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Capitulo 1- Introduccion

1.1- La quimica a nivel nanométrico.

El término nanotecnologia se emplea para describir el
disefo, fabricacion y aplicacion de aquellos materiales que tienen
al menos una de sus dimensiones en la escala nanométrica (1 nm
= 10"® m) asi como su integracion en sistemas mas grandes.'

La importancia de la nanotecnologia fue sefalada en 1959
por Feynman, en su célebre discurso “There’s plenty of room at the
bottom”.? En él, dio una visién del futuro de la ciencia en la que
predecia que los equipos y herramientas serian cada vez mas y
mas pequefos hasta que se pudieran manipular atomos y
moléculas como si fueran ladrillos de construccion.® Se espera un
gran impacto de la nanotecnologia a lo largo del siglo XXl en la
economia y la sociedad. Es muy prometedora en areas como la
medicina, biotecnologia, seguridad, comunicacibn o Ia
electronica.’

La nanotecnologia ha experimentado un gran crecimiento
en los ultimos afios, principalmente por la disponibilidad de nuevos
equipos para la caracterizacibn y manipulacion de los
nanomateriales.®

Dentro de los diferentes nanomateriales definimos las
nanoparticulas (NP) como aquellas particulas en las que todas sus
dimensiones se encuentran en la escala nanométrica, es decir,
entre 1y 100 nm.* Asi pues, son materiales intermedios entre los
atomos o moléculas y los materiales de gran tamario o bulk.

Las NP tienen propiedades fisicas y quimicas excepcionales
que difieren de su correspondiente material bulk debido a que
tienen una elevada relacion superficie/volumen.® Otra caracteristica
importante de las NP es que tienen una gran fraccion de atomos en
su superficie, siendo dicha fracciobn mayor cuanto menor es el
diametro de la NP. Como consecuencia, en aquellas NP con un
tamafio menor que su radio del excitdn de Bohr, se produce un
confinamiento electréonico que hace que sus propiedades sean
dependientes del tamafio o forma de la nanoparticula.”
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Capitulo 1- Introduccion

De una manera general, las NP estan formadas por un
nucleo metalico, inorganico u organico estabilizado por una capa de
un ligando organico o surfactante.' El papel del ligando se discutira
en apartados posteriores, pero determinara tanto sus propiedades
fisica, quimicas u opticas como su dispersabilidad en diferentes
medios."

Definimos el término nanoquimica como la quimica a nivel
nanomeétrico, es decir, todos aquellos procesos quimicos que llevan
a la sintesis de nanomateriales en general, y de NP en particular.*'?
Por tanto, la nanoquimica juega un papel muy importante en el
disefio de un nanosistema para una aplicacion determinada.® Por
un lado, permite la creacion de rutas sintéticas con el objetivo de
seleccionar las propiedades fisicoquimicas de las NP a través del
control de la composicién, tamafio y forma de las NP. Y, por otro
lado, la minuciosa modificacion de la periferia de la nanoparticula
permite controlar aspectos como la dispersabilidad de éstas, la
reactividad quimica asi como sus propiedades fisicas (resistencia
al pH, temperatura...).”™

1.2- Nanoparticulas luminiscentes

En las ultimas décadas las nanoparticulas luminiscentes
han sido objeto de estudio debido a su amplio rango de
aplicaciones, desde aplicaciones biomédicas como bioimagen o
liberacién controlada de farmacos a fotocatalisis o su uso como
sensores quimicos Yy fisicos, entre otras.'*'°

Las nanoparticulas que presentan fluorescencia pueden
dividirse en cuatro grupos i) NP semiconductoras, ii) nanoclusteres
metalicos, iii) NP basadas en carbono y iv) NP dopadas con
metales. En este ultimo grupo se incluyen las nanoparticulas de
upconversion (UCNP, por sus siglas en inglés) de las que se
hablara en apartados posteriores. La Tabla 1.1 muestra una
comparacion de las propiedades O6pticas de las principales NP
luminiscentes.'”'8

Dentro de las NP semiconductoras, las mas estudiadas son
los quantum dots (QD). Los QD estan formados por la combinacion
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Capitulo 1- Introduccion

de dos elementos metalicos como CdSe, PbS o ZnS y tienen
tamarios entre 1y 10 nm."°

Los QD absorben los fotones que exceden la energia de su
band gap, y los electrones promocionan desde la banda de valencia
a la banda de conduccion.® La recombinacion del par electrén-
hueco (interacciones Coulomb) da lugar a la emision de luz,
conocida como fluorescencia excitdnica.?’ Presentan confinamiento
electrénico y, por tanto, la longitud de onda de emision varia en el
rango de 400-800 nm en funcion del diametro del QD.5%2! Las
propiedades opticas de los QD se pueden variar a través del control
de los parametros sintéticos tales como la temperatura,
composicion o el tiempo.'”

En comparacion con los fluoréforos organicos (FO), los QD
tiene coeficientes de extincion molar muy elevados, bandas de
emision estrechas (la anchura total a mitad del maximo, ATMM ~
30 nm), tiempos de vida de luminiscencia mas largos (>10 ns) y
mayor fotoestabilidad.'®?2-2 Aun asi, los QD presentan disminucion
de la emision con el tiempo de excitacion (fotoblanqueo), parpadeo
de la emision (fotoparpadeo) y citotoxicidad debido a la presencia
de metales pesados en su composicion. Ademas, sus rendimientos
cuanticos de emision (®f) son bajos debido a los defectos
presentes en su superficie que se pueden mejorar recubriéndolos
con una capa inorganica (pasivacion). Los QD pasivados pueden
llegar a tener ®r del 90%.%

Otro tipo de NP semiconductoras que han alcanzado gran
interés en los ultimos afos son las nanoparticulas de perovskita
(PK). Las PK hibridas son materiales organico-inorganicos, cuya
férmula general es AMX3, donde M es un cation metalico divalente
(Pb?*, Sn?*, Ni?*, Co?"...), X es un halégeno y A es un cation de
amonio organico (metilamonio, etilamonio...).?°

Sus excepcionales propiedades opticas y electronicas son
facilmente modulables por cambios en su composiciéon o
tamario.?6%’
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FO QD PK NcM CD NDF oG NC UCNP
Tamaiio (nm) <A1 1-10 1-10 <3 <10 5-20 <30 <20 <50
Absorciéon Variable | ~350 ~350 NIR 350-500 ~500 | Variable | Variable NIR
Emisién (nm) | Variable | VIS-NIR | 500-650 | VIS-NIR | 450-700 | ~700 | 400-700 | 500-800 | VIS-NIR
ATMM (nm) Anchas | 25-35 10-30 > 60 > 60 > 60 > 80 > 60 <15
Dr (%) Variable | 10-90 20-100 <20 5-60 ~100 <10 <25 <3
7 (ns) <10 >10 10-100 > 100 <10 10-20 <10 <5 > 100
Fotoestabilidad + ++ + +++ ++ +++ ++ +++ +++

Tabla 1.1. Comparacion de las propiedades opticas de diferentes NP luminiscentes.'” FO: Fluoréforo organico, QD: Quantum
dots; PK: NP de perovskita; NcM: Nanoclisteres metalicos; CD: Carbon dots; NDF: Nanodiamantes fluorescentes; OG: Oxido

de grafeno; NC: nanotubos de carbono; UCNP: NP de upconversion; ATMM: Anchura total a mitad del maximo de emision; O:
rendimiento cuantico de fluorescencia; 1: tiempo de vida de fluorescencia.
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Normalmente, tienen tamafnos entre 2 y 10 nm aunque se
han sintetizado PK de tamafios mayores (20 o 50 nm) y presentan
emision en el visible (VIS) tras la excitacion a 350 nm, con
rendimientos cuanticos elevados.?*?® No obstante, son muy
sensibles al entorno, especialmente a la humedad, y en general no
tienen la fotoestabilidad adecuada para su aplicabilidad en
dispositivos electronicos y celdas fotovoltaicas.??!

En cuanto a las NP luminiscentes metalicas, destacan los
nanoclusteres metalicos (NcM). Estan compuestos por menos de
100 atomos (generalmente oro (NcAu) y plata (NcAg)) y exhiben
propiedades moleculares.?? Tienen tamafios menores de 3 nmy no
presentan absorcion plasmoénica pero si fluorescencia desde el VIS
hasta el infrarrojo cercano (NIR, por sus siglas en inglés).3*3* Esta
emision es dependiente del tamafio y del entorno, con tiempos de
vida largos, buenos rendimientos cuanticos y con grandes
desplazamientos de Stokes (> 100 nm).3% Ademas, son fotoestables
y facilmente funcionalizables con compuestos biocompatibles.3®

Por otro lado, las NP luminiscentes basadas en carbono son
muy interesantes por su alta biocompatibilidad y su facil
funcionalizacion, siendo de gran utilidad en aplicaciones
terapéuticas y, sobretodo, en bioimagen.® Destacan los carbon
dots (CD), nanodiamantes (ND), oxido de grafeno (OG) vy
nanotubos de carbono (NC).

Los CD se descubrieron de manera accidental durante la
purificacion por electroforesis de nanotubos de carbono en 2004%
y desde entonces se han estudiado exhaustivamente sus
propiedades luminiscentes.*® Son nanoparticulas casi-esféricas de
diametros inferiores a los 10 nm, con buena dispersabilidad en
agua, inertes quimicamente, alta fotoestabilidad, ausencia de
fotoparpadeo y resistencia al fotoblanqueo. 3%-41353¢

Su luminiscencia depende tanto del tamafio como de la
longitud de onda de excitacion.*® Al igual que los QD de tipo “core”,
presentan rendimientos cuanticos muy bajos debido a los defectos
en la superficie, los cuales mejoran tras su pasivacion.3842
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Los nanodiamantes son particulas cristalinas de diamante
de tamafios entre 1y 100 nm.** En un diamante perfecto todos los
carbonos presentan una hibridacion tetraédrica sp®, pero los
diamantes naturales presentan defectos.' Si su estructura contiene
un defecto conocido como centros nitrégeno-vacante, los ND pasan
a ser luminiscentes (NDF) con emisién sobre 700 nm tras la
absorcién sobre 550 nm y con @ cercano al 100%.* Los NDF no
presentan fotoblanqueo ni fotoparpadeo, tienen un rango ancho de
emision en el VIS y el NIR y tiempos de vida largos comparados
con los de los FO.244546 Desafortunadamente, la emisién de los
NDF solo se puede modular usando campos magnéticos y su
sintesis presenta problemas de polidispersidad de tamanos y
agregacion. 4748

Las nanoparticulas OG son la forma oxidada del grafeno a
tamafio nanométrico (<30 nm)*®%° y son muy dispersables en agua
debido a la presencia de grupos funcionales hidrofilicos como
carboxilos o hidroxilos.®' Ademas pueden emitir en el visible tras la
absorcion de dos fotones de baja energia (emision upconversion).*®
Sus principales desventajas son los bajos rendimientos cuanticos
de fluorescencia y la dificultad en modular la emisién.52%3

En cuanto a los NC son cilindros de una o mas capas de
grafeno y pueden tener los extremos abiertos o cerrados.> Los
didmetros mas comunes varian entre 0,8 y 2 nm y la longitud entre
5y 20 nm.% Los NC presentan bandas anchas de emision de
intensidad muy débil, siendo utiles en la construccion de celdas
fotovoltaicas.>*’

En definitiva, existe un amplio numero de nanoparticulas
luminiscentes utiles en una gran variedad de areas (comunicacion,
electrénica, biomedicina...). Su aplicabilidad vendra determinada
por sus propiedades fisicoquimicas tales como composicion, forma,
tamafo o recubrimiento organico, las cuales pueden modificarse
seleccionando previa y minuciosamente los parametros sintéticos.
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1.3- Nanoparticulas de upconversion

Las nanoparticulas luminiscentes de upconversion (UCNP)
estdn compuestas generalmente por una matriz inorganica que
contiene lantanidos o lantanoides épticamente inertes dopada con
cationes metalicos de lantanidos luminiscentes (Ln®*") que
reemplazan cationes de la matriz durante la formacion del
nanocristal.®® Normalmente, las UCNP suelen estar codopadas con
un Ln3" que actia como sensibilizador, el cual absorbe luz y la
transmite a otro Ln3* (activador) que la emite (Figura 1.1).%°

Luz infrarrojo Luz ultravioleta

cercano

Luz infrarrojo
cercano

Figura 1.1. Representacion esquematica del proceso de upconversion en una
UCNP.

Su principal propiedad y a la cual deben su nombre es su
luminiscencia upconversion, esto es la emisién de fotones de alta
energia (luz VIS) tras la absorcion de varios fotones de baja energia
(luz NIR).®° Basicamente, el sensibilizador absorbe los fotones de
baja energia, promocionando a su estado excitado el cual transfiere
la energia a un estado excitado de mayor energia del activador.®
La posterior relajacion desde ese estado excitado da lugar a una
luminiscencia anti-Stokes, normalmente entre 350 y 800 nm.®? Este
proceso es el resultante de transiciones intra-configuracionales 4f-
4f,5 que difiere de la absorcién simultanea de dos o mas fotones
que se da en FO o QD, el cual involucra estados virtuales.5*

La emision de las UCNP exhibe bandas de emision
estrechas e intensas tras la excitacion con un laser de longitud de
onda continua de baja energia (1-10° W-cm?).%86566 Se ha
demostrado que las propiedades luminiscentes de las UCNP no se
ven alteradas tras horas de excitacién continua en el NIR o en el
ultravioleta (UV).6”7° Por tanto, las nanoparticulas son estables
frente a la degradacion fotoquimica y al fotoblanqueo, ademas no
sufren fotoparpadeo.”"
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Su emision presenta grandes desplazamientos anti-Stokes,
con tiempos de vida del orden de 103-10° segundos (debido a que
las transiciones 4f estan prohibidas) y rendimientos cuanticos entre
10° y 3%.%9817277 De especial relevancia para aplicaciones
biomédicas son la alta relacion sefial/ruido en la emision, baja
citotoxicidad y la gran profundidad de penetracion en tejidos de la
luz NIR utilizada para su excitacién.3%76.78-80

Gracias a sus excepcionales propiedades Opticas, las
UCNP son muy utiles en el disefio de laseres,®’ sensores®83
marcadores biologicos®* o celdas solares®® asi como en su
aplicacién en diferentes areas® como nanotermometria,®’ terapia
fotodinamica,® seguridad,® liberacion controlada de farmacos’” o
bioimagen.'®

1.4- Procesos de upconversion

Los procesos de upconversion son un buen método para la
generacion de luz visible tras la excitacion en el NIR.%°3 Se originan
debido a las propiedades particulares de los iones trivalentes de
lantanidos (Ln®*), que tienen sus orbitales electronicos 4f
parcialmente llenos (4f"5s25p°®, n=0-14).*° El acoplamiento de los
electrones de los orbitales 4f" con los electrones de los orbitales
completos 5s? y 5p® da lugar a transiciones 4f-4f. Estas transiciones
estan prohibidas por la regla de paridad y pueden alterarse cuando
los iones se localizan en redes cristalinas estaticas, que pasan a
ser transiciones parcialmente permitidas.®® Por ello, el tipo y
composicion del material afectara a la eficiencia de la emision UC,
tal y como se comentara mas adelante.

El gran numero de niveles energéticos de los lantanidos
(Figura 1.2) hace que existan diversos caminos posibles para la
emision UC tras la absorciéon secuencial de dos o mas fotones en
el NIR.%32 | os tres mecanismos competitivos posibles se muestran
en la Figura 1.3 y son: absorcién del estado excitado (ESA, de sus
siglas del inglés), transferencia de energia upconversion (ETU, por
sus siglas del inglés) y avalancha de fotones (PA, de sus siglas del
inglés).63%093 Sy principal diferencia se encuentra en el modo en
que ocurre la absorciéon multifoténica.
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Figura 1.2. Diagrama de Dieke para los cationes de lantanidos.%?

El proceso ESA es el mas simple de todos. Un solo ién, con
multiples  niveles  energéticos, absorbe dos fotones
secuencialmente. En primer lugar, se absorbe un foton y se produce
la transicion desde el estado fundamental (F) al estado excitado
intermedio metaestable (E1).%* Esto permite la absorcion secuencial
de un segundo fotdn cuya energia es resonante con la transicion
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desde E1 a un estado excitado mas energético (E2). La emision UC
ocurre tras la relajacion desde el E2 al F. Para facilitar los procesos
ESA se necesita una densidad de fotones de excitacion elevada,
una seccion eficaz de absorcién grande y una concentracion baja
del i6n para evitar la disminucion de la eficacia UC debido a la
relajacion cruzada entre los diferentes iones.%®

ESA ETU PA
——E2 s—TE2 E2
: ’ i ’
1 1 F
1 1
: E1 FE : E1 E— E1
1 1
1 1
[ 1
1 1
!F i F
Ln%* Yb* Ln* Yb?* Ln%*

Figura 1.3. Principales procesos de emision UC para cristales dopados con
lantanidos: absorcién del estado excitado (ESA), transferencia de energia
upconversion (ETU) y avalancha de fotones (PA). Yb% sensibilizador y Ln®*
activador. Excitacion (linea continua), transferencia de energia (linea
punteada) y emision (linea discontinua).

El mecanismo ETU es mucho mas eficiente. En este caso la
emision UC es inducida por la transferencia de energia entre dos
tipos diferentes de Ln®*, llamados sensibilizador y activador. La
seccion eficaz de absorcion del sensibilizador tiene que ser mucho
mayor que la del activador. Tanto el sensibilizador como el
activador pueden absorber un fotébn promocionando a sus
respectivos estados excitados (E' y E1). A continuacion, el
sensibilizador puede transferir la energia de manera no radiativa al
activador via una interaccion resonante dipolo-dipolo, relajandose
a F.%% De esta manera, el activador promociona al estado excitado
E2 desde el cual se produce la emision debido a la transiciéon
E2—F. El mecanismo ETU esta considerado como el mas eficiente,
ademas de ser el mas observado en las UCNP. Este proceso, y por
tanto la eficiencia de la emisiéon UC, depende de la distancia media
entre los iones, la cual esta determinada por la concentracién de
éstos.%
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En el proceso de PA se produce la excitacion no resonante
a un estado de mayor energia (superexcitado). A continuacion, se
produce la relajacion cruzada entre este estado superexcitado y F’,
produciendo la poblacion de los estados intermedios E1 y E’ tras
varios ciclos de excitacion. Seguidamente, los dos iones pueblan el
estado E2 aumentando exponencialmente la poblacién del nivel E2,
y como consecuencia de esta avalancha de fotones se produce la
emision UC. El mecanismo PA es mucho menos eficiente debido a
su dependencia de la potencia de excitacion y a su lenta respuesta
a la excitacion.®® Este proceso es muy dificil de observar y
normalmente ocurre en sistemas con concentraciones de dopantes
altas y potencias de excitacion elevadas.®®

A dia de hoy, las UCNP basadas en el mecanismo ETU son
las mas estudiadas, en concreto las formadas por Yb3' como
sensibilizador y Er** o Tm®*" como activador.%®

En una matriz dopada con Yb y Er, se observa emisién en
el violeta (415 nm), en el verde (525 y 542 nm) y en el rojo (655 nm)
tras la excitacion a 975 nm. La Figura 1.4 muestra como un electron
del Yb*" es excitado al estado ?Fs, desde el nivel fundamental 2F7
y transfiere la energia al nivel excitado “l11. del Er**, volviendo el
Yb®*" a su estado 2F7,,.%

Durante la poblacion del estado excitado *l112 del Er**, un
segundo estado excitado del Yb®' puede poblar, a través de
transferencia de energia resonante, los estados excitados del Er®*
mas energéticos (transiciones *l112 — “F72 0 *l1z2 — “Fop). Los
estados excitados superiores del Er®* se relajan no radiativamente
a los estados excitados 2H112 y “S3p2. La relajacion de estos estados
al estado fundamental produce las emisiones en el verde a 525 y
542 nm. Alternativamente, los electrones del estado excitado “Fgp.
pueden relajarse al estado fundamental, produciendo la emision en
el rojo (655 nm). Estos dos procesos son bifotdnicos pero podrian
ser trifoténicos usando potencias de excitacion elevadas.®® Mientras
que la emision débil en el violeta (maximo en 415 nm), que no se
observa siempre, se atribuye a un proceso trifoténico.
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Figura 1.4. Esquema de los mecanismos ETU que se dan en una matriz
dopada con Yb/Tm o Yb/Er. Las flechas punteadas, discontinuas y continuas
y las continuas coloreadas representan los procesos de transferencia de
energia, relajacion, excitacion y emision, respectivamente.

Las UCNP formadas por una matriz co-dopada con Yb*" y
Tm3* tras la excitacion a 975 nm muestran la emision simultanea en
el UV (362 nm), en el visible (450, 475 y 644 nm) y en el NIR (800
nm). Si comparamos los diagramas de niveles energéticos del Yb3*-
Er¥*y del Yb**-Tm?*, llama la atencion que la emisién UC en el caso
de Yb%*-Tm®* envuelve mas de dos fotones. Esto se explica
teniendo en cuenta la separacion entre los diferentes niveles
energéticos, asi los niveles superiores estan mucho mas proximos
en el caso del Er3*.%8

El Yb%* absorbe la energia de 975 nm produciéndose la
transicion 2F7, — 2Fs, seguido de la transferencia de energia al
estado excitado ®Hs de un ién Tm®*" adyacente, que se relaja no
radiativamente al estado ®F4. La posterior transferencia resonante
de energia desde otro Yb** produce la transicion *F4 — 3F3, seguida
de la relajacion no radiativa al *Hs. Finalmente, se produce la
emision UC en el NIR debido a la transicion *Hs — *Hg (800 nm).%®

Con una densidad de fotones de excitacion mayor, los
electrones del estado excitado *Hs pueden promocionar a niveles
mas energéticos a través de las siguientes transiciones: *Hs — Gy
y 'Gs— 'D.. Desde estos niveles tienen lugar la emision UC debido
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a su relajacion radiativa: 'Gs — 3F4 (644 nm), 'G4 — 3Hg (475 nm),
D, — 3F4 (450 nm) y "D, — *Hg (362 nm).%8

Por tanto, las emisiones en 362 y 450 nm resultan de un
proceso en el que hay cuatro fotones involucrados, las de 475 y 632
nm son procesos tri-foténicos y la de 800 nm bi-fotdnicos.*®

1.5- Composicién de las UCNP

A diferencia de los QD o de las NP metalicas, en las UCNP
no existe confinamiento cuantico, y las bandas de emisién no se
desplazan en funcién del tamafio de la nanoparticula.** No
obstante, la emision es facilmente modulable cambiando Ila
composicion de las nanoparticulas ya sea de la matriz o de los
dopantes (Figura 1.5 y Tabla 1.2).%¢7

Como se ha comentado anteriormente, las transiciones 4f-
4f estan parcialmente permitidas cuando los lantanidos se
encuentran en una red cristalina.®’ Por lo tanto, diferentes matrices
tendran diferentes numeros de coordinacion asi como diferentes
distancias entre los Ln®" y, por ello, diferentes eficiencias en la
transferencia de energia.®®

Consecuentemente, la matriz inorganica se debe elegir
segun las propiedades Opticas que se deseen obtener teniendo en
cuenta que tiene que i) presentar alta tolerancia a los Ln®"
luminiscentes, ii) tener una baja energia de fonén (movimiento de
vibracion generado por la oscilacion de la red cristalina) para
minimizar la relajacion no radiativa de los centros Ln*
luminiscentes, iii) alta transparencia en el rango 6ptico de interés y
iv) excelente estabilidad quimica y térmica.%®

Las matrices mas comunes son Lny03% LnPO,,%
NaLnF,'% CaF,,'" LnAlO3,'%2 Ln,03'% y LnVO04."% Entre ellas, las
compuestas por NaLnF4 son las mas eficientes debido a su baja
energia de fonon (sobre 350 cm™) y su alta estabilidad
quimica.'®1% Esta matriz tiene dos fases cristalinas diferentes, la
fase hexagonal de la matriz NaYFs (B-NaYF.) es mas estable
termodinamicamente que la cubica, a-NaYF4 y, por ello, la emision
de la B -NaYF4 es 10 veces mayor que la de la a-NaYF4.%%1%7
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Por otro lado, la composicion y naturaleza de los dopantes
también pueden modificar la emisién UC (Figura 1.5)'%1% | os
dopantes tipicos se muestran en la Tabla 1.2 %6210 | gs UCNP
suelen estar codopadas con dos cationes lantanidos, el
sensibilizador (excitado directamente por la luz) y el activador
(emite luz).

- -

— l-‘ (- _' _l [ — o—

Figura 1.5. Modificacion de la emision UC a través del control de las
cantidades de los dopantes en UCNP de composicion NaYFa:Yb,Er,Tm.
Reimpreso con permiso de la referencia 108, Copyright del 2008 de la
American Chemical Society.

Teniendo en cuenta el mecanismo ETU, el Yb3 es un
excelente sensibilizador ya que tiene una seccion eficaz de
absorcion relativamente alta en la region NIR' y solo tiene un
estado excitado cuya energia es similar a los Ln®" activadores, lo
que permite la transferencia de energia entre los distintos niveles
energéticos.%®

Como se puede ver en la Tabla 1.2, la eleccion del activador
cambiara las longitudes de onda de emision. Un activador
adecuado tiene estados excitados con tiempos de vida largos vy
préximos entre si de manera analoga a los peldafios en una
escalera. La concentracion del activador debe ser menor del 2%
para minimizar las interacciones activador-activador.®® Los
activadores mas usados para obtener luminiscencia en el visible a
través de procesos upconversion son Er®*, Tm3*y Ho®*.
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Act. Emision UC (nm) Transiciones 4f
3Po — *Ha, 3P1 — 3Hs, 3Po — *Hs, 'D2 — *Ha,

485, 520, 538, 605, 635

3+ ’ ’ 3 3 y 3 3 3 3 3 3 3 3

Pr 645, 670, 690, 720 SEO_’SEZ’ Po — °Hs, °P1 — °F3, °Pg — °F3,
0 4

2Pirz — Hap, 2P1i2 — 41112, 2P1i2 — *lazpz, “Grp

NG+ 430, 482, 525, 535, 580,

600. 664 766 — 4o, P12 — Hisiz, “Grz — Hy1p2, *Gspp + 2

G2 — *lorz, “Gri2 — *l13iz, *Grrz — *lisp2

520, 541, 555, 590, 646, 4G7i2 — ®Hsiz, *Farp — BHsp2, *Gspp — BHspp, 4

Sm?3* 657 700. 799-873 Gsi2 — BHyiz, “Gri2 — BHoz, “Gsiz — BHopp, 4G
’ ’ 52 — BHi1112, 8F 112 — BHsp2
eyer 416,429, 490, 510, 535, D3 — 7F1, °D3 — "Fz, °D2 — 7Fy, D2 — 7Fs3,
554, 590, 613 D1 — "F4, °D1 — "F2, Do — "Fy, °Do — 7F2
Gd3 278, 305, 312 8172 — 8S712, 8Ps12 — 8S712, P72 — 8S7p2
Tper 381,415, 438, 489, 541, ®D3 — "Fe, °D3 — Fs, °D3 — "F4, D4 — "Fs,
584, 619 5Dy — ’Fs, D4 — 7F4, 5Ds — "F3
378 408. 487 543. 569 4G1112 — BH1arz, *Gorz — CHuzi2, “Gaz — BHi1pz,
Dy** 570’ 610’ 655’663 ' " Hysz — BHuziz, *G11iz — Hiq1p, *Foz — CHiap
4G1112 — BHap, *G1112 — CHypz, 4Far2 — BHq1p2
Ho% 542, 655 5F4, °S2 — Slg, 5F5 — Slg

2H 4| 2H 4| 4 4| 4F
Er3+ 415’ 525’ 542’ 655 912 — "115/2, 112 = "115/2, 83/2 — 115/2,

o2 — 1512

T 290, 345, 362, 450, 475, "le — 3Hs, 'le — 3F4, 'D2 — 3He, 'D2 — %F4, !
644, 694, 800 G4 — 3Hs, 'G4 — 3F4, 3F3 — 3He, 3Hs — 3Hs
Yb%*  450-500 2 % 2Fs;, — 2F7;; (emision cooperativa)

Tabla 1.2. Activadores (Act.) lantanidos tipicos y sus correspondientes
emisiones y transiciones. Adaptado de la referencia 58 con permiso de la
Royal Society of Chemistry.

1.6- Sintesis de nanoparticulas de upconversion

El control del tamafio, forma, composicion y fase cristalina
de las UCNP es crucial en la modificacion de sus propiedades
Opticas y quimicas para su explotacion en diferentes areas. Por ello,
es importante el desarrollo de rutas sintéticas para la obtencion de
UCNP cristalinas con alta eficiencia de emision upconversion. %113

De forma global, existen dos aproximaciones diferentes
para la sintesis de UCNP, conocidas en inglés como top-down y
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bottom-up. La primera utiliza métodos fisicos para la obtencion de
NP, lo cual permite la produccién de nanocristales a gran escala,
pero carece de control sobre las caracteristicas de las NP. Con
estos métodos se obtienen UCNP grandes y con una distribucion
grande de tamarios (polidispersas).®! Las estrategias bottom-up
han sido desarrolladas posteriormente para obtener UCNP con una
distribucion pequefa de tamafos (monodispersas) y uniformes.
Estas estrategias utilizan disoluciones coloidales para la sintesis, lo
que permite el control del tamafio y forma de las NP, pero dan lugar
a cantidades menores de producto en cada sintesis.'®

Existe una gran variedad de métodos establecidos para la
sintesis de UCNP: coprecipitacion, descomposicion térmica,
hidro(solvo)térmica, Ostwald-Ripening, sol-gel, combustion,
liquidos i6nicos, microondas o ablacion laser, siendo las cuatro
primeras las mas utilizadas.”®7595.112-115

La eleccién de la temperatura y tiempo de reaccién, la
composicion de la mezcla de reaccion, asi como la cantidad y el

tipo de ligando determinara la morfologia, tamafio y fase de las
UCNP.78’88’90’107’110’111

Debido al gran numero de UCNP existentes, nos vamos a
centrar en los procedimientos de sintesis de aquellas compuestas
por la matriz NaYFa.

