relacion superficie volumento
permiten una mayor disponibilidad a la excitacidn de los sensibilizadoresy una mayor cercania
entre sensibilizadores y activadores que se traduce en una mayor intensidad luminiscente.
Ademads, en el caso del sistema NaYF4:Yb,Er, esto supone un tiempo de vida de los fotones menor
gue, debido a los niveles energéticos del Er, supone favorecer las emisiones del pico verde o 545
nm, mientras que una reduccién de la relacion superficie volumen supone un aumento del
tiempo de vida de los electrones excitados que favorece su concordancia con los modos
fondnicos y de la red y la emision del pico verde o 660 nm.

3.2. Cristalinidad: En el caso de la cristalinidad, la presencia de la fase beta, al tratarse de una
red hexagonal centrada en el cuerpo, favorece la cercania entre los elementos emisores
(lantanidos sensibilizadores y activadores) lo que supone un aumento de la intensidad de
luminiscencia.
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Tras el conocimiento de las relaciones establecidas se determind que para los dos sistemas
estudiados NaYF4:Yb, Er y NaYF4:Yb, Tm, las condiciones de sintesis con las que se obtiene una
mayor intensidad de luminiscencia son:

Horno de sintesis: Convencional.
Temperatura de reaccion: 230 2C
Tiempo de reaccion: 24 horas.
Precursor de la matriz: NH4F

pH: 5

Tratamiento térmico: No

(2) Evaluacion: Los sistemas de emisidn espectral up-converters son muy eficientes y estables
para la liberacidon de farmacos. Los resultados obtenidos con la liberacién inducida con luz
infrarroja (980 nm) del antibiotico Ciprofoxacina y a través de la activacién de su oxima-ester
como profarmaco, son muy prometedores y podrian ser probados in vitro o in vivo en un futuro.

En el caso concreto estudiado, tras el desarrollo y optimizacidn de los SEH, en la seccidn previa,
un andlisis del farmaco a utilizar y su profarmaco describieron la intensidad de luminiscencia
6ptima para la liberacién del farmaco en la diana.

En este caso la Oxima-ester de la que se liberara el farmaco Ciprofoxacina, absorbe en la region
del azul, en la linea 425 nm, linea que coincide con la emisidn del SEH NaYF4:Yb, Tm. Por ello y
gracias a la previa optimizacidn de los sistemas y determind que el sistema éptimo para la
liberacion del farmaco en la diana seria el sistema denominado como UC,s, habiendo sido
sintetizado con las condiciones de sintesis consideradas dptimas.

(3) Simulacion. Las simulaciones realizadas han permitido determinar las propiedades de los SEH
aplicados a en un sistema tumoral dérmico simulado a diferentes profundidades, por medio de
la determinacion del patron de colores que permitird in situ la segmentacién y determinacién
de la profundidad de una determinada lesidn.

Esta simulacidn ha permitido determinar que el mejor STG, se formaria por la combinacién de
dos SEH, debido a que el sistema NaYF4:Yb, Er, es una mejor herramienta de segmentacion del
tumor por su mayor cantidad de lineas de emisidn y su mayor intensidad, mientras que el
sistema NaYF4:Yb, Tm supondria una mejor herramienta de tratamiento al contener la linea de
emision que absorbe el profarmaco que permite liberar el fdrmaco ciprofoxacina en la diana
concreta.

Como futuras acciones a la presente Tesis Doctoral se encuentran:

(1) Ensayo exvivo de los SEH, prueba en tejido exvivo de la simulacién elaborada en la
presente Tesis Doctoral, mediante el uso de tejido exvivo a las profundidades equivalentes
a dermis, epidermis y subdermis.

(2) Ensayo exvivo de la liberacidn de farmacos en una diana. Prueba en tejido exvivo de la
liberacion del farmaco ciprofoxacina, en una diana simulada, en funcién de los resultados
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3)

(4)

(5)

obtenidos en laboratorio, relativos a la liberacién de la CP de su Oxima-ester, mediante la
unién al SEH (UCy4) y su irradiacidon con luz infrarroja a 980 nm.

Ampliacién de la diana en la liberacion de farmacos. En la presente Tesis doctoral, se
estudidé unicamente el farmaco ciprofoxacina, por ser un potente antibacteriano, que
combate los microorganismos situados sobre los procesos tumorales, que consumen la
gemcitabina un farmaco muy utilizado en quimioterapia, y por contener las caracteristicas
de absorcidn y emisidn de radiacion idéneas para la conjugacién con los SEH estudiados. Se
propone la ampliacion del estudio de farmacos, para ello se deben cumplir los objetivos:
1. Elaborar una base de datos de farmacos que cumplan los requisitos:
1.1. Aumentar la efectividad de los tratamientos contra procesos tumorales.
1.2. Aumentar la disponibilidad del farmaco del tratamiento tumoral en la diana.
1.3.Contener lineas de absorcion y emisidn en el rango espectral de luminiscencia de
los SEH.
1.4.Provenir de un profdrmaco, derivado del propio farmaco que no sea soluble en
fluidos bioldgicos.
2. Desarrollar y optimizar SEH relativos a los farmacos estudiados, en funcién de sus
espectros de emision.

Ampliaciéon del proceso tumoral de estudio. En el presente trabajo se opté por el estudio

de procesos tumorales dérmicos. En el caso de ampliar el espectro de estudio a proceso

tumorales con otras localizaciones, habria que cumplir con los objetivos:

1. Elaborar un patrén de absorcidn de las lineas de emision de los SEH teniendo en cuenta
musculo y hueso.

2. Desarrollar y optimizar SEH en funcién del patrén de absorcion del hueso y el musculo.

3. Simular la segmentacion y localizacién, de los nuevos procesos tumorales afiadidos, en
funcién de los SEH seleccionados y el patrén de absorcion de musculo y hueso.