1.6.1- Coprecipitacion

El método de coprecipitacion es de los mas faciles para la
obtencion de UCNP monodispersas. Es un método simple que
requiere tiempos cortos de reaccién, condiciones suaves y no
necesita de equipamientos costosos.”®

Yi y col.?” fueron los primeros en utilizar el método de
coprecipitacion para la sintesis de UCNP de NaYF.:Yb,Er
recubiertas con 4&cido etilendiaminotetraacético (EDTA).Y” El
procedimiento parte una disolucion de complejos Ln-EDTA
formados a partir de la mezcla de los LnCl; con EDTA. La disolucién
Ln-EDTA se inyecta rapidamente en una disolucion de NaF bajo
agitacion, produciéndose una nucleacion homogénea. El diametro
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de las UCNP se puede controlar en el rango de 37 a 166 nm
modificando la relacion inicial de EDTA/Ln. Las UCNP obtenidas
por este método son poco luminiscentes y requieren de un posterior
recalentamiento entre 400-600°C durante 5 horas, lo que provoca
la transicion de fase a—f, aumentando su emisién UC en 40
veces.”’

No obstante, el recalentamiento de las UCNP conlleva la
carbonizacién de los ligandos como el EDTA a altas temperaturas,
lo cual incrementa el tamafio de las UCNP. Esto requiere de etapas
posteriores para la modificacion de la superficie de las UCNP.%

Por otro lado, existe un gran numero de ligandos
comerciales como la polivinilpirrolidona (PVP) y polietilenimina
(PEl) que se pueden usar para controlar el crecimiento de las
nanoparticulas ofreciendo en un solo paso buena dispersabilidad
de las UCNP en medios acuosos y funcionalidad en su superficie.?

1.6.2- Descomposicion térmica

El método de descomposicion térmica se uso por primera
vez para sintetizar UCNP de LaF.""® Poco después se sintetizaron
por este método UCNP de NaYF4:Yb,Er/Tm."” Se obtienen UCNP
de alta cristalinidad, monodispersas, con mucha fotoluminiscencia
y de tamafio modulable.”

El procedimiento consiste en el calentamiento a altas
temperaturas (~300°C) de una disoluciéon de los precursores de
lantanidos, normalmente, compuestos organometalicos como sales
de acetato o trifluoroacetato. Habitualmente, la sintesis utiliza 1-
octadeceno (ODE) como disolvente organico no coordinante y
elevado punto de ebullicion y el acido oleico (AO) como ligando
organico coordinante.™”

Cuando la mezcla alcanza los 250°C, los trifluoroacetatos se
descomponen y empieza la nucleacién. Entonces las
nanoparticulas empiezan a crecer y cuando los precursores se han
consumido, las nanoparticulas pequefias son mas estables que las
grandes (disolviéndose estas ultimas). Las particulas disueltas se
agregan para formar particulas mas grandes. Finalmente, a altas
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temperaturas (~300°C) se produce la transicion o—, obteniéndose
nanoparticulas B-NaYF4 con un alto grado de cristalinidad (Figura

1.6)
Crecimiento Agrega.ci()n
AO/ODE wha a-NaYF,:Yb, Er
Na(CF,COO0), 250°C ,7"— \/\J \“.: D@ é 300°C oo
Pt .¥’ e ~ ._., ;
Ln(CF,C0O0), #8% ) ‘,& o oo
-~ A
Nicleos SN Disolucion B-NaYF,:
a-NaYF,: a-NaYF : Yb, Er
Yb, Er Yb, Er

Figura 1.6. Formacién y crecimiento de nanoparticulas de a-NaYFa:Er3*/Yb®*,
Adaptado con permiso de la referencia 118, Copyright 2007, American
Chemical Society.

B3Eeseetese:

o

Figura 1.7. Imagenes TEM de UCNP -NaYFs. UCNP NaYFa: Yb/Er (20/2 mol%)
(A, D, G, J). UCNP NaYF4: Yb/Tm (22/0.2 mol%) (B, E, H, K). UCNP NaYF4:
Yb/Ho (20/2 mol%) (F, I). UCNP NaYF4: Yb/Ce/Ho (20/11/2 mol%) (C, L). Escala:
100 nm. Reimpreso con permiso de 120.

El tamafio de las UCNP se puede controlar modificando el
tipo y cantidad de ligando coordinante.'” Ademas, el tipo de ligando
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puede disminuir la barrera de transicion o—f, por ejemplo el uso
de trioctilfosfina (TOP) hace que se obtengan nanoparticulas (-
NaYF4 a menores temperaturas.'"®

La forma de las B-NaYFs se puede cambiar a través de
variaciones en el tiempo de reaccién asi como con la relacion de
los ftrifluoroacetatos de lantanidos, obteniendo esferas, elipses,
prismas hexagonales o cubos (Figura 1.7).1%

Por lo tanto, este método permite obtener UCNP
monodispersas con unas propiedades predeterminadas a través
del control de los parametros experimentales. Sin embargo, se
forman subproductos fluorados muy téxicos y el procedimiento
experimental es relativamente caro, debido al precio de los
materiales de partida, las altas temperaturas y necesidad de
atmosfera protectora.''?

1.6.3- Hidro(solvo)térmica

La sintesis hidro(solvo)térmica precisa de altas presiones y
temperaturas mas bajas (< 250°C), normalmente por encima del
punto critico del disolvente. La reaccion se mantiene sellada con el
uso de una autoclave. El método utiliza disolventes organicos como
alcoholes o aminas en presencia de surfactantes como AO, EDTA,
bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) o polietilenimina (PEI).""?
Una de las principales ventajas de este método es que no genera
subproductos toxicos.

El primer intento exitoso de sintesis hidrotermal lo llevaron
a cabo Heer y col.' que obtuvieron nanoparticulas de NaYF:
Ert*(2%), Yb3 (20%) y NaYFs Tm3*(2%), Yb%'(20%) en fase
cubica. Mas tarde, se logré sintetizar la fase hexagonal de
nanoparticulas NaYF..'?" Basicamente, el método parte de los
Ln(NOs)s como precursores lantanidos disueltos en disolventes
polares (agua, etanol...). A continuacion, se afiade NH4F, como
fuente de F junto con los surfactantes. La mezcla de reaccion se
calienta en el autoclave a temperaturas entre 140-200°C durante
12-24h.'?' Se obtienen UCNP muy luminiscentes cuyo tamafio y
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forma se pueden controlar cambiando el surfactante o el disolvente
(Figura 1.8)."%2

200nm

Figura 1.8. Imagenes de las UCNP obtenidas en la estrategia sintética
hidro(solvo)térmica. Inagenes TEM de nanorods de B-NaYF4:Yb3*, Er®* (A), a-
NaYF4:Yb%*, Er* esféricas (B) y con forma de grano de arroz (C). Adaptado
con permiso de la referencia 123. Copyright 2010, The Royal Society of
Chemistry.

Esta estrategia permite la obtencion de UCNP con buena
cristalinidad en condiciones suaves de reaccion, asi como permite
el control de la forma y tamafo adecuando la temperatura, tiempo
de reaccion, naturaleza del disolvente y surfactante, asi como su
relacion molar.'"2

1.6.4- Coprecipitacion a alta temperatura, método Ostwald
ripening.

La sintesis parte de los LnClz en una mezcla de AO como
ligando y ODE como disolvente.’?* La adicion controlada a
temperatura ambiente de una disolucion que contiene cantidades
estequiométricas (relativas a Ln3*) de NaOH y NH4F, como fuente
de fluoruro, forma pequefios nlcleos amorfos de NaYF.
estabilizados por el oleato. Posteriormente, se eleva la temperatura
(~300°C) provocando el crecimiento uniforme de nanoparticulas
cristalinas (Figura 1.9).'%

‘ Disolucion
NH,F g )
LnCI, NaOH § .
AO/ODE 5000 ‘ 330°C
‘ AO/ODE
a-NaYF,: a-NaYF,: NaYF,:
YbEr' Yb.Er' YbEr(ap) ~ B-NaYFiYbEr
Figura 1.9. Etapas de crecimiento de las nanoparticulas B-NaYF:Er3*/Yb3*.

Adaptado con permiso de la referencia 118, Copyright 2007, American
Chemical Society.
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En este método las UCNP crecen siguiendo el proceso de
Ostwald ripening (maduramiento de Ostwald) en el que las
particulas con menor relacion S/V, es decir, las mas grandes, estan
energéticamente favorecidas respecto las mas pequenas (menos
estables). Como consecuencia, se obtienen UCNP mas grandes.'?

La estrategia se basa en la separacion temporal de la
nucleacién del crecimiento del cristal por la lenta adicion de la
disolucion de precursores y la posterior manipulacién de la
temperatura.’’® Se obtienen nanoparticulas B-NaYF, cristalinas y
monodispersas con diferentes formas y tamafios a través del
control de la temperatura y el tiempo de reaccién, asi como
variando la relacion AO/ODE.'?*

Este método se considera facil, ya que utiliza condiciones
mas suaves, no produce subproductos toxicos y requiere un menor
tiempo de reaccion.” Ademas, el método esta considerado como el
mejor procedimiento para obtener UCNP monodispersas,
uniformes en tamarfio y una sola fase cristalina.®!

1.6.4- Liquidos ionicos

Actualmente, los liquidos i6nicos son una alternativa “verde”
a los disolventes convencionales.'?” Pueden actuar como ligandos
o surfactantes en la sintesis de materiales inorganicos y tienen una
gran estabilidad quimica y térmica.'"?

Se ha logrado sintentizar  nanoparticulas  B-
NaYFsYb3* Er**/Tm®  esféricas utilizando el liquido i6nico
tetrafluoroborato de 1-butil-3-metilimidazolio ([Bmim][BF4]) con
caracter hidrofilico. ElI [Bmim][BF4] tiene el papel de disolvente,
reactivo y plantilla para facilitar la formacion de los nucleos de
UCNP.128

Por un lado, los cationes imidazolio actuan como ligando, lo
que controla el crecimiento de los nucleos de NaYF4, mientras que
los aniones tetrafluoroborato son una fuente de fluor tras su
hidrolisis parcial. Las UCNP se sintetizaron a partir de los Ln(NO3)3
en presencia de NaCl y el [Bmim][BF4s] como disolvente en una
autoclave a 160°C durante 18 horas. Las UCNP asi obtenidas eran
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dispersables en agua y mostraban una gran luminiscencia UC.'%8
Aunque el método es muy util, uno de los principales
inconvenientes es que produce aglomerados de UCNP.'%8

1.6.5- Sintesis con microondas

La sintesis con microondas es una version adaptada de las
anteriores, en las que se usa un microondas para calentar la
reaccion. Su principal ventaja es que necesita tiempos de reaccion
muy cortos (~ 10 minutos).'?

Por ejemplo, se han obtenido nanocristales de NaYF4:Yb, Er
calentando una mezcla de AO/ODE vy los trifluoroacetatos de
lantanidos a 290°C en un reactor de microondas durante 10
minutos.115'129'13°

También se ha descrito la sintesis hidrotérmica de NPs de
NaYF4:Yb, Er recubiertas con acido 3,5-dinitrobenzoico, donde se
obtienen UCNP dispersables en agua tras 10 minutos de irradiaciéon
con microondas y una temperatura de reaccion de 150°C."*!

No obstante, el principal inconveniente del uso de
microondas es la falta de control sobre el tamafio y forma de las
UCNP.

1.7- Modificacién de la superficie de las UCNP

Tal y como se ha visto en la seccion anterior, el ligando
organico o surfactante estabiliza las UCNP durante su sintesis,
controlando el crecimiento y evitando la aglomeracion de las
UCNP."32 Pero, ademas existe un efecto sinérgico entre el ligando
organico y las UCNP, donde el ligando determina la dispersabilidad
de las UCNP en los diferentes medios, puede modificar las
propiedades Opticas y/o proporcionar funcionalidad extra.®® Por
tanto, la aplicabilidad en una area u otra de las UCNP va a depender
en gran medida del ligando que las recubra.

De manera general, un ligando esta formado por un grupo
anclante, una cadena espaciadora y un grupo funcional (Figura
1.10). El grupo anclante es el encargado de la coordinaciéon del
ligando con los Ln®" en la superficie de las UCNP. Los grupos
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anclantes mas habituales son NHz (p. ej. oleilamina, OM), SH (p. €j.
polietilenglicol con grupos tiol, PEG-SH), COO" (p. ej. OA), y POs’
(p. ej. PEG-PO5).%¢

» Grupo anclante
X;L Grupo funcional

Figura 1.10. Esquema general del recubrimiento con ligandos de una UCNP.

También se pueden usar ligandos multiquelantes como
polimeros'?® o dendrimeros'* que evitan la desorcién del ligando
que no esta unido covalentemente. No obstante, el grupo anclante
mas usado es el carboxilato, ya que presenta gran afinidad por la
superficie de las UCNP y no se observa la desorcion gradual de la
superficie, excepto a pH acidos, donde el carboxilato se protona
formando el acido, lo que facilita su descoordinaciéon de la
superficie.®

El otro extremo del ligando, conocido como grupo funcional,
quedaria en contacto con el medio, siendo el responsable de la
dispersabilidad en los diferentes medios o pudiendo ser utilizado
para dotar a las UCNP de funcionalidad adicional (Figura 1.11), por
ejemplo, para reconocimiento molecular, o bien servir como punto
de unién a una molécula de interés como un medicamento.®®

Por tanto, las UCNP sintetizadas por los métodos
convencionales suelen ser dispersables en medios organicos
debido a la naturaleza hidrofébicas del ligando (OA, OM...). En este
punto, la nanoquimica también tiene un papel muy importante, ya
que la correcta modificacién de la superficie de las UCNP va a
permitir mejorar la dispersabilidad de éstas en medios acuosos
(p.€j. para aplicaciones biomédicas) o bien afadir una determinada
funcionalidad para aplicar las UCNP en un area determinada (p. ej.
una molécula organica sensible al pH).%!
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Croméforos Supramoléculas
o hospedadoras

Grupos funcionales
i.e. -NH,, -COOH

i\ ADN/ARN

Medicamentos .

Dendrimeros

., g
Polimeros =%

Péptidos/
Anticuerpos Aptameros

Figura 1.11. Esquema representativo de algunas de las diferentes
funcionalidades que puede aportar el ligando a la superficie de las UCNP.

Hay una gran variedad de métodos descritos para modificar
la superficie de las UCNP como intercambio de ligando,
modificacion del ligando original, recubrimiento con polimeros
anfifilicos o surfactantes, interacciones huésped-receptor,
bioconjugacion o silanizacion.80:61:80.95.132

En los siguientes puntos se hara un repaso breve a cada
uno de los métodos de modificacion de la superficie.

1.7.1- Intercambio de ligando

El intercambio de ligando es la sustitucion del ligando
original por el ligando deseado que dotara de nuevas propiedades
a las UCNP. Existen dos vias para lograrlo, intercambio directo de
ligando o en dos pasos.

1.7.1.1- Intercambio directo de ligando

En este método, el ligando nuevo tiene una mayor afinidad
por la superficie de las UCNP vy, por tanto, es capaz de desplazar
al ligando original (Figura 1.12)."*® La fuerza de interaccion de los
grupos funcionales con la superficie de las UCNP crece el siguiente
orden: -SH, -NH,, -COO", -PO3.%"
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UCNP@LA1 UCNP@L2 + L1
Figura 1.12. Esquema general del intercambio directo de ligando. UCNP@LA1:
UCNP recubiertas con ligando 1; UCNP@L2: UCNP recubiertas con ligando
2,

Por ello, un ligando con un grupo fosfato es capaz de
desplazar de la superficie un ligando carboxilato tal y como
describieron Boyer y col. en su trabajo.”*® En él, el polimero
polietilenglicol con grupos —POs; (PEG-POs) es capaz de
desplazar el oleato de la superficie de las UCNP mediante agitacion
de las UCNP recubiertas de oleato (UCNP@OA) en presencia del
PEG-POs3". De este modo se obtienen nanoparticulas de NaYF.: Yb,
Tm dispersables en agua.

Ademas, el incremento del tiempo o de la temperatura de
reaccion permite el desplazamiento del oleato con aminas como
poli(alilamina) (PAA)'¥" o tioles como PEG-SH."® La modificacion
con PEG otorga a las UCNP dispersabilidad en agua asi como
biocompatibilidad.” Ademas, los polimeros PEG
heterobifuncionales como COOH-PEG-SH o NH2-PEG-SH aportan
un grupo funcional adicional (-COOH o —NH;, respectivamente)
adecuados para una bioconjugacién posterior. '3

El uso de polimeros con diferentes grupos funcionales
capaces de coordinarse a los Ln* en la superficie, les permite
actuar como ligandos polidentados, incrementado asi la afinidad
por la superficie de las UCNP. Por ejemplo, un copolimero (COP)
formado por 2-hidroxietiimetacrilato (HEMA) y &cido 2-acrilamido-2-
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metil-1-propanosulfonsulfonico (AMPS) es capaz de desplazar el
ligando oleato debido a su capacidad multiquelante. Se obtienen
NaYF.: Yb, Er dispersables en agua y resistentes a pH acidos. '

Desde el punto de vista de una reaccion quimica este
proceso resulta facil, ya que consiste en la simple agitacién. No
obstante, el método requiere de tiempos largos de agitaciéon (desde
4h hasta varios dias) en presencia de un exceso del ligando
deseado y las UCNP tienden a agregarse durante el proceso.
Ademas, el intercambio directo de ligando requiere de la
optimizacién de los parametros de reaccion para cada ligando.'°

1.7.1.2- Intercambio de ligando en dos etapas

Esta estrategia consiste en la eliminacion del oleato de la
superficie de las UCNP seguido de la adicion del ligando nuevo.

A dia de hoy existen tres métodos para la eliminacion del
ligando de la superficie. El primero consiste en el uso de
tetrafluoroborato de nitrosilo (NOBF.), reemplazando ligandos
como OA o OM en la superficie de la UCNP por iones BFy,
obteniendo particulas casi desnudas y dispersables en agua.'

En el segundo se obtienen nanoparticulas desnudas tras la
eliminacion del oleato mediante protonacion del grupo carboxilato
en presencia de HCI.'*?

El ultimo método y, el menos usado, es la eliminacion del
ligando OA mediante ultrasonidos en exceso de etanol.'?

1)HClo &YV

NOBF, £ 2) kAN
F ¥
UCNP@L1 UCNP desnudas UCNP@L2

Figura 1.13. Esquema general del intercambio de ligando en dos etapas.
UCNP@L1: UCNP recubiertas con ligando 1; UCNP@L2: UCNP recubiertas
con ligando 2.
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Tras la eliminacién del ligando nativo, se puede afiadir
facilmente cualquier tipo de ligando siempre que contenga un grupo
anclante adecuado, lo que evita la agregacion durante el proceso
de intercambio (Figura 1.13).%!

1.7.2- Modificacion del ligando

La modificacion del ligando oleato de las UCNP iniciales se
puede realizar a través de la simple oxidacién del doble enlace en
la cadena de la OA u OM a un grupo carboxilo o epdxido (Figura
1.14).9

UCNP@L1 UCNP@L1’

Figura 1.14. Esquema general del procedimiento de modificacion del ligando.
UCNP@L1: UCNP recubiertas con ligando 1; UCNP@L1’: UCNP recubiertas
con ligando 1 modificado.

Para ello, se utilizan reactivos oxidantes como el ozono o el
de Lemieux-von Rudloff. Las UCNP asi obtenidas se pueden unir
covalentemente a otras moléculas de interés.* A pesar de ser un
método sencillo, esta limitado por el escaso numero de ligandos
que se pueden introducir (aldehidos, epodxidos y acidos
carboxilicos).®!

1.7.3- Interacciones entre ligandos

Esta estrategia se basa en la adicion de una nueva capa
organica de un nuevo ligando debido a las interacciones entre el
ligando nativo y el nuevo. La atraccion de ambos ligandos se puede
dar mediante interacciones electrostaticas, hidrofdbicas
(interdigitacion) o huésped-receptor.'
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1.7.3.1- Interacciones electrostaticas

En base a la atraccién electrostatica entre especies de carga
opuesta, es posible modificar la superficie de las UCNP. Incluso se
pueden hacer nanohibridos de varias capas diferentes unidas entre
ellas mediante interacciones electrostaticas (Figura 1.15).1%

N g~
UCNP@L1 UCNP@L1@L2

Figura 1.15. Esquema general de la modificacién de la superficie de
las UCNP basada en interacciones electrostaticas entre los ligandos.
UCNP@L1: UCNP recubiertas con ligando 1; UCNP@L1@L2: UCNP
recubiertas con ligando L1, recubiertas con L2.

Por ejemplo, teniendo en cuenta las atracciones
electrostaticas entre la poli(hidrocloruro de alilamina) (PAH, por sus
siglas en inglés), cargada positivamente y el poli(4-
estirenosulfonato de sodio) (PSS, por sus siglas en inglés), cargado
negativamente, se puede construir un nanohibrido multicapa.™*
Asi, una capa de PAH con carga positiva se puede anadir sobre
UCNP cuya superficie esta cargada negativamente. Sobre esta
ultima, se puede depositar una capa de PSS con carga negativa.
Asi se consigue la sintesis de UCNP@PAH/PSS/PAH. "4

Este método se conoce como modificacion de la superficie
capa por capa y permite el control de la carga en la superficie asi
como el grosor de la capa organica alrededor de la UCNP.%
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1.7.3.2- Interacciones hidrofébicas

Esta estrategia, también conocida como interdigitacion, se
basa en las interacciones de van der Waals entre la cadena
hidrofébica del ligando en la superficie de la UCNP vy las cadenas
alquilicas hidrofébicas de otro ligando o bien con la parte
hidrofébica de un polimero anfifilico o surfactante (Figura 1.16)."4°

UCNP@L1 UCNP@L1@L2

Figura 1.16. Esquema general de la modificacion de la superficie de las UCNP
basada en interacciones entre las cadenas hidroféobicas de dos ligandos.
UCNP@L1: UCNP recubiertas con ligando 1; UCNP@L1@L2: UCNP
recubiertas con ligando L1, recubiertas con L2.

Polimeros anfifilicos, como polietilenimina (PEI), PEG, acido
poliacrilico (PAA) o N-succinil-N’-octil chitosan (SOC), fosfolipidos,
como maleimida o biotina y surfactantes, como CTAB o TWEEN 80,
se han utilizado para modificar la superficie de UCNP mediante
interacciones hidrofébicas entre cadenas lipofilicas.8¢132

1.7.3.3- Interacciones huésped-receptor

Esta estrategia se basa en interacciones tipo huésped-
receptor, como por ejemplo la a-ciclodextrina (a-CD) con el
adamantano acético™® o con OA.'*® En estos casos se produce la
transferencia de fase de las UCNP desde una fase organica que
contiene las UCNP a una fase acuosa que contiene la a-CD debido
a la formacion de complejos huésped-receptor UCNP@AA@CD vy
UCNP@OA@CD (Figura 1.17).
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A =-COO
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Figura 1.17- Esquema de la modificacion de la superficie de las UCNP basada
en interacciones huésped-receptor entre la cavidad interna de la a-
ciclodextrina (a-CD) y la cadena hidrofébica del ligando. Adaptado con
permiso de la referencia 146. Copiright 2011, Elsevier Ltd.

1.7.4- Silanizacion

La silanizacion o recubrimiento con silice es un método
basado en la adicion de una capa inorganica de silice (amorfa o
porosa) sobre las UCNP, lo que las convierte en dispersables en
agua y biocompatibles.®® Ademas ofrece una gran flexibilidad en
grupos funcionales (-COOH, -NHz, -SH...), que se pueden utilizar
para la posterior conjugacién con otras moléculas (Figura 1.18).

- BAaan
g ™ Wi
UCNP@L1 UCNP@SIO, UCNP@SiO,@L2

Figura 1.18- Esquema general de la silanizacion. UCNP@L1: UCNP
recubiertas con ligando 1 (hidrofébico); UCNP@SiO2: UCNP recubiertas con
una capa de silice; UCNP@SiO2L2: UCNP recubiertas con una capa de silice
conjugadas a un ligando hidrofilico (L2).

Por ejemplo, nanoparticulas de NaYFs: Yb, Tm se han
recubierto con silice mesoporosa modificada con grupos azo.
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Posteriormente, se introdujeron moléculas de doxorrubicina (DOX)
en los poros de la silice mesopora. En este sistema, los grupos azo
actian como motores moleculares debido a cambios
conformacionales inducidos por la luz y pueden utilizarse para la
liberacion controlada de un farmaco tras la excitacion a 975 nm."¥

No obstante, tras el recubrimiento con silice se incrementa
la polidispersidad de la muestra comparado con la misma muestra
antes de ser tratada. En el caso de capas de silice delgadas es muy
dificil comprobar que el proceso de silanizacion ha concluido.
Aunque el proceso de silanizacién no modifica las propiedades
opticas de las UCNP, las UCNP@SiO: son poco estables en agua
y tienden a agregarse y precipitar en cuestion de horas.”314

1.8- Aplicaciones

1.8.1- Seguridad

Hoy en dia, la seguridad en los documentos impresos es
importante para poder mantener la confidencialidad de documentos
como cheques bancarios. Las tintas de seguridad que se han usado
hasta ahora son tintas downconversion que con las tecnologias
existentes hoy en dia se han vuelto mucho mas faciles de falsificar.
Por eso las tintas de seguridad basadas en UCNP estan
consideradas como la siguiente generacion de tintas.®® Por ejemplo,
Meruga y col. han utilizado nanoparticulas de NaYF4: Yb, Er (0 Tm)
para imprimir en papel cédigos de respuesta rapida (QR, de sus
siglas en inglés). Tras su iluminaciéon con luz NIR, el cédigo QR
pasa a ser visible y se puede leer con un teléfono inteligente
(smartphone).'®

1.8.2- Sensores

Las UCNP pueden usarse como sensores fisicos o
(bio)quimicos debido a la combinacion de la emision UC vy la
funcionalidad del ligando organico.® Hasta hoy, la aplicabilidad de
las UCNP como sensores fisicos se centra en la nanotermometria.
Esta se define como la obtencién de la temperatura de un sistema
con una resolucién espacial sub-micrométrica.®?
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La nanotermometria dptica se basa en la depencia de la
temperatura de las propiedades 6pticas de un material, en este
caso la fluorescencia de las UCNP. Dos de los niveles energéticos
del Er®*, 4Ss, y 2Hi1p2, estan térmicamente acoplados y la intensidad
de emisioén se ve afectada por los cambios de temperatura. Asi, se
puede hacer una curva de calibrado con la relacidon de intensidad
de luminiscencia (lszs/ls45) y su dependencia con la temperatura.®’
Como ejemplo, las NaYF4:Yb, Er UCNP se han usado para medir
con exactitud la temperatura interna de una célula.'®

La aplicacion de las UCNP como sensores bio(quimicos)
esta mas extendida. La deteccion quimica utiliza UCNP
funcionalizadas con moléculas fotoactivas cuya absorbancia se
solapa con la emision de las UCNP. Por otro lado los sensores
bioquimicos son UCNP dispersables en agua y funcionalizadas con
receptores.®® En ambos casos la presencia del analito se
determinara a través de la respuesta 6ptica, que sera directamente
proporcional a la concentracion.'3?

1.8.3- Bioimagen

Una parte fundamental en la biomedicina es la visualizacién
de muestras biolégicas con el fin de obtener informacion
morfolégica, anatémica y fisioldgica de ellas para poder detectar
enfermedades o ver cual es la mejor forma de administrar un
tratamiento determinado.’? El uso de luz NIR permite una mayor
penetracion en los tejidos y evita la autofluorescencia de las
muestras biologicas.”®'®® Esto, sumado a sus excelentes
propiedades Opticas y quimicas, las hace optimas para su uso en
aplicaciones biomédicas como bioimagen.

Debido a la gran variedad de UCNP existentes éstas pueden
aplicarse en un amplio numero de técnicas no invasivas de
bioimagen (fluorescencia, ultrasonidos, nuclear, rayos X, etc.)."®
Destaca su aplicacion en la bioimagen por fluorescencia (Fl), por
sus propiedades emisivas, y biomagen por resonancia magnética
(MRI), debido a la posibilidad de introduccién de Gd** como agente
de contraste en la estructura de las UCNP."%°
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Ademas, la correcta seleccion de la composicion de los
nanohibridos basados en UCNP permitiria su uso en biomagen
multimodal, es decir, en la obtencién de imagenes mediante la
combinacion de dos o mas técnicas diferentes (por ejemplo, FI-MRI
o Fl-ultrasonidos).5880.140.150

1.8.4- Terapia

La bioimagen es indispensable para la deteccién de
enfermedades, pero las UCNP también son muy utiles como
agentes terapéuticos, especialmente en terapias contra el cancer.
Las UCNP destacan por su uso en terapia fotodinamica (TFD),
terapia fototérmica (TFT) o quimioterapia.’®

La TFD consiste en la generacion de especies reactivas de
oxigeno (ERO) mediante la activacion con Iluz de un
fotosensibilizador (FS). Las UCNP funcionalizadas con moléculas
organicas como el azul de metileno (AM), ftalocianina de zinc (ll)
(ZnPc) o chlorin e6, son capaces de generar ERO, en concreto
oxigeno singlete, tras su excitacion en el NIR."32

De manera analoga, las UCNP funcionalizadas con agentes
fototérmicos como nanoparticulas de Ag o Au pueden usarse en
TFT. De esta forma, la transferencia eficiente de energia a las
AuNP tras la excitacion de las UCNP a 975 nm, produce un
aumento de la temperatura, causando dafio a las células.®

La quimioterapia basada en UCNP incluye dos aspectos:
terapia guiada por bioimagen y la liberacion controlada del farmaco
por luz. Por ejemplo, las UCNP unidas a DOX a través de un grupo
azo cuyo enlace se rompe excitando a 975 nm, permite la liberacién
controlada por luz del agente quimioterapéutico.'’

1.8.5- Otras aplicaciones

Es posible combinar una o mas aplicaciones dentro de un
mismo nanosistema configurando adecuadamente las propiedades
de las UCNP a través de la seleccion del ligando, tamafio, forma y
composicion. Este tipo de NP reciben el nombre de UCNP
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multifuncionales y pueden combinar, por ejemplo, la terapia e
imagen'®? o terapia y diagndstico (teragnosis).®

Ademas de todas las aplicaciones comentadas, las UCNP
se pueden aplicar en la construccion de celdas solares® o
laseres® % en dispositivos luminiscentes como los LCD
(dispositivos de cristal liquido)'* o en fotocatalisis. %15
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The aim of this work is the synthesis, characterization and
further functionalization of upconversion luminescent nanoparticles
for their application in different areas.

The specific objectives are:

e Preparation of Yb*'/Er** or Yb*/Tm3" co-doped NaYF.
nanoparticles by a high temperature co-precipitation method. Thus,
the influence of different synthetic parameters (reaction temperature
and fluoride source addition temperature) in the final shape, size
and crystallinity phase of the NaYF4 nanoparticles will be evaluated.

e Synthesis and characterizaton NaYF,: Yb%, Er**
nanoparticles coated with a photosensitizer, specifically a diiodo
substituted Bodipy (IBDP), and PEG to improve their
biocompatibility and dispersibility in aqueous medias (UCNP-
IBDP@PEG).

» Study of the energy transfer processes between
UCNP and IBDP in the nanohibrid UCNP-IBDP@PEG upon NIR
irradiation and their singlet oxygen generation efficiency.

» Evaluation of the nanohybrid cytotoxicity and their
applicability in photodynamic therapy through in vitro assays with
human neuroblastoma derived cells.

e Functionalization of NaYF4: Yb%*, Er** nanoparticles with
cucurbit[n]urils, CB[n] (n=6, 7, 8), and evaluation of UCNP@CB|n]
nanohybrid ability to interact with interesting organic molecules,
such as tricyclic basic dyes, specifically methylene blue and pyronin
Y.

» Study of the energy transfer between UCNP and dyes
and, depending on the dye, evaluation of the nanohybrid capability
to generate singlet oxygen upon NIR irradiation.

e Assembling of UCNP nanoparticles with perovskite
nanoparticles (PK) and evaluation of energy transfer processes
from the UCNP to PK after NIR irradiation.
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» Evaluation of the efficacy in the nanohybrid formation,
as well as the energy transfer using a multiphoton laser scanning
confocal microscope.

e Surface modification of UCNPs with a thermoresponsive
amphiphilic polymer thin layer. Characterization and evaluation of
the optical response of the nanohybrid to different conditions (T,

pH).
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3.1- Espectroscopia de absorcion UV-Vis

Los espectros de absorcion UV-Vis se registraron usando
cubetas de cuarzo (1x1x4 cm) en un espectrometro SECOMAN Uvi
Light XT-5 equipado con el software Labpower junior version 3.05.

3.2- Espectroscopia de emision de up-conversion

Los espectros de emisién de up-conversion de las diferentes
muestras se obtuvieron por excitacion a 975 nm usando un laser
diodo de 975 nm (Thorlabs L975P1WJ) acoplado a un fluorimetro
SLM AmingoBowmann series 2 (AB2). Los espectros se registraron
usando el software AB2 version 5.5. Para todos los espectros de
emision se usaron cubetas de cuarzo triangulares para irradiar
frontalmente (front face) de manera que el haz de excitacion no
atraviesa la muestra, evitando asi la pérdida de emision debida a la
turbidez de las dispersiones de nanoparticulas. Los espectros de
luminiscencia de UC se midieron en aire y a temperatura ambiente,
con una apertura de 2 nm, una velocidad de escaneado de 4 nm/s.
La densidad de potencia fue de 249.4 mW-cm™.

3.3- Microscopia de transmision electrénica

Con la microscopia electronica se analiza la morfologia,
tamario y estructura cristalina de un solido a escala atémicas. El
proceso consiste en la formacion de una imagen a través de la
focalizacion de los haces dispersados por una muestra tras su
iluminaciéon con un haz de electrones (sometido a una fuente de
aceleracion 100-400 kV).

La principal ventaja de la microscopia electrénica de
transmision (TEM, de sus siglas en inglés) es que se consigue la
amplificacién de la imagen, con un poder de resolucion mil veces
mayor que el 6ptico (maximo de 0.3 nm y 0.1 nm para TEMy TEM
de alta resolucion, respectivamente).

Las imagenes de microscopia electronica fueron obtenidas
usando un microscopio JEOL 1010 a 100 kV equipado con una
camara digital AMT RX80 de 8 Mpx. Para la preparacion de la
muestra, 10 uL de una dispersion 0.5 mg/mL de nanoparticulas se
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depositaron sobre un film de carbono soportado en una grid de
cobre de 300 mesh. El disolvente se evapord a vacio durante una
noche (disolventes organicos) o 24 h (agua).

Las imagenes de microscopia electronica de alta resolucion
(HRTEM, de sus siglas en inglés) se tomaron usando un
microscopio TECNAI G2 F20 operando a 200 kV con una resolucién
de 0.24 nm y equipado con una camara CCD (charge coupled
device) GATAN y un software “Digital Micrograph” para la
adquisicion y tratamiento de imagenes.

3.4- Anadlisis de reconocimiento de fase y textura

El analisis de reconocimiento de fase y textura (TPRA, de
sus siglas en inglés) se llevo a cabo usando el software ASTAR y
un paquete de hardware de la Nanomegas Company directamente
conectado a un microscopio Ziess libra a través de un dispositivo
Digistar P1000.

Los patrones de difracciéon obtenidos durante el barrido del
haz de electrones se registraron directamente en la pantalla usando
una camara rapida externa CCD capaz de recoger entre 20 y 50
difractogramas por segundo. Tras media hora se recogen 40000
patrones de difraccién correspondientes a una rejilla de 200x200
puntos. La resolucion espacial del registro de datos depende del
tamano del haz de electrones. EI TEM aqui usado no esta equipado
con una pistola de emision de campo, consecuentemente, la
principal limitacion no es por el tamano del haz sino por el brillo. El
tamafo del haz mas pequeno usado fue de 10 nm tomando la
muestra cada 4 nm. Los patrones se registraron utilizando o bien el
modo estandar de nanodifraccion o el modo de precesion.

3.5- Espectroscopia Infrarroja con Transformada de
Fourier

Los espectros de espectroscopia infrarroja con
transformada de Fourier (FTIR, de sus siglas en inglés) se midieron
usando un espectrofotdmetro FTIR Thermo Nicolete Nexus a
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temperatura ambiente con 64 repeticiones y una resolucion de 4
cm’ entre 400 y 4000 cm”. Las muestras se depositaron
directamente sobre el cristal.

En el capitulo 5 se obtuvieron con un Spectrum One FTIR
spectrometer (Perkin-Elmer) equipado con un accesorio de
reflexion total atenuada (ATR, de sus siglas en inglés) bajo
condiciones no forzadas. Las muestras se depositaron en contacto
directo con el cristal de diamante sin preparacion previa. Las
medidas se hicieron con una resolucion de 8 cm™ y 8 repeticiones
por espectro.

3.6- Centrifugacion

La centrifugacion para la precipitacion de las nanoparticulas
se realizé con una centrifuga Eppendorf 5804 R.

3.7- Espectroscopia de resonancia magnética nuclear

Los espectros de resonancia magnética nuclear de protén
("H-RMN) se obtuvieron a temperatura ambiente con un
espectrometro Bruker 400AV (o Bruker-300) con iman Oxford de
400 MHz (o 300 MHz) de boca estandar, equipado con dos canales
de radiofrecuenia. Los desplazamientos quimicos (3) estan
reportados en partes por millén (ppm) utilizando el pico del
disolvente como referencia interna. Para la preparaciéon de la
muestra, los compuestos organicos o nanoparticulas se secaban a
vacio durante 24 h y después se disolvian o dispersaban en el
disolvente  deuterado  correspondiente.  Las  siguientes
abreviaciones son usadas para describir las sefales: s (singlete), d
(doblete), t (triplete), g (cuadruplete), m (multiplete).

3.8- Analisis termo-gravimétrico

La termogravimetria es una técnica analitica que permite
medir la pérdida de la masa de una muestra frente al aumento de
la temperatura, al aplicar un programa de temperatura controlado y
una atmosfera especifica. Con los datos obtenidos, se obtiene la
curva caracteristica de pérdida de masa (%) vs. temperatura, donde
la descomposicion de un determinado compuesto organico viene
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determinada por una pendiente abrupta. La temperatura a la mitad
de esta pendiente, corresponde con la temperatura de sublimacion.
Esta se puede obtener facilmente de los minimos relativos en la
representacion de la primera derivada.

Los espectros de analisis termogravimétrico (TGA, de sus
siglas en inglés) se hicieron usando un sistema TG-TGA
PyrisDiamond con un rango de temperatura de 25-1100°C y una
sensibilidad de 0.1 ng. Las muestras solidas y previamente secadas
al vacio durante 24 horas, se calentaron desde 25°C a 1100°C, con
una rampa de temperatura de 5°C-min-' y bajo un flujo de aire o
nitrogeno de 50 mL-min".

3.9- Difraccion de rayos X

Este fendmeno tiene lugar al interaccionar un haz de rayos
X, de una determinada longitud de onda, con los electrones de una
sustancia sélida cristalina, que producen un cambio en la direccion
del haz incidente. El haz difractado contiene informacion sobre la
posicién y tipo de los atomos encontrados en su camino.

Un cristal estd compuesto por varias celdas unidad y la
interferencia constructiva del haz difractado en una determinada
direccion de todas la celdas sera suficientemente intenso como
para ser detectado. Por ello, los picos de difraccion siguen la ley de
Bragg, que predice la direccién en la que se da interferencia
constructiva entre haces de rayos X dispersados coherentemente
por un cristal.

Ley de Bragg: n-1=2-d-senf

Cada material cristalino, tiene un difractograma
caracteristico, donde cada pico corresponde a la difraccién en una
de las caras y en una direccion determinada, lo que permite
identificar la fase o fases cristalinas presentes.

El analisis de los patrones de difraccion de rayos X (XRD,
de sus siglas en inglés) se llevo a cabo en un difractémetro de polvo
modelo D5005 marca Bruker. Tiene una configuracion 6-20, tubo
de rayos X de anodo de Cu, con monocromador secundario de haz
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difractado y detector de centelleo. El equipo cuenta con un
programa de evaluacion de datos EVA DIFFRAC PLUS. Las
intensidades difractadas se midieron a temperatura ambiente
desde angulos 26 de 2° a 80°, con una resolucién de 0.02° y un
tiempo de adquisicion de 38.4 segundos por punto.

3.10- Calculo del rendimiento cuantico de formaciéon de
oxigeno singlete (D,)

Las curvas de desactivacion de fosforescencia de oxigeno
singlete se midieron de la siguiente manera: las disoluciones se
pusieron en cubetas de silice fundida de 1x1 cm? tapadas con un
tapén septum y después se irradiaron a 532 nm con un laser
(frecuencia doblada a 532 nm, ~ 8 ns de pulso. 12 mJ, con un laser
Q-switched Nd/YAG a 1064 nm). Los estudios de emision NIR se
realizaron con un detector NIR Hamamatsu Peltier-cooled (-62.8°C,
modelo H10330-75) a 850 V acoplado a un ordenador que controla
la rejilla del monocromador. Un filtro de paso largo, tipo FEL1150
de Thorlabs se puso enfrente del monocromador. La corriente
fotoeléctrica del multiplicador se almacend en un osciloscopio
digital (Tektronix TDS 2012).

Se midieron los tiempos de incremento de sefal con tiempos
cortos (50 ns) utilizando el amplificador SR-445 de Stanford
Research. El software Luzchem LFP se utilizé para adquirir y
procesar los datos. Todas las muestras se midieron en idénticas
condiciones experimentales (misma irradiacion, dia y alineacion del
sistema).

3.11- Espectroscopia de emision de tiempo resuelto

3.11.1- Luminiscencia de tiempo resuelto de las UC

Las curvas de desactivacion de fluorescencia de las UCNP
se obtuvieron usando dos técnicas diferentes. Por un lado, en el
capitulo 6 se usé un espectrofluorimetro FLS980 (Edinburg
Scientific) equipado con un laser diodo de 8W quasi-CW de 975 nm
acoplado a una fibra éptica. Un filtro dicroico de paso corto se usé
para desactivar la radiacion del laser a 975 nm, dejando pasar todo

68



Capitulo 3- Técnicas instrumentales

el espectro visible a través del monocromador. El sistema de
FLS980 desencadend la desactivacion y se us6 un software de
multiescalado de Edinburg Scientific para registrar las curvas.
Todas las medidas se hicieron a temperatura ambiente.

Por otro lado, en el capitulo 8, se usdé un microscopio
confocal multifoton acoplado a un microscopio vertical BX61WI
motorizado y equipado con un objetivo de inmersion en agua
XPLN25xWMP exclusivo para microscopia multifotonica, con una
apertura numérica de 1.05 y una distancia de trabajo de 2 mm. Este
equipo dispone de un laser Mai-Tai HP DeepSee (Spectra Physics)
pulsado, de ancho de pulso de 100 fs. El laser se sintonizé a 975
nm y se enfoco sobre la muestra con una potencia de excitaciéon de
30 mW. Las imagenes se adquirieron con filtros que recogen la
emision entre 420 nm y 460 nm, un tiempo de permanencia de 2
us-pixel' y una resolucion de 1024x1024 pixels.

3.11.2- Luminiscencia de tiempo resuelto de las perovskitas

La fotoluminiscencia de las perovskitas se midié usando un
espectrometro de tiempo de vida de fluorescencia Compact
fluorescence lifetime spectrometer C11367, Quantaurus-Tau con
un pulso de luz LED de 340 nm.

El tiempo de vida medio (tav) fue calculado a partir de una
desaparicion triexponencial usando la siguiente ecuacioén:
Al'T1+ Az'T2+ A3 'T3
T =
v AL+ Ay + Ag

donde t es el tiempo de vida y A es el factor preexponencial.

3.12- Rendimientos cuanticos absolutos

Los rendimientos cuanticos de fotoluminiscencia se
determinaron usando un equipo Hamamatsu C9920-02 absolute PL
Quantum Yield Measurement System con una Aexc= 350 nm para
las perovskitas.
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3.13- Temperatura critica mas baja de la disoluciéon

Las medidas de temperatura critica mas baja de las
disoluciones (LCST, de sus siglas en inglés) se midieron en un
espectrofotémetro Cary 3 BIO-Varian UV-Visible equipado con un
dispositivo de control de la temperatura Peltier. EI LCST fue definido
como la temperatura en el punto de inflexion de la curva de
dispersion frente a la temperatura. La temperatura se elevd de 5 a
80°C a una velocidad de 1°C-min'. Las medidas de pH se
realizaron con un pH-Metro GLP 21 (Crison).

3.14- Dispersién dinamica de la luz

La dispersion dinamica de la luz (DLS, de sus siglas en
inglés) es uno de los métodos comunes para la determinacion del
tamano de las nanoparticulas. La incidencia de un haz de luz
monocromatica sobre una solucion coloidal de particulas produce
la dispersion de la luz en todas las direcciones debido a la formacion
de dipolos oscilantes en las nubes electrénicas.

El analisis de las fluctuaciones en la intensidad de la luz
dispersada con el tiempo, causadas por el movimiento Browniano
de las nanoparticulas, permite calcular su radio hidrodinamico.

El movimiento Browniano viene descrito por la ecuacién de
Stokes-Einstein, de la cual se puede deducir que particulas mas
grandes se mueven mas lentamente (menores coeficientes de
difusion).

Ecuacion de Stokes-Einstein: Ry = LT

é6mnDr
donde RH es el radio hidrodinamico, kg la constante de Boltzmann'’s,
T la temperatura absoluta, n la viscosidad y Dr el coeficiente de
difusion.

Cabe destacar que con esta técnica se obtiene el valor para
el radio hidrodinamico, el cual tiene en cuenta la capa organica
alrededor de la nanoparticula, asi como el espesor de la capa de
solvatacion. Por tanto, las mismas NP dispersadas en diferentes
disolventes tendran diferentes valores de Rh.
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Las medidas de DLS se hicieron usando un espectrometro
Malvern Zetasizer Nano Z con un laser HeNe de 10 mW a 633 nm.
Todas las medidas se hicieron con un angulo de dispersién de 173°.
Las muestras se midieron inmediatamente después de la dialisis a
una concentracion aproximada de 1 mg-mL™" en agua (pH = 5).
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4.1- Introduccion

Entre las diferentes UCNP que se han publicado aquellas
formadas por la matriz B-NaYF, codopadas con Yb®*" y Er®* son las
que presentan mayor eficiencia en la conversion de luz NIR en luz
Vis. Por ejemplo, su emisién es 20 y 6 veces mayor que las UCNP
de La;Os:Yb,Ery Lay(MoO,)::Yb,Er, respectivamente.’

Ademas, como ya se ha comentado, las propiedades
luminiscentes de las UCNP dependen del tamafo de la NP. A
diferencia de otras NP, como QD, esta dependencia no se debe al
confinamiento cuantico sino a la mayor relacion superficie/volumen
(S/V).2 A medida que disminuye el tamafio de la NP, aumenta la
relacion S/V lo que aumenta la exposicion de un mayor numero de
Ln®*" que se pueden desactivar por las vibraciones energéticas mas
altas de las moléculas de disolvente del entorno.?® No obstante,
estos efectos se pueden evitar recubriendo las UCNP, por ejemplo
con una capa de NaYF4 lo que aumenta su emision en 40 veces.?

Por otro lado, no se ha demostrado el efecto de la forma de
la nanoparticula en la eficiencia de la emision UC, pero si se ha
estudiado su efecto en las futuras aplicaciones. Por ejemplo, las
UCNP en forma de nanorods (nanoelipses) se asocian de manera
mas efectiva a la membrana celular (bicapa lipidica) que las
esféricas, debido a la menor energia necesaria para curvarse
alrededor de un nanorod que de una esfera.* Por ello, los nanorods
son adecuados para aplicaciones donde se requiere de la maxima
asociacion con las células como TFD o liberacién controlada de
medicamentos, mientras que los prismas hexagonales son los
mejores para aplicaciones que no se requiere asociacion con las
células, como obtencién de imagenes del flujo sanguineo.*

Por tanto, el control de la estructura, forma y tamarfo del
cristal de las UCNP es fundamental para determinar sus
propiedades y con ello, su futura aplicacion.® En las ultimas
décadas se han hecho numerosos esfuerzos para desarrollar rutas
sintéticas con las cuales poder controlar las propiedades de las
UCNP a través de modificaciones en los parametros de la
sintesis.®®
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Mientras que en Ila sintesis hidro(solvo)térmica es
complicado controlar la fase cristalina en UCNP menores de 50
nm,” en la descomposicion térmica es mas sencillo controlar tanto
la fase como el tamafo o la forma de las UCNP modificando la
temperatura y/o tiempo de reaccion o la cantidad y/o tipo de
ligando.®'2

El método de sintesis de UCNP utilizado a lo largo de esta
Tesis es el de coprecipitacion a alta temperatura (Figura 4.1)
porque parte de los cloruros de lantanidos y una cantidad de NH4F
estequiométrica, no genera subproductos toxicos y no requiere de
equipamientos caros (p.ej. autoclaves).'>

2,5 mmol NaOH +
4 mmol NH4F +
10 ml metanol

Taq = 100-150°C
T, = 305-315°C

Enfriar a
Q (160°C) Tag
EE—

/ Evaporar
metanol _ Q(TY) 1h
> ——> Agitacion

0,8 mmol YCI; +
0,18 mmol YbCl; +
0,02 mmol ErCl; +

12 ml acido oleico +
15 ml octadeceno

Figura 4.1. Esquema de la sintesis de UCNP.

Aunque con este método se obtienen faciimente UCNP en
fase hexagonal, sus imagenes de TEM muestran una mezcla de
estructuras como hexagonos y rods o cubos y rods (también ocurre
con otros métodos, p.ej. descomposicién térmica).'?'+1° Esta
heterogeneidad en las muestras podria ser aparente, es decir,
podria estar causada por la perspectiva en la que se observa la
muestra, donde los métodos convencionales de TEM se quedan
cortos. Un método novedoso para analizar la verdadera geometria
de las UCNP es el andlisis de reconocimiento de fases y texturas
(ARTF, de sus siglas en inglés). Este método registra los patrones
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de difraccion electrénica a nivel nanométrico con haces de
electrones estrechos (1-50 nm). Es decir, un haz de electrones
barre una area de pocos um? mientras que el TEM se mantiene en
modo de difraccion, lo que permite la asignacién tanto de la fase del
cristal como su orientacion cristalografica para cada patron.?°

En este capitulo se evaluara mediante ARTF los efectos de
la temperatura de reaccion y de la temperatura de adicién del NH4F
a la mezcla de reaccion en la forma y tamano final de las UCNP.

4.2- Resultados y discusion

4.2.1- Sintesis de UCNP recubiertas de oleato: UCNP@OA.

Las UCNP@OA se sintetizaron siguiendo un procedimiento
descrito en la bibliografia que parte de los cloruros de lantanidos
disueltos en una mezcla de AO/ODE a 160°C. Esta disolucion se
enfria a una temperatura determinada (Tad) a la cual se anade
lentamente una disoluciéon en metanol que contiene NaOH y NH4F
(en cantidades estequiométricas respecto a los lantanidos). Tras la
adicion, se calienta la reaccién durante una hora (T;).™

| Taa (°C) | T:(°C) | Forma TEM Tamaiio (nm)

M1 100 305 Rods 34,9+2,0 x 21,3+1,9
M2 100 305 Rods 33,1£2,9 x 19,5+1,9
M3 100 305 Rods 36,0+3,2 x 20,1+1,9
M4 100 305 Rods 33,9+2,8 x 20,8+2,1
M5 100 315 Rods 40,242,9 x 21,1+£2,6
M6 110 305 Rods 36,1+2,4 x 19,6127
M7 110 305 Rods 35,0+2,2 x 2,1+2,3
M8 110 315 Rods 46,5+2,5 x 20,8+2,3
M9 110 315 Rods 41,114,0 x 25,2+3,9
M10 140 305 Cubos 303

M11 140 315 Cubos 53+3

M12 150 315 Cubos 40+ 3

Tabla 4.1. Tamaio y forma de las UCNP obtenidas en diferentes condiciones
de sintesis (Taa y Tr).
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La reaccion se llevé a cabo modificando Taq (100-140°C) asi
como T:(305-315°C), véase Figura 4.1. La Tabla 4.1 muestra los
tamafios y formas aparentes de las muestras obtenidas en las
diferentes condiciones de sintesis.

A una Taq de 110°C se observa un aumento del tamafio de
la nanoparticula si se modifica la T, de 305 a 315°C. Esto lo
podemos ver comparando las muestras M1 y M5 donde la forma de
las UCNP es elongada (rods) y al aumentar la temperatura a 315°C
se observa un aumento del tamafio de (34,9 + 2,0) x (21,3 £ 1,9)
nm a (40,2 £ 2,9) x (21,1 £ 2,6) nm. Esto también se observa a Taq
superior de 140°C (M10 y M11, véase Figura 4.2).

L T A J a N T N VS 7
L L0 T T VAR e X

Figura 4.2. Imégene de TEM de las muestras: A) M1, B) M5, C) M10y D) M11.

Para observar el cambio producido por diferencias en la Tagq,
se compararon, por ejemplo, las muestras M5y M11 que tienen una
T, igual (315°C) pero Taq diferentes (100 y 140°C, respectivamente,
Figura 4.3). En ambos casos, las imagenes presentan una mezcla
de formas, que en M11 son hexagonos y cubos y hexagonos y rods
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(elipses) para M5. Estos resultados coinciden con los obtenidos
anteriormente en condiciones de sintesis similares."’

Figura 4.3. Imagenes de TEM de las muestras M5 (izquierda) y M11 (derecha)
depositadas sobre la grid desde una dispersion 0.5 mg-mL-' de cloroformo.
Barra de escala: 100 nm.

Recientemente, se ha descrito el mecanismo de crecimiento
de UCNP en este método.?! Este se basa en la separacion del
proceso de nucleacién que comienza a ocurrir en el momento de la
adicion de los precursores y del posterior crecimiento de las UCNP
al aumentar la temperatura. Por ello, mayores temperaturas de
adicién propiciaran que los nucleos se agreguen entre si en todas
las direcciones mas rapidamente dando lugar a formas mas
simétricas, como cubos.

Para poder obtener la geometria real de las muestras que
ahora parecen ser una mezcla de dos tipos diferentes, se tomaron
imagenes TEM a diferentes angulos de inclinacion, 45° y 60°,
ademas de la que se hace habitualmente, 0°.

La Figura 4.4 muestra como a angulos de inclinacion de 60°
las nanoparticulas que inicialmente (0°) tenian forma de hexagono
pasaban a ser rods, mientras que los que tenian forma de rods eran
hexagonos cuando el eje de inclinacién era perpendicular al lado
mas largo, o no variaban su forma cuando el eje de inclinacion era
paralelo al lado mas largo. Esto sugeria que todas las UCNP tenian
forma de prismas hexagonales.
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Figura 4.4. Imagenes de TEM de la muestra M5 a 0° (A), 45° (B) y a 60° (C).
Barra de escala 50 nm. Imagenes TEM de la muestra M5 a 0° (D) y a 45° (E).
Las zonas marcadas muestran las diferentes formas al pasar de 0° a 45°.
Debajo: ampliacion de la zona marcada en azul.

Con la finalidad de ver si la forma observada se debia a una
orientacion cristalografica especifica de los nanocristales se llevo a
cabo el analisis ARTF de las muestras que tenian formas
hexagonales, rectangulares y cubicas. Las orientaciones
cristalograficas, expresadas en coordenadas, a las que se haran
referencia en adelante se refieren a las orientaciones
perpendiculares al plano del observador (eje z).
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A —— <1130> <1010>
<1070>
<0001 \<27110>

Figura 4.5. Imagenes de TEM (1) y mapa de orientacion (2) de un agregado
de nanoparticulas de la muestra M11. Imagenes TEM (3) y mapa de
orientacion (4) de un agregado de nanoparticulas de la muestra M5. El color
de los mapas corresponde a las diferentes direcciones cristalograficas
sefalas debajo de la figura. Se muestran los patrones correspondientes a las
orientaciones <0001>, <2-1-10> y <10-10> junto con las simuladas de mayor
coincidencia. Las A y B marcan las zonas con hexagonos y rods
respectivamente.

El ARTF registra los patrones de difraccion electrénica con
haces de electrones muy estrechos barriendo un area de pocos pm?
en un TEM que se mantiene en modo de difraccion. Los mapas de
textura y fase del area estudiada se obtienen mediante el software
ASTAR (mas detalles en la seccion experimental) que asigna la
fase del cristal asi como la orientacion cristalografica de cada uno
de los patrones registrados.?

Los patrones de difraccion que se obtuvieron de las
muestras se compararon con los generados a partir de los
correspondientes en la base de datos para cristales de NaYF4
hexagonales?? y cubicas.?

Las Figuras 4.5 y 4.6 muestran los mapas de orientacién y
fase obtenidos de las muestras M5 y M11. A partir de estos mapas
se puede deducir claramente que todas las nanoparticulas se
encuentran en fase hexagonal.
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B Hexag.M Cubica

Figura 4.6. Graficas del factor de concordancia dados por el programa de
indexacion entre las fases cubicas (a, d) y hexagonal (b, e). Fases de NaYF4
con su correspondiente mapa de fases (c, f). Las imagenes de la parte
superior corresponden a la M11 mientras que las de abajo corresponden a la
M5. Las areas representadas corresponden a las mostradas en la Figura 5.
El factor de concordancia es sistematicamente mas alto para la fase
hexagonal.

Cuando un cristal presenta forma de hexagono su
orientacion cristalografica siempre esta cerca de <0001> (en rojo),
y esto corresponde con las bases de los prismas (cara superior e
inferior, Figura 4.7). Sin embargo, las UCNP que muestran forma
rectangular tienen orientaciones cercanas a <10-10> y <2-1-10>
(azul claro y verde azulado) que se pueden asignar a los laterales
de los prismas hexagonales.

= o

Eje de rotacion
iy CEo

Figura 4.7. Representacion esquematica de la forma observada en un prisma
hexagonal segun la perspectiva.

LV
T

Ademas, el anadlisis de la textura de la muestra M5
demuestra que las UCNP son prismas hexagonales pero crecen
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preferentemente en la direccion <0001>, teniendo caras laterales
rectangulares.

Analogamente se puede explicar aquellas UCNP que
presentan hexagonos y cubos, como es el caso de la M11. Todas
las nanoparticulas estan en fase hexagonal y aquellas con forma
hexagonal se corresponden con una orientacion cristalografica
cercana a <0001>, mientras que las de forma cubica tienen una
orientacion perpendicular a <0001>. En esta muestra, las
velocidades de crecimiento en las direcciones axial y lateral del
prisma son similares, y por ello se obtienen prismas hexagonales
con una altura menor.

Figura 4.8. Imagenes de TEM de la muestra M9 dispersadas en cloroformo (A
y B) sin sonicar y tras 20 minutos, respectivamente, en tolueno (C) y en
butanol (D).