Bioconjugacidon de los SEH para la deposicion selectiva en los procesos tumorales. Es

conocido que cada proceso tumoral va acompafiado de una relacidon caracteristica de

antigenos, por lo que la bioconjugacion del marcador con relaciones especificas de

anticuerpos relativos a los antigenos definidos en funcidn del proceso tumoral permitirian

descartar o determinar la presencia de un determinado proceso tumoral. Esto permitiria la

ampliacidn de la presente técnica a procesos tumorales diferentes a los dérmicos.

Para ello seran necesarios completar los hitos:

1. Elaborar una base de datos de registro de los antigenos caracteristicos de cada proceso
tumoral, con una segmentacidn de proporciones de antigenos segun la zona a estudiar.

2. Sintetizar el bioconjugado SEH-anticuerpo.

3. Simular la sefal obtenida en superficie segun la localizacién del proceso tumoral y el
SEH seleccionado.

4. Procesar la sefial simulada para obtener un diagndstico por imagen entendible por un
profesional médico.
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Cddigo de simulaciéon SEH optimizados sobre proceso tumoral dérmico.
Simulacidén para un tumor situado en epidermis, dermis y subdermis.

Los parametros de distancia a la superficie varian en funcidn de la colocacidn del tumor en el
tejido.

%Generamos las particulas adheridas al tumor

Xyz;

%Cargamos mu y longitudes de onda

Lambdamu;
%Parametros
10 =1;

k =1;

A =1;

B =1;

up =3.271; %Bomba

% Formula de la intensidad

If = @(z,u) (exp(-z.*u).*k.*10.72)./(exp(2.*¥z.*¥up)+A.*exp(2.*z.*up).*I0+B.*10"2);

% Férmulas de RGB
rojo = @(x) 0.3642.*exp(-((x-446.8)./28.07).72)+1.062.*exp(-((x-596.4)./47.57).72);
verde = @(x) 1.019.*exp(-((x-559.1)./59.19).72);

azul = @(x) 1.864.*exp(-((x-450.9)./31.99).A2);

% Nos quedamos con los puntos por debajo de la piel y los ponemos en Ms

Ms = M(M(;,3) >0,:);

%La matriz de salida tiene tantas filas como particulas y tantas columnas

%como longitudes de onda

Ip = zeros(length(Ms),length(skin_mu));
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%Color RGB
C1 = zeros(length(Ms),3);

C=C1;

%Primero: calculamos los vectores de densidad espectral de potencia
for i = 1:length(skin_mu) %Mira que facil... un solo for
Ip(:,i) = If(Ms(:,3),skin_mu(i,2));
end
%% prueba
Lambdav=load('NP3.txt');%habra que meter el espectro de cada compuesto.
figure,
plot(Lambdav(:,1),Lambdav(:,2))

axis([380 800 0 100])

Lambda=Lambdav(61:901,:);
lambdax=380:0.5:800;
lambdax=lambdax’;

lambday=interp1(Lambda(:,1),Lambda(:,2),lambdax);

Lambda2i=lambday/norm(lambday);
Lambda2=zeros(size(lambdax));
[x2,y2]=find(Lambda2i<=0.03);
Lambda2(x2,y2)=0;
[x1,y1]=find(Lambda2i>0.03);

Lambda2(x1,y1)=1;

lambdax=lambdax.*Lambda?2;
%Segundo: Producto escalar y normalizacion;
fori=1:length(Ms)

C1(i,1) = sum(lp(i,:).*(rojo(lambdax)'.*Lambda2i'));

C1(i,2) = sum(lp(i,:).*(verde(lambdax)'.*Lambda2i'));
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C1(i,3) = sum(lp(i,:).*(azul(lambdax)'.*Lambda2i'));
% C1(i,1) = sum(lp(i,:).*rojo(Lambda(:,1))");
% C1(i,2) = sum(Ip(i,:).*verde(Lambda(:,1))');

% C1(i,3) = sum(lp(i,:).*azul(Lambda(:,1))");

C(i,1) = C1(i,1)./(C1(i,1)+C1(i,2)+C1(i,3));
C(i,2) = C1(i,2)./(C1(i,1)+C1(i,2)+C1(i,3));
C(i,3) = C1(i,3)./(C1(i,1)+C1(i,2)+C1(i,3));

end

%Tercero: Montamos matrizXYZR GB

M_RGB = [Ms, CJ;

%Pintamos un scatter plot tal como se veria en una habitacién oscura

%(esperaba colores brillantes, algo esta mal)
fig = figure;

axes1 = axes('Parent',fig,'Color',[0 0 0]);
hold(axes1,'on’)

scatter(M_RGB(:,1),M_RGB(:,2),25,M_RGB(:,4:6),filled");

%% figure,

z0=0;

while z0<1

z0 =z0-0.01;
[Xe,Ye,Ze]=ellipsoid(-1,-1,-z0,0.4,0.2,1,n);
figure

S=surf(Xe, Ye, Ze);
set(S,'Facecolor',[1,0.4,0.4]);

%rotate(S,[1 1 0],45)
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%,'EdgeColor','none’

hold on

xp = [-1.5 -0.5; -1.5 -0.5];

yp =[-1.5-1.5; -0.5-0.5];

zp=[00; 00];

p=surf(xp,yp,zp);

set(p,'Facecolor',[1,0.7,0.6]);
set(gca,'YLim',[-1.5,-.5],'XLim",[-1.5,-0.5],'ZLim’",[-3,0.5]);
hold on
scatter(M_RGB(:,1),M_RGB(:,2),100,M_RGB(:,4:6), filled');

end
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