Adicionalmente, se estudio la dependencia de la distribucion
aleatoria de las UCNP sobre las rejillas de TEM con el tiempo de
sonicacién y con el disolvente (Figura 4.8). La deposicion de la gota
de la dispersién de UCNP en cloroformo tras diferentes tiempos de
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sonicacion no mostro diferencias significativas en las imagenes
finales. Esto sugeria que no habia ningun tipo de organizacion de
las UCNP en superestructuras.

Ademas, se depositaron las UCNP dispersas en diferentes
disolventes como tolueno, diclorometano, dietiléter, acetato de etilo
y tetrahidrofurano. Tampoco se aprecid6 que disolventes de
diferentes polaridades indujeran la deposicion de los cristales
preferentemente por una de las caras. Los resultados difieren a lo
observado anteriormente en otro grupo de investigacion y podria
deberse a diferencias en el protocolo de sintesis."”

4.3- Conclusiones

Se ha demostrado mediante la técnica de ARTF que las
UCNP preparadas por el método de coprecipitacion a alta
temperatura u Oswald Rippening a diferentes Taq y Tr son prismas
hexagonales homogéneos en fase hexagonal, a pesar de las
primeras observaciones en el TEM. Ademas, la forma de las UCNP
se puede controlar modificando la Taq y mientras que el tamafio final
se puede controlar modificando la T..

4.4- Procedimiento experimental

4.4.1- Material

Los reactivos quimicos usados para la sintesis de UCNP
fueron: cloruros de lantanidos hexahidratados de pureza >99,9%
(YCl3-6H20, YbClI3-6H20 y ErCls-6H20), 1-octadeceno (95%), acido
oleico (99,9%), NaOH y NH4F (99,99%). Todos los reactivos se
usaron tal y como se recibieron.

4.4.2- Sintesis de nanoparticulas de UCNP@OA

NaYF.: Yb3, Er** se sintetizaron siguiendo un protocolo
descrito anteriormente pero con algunas modificaciones.™ En un
matraz de 50 mL de fondo redondo y de tres bocas se afiade 242,9
mg (0,8 mmol) de YCIz-6H20, 69,7 mg (0,18 mmol) de YbCl3-6H.0,
7,6 mg (0,02 mmol) de ErCl3-:6H20, 12 ml de &cido oleico y 15 mL
de octadeceno. La mezcla se calienta a 160°C, bajo agitacion
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constante y en atmoésfera de nitrégeno hasta la completa disolucion
de las sales (aproximadamente 30 minutos). A continuacion, se
enfria la disolucidon a una temperatura variable entre 100 y 150°C
(Taq) y se afiade gota a gota una disolucion de metanol que contiene
101,5 mg de NaOH (2,5 mmol) y 148,3 mg NH4F (4 mmol). La
mezcla resultante se calienta, bajo agitacion constante, a 100°C
hasta la completa evaporacién de metanol (aproximadamente 30
minutos).

Finalmente, se calienta a la temperatura de reaccion (T,
305-315°C), bajo flujo de nitrdgeno durante una hora. Después, la
mezcla de reaccidon se enfria a temperatura ambiente y las
nanoparticulas se precipitan por centrifugacion (10000 rpm, 10 min,
25°C). Las UCNP@OA obtenidas se lavan dos veces con una
mezcla de disolventes hexano:acetona:metanol (2,7:2,5:1 v/v) y
una ultima vez con etanol. Las nanoparticulas se secan durante 24
h a vacio.

4.4.3- ARTF

El analisis ARTF se llevo a cabo usando el software ASTAR
y un paquete de hardware de la Nanomegas Company
directamente conectado a un microscopio Ziess libra a través de un
dispositivo Digistar P1000.2°

Un haz de electrones (> 10 nm) barre una rejilla de 200x200
puntos, obteniéndose 40000 difractogramas registrados en una
camara CCD externa.

Para las muestras de tamafio menor (M1 y M5) se usé el
modo estandar de nano-difraccion, mientras que para las de mayor
tamafio (M10 y M11) se usé el modo de precesién, con un angulo
de precesion de 1°.

Aunque la coincidencia de patrones es mas eficiente con el
modo de precesion, se usé el estandar para las muestras mas
pequefias porque el pequefio desdibujamiento (inevitable) del haz
en modo de precision puede ser critico cuando el tamafio del cristal
se aproxima al tamafio del haz.
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Los conjuntos de patrones de difraccion registrados se
analizaron mediante un software especifico que lleva a cabo la
correspondencia con los patrones de la base de datos en todas las
orientaciones posibles del cristal en una fase cristalina concreta
(hexagonal o cubica). El patrén para cada una de las fases de la
base de datos puede generarse en presencia de muchas fases
cristalinas en la muestra.
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Capitulo 5- Modificacion de UCNP con un derivado de
Bodipy para su aplicacién en terapia fotodinamica
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5.1- Introduccion

La terapia fotodinamica (TFD) es un tratamiento no invasivo
contra el cancer basado en la administracion y/o transporte de un
fotosensibilizador (FS) seguido de la irradiacion con luz, que
desencadena la produccion de especies tdxicas para las células
(Figura 5.1).'? Béasicamente, tras la irradiacion, el FS absorbe la
energia y alcanza su estado excitado singlete ('FS), que tras un
cruce intersistemas genera su estado excitado triplete (°FS).
Seguidamente, el FS transfiere su energia al oxigeno molecular
(triplete) para formar oxigeno singlete (mecanismo tipo 2) o un
electron, dando lugar a otras especies reactivas de oxigeno
(mecanismo tipo 1).3

" on
'FS \J

Energia o—

— .
Estado excitado l% Cruce intersistemas 02
3FS- \_/
— e
Estado triplete FS e-
L'\'k Fluorescencia ERO
\02} |
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'OH + HO
2
\o\oy\)
N

Estado fundamental FS

Figura 5.1. Mecanismos en la generacion de ERO tras la irradiacion de un FS.

En comparacion con las terapias actuales como
quimioterapia o radioterapia, la TFD minimiza el dafio a las células
sanas Y los efectos secundarios como las nauseas o la depresion
del sistema inmunolégico, ya que las especies toxicas se generan
solamente en el lugar de irradiacion.*

Habitualmente, los FS usados en TFD son moléculas
organicas o complejos que absorben en el VIS. De entre todos
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destacan las porfirinas,® el azul de metileno (AM),° el rosa de
bengala (RB)’ o las ftalocianinas de zinc (PhZn).8° Sin embargo, la
mayoria de ellos, presenta solubilidad moderada en agua, tienden
a agregarse, pierden su actividad fotoquimica tras largos periodos
de irradiacion y el uso de luz VIS limita la penetracion de la luz en
los tejidos.™°

Por ello, la fabricacién de nanohibridos compuestos por la
combinacion de UCNP y FS para TFD ha despertado mucho
interés. La excitacion de las UCNP y la posterior transferencia de
energia (TE) al FS, posibilita una TFD mas eficiente en un mayor
volumen de tejido (debido a la penetracién mayor de la luz NIR en
el tejido).?

Para que tenga lugar una TE eficiente desde las UCNP al
FS, el FS tiene que estar cerca de la superficie de las UCNP y
ademas el espectro de absorcion del FS tiene que solaparse con el
de emision de las UCNP.""'2 E| nanohibrido UCNP-FS debe tener
también una gran cantidad de FS, ser dispersable en agua, estable
y biocompatible.™

A dia de hoy se han descrito diversos sistemas UCNP-FS
con FS como, Ru(bpy)s?*,'"* PhZn,’>2 hipericina,?’ AM,?? RB,?%
porfirinas,?>2° chlorin e6,%*%*'0 fulereno monomalénico.®? Existen
diferentes estrategias para obtener nanohibridos dispersables en
agua y con alto contenido en moléculas de FS. Principalmente, el
FS queda embebido en la capa de silice (amorfa o mesoporosa)
que recubre las UCNP'#* o bien en una capa polimérica.?°%

Con el fin de evitar la pérdida progresiva de FS de la capa
de silice o de polimero que recubre las UCNP, el FS se puede unir
covalentemente a la capa de material organico que recubre las
UCNP.2023 Por ejemplo, el RB se ha unido covalentemente a las
UCNP de NaYF4:Yb,Er recubiertas con dihidrogenofosfato de 2-
aminoetil.2

A lo largo de este capitulo se describira un método sencillo
para la preparacion de nanohibridos basado en el anclaje directo
de un FS a la superficie de las UCNP de NaYF4: Yb, Er.
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El FS escogido es el acido 3-(2’,6'-diyodo-1’,3’,5",7’-
tetrametil-4’,4’-difluoro-4’-bora-3’a,4’a-diaza-s-indacen-8'-il)
propanoico (IBDP), un derivado diyodado del Bodipy (Figura 5.2).
Se eligié este cromoforo porque se prepara facilmente,® presenta
altos coeficientes de extincion molar en la region VIS (202 M'-cm™’
en 525 nm), baja agregacion, resistencia al fotoblanqueo,3*" alto
rendimiento cuantico de formacion del estado excitado ftriplete
debido al efecto del atomo pesado interno y un grupo carboxilico
como grupo anclante a la superficie de la UCNP.

Para mejorar la dispersabilidad en medios acuosos del
nanohibrido, se recubrira con una capa de PEG. Se obtienen asi
dos nanohibridos diferentes, el UCNP-IBDP@OA (dispersable en
medios organicos) y el UCNP-IBDP@PEG (dispersable en medios
acuosos). Se estudiara la emision en estado estacionario y tiempo
resuelto para determinar la naturaleza del proceso de TE entre la
UCNP y el IBDP.

PM567
Figura 5.2. Estructuras del PM567 y del IBDP.

Ademas, se evaluara la capacidad de los nanohibridos para
generar oxigeno singlete tras la irradiacion a 975 nm. Y, finalmente,
se realizaran estudios in vitro con una linea celular derivada de
neuroblastoma humano, para probar la eficacia del nanohibrido
UCNP-IBDP@PEG en TFD.

5.2- Resultados y discusion

5.2.1- Sintesis y caracterizacion de los nanohibridos.

La Figura 5.3 muestra un esquema general de los
nanohibridos sintetizados en este capitulo. Se parti6 de UCNP de
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NaYFs: Yb*, Er** recubiertas de oleato (UCNP@OA), que se
sintetizaron de manera analoga a los capitulos anteriores.? 38

Dispersables en agua
UCNP desnudas

HCI
2h, T

ﬁ% -

20h, 60°C

UC@OA

l 24n, T, ,
[,? Dispersables en tolueno
N\

2

UC@IBDP

Figura 5.3. Esquema de la sintesis de los nanohibridos usados en este
estudio. Tamb: temperatura ambiente.

Tras calentar durante 1 h a 300°C una mezcla de los
cloruros de lantanidos, NaOH y NH4F en presencia de AO y ODE
como  disolventes coordinantes y no  coordinantes,
respectivamente, se obtienen nanoprismas hexagonales uniformes.

Las imagenes de TEM y HRTEM (Figura 5.4) muestran la
monodispersidad y uniformidad las UCNP obtenidas, con tamafios
de (25,8 + 1,6) x (18,0 = 1,4) nm. Ademas, la alta cristalinidad de
las UCNP se puede constatar en el HRTEM, donde se aprecian los
margenes de los planos cristalinos con un espaciado-d de 0,52 nm.
Esto corresponde con el espaciado de los planos (100) de la fase
cristalina hexagonal de NaYF4. El espectro XRD (Figura 5.5)

@ Alolargo de este capitulo, se han utilizado dos lotes de UCNP diferentes
obtenidos de dos sintesis diferentes. Con uno de ellos se realizaron todos los
estudios correspondientes al mecanismo de transferencia de energia y con el otro
los correspondientes a la formacién de oxigeno singlete y estudios in vitro (del cual
se muestran las imagenes).
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también constata la formacion de cristales B-NaYF4, donde sélo
aparecen las sefales correspondientes a la fase cristalina
hexagonal pura.
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Figura 5. 4 A) Imagen de HRTEM de Ias UCNP@OA B) Imagen HRTEM de un
nanoprisma hexagonal de UCNP@OA. C) Distribucion de los tamaiios de las
UCNP@OA.

Por otro lado, las relaciones entre los atomos de lantanidos
en las UCNP obtenidos por el EDX fueron de NaYF4(81%):
Yb3*(16%), Er**(3%).
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Figura 5.5. A) Espectro de XRD de las nanoprismas hexagonales de NaYFa:
Yb3, Er¥* (JCPDS estandar no. 28-1192).3 B) Espectro EDX de las UCNP
NaYF4:Yb3*(16%), Er**(3%).

Para mejorar la dispersabilidad de las UCNP en agua, se
recubrieron con una capa de un PEG heterofuncional,
concretamente HS-PEG-NH., siguiendo un procedimiento
previamente descrito.?® El polimero se coordina a la superficie de

las UCNP a través del grupo tiol mientras que el grupo amino queda
libre para posibles futuras interacciones y/o funcionalizaciones.

Las UCNP@PEG obtenidas presentan dispersabilidad en
agua sin incrementar el tamano original de las UCNP, de hecho, las
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imagenes de HRTEM, muestran un espesor de la capa organica
alrededor de las UCNP de 2,5 + 0,6 nm (Figura 5.6). Ademas, el
PEG es biocompatible y previene la aglomeracion e interacciones
no especificas con las proteinas y las células, lo cual lo hace muy
interesante desde el punto de vista bioldgico.*°

e ¢ ARG T

20 nm 2nm
I -

Figura 5.6. Imagenes de HRTEM de las UCNP@PEG. En laimagen B se puede
observar la matriz cristalina de la UCNP recubierta por una capa organica,
atribuida al PEG.

5.2.2.1- Sintesis y caracterizacion de UCNP-IBDP@OA

El nanohibrido se prepar6 de manera muy sencilla,
mediante agitacion a temperatura ambiente durante 24 horas de
una mezcla que contenia UCNP@OA e IBDP en un tampon acuoso
de TEA (pH 7,5). Seguidamente, el nanohibrido UCNP-IBDP@OA
se separd mediante centrifugacion y se lavd con acetonitrilo para
eliminar el exceso de IBDP no anclado a la superficie de las UCNP.
El espectro de absorcion del nanohibrido en tolueno mostraba la
banda de absorcién caracteristica del IBDP (Figura 5.7).

Se llevaron a cabo varios intentos de dispersar el
nanohibrido en agua. Sin embargo, su escasa solubilidad en agua
inducia su precipitacion como un sélido rosa, mientras que el
sobrenadante quedaba incoloro. Esto sugeria que el IBDP se une
firmemente a la superficie a través del grupo carboxilato.®

® Notese que el grupo carboxilico se desprotona al pH en el que
tiene lugar la reaccion (7.5).
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Figura 5.7. Espectro de absorcion del nanohibrido UCNP-IBDP@OA en
tolueno. Insercion: fotografia de la dispersion en tolueno.
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Figura 5.8. Curva de TGA del nanohibrido UCNP-IBDP@OA.

Para comprobar que el IBDP no quedaba unicamente
encapsulado en la capa organica del ligando, se hizo una sintesis
bajo las mismas condiciones de reaccion, pero usando el homologo
PM567, el cual no tiene la cadena con el grupo carboxilico (Figura
5.2). Se obtuvo un precipitado blanco y un sobrenadante
amarillento, lo que confirmé que las UCNP@OA quedaban intactas
mientras que el PM567 se recuperaba en el sobrenadante.

La curva de TGA del nanohibrido mostraba un salto
alrededor de 250°C con una pérdida de masa de casi un 30%, que
se atribuye a la cantidad de IBDP en la superficie de las UCNP.

5.2.2.2- Sintesis y caracterizacion de UCNP-IBDP@PEG

El nanohibrido se prepardé de manera analoga al apartado
anterior. Se agit6é durante 24 horas una mezcla de UCNP@PEG en

94



Capitulo 5- Modificacién de UCNP con IBDP

presencia de IBDP a pH = 7,5, seguido de centrifugacién y posterior
purificacion para eliminar el exceso de IBDP.

S

Figura 5.9. Imagen HRTEM de las UCNP-IBDP@PEG.

Las imagenes de HRTEM mostraron que no existia
variacion del tamafo en las UCNP debido a la incorporacion del
IBDP (Figura 5.9).

El espectro UV-VIS de esta dispersion demostré la
incorporacion del IBDP en el nanohibrido resultante (Figura 5.10).
Esto se confirmé con el espectro de "°F-RMN, donde aparecia una
sefial sobre -146 ppm que es caracteristica del IBDP (Figura 5.11).
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Figura 5.10. Espectro de absorcion de una dispersion de UCNP-IBDP@PEG
(0,5 mg-mL-") en agua. Insercion: fotografia de la dispersién en agua.
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Figura 5.11. Espectro de '°F-RMN del IBDP (linea roja), UCNP-IBDP@PEG
(linea azul) y UCNP@PEG (linea negra) en CDCls.

La cuantificacion de IBDP en el nanohibrido UCNP-
IBDP@PEG se hizo a partir de su espectro de absorcién, teniendo
en cuenta el coeficiente de extincion molar del IBDP, y de la curva
de TGA (Figura 5.12). Se estimé un 43% de PEG y un 10% de IBDP
con respecto a la masa del nucleo de UCNP.
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Figura 5.12. Curva de TGA de las UCNP-IBDP@PEG.

Con el objetivo de aplicar este nanohibrido en sistemas
bioldgicos, se hicieron ensayos de estabilidad en agua, PBS y
medio de cultivo (medio DMEM/F-12 de Life Technologies); el
nanohibrido se disperso en dichos medios y se centrifugdé pasadas
24 horas. El espectro de absorcion del sobrenadante se media para
ver si se desprendia IBDP. Si no se observaba pérdida de IBDP, se
volvia a redispersar y se repetia la operacion transcurridas 24
horas.

Los resultados mostraron que el nanohibrido UCNP-
IBDP@PEG era estable en agua y PBS durante tres meses,
mientras que solamente permanecia estable durante una semana
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en el medio de cultivo. Por lo tanto, el nanohibrido era
suficientemente estable para estudios en condiciones bioldgicas.

5.2.3- Estudio de la transferencia de energia en los
nanohibridos

Un prerequisito para que exista transferencia de energia
resonante (TER) es el solapamiento entre el espectro de absorcion
del aceptor de energia (IBDP) y el de emisién del dador de energia
(UCNP).2341
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Figura 5.13. Solapamiento de los espectros de emision (Aexc =975 nm) de las
UCNP de partida con el espectro de absorcion del IBDP en el nanohibrido.
Izquierda: emision de UCNP@OA (linea negra) y absorcion de UCNP-
IBDP@OA (linea rosa) en tolueno. Derecha: emision de UCNP@PEG (linea
azul) y absorcion de UCNP-IBDP@PEG (linea rosa) en agua.

La Figura 5.13 muestra el solapamiento de las
correspondientes UCNP de partida con el espectro de absorcion del
IBDP en el nanohibrido resultante. A simple vista, se observan
diferencias en los espectros de absorcion de IBDP dependiendo del
disolvente, debido a las diferentes interacciones con éste.*?* De
hecho, se estimé una integral de solapamiento (J) mucho mayor
para el caso de UCNP-IBDP@OA (J =9,948:10"° nm*M'-cm™) que
para UCNP-IBDP@PEG (J = 1,226-10" nm*-M"-cm™).

Por lo tanto, en ambos nanohibridos se podria dar TER
desde las UCNP al IBDP. Para evaluar la posible TER, se
registraron los espectros de emision de los diferentes nanohibridos
tras la excitacion a 975 nm. Los espectros obtenidos se compararon
con los de UCNP@OA, UCNP@PEG y las nanoparticulas
desnudas (UCNPg, Figura 5.14).
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Figura 5.14. Espectros de emisién (Aexc = 975 nm) de las dispersiones de;
izquierda: UCNP@OA (linea negra) y UCNP-IBDP@OA (linea roja) en tolueno
y derecha: UCNPq (linea verde), UCNP@PEG (linea azul) y UCNP-IBDP@PEG
(linea roja).

Todas las UCNP usadas para las medidas se prepararon a partir de
las mismas UCNP@OA, para evitar posibles diferencias entre
distintos lotes de UCNP (tamafio, forma...). Tras la irradiaciéon a 975
nm, todas las nanoparticulas exhibian las tres bandas de emision
caracteristicas del Er®*. Una banda muy intensa en 540 nm debida
a la transicion “Sz;, — “l1s2, otra banda en 520 nm originada por la
transicion (Hi12 — “*l1s2) y la correspondiente a la transicion “Fgp
— “414512) sobre 670 nm.** La potencia de excitacion fue proporcional
a la intensidad de excitacion al cuadrado (Figura 5.15), lo que indica
que en el proceso de emision estaban implicados dos fotones, tal y
como esta descrito en bibliografia.*®

1000{y = 2,13x + 5,19-10™
R? = 0,9998
<
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Figura 5.15. Representacion logaritmica de las intensidades integradas de
las emisiones UC obtenidas frente a las potencias de excitacion a 975 nm. A:
area bajo la curva de emision; P: potencia de irradiacion en mW.
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Tal y como se esperaba, la emision de la UCNP4 era menos
intensa que la de UCNP@PEG debido al efecto protector
(pasivado) del PEG sobre la superficie de las nanoparticulas.

A simple vista se observa que la presencia del IBDP en los
nanohibridos induce una desactivacion de la emision verde (510-
560 nm) de las UCNP, que es justo donde el IBDP presenta su
banda de absorcion.

Se estim6 la eficiencia de la transferencia de energia
usando la siguiente formula:

ID - IDA

T o
donde Ipa € Ip son las integrales de las emisiones (area bajo la curva
de la banda correspondiente en el espectro de emision) del
nanohibrido D-A (UCNP-IBDP@PEG o UCNP-IBDP@OA) y el del
respectivo nanohibrido precursor (UCNP@PEG o UCNP@OA).

A partir del rango de emisién entre 510 y 560 nm se calculd
que la emision disminuia en un 50% para UCNP-IBDP@OA y un
30% para UCNP-IBDP@PEG. La mayor desactivacion del
nanohibrio hidrofébico es debida al mayor solapamiento entre la
absorcién del IBDP y la emision UC, asi como a la mayor cantidad
de IBDP por nanoparticula con respecto al hidrofilico (40% vs.
10%). No obstante, no se observé la emision del IBDP debido a su
bajo rendimiento cuantico de fluorescencia (®+=0,02 en metanol).*®

Para conocer la naturaleza de la transferencia de energia
observada, se hicieron las medidas de luminiscencia de tiempo
resuelto. Los perfiles de las cinéticas de emision de las UCNPy,
UCNP@PEG, UCNP@OA, UCNP-IBDP@PEG y UCNP-
IBDP@OA tras la excitacion a 975 nm muestran las fases de
aparicion y desaparicion caracteristicas de las UCNP (Figura 5.16).
Estas dos componentes corresponden a la etapa de sensibilizacion
del Er**, seguida de la desaparicion del estado excitado del Er®*.46

Los tiempos de vida de aparicion y desaparicion (ta Yy 1d,
respectivamente) se determinaron mediante el ajuste de los datos

99



Capitulo 5- Modificacion de UCNP con IBDP

obtenidos. Todos los ajustes presentaban una buena correlacion y
los ta y tq S€ calcularon por triplicado (Anexo 1y Tabla 5.1).
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Figura 5.16. Perfiles cinéticos de las UCNP@OA (linea negra) y UCNP-
IBDP@OA (linea roja) en tolueno a A) 546 nm, B) 654 nm; y UCNP4 (linea
verde), UCNP@PEG (linea azul) y UCNP-IBDP@PEG (linea roja) en agua a C)
546 nm, D) 654 nm.

Los tiempos de vida de desaparicion de la emision de las
UCNP eran del orden de decenas a centenas de pus y los
correspondientes a la emisién en el rojo eran bastante mas largos
(250-320 ps) que los correspondientes a la emision verde (65-125
us). Las diferencias observadas solo se pueden atribuir a procesos
no radiativos debido a la interaccion de las UCNP con el disolvente,
ligando y la presencia del IBDP como aceptor.

Como era de esperar, las vibraciones O-H del agua
desactivan los estados excitados de los iones lantanidos debido a
interacciones multifotdnicas no radiativas.***” Por ello, los tiempos
de vida de desaparicion tanto de la emisién a 546 nm como la
emision a 654 nm de los nanohibridos dispersables en tolueno eran
mas largos que aquellos de los dispersables en agua (Tabla 5.1).
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Se observé que el impacto del disolvente era mas suave en el caso
de la emision roja (aprox. 300 vs 280 us) que en el de la emision
verde (aprox. 80 vs. 120 us), lo cual sugeria que la poblacién de los
niveles mas energéticos y su correspondiente desaparicion no
radiativa son mas susceptibles a las vibraciones O-H.4348

4Sa—>*1512 4Forp—*1152°
Aem = 546 nm Aem = 654 nm
UCNP
Ta, IS  Td, US Ta, US Td, US
Dispersable en agua
UCNPg4 45+ 7 78 +3 70+10 277+6
UCNP@PEG 44 +5 82+2 69+7 281+4

UCNP-IBDP@PEG 54+7 67 +2 63+7 252+4
Dispersable en tolueno
UCNP@OA 94+4 119+1 122 +18 304 +8

UCNP-IBDP@OA 58+10 96*6 61+6 317+4
Tabla 5.1. Tiempos de vida de luminiscencia obtenidos como la media de tres
ajustes diferentes para los diferentes nanohibridos tras la excitaciéon a 975
nm.

En el caso de los tiempos de aparicion se observaron
discrepancias aun mayores, donde los tiempos para la emisién
verde y roja de las UCNP@OA (94 y 122 us, respectivamente) eran
incluso el doble de largos que los correspondientes a UCNP@PEG
(44 y 69 ups, respectivamente). Esto demostraba la rapida
saturacion de los estados excitados intermedios del Er®* en las
nanoparticulas UCNP@PEG en agua.

La presencia del IBDP en el UCNP-IBDP@PEG producia un
acortamiento del tiempo de desaparicion de la emision en 546 nm
desde 82 us a 67 pus, equivalente a una pérdida del 18%. De manera
analoga el 14 de la emision verde UCNP-IBDP@OA tenia un valor
de 96 us frente los 119 us de UCNP@OA.

En cuanto a los tiempos de desaparicion a 654 nm, mientras
que para el nanohibrido UCNP-IBDP@PEG fue un 10% mas corta
que en el UCNP@PEG, la correspondiente en UCNP-IBDP@OA
fue ligeramente mas larga que en UCNP@OA (Tabla 5.1); la
explicacién para esto requiere estudios adicionales.
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Respecto a los tiempos de aparicion de los nanohibridos con
IBDP, los 12 en 654 nm eran mas rapidos debido a la presencia del
IBDP en los nanohibridos, mientras que los 1, de la emision en 546
nm mostraban un acortamiento a casi la mitad en el nanohibrido
UCNP-IBDP@OA comparado con UCNP@OA. No se apreciaban
cambios en el caso del PEG.

Esto indicaba que el IBDP jugaba un papel en el proceso de
upconversion y podia cambiar el balance entre ETU y el fendmeno
de despoblacion durante las etapas intermedias, a pesar del
desajuste entre los niveles de energia del aceptor IBDP y la energia
de los estados excitados del Er®*.

Una interpretacion valida para el comportamiento de UCNP-
IBDP@OA podria ser que la presencia de IBDP hace posible una
desaparicién competitiva para el estado excitado del Yb3* (Yb3*).
Esto es, el Yb3* podria estar implicado tanto en la poblacion del
estado excitado del IBDP (IBDP*) tras la absorcion de un segundo
foton, como en la sensibilizacién del Er** (Figura 5.17). Como
consecuencia, los tiempos de vida de aparicion de la emision en el
rojo y en el verde podrian reflejar la disminucion de la contribucion
del Yb* en la poblacion de los estados excitados del Er®*
responsables de la emision.
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Figura 5.17. Representacion esquematica de los procesos de transferencia

de energia competitivos desde el estado excitado del Yb** al Er3* e IBDP.

Con la finalidad de comprobar esta hipétesis, se prepararon
los complejos lipofilicos Yb**-(IBDP)s, los cuales se excitaron a 975
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nm. Se observé la emisidon anti-Stokes a pesar de la baja seccion
eficaz de absorcion de los iones Yb®" (comparada con la excitacion
Stokes del IBDP) en el NIR y la baja fluorescencia del IBDP. Esto
sugiere el siguiente mecanismo:

Yb3*-IBDP + hvy > Yb*"-IBDP
Yb3**-IBDP + hv{ = Yb**-IBDP*
Yb**-IBDP*-> Yb**-IBDP + hv; (hv2>hvy)

Esta descrito que los compuestos basados en Bodipy son
capaces de seguir procesos de absorcion bifotonicos.*® Asi que se
hicieron experimentos control para clarificar el papel del lantanido
en la emision del IBDP en el complejo tras la excitacion en el NIR.

La Figura 5.18 muestra que la emision del IBDP en el
complejo es mucho mas eficiente que la del IBDP solo tras la
excitacion a 975 nm. Ademas, las medidas de tiempo resuelto
revelaron que el Yb%-BDP* tenia un tiempo de vida mucho mas
largo (~5 us) que el IBDP*, cuya emision es del orden de unos ns.
También se comprobé que la emision en el complejo era
proporcional a la segunda potencia de la intensidad de excitacion a
975 nm y, por tanto, el proceso requeria de dos fotones de baja
energia.
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Figura 5.18. A) Comparacion de la emisiéon del IBDP (linea negra) y del
complejo Yb*-(IBDP)s (linea roja) en tolueno tras la excitacion a 975 nm.
Insercion: dependencia de la intensidad de emision de la potencia de
excitacion. B) Perfil cinético de la emision anti-Stokes del IBDP en el
complejo (Aexc =975 nm).
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Estos datos, confirmaron que el Yb esta implicado en la
emision del IBDP y, por tanto, apoya la teoria de que el Yb®" puede
desactivarse a través de dos vias competitivas: poblacion de los
estados excitados del Er®* y el del IBDP.

5.2.4- Capacidad del nanohibrido UCNP-IBDP@PEG para la
generacion de oxigeno singlete.

Los datos anteriores indican que la presencia del IBDP en
el nanohibrido UCNP-IBDP@PEG produce una desactivacion de la
emision de las UCNP alrededor de un 30% en el rango entre 510 y
560 nm aproximadamente, debido a un proceso de transferencia de
energia no trivial de las UCNP al IBDP. A continuacion, se evalua
la capacidad del IBDP para transferir esta energia al oxigeno
molecular para producir las ERO, concretamente oxigeno singlete.

Para ello, primero se estudioé la capacidad del IBDP para
formar 0O, tras su excitacion en el visible (532 nm). La Figura 5.19A
muestra el espectro de emision del 'O, cuyo maximo de emision
se encuentra en 1270 nm. La cantidad de oxigeno singlete
generado se determind a partir de las curvas de desaparicion de
fosforescencia del 'O en la region NIR (Figura 5.19B).
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Figura 5.19. A) Espectro de emisién del 102 registrado tras la excitacion de
una disolucién de IBDP. B) Desaparicion de la fosforescencia registrada a
1270 nm tras la excitacion a 532 nm de la disolucion de IBDP en metanol. C)
Graficas para los @ del IBDP y RB en metanol.

La representacion de los valores de fosforescencia a 1270
nm frente a los de 1-10*, donde A es la absorbancia, para
diferentes concentraciones de IBDP en metanol, permitié estimar
un valor de 0,61 para el rendimiento de generacion de oxigeno
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singlete (®.) del IBDP en metanol usando como estandar RB
(Figura 5.19C).

Por otro lado, la evaluacion de la produccion de 'O; por el
UCNP-IBDP@PEG se llevo a cabo usando una sonda quimica, el
acido 9,10-antracenediil-bis(metilen)dimalonico (AABD).'®%° La
formacion de oxigeno singlete tras la excitacion a 975 nm de UCNP-
IBDP@PEG en una disolucién acuosa (D20) se comprob¢ a través
de la medida de la disminucién de la intensidad de emisién del
AABD en funcion del tiempo de irradiacién con un laser diodo a 975
nm. La Figura 5.20 muestra cémo la emision del AABD disminuye
con el tiempo de exposicién del nanohibrido al NIR, debido a la
formacion de su endoperdxido, el cual no es fluorescente.
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Figura 5.20. A) Disminucion de la intensidad de emision de AABD con el
tiempo debido a la generacion de '0: tras la irradiacion en el NIR del
nanohibrido UCNP-IBDP@PEG en agua deuterada (intervalos de tiempo: 0,
1,4, 6,10, 14, 21, 40, 65, 130 min). B) Disminucién de la intensidad de emision
del AABD registrada a 430 nm hasta 200 min.

Los datos se ajustaron a una curva de desactivacion
exponencial, con una velocidad constante de desactivacion de la
fluorescencia del AABD de 2,57 min'. Este comportamiento es
analogo al observado en experimentos similares.?

Tras 15 minutos de irradiacion, la intensidad de emision del
AABD disminuy6é a la mitad, poniendo de manifiesto la alta
eficiencia en la produccion de 'O, del nanohibrido UCNP-
IBDP@PEG. Como experimento control, se irradiaron en
condiciones analogas una disolucion de AABD en ausencia y
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presencia de UCNP@PEG, sin observar cambios en la emision de
AABD con el tiempo. Ademas, con la finalidad de maximizar la
eficiencia de generacién de 'O, se optimizo la cantidad de IBDP en
el nanohibrido. Para ello, se llevaron a cabo diferentes sintesis en
las que se varié la relacion en masa IBDP/UCNP (desde 0,05 a 1
mg IBDP/mg UCNP). Se observé que un aumento de la relacion
IBDP/UCNP aumentaba la cantidad de IBDP en el nanohibrido® asi
como la eficiencia del nanohibrido en la produccion de oxigeno
singlete (Figura 5.21).
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Figura 5.21. A) Masa de IBDP por mg de UCNP presente en el nanohibrido
resultante frente a la masa afnadida de IBDP por mg de UCNP en la reaccion.
B) Intensidad de emisién relativa del AABD tras 40 minutos de irradiacion a
975 nm en funcién de la cantidad de IBDP en el nanohibrido.

No obstante, el incremento de la relacién en el nanohibrido
por encima de 0,28 mg IBDP/mg UCNP (equivalente a 0,5 mg
IBDP/mg UCNP anadidos en la sintesis), no suponia una mejora
significativa de la eficiencia en la generacion de oxigeno singlete
del nanohibrido resultante. Por ello, se escogido el nanohibrido
sintetizado en dichas condiciones para hacer todos los estudios
descritos a lo largo de este capitulo.

La Figura 5.22 muestra un esquema simplificado de los
procesos que tienen lugar tras la excitacién a 975 nm de una
dispersién acuosa del nanohibrido UCNP-IBDP@PEG. Primero,
tiene lugar el mecanismo ETU ya conocido. Brevemente, el Yb%*

¢ La cantidad final de IBDP en el nanohibrido se calcul6 a partir de
la masa afiadida de IBDP en la reaccién y la presente en el sobrenadante
de la reaccion, estimada a partir de su espectro de absorcion.
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absorbe un fotdn de 975 nm pasando a su estado excitado (*F7, —
2Fsp) y, tras la absorcion de un segundo fotén, puebla el estado
excitado del IBDP ('IBDP*) y los estados excitados del Er®* (?H1z,
48312, 4Far), produciéndose asi la emision de luz en el VIS. Ademas,
se puede producir transferencia de energia desde los niveles
energéticos 2Hi1z y “Sso al IBDP, dando lugar al 'IBDP* vy,
posteriormente, el estado excitado triplete (}IBDP*) tras un cruce
intersistema. Finalmente, el ]IBDP* transfiere energia al oxigeno
molecular en estado triplete, formando el 'O..

975 nm 10

Figura 5.22. Esquema simplificado de la generacién de '02 por el UCNP-
IBDP@PEG tras la irradiacion en el NIR.

5.2.5- Estudios de fototoxicidad in vitro del nanohibrido
UCNP-IBDP@PEG

En primer lugar, se comprobé que el nanohibrido UCNP-
IBDP@PEG era estable en PBS y en medio de cultivo, lo que era
prometedor para aplicaciones biolégicas.

Seguidamente se hicieron ensayos de viabilidad celular
para ver si la presencia del nanohibrido afectaba a la proliferacion
de las células. Para ello, se incubaron durante 24 horas células de
neuroblastoma humano SH-SY5Y con diferentes cantidades del
nanohibrido y se llevd a cabo un ensayo XTT para evaluar la
viabilidad celular, asumiendo que el 100% era la muestra cultivada
en ausencia del nanohibrido (Figura 5.23). El ensayo XTT es un
ensayo colorimétrico para la determinacion de células
metabdlicamente activas.

Mientras que a una concentracion de 25 ug-mL™"' no se
observaban cambios en la proliferacion de las células, se
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observaba una disminuciéon de aproximadamente un 10% a
concentraciones de hasta 100 ug-mL". Solo a concentraciones
mucho mas elevadas (250 ug-mL") se observaban evidencias de
toxicidad del nanohibrido, disminuyendo en un 40% el numero de
células vivas (n = 5; p < 0.01, Test “U” de Mann Whitney).
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Figura 5.23. Viabilidad celular in vitro de las células SH-SY5Y incubadas a
diferentes concentraciones de UCNP-IBDP@PEG (0, 25, 50, 100 y 25 ng-mL-
1) durante 24 h.

Esta baja toxicidad esta en consonancia con otros trabajos
publicados con UCNP vy diferentes tipos de células.?>%'-% Ademas,
a concentraciones superiores a 250 pug-mL", se ha descrito la
formacion de membranas irregulares, agregados celulares o
cromatina nuclear condensada en células incubadas con
UCNP@PEG.*

Fusionadas

Figura 5.24. Internalizacion del nanohibrido UCNP-IBDP@PEG por las células
SH-SY5Y. Tras la excitacion a 975 nm, las nanoparticulas en las células,
presentan emisién en el verde y el rojo (a y b). La emision de las UCNP
corrobora la alta co-localizacion. El nucleo celular esta teiiido con DAPI.
Barra de escala: 20 um.

La internalizacién de 10 ug-mL"' de UCNP-IBDP@PEG en
un medio de cultivo por las células SH-SY5Y fue completa tras 24
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h. Se detectaron sefales fluorescentes (emision verde y roja) en el
citoplasma de las células. Ademas, la alta colocalizacién de ambas
sefiales fluorescentes sugeria la presencia de las UCNP-
IBDP@PEG en el interior de las células (Figura 5.24). Esto
corroboraba también que el nanohibrido UCNP-IBDP@PEG
mantenia sus propiedades luminiscentes en el interior de la célula.

Por tanto, tras comprobar que el nanohibrido no era toxico y
mantenia sus propiedades luminiscentes en el interior de la célula,
se evaluo su capacidad para generar oxigeno singlete en el interior
de la célula. Para ello, se incubaron las células SH-SY5Y con 25
ug-mL-" del nanohibrido UCNP-IBDP@PEG y se irradiaron durante
45 minutos con un laser de CW a 975 nm con una potencia total de
239 mW.

Al finalizar la irradiacion, se afiadieron los componentes del
kit Life Technologies LIVE/DEAD® a la placa Petri (Figura 5.25).
Las células con membranas dafiadas exhibian fluorescencia en el
rojo debido a la tincion de los acidos nucleicos con el etidio
homodimero-1 (EthD1), el cual es incapaz de atravesar las células
vivas. Por otro lado, las células vivas exhibian emision verde,
debido a la conversion de la calceina AM en calceina fluorescente
usando estearasas citosolicas no especificas.?*%

A Calceina C Calceina

Irradiadas

UCNP-IBDP@PEG

No irradiadas

Figura 5.25. Las células SH-SY5Y incubadas con UCNP-IBDP@PEG (A-C)
irradiadas con un laser de CW a 975 nm durante 45 min. Ensayos de
viabilidad celular realizados con un kit Life Technologies LIVE/DEAD®. Las
células con daio celular exhibian fluorescencia roja (Aexc= 510-560; Aem = 590)
mientras que las sanas verde (hexc =450-490; Aem =515-565 nm). No se
observaron cambios en las no irradiadas (D-F). Barra escala: 100 um.
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Se determiné un 50,6 + 3,2 % de mortalidad celular,
indicativo de una alta eficacia PDT in vitro. Los ensayos control
demostraron que tanto las células incubadas con UCNP-
IBDP@PEG no irradiadas como las incubadas con y sin
UCNP@PEG permanecian intactas (Figura 5.26).

En un principio, se atribuy6 la muerte celular inducida por
oxigeno singlete a procesos de necrosis.>”%® Pero, posteriormente,
se demostro que la causa principal se debe a procesos apoptaticos,
ya que se observaba un gran numero de cambios morfoldgicos y
bioquimicos en las células en presencia de radicales de
oxigeno.'s5°
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Figura 5.26. Las células SH-SY5Y incubadas con UCNP@PEG (A-F) o en
medio de control (G-L) se irradiaron con un laser de CW a 975 nm durante 45
min. Se realizaron los ensayos de viabilidad celular con un kit Life
Technologies LIVE/DEAD®. Las células con dafio celular exhibian
fluorescencia roja (Aexc= 510-560; Aem = 590) mientras que las sanas verde
(Aexc =450-490; Aem =515-565 nm). Barra escala: 100 um.
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Para dilucidar los procesos que se desencadenan tras la
irradiacion en el NIR de las células incubadas con UCNP-
IBDP@PEG, se sembraron las células SH-SY5Y en una placa de
pocillos y se irradié especificamente en un area definida.
Posteriormente, se obtuvieron las secciones semifinas de los
cultivos celulares tefiidas con azul de toluidina, de manera que se
podian apreciar detalles morfologicos de las células (Figura 5.27).
Se observd que las células control (incubadas sin UCNP-
IBDP@PEG o con UCNP-IBDP@PEG pero no irradiadas) no
presentaban diferencias, es decir, estaban sanas. Sin embargo, las
células incubadas con UCNP-IBDP@PEG e irradiadas, mostraban
numerosos signos de dafo celular (Figura 5.27).
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Figura 5.27. Secciones semifinas y ultrafinas de las células SH-SY5Y tras la
irradiacion a 975 nm. Células incubadas con (A y B) y sin UCNP-IBDP@PEG
(C y D) comparadas sin o tras la irradiacion, respectivamente. E-G Imagenes
TEM de las células tras la irradiacion en presencia UCNP-IBDP@PEG. N:
nucleo. Las flechas negras sefialan zonas con grandes vacuolas (E) y
acumulaciones de UCNP (F). Barra de escala: A-D: 10 ym; E: 2 ym; F: 1 pmy
G: 200 pum.

&

La Figura 5.27D muestra la aparicion de vacuolas en el
citosol, aparicion de protuberancias, membranas nucleares
irregulares, asi como células pictonicas (alargadas). El analisis por
microscopia electrénica (Figura 5.27E) mostré grandes masas de
materia heterogénea junto con vacuolas vacias (tamafio de hasta 3
um). Otras células presentaban muchas mas vacuolas pero de
menor tamafio.
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A mayor magnificacion se llegaron a detectar las UCNP
tanto en la periferia como en el interior de las vacuolas (Figura
5.27F). Ademas, se observaba la aparicibn de masas
membranosas (Figura 5.27G).

La aparicion de vacuolas en el citoplasma se atribuia al dafio
producido por el oxigeno singlete generado tras la irradiacion a 975
nm, tal y como se ha descrito previamente para la exposicion de las
células a una gran variedad de sustancias quimicas y compuestos
bioactivos.®°

Por lo tanto, el nanohibrido presenté alta eficiencia y
homogeneidad en la induccién de muerte celular y ademas
conservaba la luminiscencia en el interior de la célula, lo que podria
ser de utilidad para bioimagen y TFD. Por otro lado, los grupos
terminales amino del PEG (libres en la periferia del nanohibrido)
podrian ser usados para unir covalentemente otros FS® u otras
moléculas capaces de reconocer especificamente un tipo de
células o unirse especificamente a las membranas celulares. 183032
Esto facilitaria el transporte de las UCNP a las células cancerigenas
e incrementaria su eficacia de internalizacion en las células, y por
tanto evitaria su acumulacion en la matriz extracelular.’’ En
resumen, el nanohibrido UCNP-IBDP@PEG es muy eficiente para
TFD, bioimagen y, ademas, tiene la capacidad para unirle a
posteriori ligandos concretos y mejorar por ejemplo la especificidad
con las células.

5.3- Conclusiones

Se ha disefiado un nanohibrido basado en un derivado
diyodado del Bodipy (IBDP) con un grupo carboxilato como punto
de anclaje a la superficie de las UCNP vy, simultdneamente,
embebido en una capa de un derivado del polietilenglicol (UCNP—
IBDP@PEG). La presencia del PEG ha otorgado al nanohibrido
dispersabilidad en agua y, ademas, un efecto protector sobre el
IBDP, que evita su pérdida progresiva del nanohibrido.

4 Una cantidad mayor de FS en la periferia de la UNCP no asegura
una mayor eficiencia de la TFD.

112



Capitulo 5- Modificacion de UCNP con IBDP

Las medidas de luminiscencia de estado estacionario y de
tiempo resuelto sobre este nanohibrido y su analogo hidrofébico
(UCNP-IBDP@OA) demostraron el papel crucial del IBDP en los
procesos de upconversion. La presencia del IBDP en los
nanohibridos produjo una desactivacion de la emision UC en el
verde debido a la TER desde los estados excitados del Er** al IBDP.
Ademas, se ha demostrado que el estado metaestable del Yb*",
formado tras la absorcién de un fotdon NIR, puede desaparecer a
través de dos caminos competitivos: poblacion de los estados
excitados del Er®* o transferencia de energia al IBDP. Esto causaba
el acortamiento de los tiempos de vida de aparicion.

Con el uso de una sonda quimica, AABD, se determin¢ la
gran eficacia del nanohibrido UCNP-IBDP@PEG para la
generacion de oxigeno singlete tras su excitacion en el NIR. Los
ensayos in vitro demostraron que el nanohibrido se internalizaba en
células derivadas de neuroblastoma humano (SH-SY5Y) y con una
baja citotoxidad. Tras la irradiacion en el NIR (45 min, 239 mW) de
las células incubadas en presencia del nanohibrido, se observé
aproximadamente un 50% de muerte celular. Por lo tanto, el
nanohibrido UCNP-IBDP@PEG es un potencial candidato para
aplicacion en TFD.

5.4- Procedimiento experimental

5.4.1- Materiales

A continuacion, se detallan los reactivos necesarios para la
sintesis de las UCNP: LnCl; hexahidratados de pureza >99,9%
(YCl3-6H20, YbCI3-6H20 y ErCls-6H20), 1-octadeceno (95%), acido
oleico (99,9%), NaOH y NH4F (99,99%). HS-PEG-NH: (3,0 kDa), el
acido 9,10-antracenedilo-bis(metileno) dimaldnico (ABDA) asi
como todos los reactivos y disolventes necesarios para la sintesis
de IBDP se obtuvieron de fuentes comerciales.

5.4.2- Sintesis de UCNP@OA

Las nanoparticulas de NaYFi: Yb3*, Er® recubiertas con
oleato se sintetizaron siguiendo un procedimiento descrito
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anteriormente pero con algunas modificaciones.*® En un matraz de
50 mL de fondo redondo se afiade 242,9 mg (0,8 mmol) de
YCl3-6H20, 69,7 mg (0,18 mmol) de YbCls-6H20, 7,6 mg (0,02
mmol) de ErClz-6H20, 12 ml de acido oleico y 15 mL de octadeceno.
La mezcla se calienta a 160°C, bajo agitacién constante y en
atmosfera protectora de nitrégeno hasta que se disuelvan las sales
(~ 30 minutos). Tras enfriar la disolucion a 100°C, se afade
lentamente una disolucién de metanol que contiene 101.5 mg de
NaOH (2,5 mmol) y 148.3 mg NH4F (4 mmol). A continuacion, la
mezcla se calienta a 100°C bajo agitacion constante hasta que se
evapore todo el metanol (~ 30 minutos).

Finalmente, se calienta la mezcla de reaccion a 305°C, bajo
flujo de nitrdgeno durante una hora. Después, se enfria a
temperatura ambiente y las UCNP@OA se precipitan mediante
centrifugacion (10000 rpm, 10 min, 25°C). El precipitado obtenido
se lava dos veces con wuna mezcla de disolventes
hexano:acetona:metanol (2,7:2,5:1 v/v) y una ultima vez con etanol.
Las nanoparticulas se secan durante 24 h al vacio.

5.4.3- Sintesis de UCNP desnudas

Las UCNP desnudas se sintetizaron siguiendo un protocolo
experimental descrito previamente.®? Se dispersaron 100 mg de
UCNP@OA en 10 mL de una disolucion acuosa de HCl a pH 4. La
mezcla se agitd durante 2 horas y el pH se mantuvo en 4 afiadiendo
gotas de una disolucion de HCI 0,1 M. El acido oleico se eliminé de
la mezcla mediante triple extraccién con éter dietilico. Las fases
organicas se recombinaron y se extrajeron con éter. Finalmente, se
juntaron las fases acuosas resultantes y se reextrajeron con éter.
Las UCNP desnudas se recuperaron de la fase acuosa mediante
su precipitacion con acetona y posterior centrifugacion (10000 rpm,
15 min, 25°C). Las nanoparticulas se secaron al vacio durante 24 h
y se redispersaron en agua Milli Q.

5.4.4- Sintesis de UCNP@PEG

Las UCNP@PEG se sintetizaron mediante un método de
derivatizacion previamente descrito en nuestro grupo.®® Asi, se
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sonicaron 5 mL de una dispersion de UCNP@OA (10 mg) en
cloroformo burbujeado con N2 durante 15 minutos. Seguidamente,
se afiadio un exceso de HS-PEG-NH; (100 mg; 20 mg-mL™) y se
agitd la mezcla de reaccion durante una noche a 60°C en atmdsfera
de N2.63

Se evapor6 a vacio el cloroformo de la dispersion turbia
resultante. El sélido obtenido se redispers6 en 5 mL de agua MilliQ
tras 15 minutos de sonicacion. Para eliminar el exceso de PEG, se
llevaron a cabo cinco ciclos de centrifugacion a 10000 rpm durante
10 minutos con un volumen total de acetonitrilo de 50 mL. Las
UCNP@PEG se redispersaron en 1 mL de trietilenamina (TEA, 40
mM, pH 7,5) y guardadas en la nevera (4°C) durante una semana
como maximo antes de su uso.

5.4.5- Sintesis y caracterizacion de IBDP

Se sintetizé el compuesto 1 a partir del 2,3-dimetilpirrol y del
cloruro de succinilo en presencia de trietilamina y el complejo
trifloruro de boro-dietiléter (Esquema 1). Seguidamente, se llevo a
cabo una yodacion con acido yédico y yodo con un protocolo
ligeramente modificado®® Los datos de caracterizacion del IBDP
obtenido coincide con los descritos previamente.®*

(o] OH
| / ~ // |
/N\B/N
7/ \
F F

IBDP
Esquema 1- Sintesis del IBDP: i) (CH2COOCI)./DCM; ii) EtsN/BF3OEt2; iii) l2,
EtOH, HIO3, H20, 99%.

5.1.5.1- 2,6-diyodo-1,3,5,7,8-pentametil-4,4-difluoro-4-bora-
3a,4a-diaza-s-indaceno (1).

Una mezcla de 2,4-dimetilpirrol (1g, 10 mmol) y cloruro de
succinilo (0,58 mL, 5,2 mmol) en diclorometano (50 mL) se calenté
a reflujo bajo argén durante 30 minutos. Primero, se afiadio la
trietilamina (6 mL, 60 mmol) a temperatura ambiente y, después de
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30 minutos de agitacion, el eterato dietilico de trifluoruro de boro
(6,3 mL, 50 mmol). La mezcla se calent6 a reflujo durante 2 horas
en atmosfera de argon y la reaccion se desactivo con 60 mL de una
disolucién acuosa 0,1 M HCI.

Se llevé a cabo una extraccion y las fracciones organicas se
combinaron y lavaron tres veces con 40 mL de una disolucion
saturada de NaHCOs. Después, se combinaron las fases acuosas
y se acidificaron con HCI 0,1 M, extraidas con acetato de etilo y
secado con MgSOs. El residuo naranja obtenido se purifico
mediante una columna cromatografica instantanea (flash) (gel de
silice, hexano-acetato de etilo 1:1 como eluyente). Se obtuvieron
0.5 g de unos cristales naranjas (rendimiento = 30 %); CCF (acetato
de etilo): Rf=0,15; "H- RMN (300 MHz): 8 = 2,44 (s, 6 H, CH;-C1’,
CHs-C7’), 2,52 (s, 6 H, CH3-C3’, CH3-C5’), 2,66 (m, 2 H, CH2-CO),
3,34 (m, 2 H, CH2>-C8), 6,09 (s, 2H, H-C2’, H-C6’), (OH no
observado) ppm. *C-RMN (75 MHz): & = 13,48, 15,6 (CH;-C3’,
CHs-C5’, CHs-C1’, CH3-C7’), 23,5 (CH2-C8’), 34,1 (CH2-CO), 121,0
c2, C6’), 130,1 (C-7’a, C-8a), 139,0 (C-1’, C-7’), 141,7 (C-8"),
153,8 (C-3’, C-5’), 176,2 (C=0) ppm. MS (El), m/z (%) = 277 [M*-
COO1] (93), 254 (100).

5.1.5.1- Acido 3-(2’,6’-diyodo-1’,3’,5’, 7’-tetrametil-4’,4’-difluoro-
’-bora-3’a,4’a-diaza-s-indacen-8’-ilo)propanoico.

Una disolucion de acido yodico (0,325 g, 1,9 mmol) en 5 mL
de agua se afiadio gota a gota a una mezcla del compuesto 1 (300
mg, 0,93 mmol), yodo (0,354 g, 1,4 mmol) y etanol (100 mL). La
mezcla se calentd durante 20 minutos a 60°C. Se obtuvo un soélido
rosa correspondiente al IBDP puro (rendimiento del 99%, 0.5 mg)
que se uso sin ningun tipo de purificacion previa. CCF (acetato de
etilo): Rr=0,15;"H NMR (300 MHz): 8 = 2,51 (s, 6 H, CH3-C1’, CHs-
C7’), 2,6 (s,6 H, CH3-C3’, CH3-C%’), 2,6 (m, 2 H, CH.-CO), 3,40 (m,
2 H, CH>-C8’), (OH no observada) ppm; *C NMR (75 MHz): & =
15,6, 20,04 (CH3-C3’, CHs-C5’, CH3-C1’, CH3-C7’), 23,3 (CH.-C8’),
33,7 (CH2-CO), 98,5 (C-2’, C-6’), 130,1 (C-8’), 141,3 (C-1’, C-7),
141,6 (C-7’a, C-8'a), 153.3 (C-3’, C-5), 173,8 (C=0) ppm. MS (ESI
), m/z (%) =570,9 [M (masa nominal)-H"].
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5.4.6- Sintesis de PM567

El 2,6-Diyodo-1,3,5,7,8-pentametilo-4,4-difluoro-4-bora-
3a,4a-diaza-s-indaceno se sintetiz6 de manera analoga al IBDP
siguiendo un método descrito en la bibliografia.3® Basicamente, la
yodacién se hizo con yodo, acido yédico y metanol a temperatura
ambiente del 4,4-difluoro-1,3,5,7,8-pentametil-4-bora-3a,4a-diaza-
s-indaceno. La caracterizacion del producto purificado coincidié con
lo descrito previamente.

Esquema 2- Sintesis del PM567.

5.4.7- Sintesis de UCNP-IBDP@PEG

Una dispersion de UCNP@PEG (300 pL, 10 mg-mL™") en
TEA (40 mM, pH 7,5) se sonico durante 15 minutos y se le afiadio
una disolucion de IBDP (1,5 mg) en TEA (0,5 mg-mL"). Esta mezcla
se agitd a temperatura ambiente y en la oscuridad durante 24 horas.
Se elimind el exceso del fotosensibilizador con 5 ciclos de
centrifugacion (10000 rpm, 10 min) y sonicacion (15 min) en
acetonitrilo (Vt= 50 mL). El nanohibrido UCNP-IBDP@PEG se
resuspendié en 3 mL de agua MilliQ o TEA y se guardd a 4°C.

5.4.8- Sintesis de UCNP-IBDP@OA

El nanohibrido UCNP-IBDP@OA se prepar6 de manera
analoga al UCNP-IBDP@PEG. Se sonicé durante 15 minutos una
mezcla que contenia 5 mg de UCNP@OA, 2,5 mg de IBDP y 3 mL
del tampdn de TEA (pH = 7,5). La mezcla se agit6é durante 24 h, en
la oscuridad y a temperatura ambiente. El nanohibrido se precipitd
mediante centrifugacion (10000 rpm, 10 min) y se redispersé en
acetonitrilo (5 mL) seguido de centrifugacion, para eliminar el
exceso de IBDP. Se llevaron a cabo 5 ciclos mas. Finalmente, el
nanohibrido UCNP-IBDP se resuspendio en tolueno.
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5.4.9- Calculo de las integrales de solapamiento espectral

)

La integral de solapamiento espectral se estimo6 usando el
software gratuito de ale 2.2-UV-Vis-IR Spectral (de FluorTools) a
través de la siguiente ecuacion:

[00)

JO) = j ea(D) - 2% Fp(D)dA
0

Donde ¢a es el espectro del coeficiente de extincion del aceptor en
M*-cm™, A es la longitud de onda en nm y Fp es el espectro de
emision del dador normalizado a un area de 1.

5.4.10- Sintesis de los complejos Yb-IBDP.

Para la preparacion de los complejos se disolvieron a 160°C,
7 mg de YbCl3-6H20 en 1,2 mL AO y 1,5 mL de ODE. Tras enfriar
a temperatura ambiente esta disolucién, se tomaron 700 uL que se
mezclaron con 450, 890, 1300 pL de una disolucion de IBDP en
tolueno (6 mg-mL') para el complejo 1:1, 1:2 y 1:3,
respectivamente. Luego se afadié tolueno hasta completar un
volumen total de 2 mL. Las disoluciones se sonicaron durante 10
minutos.

5.4.11- Calculos del rendimiento cuantico de formacion de
oxigeno singlete (®,).

La cantidad de oxigeno singlete generado se determiné a
partir de las curvas de desaparicion de fosforescencia del 'Oz en la
region NIR. El rendimiento cuantico de formacion de 'O, se define
como el numero de moléculas de 'O, emisoras por fotén absorbido
por el FS.

Para determinar el rendimiento cuantico se usaron
disoluciones de RB en metanol como estandar. Para ello, se
prepararon diferentes disoluciones de IBDP y RB en metanol cuyas
absorbancias en la longitud de onda de excitacion (Aex= 532 nm)
fueron menores de 0,40. Se representaron los valores de
fosforescencia del 'O, a 1270 nm de estas disoluciones (tras la
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excitacién con un laser a 532 nm) frente a los de 1-10*, donde A es
la absorbancia de la muestra a la longitud de onda de excitacién.®
@, del IBDP se estimo usando la relacion entre las pendientes de
cada recta segun la ecuacion:

pendiente;gpp
@igpp = Prp " ——F7

pendientegp

se usa como referencia el ®, del RB (®rs = 0,76)% y ®igpop
corresponde al rendimiento cuantico de formacién de oxigeno
singlete del IBDP.

5.4.12- Determinacion de la generaciéon de oxigeno singlete
con una sonda quimica.

Para determinar la generacion de oxigeno singlete por los
nanohibridos tras excitacién a 975 nm, se uso6 el acido 9,10-
antracenediil-bis(metilen) dimalénico (AABD). Esta sonda se ha
usado con anterioridad para determinar la capacidad de otros
nanohibridos basados en UCNP-FS para generar oxigeno
singlete.'™® EI AABD es un compuesto fluorescente que en
presencia de 'O, forma su endoperdxido, el cual no presenta
emision.''® Por tanto, la cantidad de 'O, puede determinarse
indirectamente a través de la disminucion de la intensidad del
AABD.

Para ello, se prepar6é una dispersion en un tampén de
fosfato (PBS, pH 7,2, 1,5 mL) que contenia el nanohibrido UCNP-
IBDP@PEG (1 mg-mL™") y AABD (2x10-° M), que se mantuvo en la
oscuridad y bajo continua agitacién.® Se registré la emision del
AABD a 400 nm (Aex = 380 nm) tras diferentes intervalos de
irradiacion con un laser diodo a 975 nmy con una potencia de 138,5
mW.

Para comparar los resultados, se hicieron las mismas
medidas y bajo las mismas condiciones para una disolucion de
AABD (2x10° M) en PBS. Ademas, se hicieron experimentos

¢ El medio ligeramente basico aseguraba la desprotonacion del
acido que favorecia la solubilidad de la sonda en medios acuosos.

119



Capitulo 5- Modificacion de UCNP con IBDP

control con muestras que contenian AABD y UCNP@PEG. Todas
las medidas se hicieron en cubetas de cuarzo 1x1 cm? y usando
disoluciones en agua deuterada, saturadas de oxigeno y a
temperatura ambiente.

5.4.13- Ensayos de citotoxicidad

La citotoxicidad in vitro se midi6 en células SH-SY5Y (ATCC
CRL-2266) usando el XTT Cell Proliferation Kit Il (Roche,
Mannheim, Alemania). Este es un ensayo colorimétrico para la
cuantificacion no radiactiva de la proliferacion celular, viabilidad y la
citotoxicidad. El kit esta compuesto por la sal de tetrazolio XTT (sal
de 2,3-Bis-(2-methoxi-4-nitro-5-sulfofenilo]-2H-tetrazolio-5-
carboxianilida), que mediante un mecanismo celular complejo se
reduce al cromdéforo soluble en agua fomazano XTT. Esta
biorreduccion solo se da en células vivas y, por tanto, la cantidad
del cromoforo se correlaciona directamente con el numero de
células metabolicamente activas en el cultivo.

Las células se sembraron en una placa de cultivo de 96
pocillos y a una densidad de 3-10* células por pocillo, bajo una
humedad del 100% y se cultivaron a 37°C y 5% CO> durante 24
horas. Se afadieron diferentes concentraciones de UCNP-
IBDP@PEG (0, 25, 50, 100 y 250 nug-mL") en medio de cultivo
celular a los pocillos y se volvieron a incubar durante 24 horas mas
a 37°C y 5% COa..

Al dia siguiente, el reactivo XTT (50 pL; 0,3 mg-mL") se
afnadio a cada pocillo y la placa se incub6 durante 4 horas a 37°C y
5% CO,. Seguidamente, se midi6 la absorbancia a 450 nm con un
espectrofotometro  de microplacas (Thermo Scientific,
Massachusetts, USA).

Se hicieron cinco réplicas para cada concentracion de
nanohibrido. Se calcul6 la viabilidad de las células tratadas (%)
usando la siguiente ecuacion y asumiendo que la viabilidad de las
no tratadas era del 100%:

Ayuso células tratadas

Viabilidad celular (%) = 100

- x
Ayso células control
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5.4.14- Estudios de la aplicabilidad de las UCNP-IBDP@PEG
en terapia fotodinamica.

Para este estudio in vitro se usaron células SH-SY5Y
derivadas de neuroblastoma humano. Las células se cultivaron en
un medio de Dulbecco modificado con medio Eagle/F-12 (DMEM/F-
12) suplementado con un 10% de suero bovino fetal, 2 mM de L-
glutamina, 50 IU-mL"" de penicilina y 50 ug-mL™" de estreptomicina.
Las células SH-SY5Y se sembraron en una placa de cultivo de 60
mm y se incubaron a 37°C y 5% CO. durante 24 horas, lavandolas
posteriormente con PBS.

Se uso6 un haz de laser colimado procedente un laser diodo
de CW a 975 nm (Thorlabs L975P1WJ) para irradiar la placa Petri.
La potencia de salida se midié con un medidor de potencia a la
distancia exacta del area de irradiacion (Thorlabs PM100A) vy
después, se irradiaron las células durante 45 minutos. La placa
Petri se mantuvo a 37°C durante la irradiacion.

Tras la irradiacion, se hizo un test de viabilidad celular
usando el Cell LIVE/DEAD® Kit (Life Technologies). La
fluorescencia se registrd6 usando un microscopio invertido Zeiss
Axiovert 40 CFL (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Alemania), en el
rango 515-565 nm y 590-740 nm para el verde (Calceina) y el rojo
(EthD1), respectivamente. El brillo y contraste de las imagenes se
ajusté usando el software Fiji. La cuantificacion se llevé a cabo
contando el numero de células vivas frente al de células muertas en
el campo del microscopio localizado justo en el centro de la zona
irradiada (n= 3 réplicas).

Ademas, para comprobar la morfologia en detalle de las
células, éstas se sembraron en una camara Permanox de 4 pocillos
(Nalgene Nunc International, Naperville, IL). Después, las células
se irradiaron como se ha descrito arriba y, seguidamente se fijaron
en una PBS 0,1 M con un 3,5% de glutaraldehido durante una hora
a 37°C. Las células se fijaron posteriormente en OsOs al 2%
durante a una hora a temperatura ambiente y mantenidas en
acetato de uranilo al 2%, en la oscuridad y a 4°C durante 2 horas.
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Finalmente, las células se lavaron con agua destilada, se
deshidrataron en etanol y se embebieron en la resina Durcupan
(Fluka, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) durante una noche. Tras la
polimerizacion, se cortaron una serie de secciones semifinas (1,5
um) con un ultramicrotomo UC-6 (Leica, Heidelberg, Alemania) y se
tintaron con azul de toluidino al 1%. Se tomaron fotomicrografias
digitales con un microscopio Nikon Eclipse E800. Las secciones
ultrafinas (60-70 nm) también se prepararon y se tintaron con citrato
de plomo (disolucion de Reynolds). Finalmente, Ilas
microfotografias se obtuvieron usando un microscopio electronico
de transmision FEI Tecnai G2 Spirit (FEI Europe, Eindhoven,
Holanda) equipado con una camara digital Morada (Olympus Soft
Image Solutions GmbH, Munster, Alemania).
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Anexo 1- Perfiles cinéticos de desaparicion de fluorescencia
de los nanohibridos

Los tiempos de vida de apariciéon y desaparicion (ta y 1q) se
determinaron a partir del ajuste de los datos a la siguiente ecuacion:

y=A4,(1— A, -exp™3t) - exp™+t + Aq

UCNPd
6000
Valor Error
m1 19369 79.097
4500 A m2 1.7171 0.0050294
’C-U:\ m3 | 2.1826e-5| 1.0762e-7
E/m m4 | 1.2816e-5| 2.0672e-8
530007 m5 | 6.025 0.36423
- R2 | 0.99919
1500 A
0 5 5 5 ™5 6
0 210 410 610 810 110
Tiempo (ns)
4000
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m1 1,4849 0,16213
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UCNP@PEG

4000
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(u.a.)

IF
545

UCNP-IBDP@PEG
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Capitulo 6- Sintesis de UCNP recubiertas con
cucurbit[n]uril como dadores de energia
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Capitulo 6- Sintesis de UC@CBI[n]

6.1- Introduccion

Los cucurbit[n]urilos (CB[n], n=5-10) son moléculas
macrociclicas solubles en agua formadas por (n) unidades de
glicolurilo unidas por puentes de metileno."? Estos macrociclos
presentan forma de calabaza (cucurbita) a la cual deben su nombre,
con dos portales idénticos en los extremos formados por los
oxigenos de los grupos carbonilos y una cavidad interna
hidrofobica.>® Tienen una altura de 0,91 nm y el tamafio de la
cavidad interna aumenta con el numero de unidades de glicolurilo
en la estructura, siendo 0,39 nm para CB[6], 0,54 nm para CBJ[7] y
0,69 nm para CB[8] (Figura 6.1).4% Los CB[n] son de gran interés
debido a su capacidad de reconocimiento molecular* y muchas
moléculas organicas pueden estabilizarse en el interior de la
cavidad a través de interacciones hidrofobicas.52
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Figura 6.1. Estructura del CB[6], CB[7] y CBI[8].

Ademas, los carbonilos situados en los extremos pueden
interaccionar mediante interacciones ion-dipolo® con un gran
numero de cationes metdlicos,>®° entre ellos los cationes de
lantanidos,''* asi como unirse a la superficie de nanoparticulas
metalicas como oro, """ plata,'®'® platino?® o paladio.?'

Los complejos huésped-receptor de los CB[n] con
croméforos basicos triciclicos han sido muy estudiados debido a las
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propiedades fotofisicas de estos cromdforos?’ pudiendo ser usados
en laseres de cromodforos??, fotosensibilizadores en terapia
fotodinamica?®*?® o en la fabricacion de celdas solares.?’?® Los
complejos que forman pueden ser 1:1, 1:2 o 1:3 dependiendo del
tamano del CB. Por ejemplo, el CB[7] es capaz de albergar en su
interior el mondmero del azul de metileno (AM), mientras que el
CB[8] con una cavidad interna mayor puede hospedar el dimero del
AM (AM,).”

La encapsulacion de los cromoforos con CB presenta
algunos beneficios en sus propiedades fotofisicas y fotoquimicas
tales como incremento de la fluorescencia, proteccion frente a
desactivadores de la fluorescencia, fotoestabilizacion, prolongacion
del tiempo de vida de fluorescencia, e incremento de la solubilidad
en agua, asi como prevencion de la agregacion del cromoforo.?

Teniendo en cuenta la alta afinidad de los carbonilos por la
superficie de las UCNP, nos planteamos el recubrimiento de UCNP
desnudas con CB a través de la formacion de complejos de
exclusion, UCNP@CB. Asi, el CB tendria un portal de carbonilos
libre para poder interactuar con otras moléculas organicas
funcionales.

~ ~
\N s N ~ \T o I\ll/
| ' | :
AM PY
Figura 6.2. Estructuras de los croméforos usados.

A lo largo de este capitulo se hablara de la sintesis y
caracterizacion de UCNP@CBIn], siendo n=6, 7 y 8, asi como su
posterior funcionalizacidon con dos cromoéforos triciclicos basicos
(Figura 6.2), especificamente la pironina Y (PY), UC@CB[n]@PY y
el AM, UC@CBI[n]@AM, a través de la formacion de complejos de
exclusion con el portal de carbonilos libre.

Por un lado, la PY posee una alta intensidad de emision (®r
~ 50%), mientras que la del AM es insignificante debido al elevado
rendimiento cuantico de la relajacion no radiativa (rendimiento
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cruce intersistemas al estado triplete del 52%) es mucho mayor que
el de la radiativa (®r ~ 3%). EI AM presenta una elevada eficiencia
en la formacion de oxigeno singlete (®a~ 50%, Tabla 6.1).

?\vabs ?\vem

(nm) (nm) Ok(c) | Dr(c+CB[7]) | Or(c+CB[8]) Da
PY 658 576 0,47 0,86 0,15 0,12
AM 545 684 0,03 0,13 0,01 0,52

Tabla 6.1. Propiedades fotofisicas de los croméforos AM y PY en agua.’-?
®r(c), Dr(c+CBI[7]) y ®r(c+CB[8]): rendimiento cuantico de fluorescencia del
cromoéforo, del complejo cromoéoforo@CB[7] y del complejo
cromo6foro@CB[8]. ®a: rendimiento cuantico de formacion 102.

Los nanohibridos UC@CB[N|@AM (n =6 y 7) fueron
evaluados como fotosensibilizadores para la generacién de
oxigeno singlete ('0O2). La formacion de 'O, tras la excitacion en el
NIR fue determinada con una sonda quimica, especificamente 1,3-
difenilisobenzofurano (DPBF), siguiendo la disminucién de su
absorcién debido a su reaccion con '0s.

6.2- Resultados y discusién

6.2.1- Preparacion de los nanohibridos de UC@CB[n]

Los nanohibridos UC@CBI[n] se prepararon por agitacion de
una mezcla de nanoparticulas de NaYF4: Yb%, Er®* desnudas vy el
correspondiente CB[n] (n=6, 7 y 8).

Las imagenes de HRTEM constataron la obtencion de
UCNP homogéneas en forma de prismas hexagonales con un
tamafio de (32.7+1.7) x (19.1£1.4) nm (Figura 6.3). Ademas, se
puede observar que la funcionalizacion con los diferentes CB[n] no
afecta ni a la forma ni al tamafio de las UCNP.

Las imagenes HRTEM muestran una fina capa organica
alrededor de cada UCNP. El tamafio de esta capa fue de 1,2 + 0,1
nm para UC@CBJI6], 1,5+ 0,3 nm para UC@CB[7] y 1,2 £ 0,2 para
UC@CBI8]. Estos espesores son consistentes con la altura del
CBI[n] (0,91 nm).*°
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i

Figura 6.3. Imagenes de HRTEM de A) UCNP desnudas, B) UC@CBJ6], C)
UC@CBJ[7] y D) UC@CBI8]. Barra de escala: 10 nm.
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Figura 6.4. EDX de las nanoparticulas NaYFa: Yb3*(18%), Er**(2%).
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10 20 30 40 50 60
20 (°)
Figura 6.5. Espectro de XRD de las UCNP desnudas.
El analisis de dispersion de energia de rayos X (EDX) y el
XRD (Figura 6.4 y Figura 6.5, respectivamente) corroboraron la
obtencion de UCNP de composicion NaYF4: Yb3*(18%), Er** (2%) y
en fase hexagonal.

1800 1600 1400 1200 1000 800 600
Numero de onda (cm'1)

Figura 6.6. Espectros FTIR de CBI[n] (linea punteada) y UC@CBIn] (linea
continua) de n= 6 (linea roja), 7 (linea azul), 8 (linea verde).

Se llevaron a cabo medidas de espectroscopia FTIR con la
finalidad de verificar el recubrimiento de las UCNP con los CBJ[n] a
través de los grupos carbonilos de uno de sus portales. La Figura
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6.6 muestra los espectros FTIR del CB[6], CB[7] y CBI[8]
comparados con sus respectivos UC@CBIn].

La banda intensa sobre 1720 cm™ corresponde al
estiramiento vibracional v.s(C=0), que se desplaza a valores mas
altos en el nanohibrido. El desplazamiento es mas alto para los
nanohibridos UC@CBI6] (16 cm™) y UC@CBJ[7] (17 cm™) que para
el UC@CB[8] (4 cm™). Estos cambios sugieren una interaccion de
los CB[n] con la superficie de las UCNP a través del grupo
carbonilo. Los desplazamientos a numero de ondas mayores se
deben a desplazamientos del enlace C=0 con respecto del plano
que forman los enlaces N-C-N cuando el CB[n] se ancla en la
superficie de las UCNP. Estos cambios son menos significativos en
el CB[8], probablemente debido a una interacciéon menos efectiva
con la superficie de la UCNP.
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Figura 6.7. Curvas de TGA (discontinuas) y su primera derivada (continuas)
de las UCNP desnudas (linea negra), UCNP@OA (linea rosa), UC@CBI6]
(linea roja), UC@CBI7] (linea azul) y UC@CBI8] (linea verde).
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Los TGA de los diferentes nanohibridos UC@CB[n] fueron
registrados para determinar la cantidad de CB[n] adherida a la
superficie de la nanoparticula. Las curvas de TGA y sus primeras
derivadas (Figura 6.7) muestran la pérdida de masa
correspondiente al CB[n]. Se observa descomposicién a partir de
420°C para UC@CB[6] y UC@CB[8] mientras que para UC@CBJ7]
se produce a menores (sobre 370°C). Estos datos coinciden con lo
publicado para los CB[n].*° La pérdida de masa por debajo de
500°C del 31%, 33% y 14% para UC@CB[6], UC@CBI[7] vy
UC@CBI8], respectivamente, y es atribuible a la pérdida del CBI[n].

La Figura 6.8 muestra los espectros de emision UC de los
nanohibridos. Todos los espectros se midieron excitando a 980 nm
en “front face” usando una dispersién del nanohibrido de 1 mg-mL-
' (concentracion de UCNP).

IF (ua.)

400 500 600 700
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Figura 6.8. Comparacion de los espectro de emision (Aexc = 980 nm) de UCNP
(linea negra), UC@CBI6] (linea roja), UC@CBI7] (linea azul) y UC@CBI8]
(linea verde).

La intensidad de emisiéon de los UC@CB[n] aumenta
drasticamente en comparacion con la de las UCNP desnudas. La

emision en 540 nm de UC@CB[6], UC@CBJ7] y UC@CBI[8] fue de
4.9, 6,9 y 5,4 mayor que la de las desnudas, respectivamente.

6.2.2- Nanohibridos UC@CB[n] como dadores de energia

Con la finalidad de estudiar la versatilidad de estos
nanohibridos como dadores de energia y como base para la
fabricacion de nanohibridos mas complejos, se hicieron ensayos
con dos croméforos triciclicos cationicos, el AM y la PY.
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Estudios previos han demostrado las interacciones entre
diferentes CB[n] y croméforos como el AM y la PY.” El tamafio de
la cavidad de los CB[n] depende del nimero de unidades de
glicolurilo (n) y por tanto, a mayor n mayor sera el tamafo de las
moléculas que pueda albergar dicha cavidad. Por ejemplo, el CB[7]
puede encapsular el AM pero el CB[8] es capaz de estabilizar el
dimero del AM (AM) en su interior, mientras que en la cavidad del
CB[6] no cabe ninguno de los dos.” Esto se puede comprobar con
el espectro de absorcion y emision de mezclas conteniendo CB[n]
y AM."® La Figura 6.9 muestra como los espectros de absorcion y
emision de la mezcla CB[6]/AM corresponden con los del AM libre.
Sin embargo, en la mezcla de CB[7]/AM se observa un
desplazamiento de la absorcion y de la emision hacia el azul (Figura
6.9) debido a la formacion del complejo de inclusion CB[7]@AM.'®
En el caso del CB[8], el espectro de absorcién, con maximo en 611
nm, corresponde al AM, y, por tanto, la emisibn es muy baja
(Dr~1%).
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Figura 6.9. Espectros normalizados de absorcion (A) y de emision (Aexc = 640
nm, B) de disoluciones de CB[6]/AM (linea naranja), CB[7]/AM (linea rosa) y
CB[8]/AM (linea violeta).

Resultados analogos se obtienen con la mezcla PY. El CB[7]
puede encapsular a una molécula de PY, pero el CB[6] es
demasiado pequefio para albergar en su interior la molécula de PY.
La cavidad mucho mas grande del CB[8] permite la encapsulacién
del trimero (PY)s; que no es emisivo.”
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6.2.2.1- Formacion de nanohibridos UC@CB[n]@AM

Se anadieron concentraciones crecientes de una disolucion
acuosa de AM a 2 mL de una dispersién de UC@CBI[n] en agua de
concentracion 0,018 mg-mL™". Teniendo en cuenta los resultados
del TGA (Figura 6.7), se calcul6 una cantidad de CB[n] de 5,5, 5,3
y 24 uM para UC@CB[6], UC@CB[7] y UC@CBI8],
respectivamente. Se adicionaron alicuotas de una disolucion
acuosa de AM (0-100 uL) de manera que la ultima alicuota igualaba
la concentracion de CB[n] con la de AM.

Tras cada adicion se registraron los espectros de emision
con Aexc = 980 nm y 640 nm, asi como el espectro de absorcion de
la mezcla. Para simplificar vamos a centrarnos en la mezcla
correspondiente a la ultima adicion, donde la concentracion de
CB[n] y de AM son iguales.
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Figura 6.10. Arriba: Espectro de emision (Aexc = 980 nm) de A) UC@CBI6], B)
UC@CBJ[7] y C) UC@CBI8] antes y después de la adicion de AM en
concentracion similar a la de CB. Debajo: Cambio en la intensidad de emisién
para los nanohibridos UC@CBI[n] a 540 (negro) y 654 (rojo) nm tras la adicion
de concentraciones crecientes de AM.

La Figura 6.10 muestra los espectros de emision Aex. = 980
nm de los nanohibridos antes y después de la adicion de AM. Se
observa una desactivacion de la fluorescencia en 550 y 650 nm
para UC@CBI[6] y UC@CB[7] tras la adicion de AM. Para el
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UC@CBI8] la disminucion de la emisidon es insignificante. La
desactivacion observada se debe a la transferencia de energia de
las UCNP al AM debido al solapamiento del espectro de emision de
las UCNP con el de absorcién del AM. En cuanto a las diferencias
observadas entre los UC@CBI|n], podria deberse a diferencias en
la interaccion entre el nanohibrido y el AM.

El espectro de absorcion de UC@CBI[8]/AM muestra un
maximo de absorcién en 611 nm aproximadamente y no presenta
emision (Figura 6.11). Estos datos estdn de acuerdo con la
encapsulacion del dimero en el interior del CB[8], que lleva a la
formacion del nanohibrido UC@CB[8]@AM..
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Figura 6.11. Espectros de absorcion (izquierda) y de emision (Aexc = 640 nm,
derecha) normalizados de dispersiones de UC@CB[6]/AM (linea gris),
UC@CBJ[7]/AM (linea azul) y UC@CBI[8)J/AM (linea verde).
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Los espectros de absorcibn y emision tanto de
UC@CBI[7]/AM como de UC@CBI[6]J/AM son practicamente
idénticos, con un maximo de absorcién en 664 nmy uno de emision
en 684 nm (Figura 6.11), los cuales coinciden con los del AM libre.

Los resultados son consistentes con la formacién de
complejos de exclusion entre los nanohibridos UC@CB[6] vy
UC@CB[7] y AM, esto es la formacion del nanohibrido
UC@CBI[n]@AM. Se deduce que la encapsulacion del AM en la
cavidad del CB[n] (n =6 y 7) no es un proceso competitivo con la
unién del CB[n] a la superficie de la UCNP.

Con la finalidad de obtener informacién sobre la interaccion
entre el CB[n] del nanohibrido UC@CBI|n] y el AM, se registraron
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los espectros 'H-RMN de una dispersion de UC@CB[7]@AM en
D,0 (Figura 6.12).
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Figura 6.12. Espectro de 'TH-RMN de UC@CB[7]/AM (linea negra) y AM (linea
azul) y CBJ[7] (linea violeta) en D20. Los desplazamientos quimicos (3) estan
en ppm.

Cabe destacar que las senales correspondientes al AM y
CBJ7] en el nanohibrido son mas anchas en comparacién con el AM
y CBJ7] libre debido a su restringida rotacién en el nanohibrido.

En cuanto al desplazamiento de las sefiales, a excepcion de
los protones del grupo dimetilamino (que se desplazan ligeramente
a campos mas bajos) el resto de los protones del AM, sobre todo
los que estan cerca del atomo de azufre asi como los
correspondientes al CB, se desplazaban a campos mas altos.

Por otro lado, el numero de sefiales correspondientes al AM
en el nanosistema UC@CB[7]@AM fue el mismo que en el AM
libre. Por tanto, se descarta la coordinacion del AM a través de uno
de los grupos dimetilamino y se propone su localizacién simétrica
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en el portal de carbonilos libre del CB[n] y se union a los carbonilos
a través del cation de azufre central (Figura 6.13).
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Figura 6.13. Interaccion propuesta entre UCNP, CB[7] y AM.
6.2.2.2- Formacion de nanohibridos UC@CB[n]J@PY

Se realizaron experimentos analogos con la PY. Los
espectros de absorcion y emision excitando a 980 nm y a 540 nm
se muestran en la Figura 6.14.

Las tendencias observadas para la PY fueron similares a las
del AM. Los espectros de absorcion de las mezclas UC@CB[n]/PY
muestran la tipica banda del mondmero de la PY con Amax @ 545 nm
enelcasoden=6y 7y labanda con Amaxa 500 nm correspondiente
al dimero para n= 8.

Los espectros de emision de las mezclas UC@CBI[n]/PY
excitando a lIa PY (Aexc = 540 nm (n= 6y 7) y 500 nm (n=8)),
mostraron una emision intensa en Aem = 570 nm, mientras que
apenas se observa emision para el caso del dimero.

En cuanto a los espectros de emisién excitando a 980 nm,
se observd una intensa desactivacion de la fluorescencia de la
UCNP en el caso de UC@CBJ6] y UC@CBJ[7], mientras que no se
detectaron cambios en la emisién para UC@CBI8] (espectro no
mostrado). La desactivacion de la emision UC por la PY en el
nanohibrido UC@CB[n]@PY (n= 6 y 7) es mucho mayor que la
producida por el AM en el nanohibrido UC@CB[n]@AM (n=6y 7),
puesto que existe un mayor solapamiento entre el espectro de
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absorcion de la PY y el de emision de las UC (integrales de
solapamiento estimadas: Jaw=1,395-10"" nm*M'-cm™ y Jpy=
1,913-10" nm*-M"-cm™).
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Figura 6.14. Espectros de absorcion (A) y de emision excitando a 500 nm (B)
de UC@CBI[n]/PY, n=6 (linea negra), n=7 (linea roja) y n=8 (linea azul).
Espectros de emision (Aexc =980 nm) de UC@CBI6] (C) y UC@CBI[7] (D) antes
y después de la adicion de PY.

A diferencia de la emision del AM, la emisiéon de la PY es
mucho mas intensa (©®~47%) y apenas se solapa con la de las
UCNP. Por tanto, en el espectro de emision (Lexc = 980 nm) del
nanohibrido UC@CBI[n]@PY (n= 6 y 7) se observo la banda de
emision del monémero de la PY (Amax = 573 nm, Figura 6.14)
evidenciando asi la transferencia de energia desde la UCNP a la
PY.

La interaccion propuesta entre la UC@CBJ[7] y PY en el
nanohibrido UC@CBI[7]@PY es analoga a la propuesta para el AM
(Figura 6.15).
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Figura 6.15. Interaccion propuesta para UC@CBI7] y PY.
6.2.3- Recuperacion de los nanohibridos UC@CBI[n]

Se centrifugaron las muestras a 10000 rpm durante 10
minutos a temperatura ambiente. El precipitado se redispers6 con
la misma cantidad de agua milliQ y se midieron los espectros de
absorcion del precipitado redispersado y del sobrenadante
comparandolos con los obtenidos de la mezcla UC@CB[n)/AM
(Figura 6.16).

En todos los casos la mayoria del AM permanece en el
sobrenadante y el precipitado corresponde a los correspondientes
nanohibridos UC@CBI[n]. Para el caso de UC@CB[n]@AM (n=6y
7) aparece la banda de absorcion caracteristica del AM. Como era
de esperar el espectro de la mezcla UC@CB[8]/AM corresponde al
complejo de inclusion AM>@CB[8]. Teniendo en cuenta que en las
mezclas iniciales la concentracién de CB y AM era la misma, y el
AM queda encapsulado como dimero en el sobrenadante, la mitad
de los CB quedaron libres.

Por lo tanto, el precipitado de la mezcla UC@CBI[8])/AM esta
formado por UCNP parcialmente cubiertas con unidades de CB[8]
Y, por eso, la emision de upconversion disminuye comparada con
la de UC@CBI8].
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Estos resultados sugieren que la interaccion entre el CB[n]
y el UCNP en los nanosistemas UC@CBI[n)J/AM (n =6y 7) es mas
fuerte que la del CB[n] y AM. En el caso UC@CB[8]/AM, la
interaccion entre el AM; y la cavidad interna del CB[8] es mucho
mas fuerte que la interaccion UC@CBI8].
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Figura 6.16. Espectros de absorcion (A, C y E) y de emision (B, Dy F) a Aexs
= 980 nm de dispersiones de UC@CBI[n]/AM (en negro), del precipitado (en
rojo) y del sobrenadante (en azul) obtenidos tras la centrifugacion. A y B:
n=6, Cy D: n=7 y Ey F: n=8. Para comparar se ha anadido en verde la emisién
del correspondiente UC@CBIn].
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6.2.4-Capacidad de los nanohibridos UCNP@CB[n]|@AM
para generar oxigeno singlete

El AM ha sido usado en una gran variedad de aplicaciones
fotoquimicas incluyendo su utilizacion como fotosensibilizador en
terapia fotodinamica.?*3' Por ello, se evaludé la capacidad del
nanosistema UC@CB[n]@AM (con concentracion AM:CB 1:1) para
generar oxigeno singlete tras irradiar en el NIR. Teniendo en cuenta
los resultados anteriores, se esperaria que la mezcla
UC@CBI[8]J/AM fuera poco eficaz, ya que la eficiencia en la
produccion de 'O, es mucho menor para el AM; que para el
monomero cuando se excita al cromoforo.?

Figura 6.17. Esquema de la deteccién de la generacion de '0a.

Para determinar la formacion de oxigeno singlete, se uso
DPBF como sonda interna. Se eligié esta sonda ya que presenta
una banda de absorcion en el rango de 350-450 nm donde no
absorbe ni el AM ni el AM.. El DPBF reacciona rapidamente en
presencia de 'O, formando el dibenzoilbenceno (DBB), que no
presenta absorcion en el rango 350-450 nm (Figura 6.17). Ademas
el DPBF es una sonda selectiva, ya que no reacciona ni con
oxigeno molecular ni con aniones superoxidos.

Se irradiaron los nanohibridos UC@CB[nNJ@AM (n =6y 7)
en presencia de DPBF a diferentes intervalos de tiempo tras los
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cuales se midi6 el espectro de absorcion. La Figura 6.18 muestra

la disminucion de la banda correspondiente al DPBF (Amax = 422
nm) tras cada intervalo de irradiacion a 980 nm de una mezcla de
UC@CBI7]/AM en presencia de DPBF. Esto indica que se esta
generando 'O; tras la excitacion de la UCNP.
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Figura 6.18. Espectros de absorcion medidos antes y después de cada
intervalo de tiempo de irradiacién en el NIR de la mezcla UC@CBI[7]/AM hasta
70 minutos.

El mecanismo de generacion de 'O, es complejo, ya que
implica diferentes pasos de transferencia de energia. Al irradiar los
nanohibridos a 980 nm, se produce la transferencia de energia de
las UCNP al AM, generandose su estado excitado singlete ("AM) y
tras cruce intersistemas da lugar a su estado excitado triplete (CAM).
Seguidamente, 3AM transfiere su energia al oxigeno molecular para
formar oxigeno singlete, el cual reacciona con el DPBF produciendo
DBB.

0,2

0 10 20 30 40 50 60 70
Tiempo (min)

Figura 6.19. Absorcion a 422 nm tras cada intervalo de tiempo de irradiacién
de la mezcla de DPBF y UC@CBI[n]/AM n = 6 (linea negra) y n =7 (linea roja).
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El nanohibrido UC@CB[6]@AM también resulté eficaz en la
produccion de 'O.. La Figura 6.19 muestra la degradacion de la
sonda DPBF tras la irradiacion del nanohibrido a 980 nm. A partir
de los datos obtenidos a intervalos de tiempos cortos (30 segundos)
para los primeros 15 minutos, se calculd la velocidad de
degradacion del DPBF que fue de 80 min' y 11 min™,
aproximadamente, para UC@CB[7]l@AM y UC@CB[6]J@AM,
respectivamente.

Las diferencias observadas entre los nanohibridos
UC@CB[6]J@AM y UC@CBI[7]@AM se deben, por un lado, a la
menor luminiscencia de UC@CBI[6] y, por otro lado, a la menor
cantidad de CB[6] que de CB[7] en la superficie de la UCNP.

6.3- Conclusiones

Se ha demostrado que el CB[n] (n=6, 7 y 8) se adsorbe
espontaneamente sobre la superficie de las nanoparticulas de
NaYFs  Yb3*(18%), Er*(2%) obteniendo los nanohibridos
UC@CBIn]. Estos nanohibridos son altamente estables y emisivos
y, ademas, son capaces de formar complejos de exclusion (n =6y
7) con cromoforos triciclicos basicos como AM y PY a través del
portal de carbonilos libre del CB. En el caso de UC@CBI[8], el AM
desestabiliza la interaccién entre CB[8] y UCNP debido a la
formacion de complejos de inclusion AM.@CBJ8].

En el caso de los nanohibridos UC@CB[nJ@PY (n =6y 7)
se ha observado la emisién de la PY tras la irradiacion del
nanohibrido en el NIR debido a la transferencia de energia desde
la UCNP a la PY. El nanosistema UC@CB[7]@AM ha resultado ser
mas eficiente en la produccion de oxigeno singlete tras su
irradiacion a 980 nm.

Por tanto, los nanohibridos UC@CB[n] pueden actuar como
plataforma para la construccion de nanosistemas mas complejos y
como eficientes dadores de energia a cromoforos cationicos.
Teniendo en cuenta el interés de los cromdforos triciclicos basicos
en terapia fotodinamica, los sistemas UCNP@CB[7]@AM pueden
ser de gran interés para este tipo de tratamientos.

147



Capitulo 6- Sintesis de UC@CBI[n]

6.4- Procedimiento experimental

6.4.1- Material

Los reactivos quimicos usados para la sintesis de
nanoparticulas fueron: cloruros de lantanidos hexahidratados de
pureza >99,9% (YCl3-6H20, YbCl3-:6H.O y ErCls-:6H.0), 1-
octadeceno (95%), acido oleico (99,9%), NaOH y NH4F (99,99%).
Todos ellos, los CB[n] y AM fueron usados sin purificacion previa.
La PY fue purificada mediante una doble recristalizacion con etanol.

6.4.2- Sintesis de nanoparticulas de NaYFs: Yb**, Er*
recubiertas con oleato

Las UCNP@OA se sintetizaron mediante el mismo
procedimiento que en capitulos anteriores.*

6.4.3- Sintesis de nanoparticulas de NaYFs;: Yb**, Er*
desnudas

Las UCNP desnudas se sintetizaron siguiendo un protocolo
experimental descrito previamente y explicado en el Capitulo 5.3

6.4.4- Sintesis de nanoparticulas de NaYFs;: Yb*,
Er**derivatizadas con CB[n]

Se disolvieron 0,01 mmol del correspondiente CB[n] (n=6, 7
y 8) en 5 mL de agua MilliQ. Por otro lado, 30 mg de UCNP
desnudas se sonicaron durante 15 minutos en 10 mL agua MilliQ
hasta conseguir su total redispersion. Se afadié la disolucion de
CB[n] a la dispersion de UCNP desnudas y se agitd en la oscuridad
durante 24 horas en un agitador orbital a 350 rpm. Las
nanoparticulas se precipitaron por centrifugacién (10000 rpm, 10
min, 25°C) y se desechd el sobrenadante.

Con la finalidad de eliminar el exceso de CBin], el
precipitado se sonico durante 10 minutos en 15 mL de agua seguido
de su centrifugacion (10000 rpm, 10 min, 25°C). En total se
realizaron 5 ciclos sonicacion/centrifugacion con un volumen total
de 30 mL de agua y 45 mL de acetonitrilo.
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Finalmente, tras 24 h al vacio, las UC@CB[n] se
redispersaron en agua MilliQ.

6.4.5- Modelos moleculares

Los modelos moleculares en 3D se construyeron con el
software ChemBio 3D Ultra version 12.0. y se optimiz6 la energia
con el método MM2 incluido en este software.
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7.1- Introduccion

La combinacién de diferentes tipos de nanomateriales es
una herramienta util para la creacion de nanohibridos con
propiedades excepcionales. No obstante, el ensamblaje de los
nanomateriales requiere un alto control en la sintesis, manipulacion
y caracterizacion de los nanomateriales. A dia de hoy se han
sintetizado nanohibridos combinando UCNP con nanoparticulas
inorganicas’ como quantum dots,?® nanoparticulas metalicas®?® y
magnetitas.?

En los ultimos afios, las nanoparticulas de perovskitas de
haluro organometdlicas han alcanzado gran interés por su
aplicabilidad en el campo de celdas fotovoltaicas?’-*! y dispositivos
emisores de luz (LED).3#3¢ Son especialmente interesantes las de
férmula general AMXas, donde A es un catién organico de amonio,
como metilamonio o etilamonio, M es el ién metélico (Pb, Sn...), y
X es un halégeno. Estas nanoparticulas poseen unas propiedades
Opticas unicas, tales como bandas de absorcidn anchas, un elevado
coeficiente de absorcion molar y bandas de emision estrechas.®”-%
Ademas, presentan propiedades excitonicas®*4° y conductividad
eléctrica.*42

Existe un gran numero de UCNP funcionalizadas con
diferentes fluoréforos organicos,***® pero su combinacién con
nanoparticulas luminiscentes se limita a quantum dots de CdSe?® o
carbon dots.*” A diferencia de los QD, las nanoparticulas de
perovskita CH3NHsPbBrs (PK) se pueden sintetizar en condiciones
muy suaves y tienen altos rendimientos cuanticos de luminiscencia
y alta fotoestabilidad en aire sin necesidad de cubrirlas con una
capa inorganica.*®*

El objetivo de este capitulo es lograr el ensamblaje de dos
tipos de nanoparticulas luminiscentes, UCNP y PK, con la finalidad
de conseguir una transferencia eficiente de energia entre ellas. Esto
requiere por un lado una union efectiva entre los dos tipos de NP y
por otro lado que no se vean afectadas las propiedades emisivas
tanto del dador como del aceptor.
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A lo largo del capitulo se describiran dos estrategias para
conseguir la unién entre UCNP y PK. La primera de ellas es muy
habitual en este campo y se basa en la interdigitacién de los
ligandos debido a interacciones hidrofébicas.* La segunda de ellas,
es una técnica novedosa, en la que se usa CB[7] como agente de
union de las dos nanoparticulas. Como se vidé en el capitulo
anterior, los CB[n] (n=6-8) son capaces de adsorberse gracias a la
coordinacién entre los carbonilos y los Ln®* en la superficie de las
UCNP, quedando un portal de carbonilos libre, capaz de interactuar
con cationes.%253

Se demostrara que el CB[7] es capaz de pegar las PK a la
superficie de las UCNP, lo que permite una transferencia de energia
no trivial desde las UCNP a las PK tras la excitacion en el NIR.
Ademas, se usara un microscopio confocal de barrido con laser
multifotdbnico como técnica para evaluar la eficacia de las
estrategias de ensamblaje de ambas nanoparticulas.

7.2- Resultados y discusion

7.2.1- Preparacion y caracterizacion de los nanohibridos
Upconversion-Perovskita

Para este estudio se usaron las UCNP de NaYF,: Yb3*, Tm®*
(UC) con la finalidad de maximizar el solapamiento de la emision
UC (<500 nm) y de la absorcion de las CH3NH3PbBrs (PK) y evitar
asi el solapamiento entre sus bandas de emision.

En primer lugar, se sintetizaron las UC recubiertas con
oleato (UCoa) de manera analoga a la de los anteriores capitulos,
pero reemplazando el ErCls por TmCls. Los detalles de la sintesis
estan descritos en el apartado de procedimiento experimental. Las
imagenes de TEM (Figura 7.1) muestran que las UCoa son prismas
hexagonales de tamafio (27,8 + 1,6) x (18,1 £ 1,4) nm. El XRD
(Figura 7.2) y el analisis EDX (Figura 7.3) determinaron que las
UCoa son de fase hexagonal y de composicion NaYF4: Yb® (22%),
Tm* (1%).
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Figura 7.1. Imagen TEM de las UCoa. Barra de escala: 100 nm.
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Figura 7.2. Espectro de XRD de las UCoa.
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Figura 7.3. Analisis EDX de las nanoparticulas NaYF4: Yb**(22%), Tm3*(1%).

Parte de las UC@OA se desnudaron mediante acidificacion
con HCI para obtener UC,,% mientras que el resto se usé para el
ensamblaje de UC y PK por el método de interdigitacion.
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7.2.1.1- Preparacion y caracterizacion del nanohibrido
UCn@P KCB.

El primer intento de sintesis del nanohibrido se llevo a cabo
mediante la adicion de una dispersion de UC, a una dispersion de
perovskitas recubiertas con CBJ[7] (PKcs), véase la Figura 7.4.

PbBr, + MABr + CB[7)/ DMF [uc, + cB[7] /IDMF]

Th ~ 8 3 dias

-

Tolueno UcC @PK,

UC @PK,,

® PK NP
@ UCNP
® CB[7]

e MA*

= Bratoms

Figura 7.4. Esquema de preparacion de nanohibridos UC.@PKce1 e
interaccion propuesta para los nanohibridos UC.@PKcs. a) centrifugacion y
separacion del precipitado y b) redispersion del precipitado en tolueno.

La sintesis de PKcg se llevé a cabo mediante el método de
inyeccion en disolvente. Basicamente, se inyectaron 200 uL de una
disolucion de DMF que contenia CB[7], bromuro de metilamonio
(MABr) y PbBr. (relacion molar MABr/PbBr. 2:1 y PbBr2 /CB[7]
14.3:1.0) en 5 mL de tolueno. Inmediatamente después de la
inyeccion se observo un cambio de coloracion de incoloro a naranja
(Figura 7.4), indicando la formacion de perovskitas. Estas
mostraron poca dispersabilidad, lo cual indicaba una baja eficiencia
en la formacion de la perovskita como nanoparticula.

A pesar de esto, se midieron los espectros de absorcién y
emision (Figura 7.5), donde se observaba una emision muy
pequefia con un maximo en 538 nm (rendimientos cuanticos no
medibles).
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Figura 7.5. Espectro de absorcion (--) y de emisiéon (—) de la PKcs en tolueno
(Aexc= 350 nm).

Aun asi, y teniendo en cuenta la gran flexibilidad estructural
que poseen las perovskitas, se afiadi6 UC, a esta dispersion
naranja. Tras la adicion de las UC, no se observo ningun cambio
en el color de la dispersién, pero el coloide cambié a un color
amarillento después de un tiempo de agitacion prolongado (3 dias)
en presencia de un exceso de CB[7] (Figura 7.4 y Figura 7.6). Estos
resultados sugerian la formacién del nanohibrido UC,@PKcs1, no
obstante, su emision (Aexe = 350 nm) era muy baja, con rendimientos
cuanticos del 5% (Tabla 7.1).
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Figura 7.6. Evolucion del espectro de emision de las PKcs después de la
adicion de UCh (inicial) y tras la agitacion durante 1, 2 y 3 dias (1d, 2d y 3d,
respectivamente) en presencia de un exceso de CB[7].

Con el objetivo de mejorar las propiedades emisivas del
nanohibrido, se sigui6 la misma estrategia pero afiadiendo bromuro
de adamantilamonio (ADABr) a la disolucién precursora de
perovskitas, obteniendo el nanohibrido UC,@PKcs.
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PbBr, + MABr + CB[7]

+ ADABr/ DMF uc, | DMF
1h / a, b

/

20 h

..

Tolueno UC @PK_g,
Figura 7.7. Esquema de la preparacion de nanohibridos UC.@PKcs2. a)
Decantacion y separacion del precipitado y b) redispersion del precipitado
en tolueno.

La Figura 7.7 muestra el procedimiento seguido en la
preparacion de UC,@PKce2. Brevemente, a una disolucion de
MABr, ADABr, CB[7] y PbBr2 se afiadieron las UC, y se agitd a
temperatura ambiente y en la oscuridad durante 20 h. El
nanohibrido resultante se precipité por decantacién durante una
noche.

PKcs UCh@PKce1 UCh@PKce2 PKoca UCoa@PKoca

Jem (NM) 538 523 525 527 529
ATMM o5 22 18 25 24
(nm)

ta(ns) 319 13032 5455  865.7

D 0,05 013 0,71 0,69

ws) 30.0 685 337 206
(A1%) (67.5) 622) (693)  (79.9)
w(s) 1642 4025 2031  228,0
(A2%) (27.1) 28,7)  (251)  (16.7)
ws) 6705 21201 10543 16649
(A3%) (5.4) (9,1) (5,5) (3,3)

Tabla 7.1. Comparacion de los datos de fotoluminiscencia de PKcs,
UC.@PKce, PKoca y UCoa@PKoca en tolueno. Las contribuciones (Ai) estan
en paréntesis.

La Figura 7.8 muestra una imagen TEM representativa del
nanohibrido UC,@PKcs2, donde se observa claramente la
presencia de nanoparticulas de perovskitas de tamafio 4,3 £ 1,4 nm
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alrededor de la superficie de las UC,. Cabe destacar que no se
observd la presencia de perovskitas bulk o de perovskitas
embebidas en placas. La obtencion de imagenes de HRTEM de alta
resolucion no fue posible debido a la descomposicién de las
perovskitas provocada por el haz de electrones, tal y como se ha
demostrado publicaciones anteriores.5%%°

Figura 7.8. Imagen TEM del nanohibrido UC,@PKcs:.

En cuanto a las propiedades fotofisicas (Tabla 7.1 y Figura
7.9) del nanohibrido UC.@PKcs2, el espectro de absorcion verifica
la presencia de los dos tipos de NPs. Se aprecia un maximo de
absorcion en 520 nm correspondiente a las PK asi como la
dispersiéon causada por la presencia de las UCs.
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Figura 7.9. A) Espectro de absorcion (--) y espectro de emision (—) a Aexc =
350 nm de UC,@PKcg2. B) Espectros de emision (Aexc = 980 nm) de UCn (--) y
de UC.@PKcag2 (—).

Ademas, la emision a Aexc de 350 nm mostré una banda muy
estrecha, con una ATMM de 18 nm, y con un maximo en 525 nm.
El rendimiento cuantico de emision (®f) en el nanohibrido
UC.@PKcs2 (13%) fue bastante mas alto que en el nanohibrido
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UC.@PKcs1 (5%). Eso sugiere que el ADABr tiene un papel
beneficioso en la cristalizacion de la perovskita sobre la superficie
de las UC..

Para comprobar la presencia del CB[7] como elemento de
unién entre las dos nanoparticulas, se realizé el espectro FTIR
(Figura 7.10). Tal y como se comento en el capitulo anterior el CB[7]
tiene una banda intensa en 1710 cm™ correspondiente a la
vibracién de estiramiento de los grupos carbonilos (vas = C=0)). En
el caso del nanohibrido UC.@PKcs2, esta banda se desplaza a
1734 cm™', debido a la interaccion con las nanoparticulas.®

1800 1500 1200 900 600
Numero de onda (cm'1)

Figura 7.10. Espectro FTIR del CB[7] (arriba) y de UC.@PKcs: (abajo).

Las PK son materiales muy sensibles al entorno,
especialmente al cambio de disolvente. La disolucién de las PK en
disolventes como DMSO, DMF o acetona, entre otros, revierte las
PK a sus precursores, lo que destruye las PK observandose la
pérdida de coloracion de la disolucién.

El espectro de 'H-RMN del nanohibrido UC,@PKcs2 en
DMSO corresponde a los compuestos organicos que formaban
parte de la nanoparticula de perovskita (Figura 7.11). Sin embargo,
no se observaron las sefales correspondientes al ADABr. Esto
indica que el ADABTr no formaba parte de la nanoparticula pasivada,
pero que juega un papel muy importante en la cristalizacion de las
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PK sobre la superficie de las UC,, obteniéndose PK mas
luminiscentes (Tabla 7.1y Figura 7.11).

A
_LAMAM d JA.M, Jiy
19 T16 0 13 10 07
B
MMJM )LJ MlLLALJJlM\L
49 18 13 10 o7
3 (ppm)

Figura 7.11. Espectro de 'H-RMN en DMSO de A) ADABr (linea roja) y
UC.@PKce: (linea azul) y B) ADABFr (linea roja) y sobrenadante de la sintesis
de UCn@PKcs: (linea azul).
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Figura 7.12. Curva de TGA (--) y primera derivada (—) de: A) UCn@PKcsz2, B)
MABT, C) PbBr2 y D) UCNP@CBI7].

El espectro de TGA del nanohibrido UC,@PKcs. (Figura
7.12A) confirma la presencia de CB[7] en el nanohibrido. Se
aprecian tres pérdidas de peso importantes, una del 18% antes de
los 304°C, otra del 12% a 390°C y la ultima del 30% entre 500 y
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650°C. ElI pico de la primera derivada de las curvas
correspondientes a MABr, UCNP@CBJ7] y PbBr, se encuentra a
335°C, 460°C y 625°C, respectivamente. Por tanto, estos
componentes en el nanohibrido se subliman a temperaturas
inferiores. Ademas, se observa que alrededor de un 40% de la
masa no se descompone/sublima a temperaturas superiores a
800°C, lo que es tipico de las nanoparticulas de upconversion.%?

| (u.a)

Figura 7.13. Espectro XRD del nanohibrido UC.@PKce2. Los picos de
difraccion correspondientes a las perovskitas estan marcados con un
asterisco y los correspondientes a las upconversion con un punto.

Con la finalidad de comprobar la presencia de los dos tipos
de nanoparticulas, se registré el espectro de XRD del nanohibrido
UC.@PKcs2. La Figura 7.13 muestra los picos de difraccion
caracteristicos de las nanoparticulas CH3;NH3;PbBr:*® que no se
solapan con los de las UC hexagonales, siendo los mas intensos
los correspondientes a los planos (001) en 14.9°, (011) en 21.1°,
(002) en 30.1°, (021) en 33.7°y (211) en 37.1°.

7.2.1.2- Preparacion y caracterizacion del nanohibrido UCoa@PKoca

La otra estrategia que se siguié para la obtencién de un
nanohibrido entre PK y UC fue mediante la interdigitacién de las
cadenas hidrofdbicas de sus ligandos (Figura 7.14).

Para ello, primero se sintetizaron perovskitas estabilizadas
con octilamonio (PKoca) de tamafo medio 5,7 + 2,2 nm mediante
un procedimiento descrito previamente en la literatura.*® Estas
nanoparticulas presentan un maximo de absorcion en 525 nm y un
maximo de emisiéon en 527 nm tras su excitacion a 350 nm (Figura
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7.15 y Tabla 7.1). Las PKoca presentaron un rendimiento cuantico
de fluorescencia del 71%.

PbBr, + MABr + OCABr / DMF

a,b

2h

UG,/ uc,,@PK
ToIL(l)gno 0 @PKoca

Figura 7.14. Esquema de la sintesis del nanohibrido UCoa@PKoca. a)
decantacion y separacion del precipitado y b) redispersion del precipitado
en tolueno.
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Figura 7.15- Espectro de absorcion (--) y de emision (—) a Aexc = 350 nm de las
PKoca.

Se realizaron varios intentos de interdigitacion entre los
ligandos de octilamonio y oleato a través de la agitacion de las
PKoca con las UCoa en tolueno, pero en ninguno de ellos se logro
obtener el nanohibrido UCoa@PKoca.

Por lo tanto, se modificd el procedimiento revirtiendo las
PKoca a sus precursores mediante la disolucion de la perovskita en
DMF, lo que producia un cambio de color de la disolucion de
amarillo a incolora. Posteriormente, se afiadia esta disolucion de
precursores gota a gota a una disolucién de UCoa, lo que inducia la
cristalizacion de las PKoca sobre la superficie de las UCoa.
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Para ello, unos pL de la disolucion anterior en DMF se
anadieron gota a gota a una dispersion de UCoa en tolueno,
obteniendo una mezcla de color amarillo. De esta dispersidén se
obtuvo un precipitado por decantaciéon durante una noche. La
Figura 7.16 muestra una imagen representativa de TEM del
precipitado y confirma la formacion del nanohibrido UCoa@PKoca
via interdigitacion del octilamonio con el oleato que recubre las
UCoa seguido inmediatamente de una cristalizacion de las PKoca
en la superficie de las UCoa. El tamano de las PKoca en el
nanohibrido UCoa@PKocafue de 4,6 + 1,7 nm.

P 2o

Figura 7.16. Imagen representativa de TEM del nanohibrido UCoa@PKoca.
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Figura 7.17. Espectro de absorcion (--) y de emision (—) a Aexc = 350 nm de las
UCoar@PKoca.

La fotoluminiscencia en estado estacionario a Aexc = 350 nm
aport6 informacion sobre el comportamiento optico de las PKoca en
el nanohibrido UCoa@PKoca. Las perovskitas presentaban una
banda de emision estrecha (FWHM = 24 nm) con un maximo en
529 nmy un rendimiento cuantico del 69% (Figura7.17 y Tabla 7.1).
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7.2.2- Estudio comparativo de la eficacia de las estrategias

Para determinar la eficacia de cada una de las estrategias,
las muestras se excitaron en el NIR y se registraron sus espectros
de emision con la finalidad de evaluar la transferencia de energia
desde la UC a la PK. Se compardé la emision de las UCn con el del
nanohibrido UC.@PKcs (Figura 7.18) y la de las UCoa con la del
nanohibrido UCoa@PKoca (Figura 7.19), todos los espectros fueron
medidos en front face.
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Figura 7.18. Espectro de emision (Aexc = 975 nm) de UCn (linea roja) y del
nanohibrido UC.@PKcs (linea negra) en DMF:tolueno (0.025:1).

El espectro de UC, muestra cuatro bandas de emision
caracteristicas del Tm** entre 300 y 500 nm, correspondientes a las
transiciones 'ls—3F4 (345 nm), 'D,—°Hs (368 nm), 'D,—3F4 (450
nm) and 'Gs—3Hs (475 nm)." Para simplificar la discusion, las
bandas a 650, 700 y 800 nm no se muestran ya que no se observan
cambios en ellas.

Si comparamos el espectro de absorcion de las PKoca con
el de emisién de las UC, podemos ver que existe un solapamiento
de los dos espectros por debajo de 500 nm. La excitacion en el NIR
del nanohibrido UC,@PKcs2 muestra una disminucién de la emision
por debajo de 500 nm del 75% respecto a las UC,. La aparicion de
una nueva banda de emisién con un maximo cerca de 525 nm, que
coincide con la emision de la PK (Figura 7.9), sugeria la
transferencia de energia desde las UC a las PK tras la excitacion
en el NIR. Ademas, como experimento control se excitaron las PK
a 975 nm sin observar ninguna emision, confirmando asi que la
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nueva banda de emision correspondia a la transferencia de energia
desde UC, a PKcs y no a la excitacion bifotdnica directa de las PKcs.

Para poder evaluar la eficiencia de la transferencia de
energia se tuvieron en cuenta dos condiciones experimentales
importantes: i) las concentraciones de las dos muestras, UC, y
UC.@PKcse, fueron idénticas vy ii) la excitacion fue en front face y
en cubetas triangulares. A partir de los espectros obtenidos de esta
manera, se estimo la transferencia de energia usando la siguiente
ecuacion:

Ik
o — DycPpk

donde Ipk es el area bajo la curva de la emision PK en el espectro
de emision del nanohibrido (500-560 nm); ®pk es el rendimiento
cuantico de la PK en el nanohibrido UC,@PKcsz (Tabla 7.1); (lo)uc
es el area bajo la curva entre 300 y 500 nm del espectro de emision
de las UC, y lyc del nanohibrido UC,@PKcg2. De este modo, se
estimé una eficiencia de transferencia de energia desde la UC a la
PK cercana al 100%.
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Figura 7.19. Espectro de emision (Aexc = 975 nm) de UCoa (linea naranja) y
del nanohibrido UCoa@PKoca (linea verde) en tolueno.

Para el caso del nanohibrido UCon@PKoca, los espectros
de emisién tras la excitacion en el NIR se muestran en la Figura
7.19. Se observé una desactivacion de la emisién del 66% a
longitudes de onda menores de 500 nm y la emision del material de
perovskita sobre 530 nm, confirmando asi la transferencia de
energia desde las UCoa a las PKoca. De manera analoga, se
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hicieron calculos de eficiencia de transferencia de energia para el
nanohibrido UCoa@PKoca, obteniéndose una eficacia del 26%.

7.2.3- Microscopia confocal como herramienta para la
visualizacion del ensamblaje

Se plante6 el uso de un microscopio confocal para visualizar
la eficacia del ensamblaje entre la UC y la PK, asi como para
corroborar que la transferencia de energia desde la UC a la PK
ocurre a través de interacciones dipolo-dipolo y no via un proceso
de reabsorcion trivial de la emision.

Las muestras se prepararon mediante la deposicién de una
gota de una dispersion en tolueno o agua del correspondiente
nanohibrido en un portaobjetos de vidrio para microscopio de 25x75
mm. Se dejo evaporar el disolvente y después se cubri6 la muestra
cubreobjetos de 22x22 mm.

Los experimentos se llevaron a cabo en un microscopio
confocal de barrido laser, equipado con un laser multifotdnico con
un pulso de 100 fs y una potencia de excitacién de 950 kW-cm™ a
una Aexc = 975 nm. La densidad de potencia de excitacion se
determiné con un spot focalizado de 1 um de radio. Las imagenes
se adquirieron mediante un objetivo de inmersién de 25 x 1,05 NA
y filtros de emisién entre 420 y 500 nm y un tiempo de permanencia
de 2 us-pixel™.

En estas condiciones, las imagenes de agregados de
nanoparticulas mostraban una cola de emision en la direccion del
barrido (Figura 7.20). Esta cola desaparecia al incrementar el
tiempo de permanencia a 40 pus-pixel”, por tanto, la cola se podia
atribuir a la desaparicion de la emision tras el paso del haz sobre
los agregados. Este comportamiento de las UC habia sido descrito
previamente.%%61
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0
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Figura 7.20. A) Perfil de intensidad de las UCn obtenido a partir de la linea
blanca trazada sobre la emision de un agregado tras la excitacion a 975 nm
y un tiempo de permanencia de 2 us-pixel-'. Indgenes de las UC, (B) y de las
UCoa (C) con un tiempo de permanencia de 40 ps-pixel.

Generalmente, las nanoparticulas con tiempos de vida de
emision largos son problematicas para la obtencion de imagenes
en microscopia confocal a tiempos de permanencia cortos, debido
a la pérdida de resolucion en la direccion del barrido. No obstante,
con estas imagenes se puede obtener informacion sobre la
variacién de la emision con el tiempo.

Figura 7.21. Imagen confocal a Aexc = 975 nm y un tiempo de permanencia de
2 us-pixel! de A) UCy, B) UCoa, C) UC:@PKcs2 y D) UCoa@PKoca.

Por lo tanto, a partir del perfil de intensidad obtenido del
trazado de una linea en la direccion de barrido sobre la imagen de
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un agregado, se pueden obtener las curvas de desactivacién de la
luminiscencia (Figura 7.20). Esto es posible, tras convertir las
distancias medidas en pixels en la escala de tiempo usando el valor
del tiempo de permanencia.

Si comparamos las imagenes obtenidas para UC,, UCoa,
UC.@PKce2 ¥ UCon@PKoca (Figura 7.21), se observan claras
diferencias en los tiempos de vida. El tiempo de vida disminuyo
drasticamente para el nanohibrido UC,@PKcg2 con respecto a UC,
en casi todos los agregados. Sin embargo, en el caso de
UCor@PKoca, no todos los agregados fueron desactivados de
manera homogénea.

Los perfiles cinéticos de las UC muestran las fases de
aparicion y desaparicion caracteristicas de las upconversion
(Figura 7.22). Los tiempos de desaparicion (tq) se determinaron
mediante el ajuste de los datos a los procesos de sensibilizacion
(aparicion) y posterior desaparicion del estado excitado del Tm?3*
(desaparicion).
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Figura 7.22. Ajuste de las cinéticas de emision (Aexc=975 nm) de: A)
UCh y B) UCor@PKoca.

De este modo, se obtuvo un valor de 53 + 2 us para el tiempo
de desaparicion (Tabla 7.2).

En cuanto al tiempo de vida del Tm®" en el nanohibrido
UCn@PKcs: fue dificil de medir con este equipo debido a la drastica
disminucion (se estimé un tiempo de desaparicion de 1,4 us). El uso
de esta técnica permitio afirmar que el ensamblaje en UC,@PKca
era muy homogéneo, que existia una transferencia de energia no
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radiativa desde la UC a la PK tras la excitacion en el NIR y que este
proceso era muy eficiente.

Cinética d (uS) R?

1 49,9 0,990
2 55,9 0,987
3 52,0 0,981
Media 532

Tabla 7.2. Tiempos de vida de las UC. obtenidos tras el ajuste de las
cinéticas.

Los estudios analogos para el nanohibrido UCoa@PKoca
(Tabla 7.3 y Figura 7.21), mostraron diferentes valores para la
desaparicién del Tm** dependiendo del agregado, observandose
valores de 47 + 9 us para aquellos en los que se apreciaba cola y
menores de 2 us en los que no se apreciaba. Esto demostré menor
homogeneidad de la muestra.

UCoa UCor@PKoca
Cinética 74 (us) R? 74 (us) R?
1 53,8 0,980 55,7 0,995
2 46,6 0,993 41,6 0,995
3 57,8 0,967 46,0 0,988
Media 535 479

Tabla 7.3. Tiempos de vida de UCoa y UCoa@PKoca obtenidos tras el ajuste
de las cinéticas.

Con el objetivo de evaluar la fiabilidad de este método para
medidas de luminiscencia resuelta en el tiempo de UCNP, se
realizaron medidas con nanoparticulas de NaYF4: Yb, Er desnudas
y recubiertas con oleato que previamente se habian medido con un
un espectrofluorimetro equipado con un laser de 975 nm.%®? Los
valores obtenidos por este método se ajustaban bastante bien a los
obtenidos con el espectrofluorimetro. Las pequefias variaciones
observadas se asignaron a las diferencias en la preparacion de la
muestra, ya que el espectrofluorimetro registra los espectros de las
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UCNP en dispersién, mientras que con el confocal se registran en
solido.

Por tanto, se demostro la utilidad del microscopio confocal
convencional para las medidas de tiempos de fluorescencia de
UCNP con una sensibilidad de decenas de microsegundos. Como
la escala de tiempo esta directamente relacionada con el tiempo de
permanencia del equipo, la Unica manera de mejorar la resolucion
es usando equipos que hagan el barrido mas rapido, es decir, que
tengan tiempos de permanencia mas cortos.®?

7.2.4- Evaluacion de la fotoestabilidad de los nanohibridos

Finalmente, se evalud la fotoestabilidad del nanohibrido que
mostré mayor eficiencia en la transferencia de energia, esto es el
UCn@PKcsz.
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Figura 7.23. Comparacion del espectro de emision de una dispersion en
tolueno del nanohibrido UC.@PKcs2 antes y después de 120 minutos de
irradiaciéon a: A) Aexc = 975 nm B) Aexc = 350 nm. Insercién: Evolucién del
maximo de emision con el tiempo.
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Se registro la intensidad de emision de la PK a 529 nm de
una dispersion en tolueno del nanohibrido irradiada a 350 nm
(excitacion PK) y a 975 nm (excitacion UC) en aire durante 120
minutos.

Los resultados se muestran en la Figura 7.23, donde se
aprecia que tras 120 minutos de irradiacion en el UV no se perdio
luminiscencia de la PK, mientras que tras la excitacion en el NIR se
observa una disminucion de un 10% de luminiscencia.
Consecuentemente, se puede decir que el nanohibrido UC,@PKcaz
resultd ser muy fotoestable en ambos casos.

7.3- Conclusiones

Se ha demostrado la preparacion eficaz de un nuevo
nanohibrido consistente en nanoparticulas de UC y PK. La
estrategia usada se basa en la capacidad del CB[7] para anclarse
a la superficie de los dos tipos de nanoparticulas a través de los
portales de carbonilos. Asi las UC y las PK quedan unidas
firmemente y muy préximas, permitiendo asi una transferencia de
energia desde las UC a las PK de aproximadamente 100% tras la
excitacion del nanohibrido a 975 nm.

Ademas, un microscopio multifotén confocal comercial
permitié determinar tanto los tiempos de vida de fluorescencia de
las UC como la homogeneidad de la muestra.

El nanohibrido UC.@PKcs2 mostré6 ser altamente
fotoestable tras irradiacion a 350 nm y 980 nm durante 2 horas. Por
lo tanto, los nanohibridos UC,@PKcs2 resultan ser de especial
interés para la aplicacion en celdas fotovoltaicas y para dispositivos
luminiscentes.

7.4- Procedimiento experimental

7.4.1- Material

Para la sintesis de las UCNP se usaron los siguientes
reactivos: cloruros de lantanidos hexahidratados de pureza >99,9%
(YCI3-6H20, YbCl3-6H,O y TmCls-6H20), 1-octadeceno (95%),
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acido oleico (99,9%), NaOH y NH4F (99,99%). Para la sintesis de
las perovskitas se necesitaron bromuro de octilamonio, bromuro de
metilamonio, bromuro de plomo (ll), CB[7], bromuro de
adamantilamonio y tolueno (grado analitico). Todas la sales de
bromuro de organoamonio se sintetizaron por reaccidon con la
correspondiente amina en H>O/HBr tal y como se ha descrito
anteriormente.% El resto de reactivos se usaron tal y como se
recibieron. El tolueno para las medidas espectroscopicas era de
grado HPLC (High performance liquid chromatography)

7.4.2- Sintesis de nanoparticulas de NaYFs: Yb*'(22%),
Tm*(1,2%) recubiertas con oleato

Las nanoparticulas UCoa se sintetizaron siguiendo el mismo
procedimiento que en los capitulos anteriores, pero usando las
siguientes sales de partida: 242,9 mg (0,8 mmol) de YCl;-6H.0O
(242,7 mg, 0,8 mmol), YbCl3-:6H20 (85,2 mg, 0,22 mmol) y
TmCl3-6H20 (4,6 mg, 0,012 mmol).

7.4.3- Sintesis de nanoparticulas de NaYFs: Yb*'(22%),
Tm*(1,2%) desnudas

Para la sintesis de UC, se siguio el procedimiento descrito
en capitulos anteriores.

7.4.4- Sintesis de UC,@PKcg1

Se afiadié una disolucion de MABr en DMF (19 L, 3,4 umol;
20 mg-mL~") a una disolucién de PbBr, en DMF(100 L, 2,7 umol;
10 mg-mL™") en un vial de vidrio de 1 mL. Esta mezcla se agit6 en
un agitador orbital durante 15 minutos. Después, se anadio una
disolucién de CB[7] en DMF (18 uL, 0,19 ymol; 12 mg-mL™") y se
volvié a agitar a 400 rpm durante 30 minutos.

Seguidamente, esta mezcla se afiadi6 muy lentamente
sobre 5 mL de tolueno bajo agitacion magnética y la agitacion se
mantuvo a temperatura ambiente y en la oscuridad durante una
hora. Se observé el cambio de una disolucién incolora a naranja. El
material de perovskita (PKcs) se precipité mediante centrifugacion
(7000 rpm, 6 min) y fue redispersado en tolueno (5 mL). A
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continuacion, se afadieron las UC, en DMF (120 uL, 5.4 mg, 45
mg-mL~") y CB[7] (20 uL, 0,20 pmol, 12 mg-mL™") a la dispersion
que se agitd magnéticamente a temperatura ambiente durante 3
dias. Los nanohibridos se aislaron por decantacién durante la
noche.

7.4.5- Sintesis de UC,@PKcg2

Una disolucion de MABr en DMF (19 uL, 3,4 umol; 20
mg-mL™") y una disolucion de ADABr en DMF (53 uL, 2,3 umol; 10
mg-mL") se afiadieron a una disolucion de PbBr, en DMF (100 pL,
2,7 umol; 10 mg mL™") en un vial de vidrio de 1 mL. La mezcla se
agitd en un agitador orbital durante 15 minutos a 400 rpm.
Entonces, se afiadié una disolucion de CB[7] en DMF (18 uL, 0,19
umol; 12 mg mL™") y se agit6 durante 30 minutos a 400 rpm.

A continuacion, se afadié gota a gota a 5 mL de tolueno
bajo agitacion magnética vigorosa durante 1 hora. La mezcla
cambio de incolora a amarillo durante la adicion.

Finalmente, UC, en DMF (120 pL, 5,4 mg; 45 mg mL™") se
afiadieron y la mezcla resultante se agité a temperatura ambiente
en un agitador orbital a 300 rpm durante 24 horas. Los nanohibridos
se separaron por decantacién durante una noche.

7.4.6- Sintesis de PKoca

Se sintetizaron siguiendo un procedimiento descrito en la
literatura.*® Brevemente, 1-octadeceno (2 mL, 6,26 mmol) se
calent6 a 80°C bajo agitacion. Seguidamente, se afiadié el bromuro
de octilamonio (OCABr) (33,6 mg, 0,16 mmol). Después se
anadieron en 100 pL de DMF el MABr (26,6 mg, 0,24 mmol) y el
PbBr, (36,7 mg, 0,10 mmol). La mezcla resultante se enfrié a 60°C
e inmediatamente después, se anadieron 5 mL de acetona con la
finalidad de inducir la precipitaciéon de las perovskitas.

El exceso de reactivos se separé6 mediante centrifugacion
(7000 rpm, 20 °C, 10 min) y las perovskitas sélidas se secaron al
vaciéo durante una noche. Las perovskitas se revirtieron a sus
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precursores mediante dispersion en DMF (34 mg-mL™)
convirtiendo la disolucién en incolora.

A continuacién, se resintetizaron las perovskitas inyectando
100 uL de esta disolucion en 5 mL de tolueno. Finalmente, se
precipitaron las PKoca mediante centrifugacion (6000 rpm, 25°C, 4
min).

7.4.7- Sintesis de nanohibridos UCoa@PKoca

Se afadieron gota a gota 80 pL de los precursores de PKoca
en DMF (34 mg-mL™") a una dispersion de UCon en tolueno (4 mL;
2 mg-mL™), obteniendo una dispersion amarilla. Se mantuvo la
mezcla a temperatura ambiente, bajo agitacion magnética durante
2 horas. Por ultimo, los nanohibridos se aislaron tras su
decantacién durante la noche.

7.4.8- Ensayos de fotoestabilidad

Dispersiones de los nanohibridos de UC,@PKcs2 fueron
introducidas en cubetas de cuarzo (1x1 cm?). La fotoestabilidad de
las perovskitas en los nanohibridos fue analizada irradiando las
muestras a 350 nm (lampara de xenén) o 975 nm (laser diodo) y
midiendo la emision tras cada intervalo de irradiacion.
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8.1- Introduccion

El disefio de UCNP multifuncionales, es decir, que combinen
diferentes propiedades como dispersabilidad en agua, liberacion de
farmacos o reconocimiento molecular, despierta mucho interés,
principalmente para aplicaciones biomédicas.'*

La dependencia de las propiedades de las UCNP, por
ejemplo la Iluminiscencia, a estimulos externos como la
temperatura, pH o la presencia de un determinado analito, abre un
gran abanico de posibilidades para la aplicacion de las UCNP como
sensores (bio)quimicos o fisicos.5>°

El uso de polimeros con respuesta a estimulos externos
como ligandos de nanoparticulas fluorescentes puede dar lugar a
nanohibridos que combinen o modifiquen las propiedades de
ambos o bien presenten nuevas propiedades debido al efecto
sinérgico entre el ligando y la NP.'"12

Como ya se ha mencionado en capitulos anteriores en los
métodos de sintesis de UCNP mas utilizados se obtienen UCNP
hidrofobicas.''® El uso de las UCNP en aplicaciones bioldgicas
requiere que éstas sean dispersables en agua.'® Para ello, existe
una gran variedad de métodos, la mayoria de ellos utiliza polimeros
solubles en agua incorporados a la capa organica de la UCNP via
intercambio de ligando o interdigitacion de polimeros anfifilicos.'-?!
No obstante, las UCNP se han sintetizado directamente recubiertas
con polimeros hidrofilicos, como acido poliacrilico (APA) o PEI,?
pero, salvo algunas excepciones,? se obtienen UCNP
polidispersas.?*

Generalmente, el recubrimiento de las UCNP con un
polimero hidrofilico conlleva una disminucion en la intensidad de
emision.?52® Ademas, durante el proceso de intercambio de ligando
puede producirse la agregacion de las UCNP,'®%” mientras que el
recubrimiento con polimeros anfifilicos a través de interdigitacion de
las cadenas hidrofébicas es a menudo poco estable.?° Por otro lado,
los polimeros pueden incrementar de manera no deseada el
tamafo de las UCNP y/o inducir la agregacién de las
nanoparticulas.®?8
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Los copolimeros basados en metacrilato de 2-(acetiltio)-etilo
(AcSEMA), contienen un grupo tiol protegido por un acetilo capaz
de polimerizarse a través de una polimerizacion radicalaria de
transferencia atomica (ATRP, de sus siglas en inglés). Los
copolimeros con metacrilato de metilo (MAM) y metacrilato de 2-(2-
metoxietoxi)etilo (MEO2MA) se han usado para funcionalizar QD,
AuNP e incluso laminas de grafeno, a través de una reaccion
sencilla y en condiciones suaves, debido a la interaccion con los
grupos tiol. 111229

En este capitulo, se describe el recubrimiento de
nanoparticulas de NaYF4: Yb®", Er** con el copolimero, P(MEO,MA-
co-SEMA) (Figura 8.1), que actua como ligando multiquelante
debido a la coordinacion de los grupos tiolato con la superficie de
las UCNP,* que quedan recubiertas con una capa fina de polimero.

. - ;
o o)
02 e}
0
7;/

N,
P(MEO,;MA-co-SEMA)xX
x=2,5y 10 mol%

Figura 8.1. Estructura del copolimero P(MEO2MA-co-SEMA).

SH

La presencia de éteres en las cadenas poliméricas
proporciona solubilidad al sistema tanto en medios acuosos como
en medios organicos. Ademas, los polimeros metacrilicos con
pequefas cadenas laterales de oligoetilenglicol a una determinada
temperatura, conocida como temperatura critica mas baja de
disolucion (LCST, de sus siglas en inglés) pueden sufrir un cambio
drastico y repentino en su solubilidad en agua.’™ Asi, la
dispersabilidad del nanohibrido UCNP@P(MEO:MA-co-SEMA) se
ve afectada por encima de su LCST, a partir de la cual se produce
la agregacion de las nanoparticulas. Ademas, se estudié la
reversibilidad de este proceso, asi como la estabilidad de los
nanohibridos.
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8.2- Resultados y discusiones

8.2.1- Sintesis y caracterizacion de las UCNP recubiertas
con oleato

Las nanoparticulas de NaYF4: Yb, Er recubiertas con oleato
(UCNP@OA) se sintetizaron siguiendo un procedimiento descrito
en la literatura pero con algunas modificaciones.?*3°

El patron de XRD de las UCNP@OA (Figura 8.2) reveld la
formacion de la fase hexagonal 3-NaYF4 pura (Joint Committee on
Powder Diffraction Standards, card n°: JCPDS 16-0334). La
composicion de las UCNP fue NaYF4: Yb3*(20%), Er¥*(3%), que se
calculé a partir de la relacion atémica de lantanidos obtenida
mediante EDX, véase la Figura 8.3.

10 20 30 40 50 60
26 (°)
Figura 8.2. Espectro de XRD de las UCNP@OA. Los picos de difraccion extra

en el espectro de las UCNP@OA corresponden a NaCl (DB card number 01-
070-2509 Halite, syn; 20: 27,33, 31,64, 45,39, 56,41).

F
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b
v/ e 0l Er Y
0 2 46 81012141618
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Figura 8.3. Espectro EDX de las nanoparticulas UCNP@OA.
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La Figura 8.4 muestra las imagenes representativas de TEM
y HRTEM de las UCNP@OA, donde se observa la obtencién de
prismas hexagonales monodispersos de tamafos uniformes (33,9
+2,8)x(20,7 £2,1) nm.
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Figura 8.4-Imagenes TEM (A) y HRTEM (B) de las UCNP@OA. Insercion: FFT,
barra de escala, 2,5 nm. Histogramas de distribucion de tamafo de las
UCNP@OA de la base (C) y de la altura (D) del prisma hexagonal.

8.2.2- Sintesis y caracterizacion de las UCNP recubiertas
con los polimeros termosensibles

La Figura 8.5 muestra un esquema de la sintesis de los
polimeros termosensibles que contienen un grupo tiol protegido por
un grupo acetato, concretamente P(MEO:MA-co-AcSEMA)-x,
donde x se refiere al numero de grupos de tiol por mol de polimero
(x=2, 5, 10 mol%).

Los polimeros se sintetizaron a través de una polimerizacién
radicalaria (ATRP) controlada, que permitié la obtencion de
polimeros con baja polidispersidad.’!

o Lo g THE, B

0 EBriB o} 0 o] 0

6, , O _CliPMDETA g o ~ CHONa g~

m Ciclohexanona (50%) DCM
60 °C, 45 min

0 S 0 5 o SH

[ e ﬂ N
0 o v

MEO,MA AcSEMA P(MEO;MA-co-AcSEMA) P(MEQ;MA-co-SEMA)

Figura 8.5. Esquema de la sintesis de P(MEO2MA-co-AcSEMA) y su posterior
hidrélisis." PMDETA: pentametildietilentriamina. EBriB: 2-bromo-2-
metilpropanoato de etilo. DCM: diclorometano.

La caracterizacion de los polimeros se muestra en la Tabla
8.1. El indice de polidispersidad de cada polimero se estimé a partir
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de su masa molecular obtenida por cromatografia de exclusion de
tamafos (SEC). Los valores obtenidos fueron de 1,2
aproximadamente (Tabla 8.1), lo cual indicaba la baja
polidispersidad del polimero sintetizado a través de ATRP. Estos
polimeros presentan propiedades anfifilicas, debido a los grupos
éteres de las cadenas del comondémero MeO:MA. Estos grupos
también le proporcionan propiedades termosensibles al polimero
gue colapsa en medios acuosos por encima de la temperatura
LCST, lo que aumenta la opacidad de la disolucion.'"31-33

X F acsema Conv. Mnsec Mw/M, Tmax Ty
2 0,02 59 24265 1,19 339 -28
5 0,05 61 29505 1,26 329 -27,4
10 0,10 74 29447 1,25 320 -25,5

Tabla 8.1. Caracterizacion de los P(MEO2MA-co-AcSEMA)-x sintetizados; x
es % mol de grupos tiol, Facsema, es la fraccion molar experimental en el
copolimero (calculada por 'H-RMN), conversién (%), Mnsec (g:-mol-') media
numérica (calculada por SEC), Mw/M. indice de polidispersidad, Tmax:
temperatura de descomposicién (°C) y Tq: temperatura de transicién vitrea
(°C).

Se han descrito algunos ejemplos que demuestran que los
tioles, como SH-PEG® o el acido 3-mercaptopropionico,? pueden
desplazar al oleato de la superficie de las UCNP. Por ello, los
copolimeros P(MEO2MA-co-AcSEMA)-x se usaron para la reacciéon
de intercambio directo de ligando con las UCNP@OA (Figura 8.6).
La hidrolisis in situ de éstos, genera los grupos tiol capaces de
desplazar al ligando oleato de la superficie de las UCNP@OA.
Estos copolimeros tienen un elevado numero de grupos tiol, lo que
les permite actuar como ligandos multiquelantes, aumentando asi
su afinidad por la superficie de la UCNP.

Se usd una disolucién saturada de metoxido de sodio
(MeONa) con el fin de proporcionar el medio basico necesario para
la hidrdlisis in situ de los grupos tioacetato a grupos tiol.
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¢ 5 9
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Figura 8.6. Esquema de la sintesis de los nanohibridos multifuncionales
UCNP@P(MEO:MA-co-SEMA)-x.

A medida que avanzaba la reaccion, se observo la
formaciéon de un residuo sélido blanco, que se identific6 como
oleato sddico por FTIR-ATR (Figura 8.7).%° La finalizacion de la
hidrolisis se comprob6 por FTIR-ATR, donde se observd la
desaparicion de la sefial del carbonilo -SCOCH3; sobre 1685 cm™,
que en el polimero inicial aparecia como un hombro de la sefal
principal de carbonilo. Finalmente, las UCNP recubiertas con
polimero se purificaron mediante dialisis.

=100
80
60
40+
20
0 . . ' . —
4000 3000 2000 1000
Numero de onda (cm™)
Figura 8.7. Espectros FTIR-ATR de: UCNP@OA (linea negra), P(MEO2MA-co-

SEMA)-10 (linea discontinua), oleato de sodio*® (linea roja) y nanohibrido

UCNP@P(MEO2MA-co-SEMA)-10 (linea verde). Insercion: amplificacion de la
banda del carbonilo.

Transmitancia (%
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Para comprobar que los polimeros se coordinaban a la
superficie de la UCNP a través de los grupos tiol, se realizaron
experimentos control.

Asi, se agitaron las UCNP@OA en presencia del copolimero
P(MEO2MA-co-AcSEMA)-x pero sin métoxido de sodio. Debido a la
ausencia de MeONa, el medio de reaccién no era adecuado para
que tuviera lugar la hidrélisis de los grupos tioacetato a tiol.
Consecuentemente, no se observd la formacion de los
nanohibridos UCNP@P(MEO.MA-co-SEMA). Estos resultados
difieren a lo observado en otro tipo de NP como QD?° o AuNP""
donde los grupos tioacetato si que podian actuar como grupos
anclantes a la superficie de las NP.

Ademas, se llevd a cabo la reaccion de intercambio de
ligando en condiciones analogas, pero con el homopolimero
P(MEO2MA). En esta ocasién tampoco se observo la formacion de
las UCNP recubiertas con el polimero. Esto ponia de manifiesto que
las condiciones suaves de hidrolisis utilizadas en la reaccion son
insuficientes para hidrolizar los ésteres y conseguir el anclaje del
polimero a la superficie de la UCNP a través de los grupos
carboxilato. Estos experimentos permiten afirmar que la unién a la
superficie de las UCNP tiene lugar a través de los grupos tiol,
generados in situ via hidrolisis.
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Figura 8.8- Espectro de FTIR-ATR del nanohibrido UCNP@P(MEO:2MA-co-
SEMA)-2 (linea azul claro), -5 (linea azul oscuro) y -10 (linea verde) en mol %
de AcSEMA.

Los espectros FTIR-ATR y 'H-RMN de los nanohibridos
(Figura 8.8 y Figura 8.9) evidenciaban la eliminacion del oleato de
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la superficie de las UCNP, la desaparicion de los grupos tioéster y
la interaccién del tiol con la superficie de la UCNP.

El espectro FTIR-ATR del nanohibrido UCNP@P(MEO.MA-
co-SEMA)-10 (Figura 8.7) mostrd, ademas de la desaparicion de la
sefal del carbonilo -SCOCH3 (~1685 cm™), la desaparicion de la
sefial a 1710 cm™ correspondiente al carbonilo del oleato. La Figura
8.8 muestra la obtencién de resultados analogos para los otros dos
nanohibridos (x = 2 y 5 mol%).
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Figura 8.9. Espectro de "TH-RMN del P(MEO:MA-co-AcSEMA)-10 (linea negra)
y de las UCNP@P(MEO:MA-co-SEMA)-10 (linea roja) en CDCls.

El espectro de "H-RMN del nanohibrido
UCNP@P(MEO2:MA-co-SEMA)-10 comparado con el P(MEO>:MA-
co-SEMA)-10 también confirmé el intercambio del oleato por el
copolimero desacetilado. Asi no se observan las sefiales olefinicas
(sobre 5.3 ppm en UCNP@OA) ni la sefial del -SCOCH3; (~2.3 ppm,
sefal 1 en la Figura 8.9) y la sefial correspondiente al -CH.-S se
desplaza desde 3 ppm a ~2 ppm.
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Ademas, se observd un ensanchamiento de las sefiales
como resultado de la limitacion del movimiento del polimero cuando
esta anclado a la superficie de las UCNP (Figura 8.9).

Figura 8.10. Imagenes HRTEM de la
de las UCNP@P(MEO:MA-co-AcSEMA)-5 (B).

-co-AcSEMA)-2 (A) y

Las imagenes de HRTEM de los nanohibridos
UCNP@P(MEO2MA-co-SEMA)-x mostraban una capa fina en la
periferia de las UCNP, atribuible al polimero (Figura 8.10). Ademas,
el espesor de dicha capa era independiente del numero de grupos
tiol presentes en los copolimeros. No se observo variacion en el
tamano tras el recubrimiento polimérico (altura alrededor de 33 nm)
ni diferencias de afinidad del polimero por las diferentes caras del
prisma hexagonal.
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Figura 8.11. Espectro de XRD de las UCNP@P(MEO:MA-co-SEMA)-x.

Por otro lado, el patrén de difraccién de rayos X de los
nanohibridos UCNP@P(MEO2:MA-co-SEMA)-x es idéntico al de las
UCNP@OA, lo que indica que el recubrimiento con el copolimero
no produce cambios en la fase cristalina de las UCNP (Figura 8.11).
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Figura 8.12. Curvas de TGA de los polimeros P(MEO2MA-co-AcSEMA)-x (A,
C, E) comparadas con los de los respectivos nanohibridos
UCNP@P(MEO:MA-co-SEMA)-x (B, D, F): -2 (linea azul claro), -5 (linea azul
oscuro), y -10 (linea verde). Inserciéon: TGA de las UCNP@OA.

Para determinar la cantidad de polimero que recubria las
UCNP, asi como el efecto de la funcionalizacion en las propiedades
térmicas de los polimeros, se llevaron a cabo los TGA. En las
UCNP@OA, la cantidad de oleato alrededor de las UCNP era del
6%, mientras que para las UCNP@P(MEO:MA-co-SEMA)-x el
contenido en material organico alcanz6 valores cercanos al 80%
(Figura 8.12).

En todos los casos, la principal pérdida de peso en los
nanohibridos ocurria sobre 350°C, valor mas elevado comparado al
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de los correspondientes polimeros (sobre 300°C). Esto significaba
que los polimeros eran mas estables térmicamente en el
nanohibrido y ponia de manifiesto, nuevamente, la interaccion del
polimero con la superficie de las UCNP.

8.2.3- Propiedades emisivas de los nanohibridos
UCNP@P(MEO:MA-co-SEMA)-x

La presencia de las cadenas de poliéster en la periferia de
las UCNP posibilité la dispersabilidad de los nanohibridos tanto en
medios acuosos como en medios organicos. Las propiedades
emisivas de los nanohibridos se midieron tanto en diclorometano
como en agua, usando una cubeta triangular colocada para irradiar
en front face. Con fines comparativos, todos los espectros de
emision se hicieron a la misma concentracion de UCNP (0.62
mg-mL™"). Para ello se tuvo en cuenta la cantidad de polimero
obtenida a partir del TGA (Figura 8.13) y el valor del area bajo la
curva del espectro de emision de las UCNP@OA en diclorometano
se utilizé como referencia (se le asigno el valor de 1).
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Figura 8.13. Espectros de emision UC en diclorometano de UCNP@OA
(negro) y UCNP@P(MEO2MA-co-SEMA)-2 (linea azul), -5 (linea azul oscuro) y
-10 (linea verde). Insercion: Fotografias de las dispersiones en diclorometano
(0,62 mg-mL-") de UCNP@OA (a) y UCNP@P(MEO2MA-co-SEMA)-10 (b) bajo
la excitacion con un laser diodo a 975 nm.

La Tabla 8.2 muestra los valores de emision relativos en los
agua y diclorometano. La emisién de los nanohibridos en
diclorometano era mayor que la de las UCNP@OA iniciales. Se
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observé un mayor incremento con el nanohibrido
UCNP@P(MEO:MA-co-SEMA)-2 (9,6 veces).

Eficiencia relativa

UCNP
CH2Cl2 H20
UCNP@OA 1 -
UCNP@P(MEO2MA-co-SEMA)-2 9,6 2,4
UCNP@P(MEO2MA-co-SEMA)-5 5,1 2,0
UCNP@P(MEO2MA-co-SEMA)-10 9,4 2,3

Tabla 8.2. Comparacion de la emision entre las UCNP@OA y las
UCNP@P(MEO:MA-co-SEMA)-x en diclorometano y agua.

Ademas, la intensidad de emisién de los nanohibridos en
agua era el doble que las de UCNP@OA iniciales en diclorometano.
No obstante, la luminiscencia de todos los nanohibridos en agua
disminuia significativamente respecto a su luminiscencia en
diclorometano. Esto se atribuye a la desactivacion de la emision UC
en agua, debido a que los modos vibracionales mas energéticos (O-
H) de las moléculas de agua producen un incremento de la
relajacion multifotonica no radiativa de los estados excitados de los
lantanidos.®”*° Estudios previos han demostrado también la
desactivacion de la emision de las UCNP a causa de las vibraciones
de rotacién de los enlaces C-H y C-C de los ligandos organicos.*°

Aun asi, el recubrimiento de las UCNP con P(MEO:MA-co-
SEMA)-x producia un incremento de su emision en ambos
disolventes. Una posible explicacion seria que el uso de un
polimero multiquelante y de cadenas cortas reduce el efecto de la
desactivacion de los grupos (CH2), con altas energias de tension
vibracional. Ademas, el recubrimiento con una capa fina de
polimero multiquelante podria pasivar los defectos de la superficie
de las UCNP mas eficientemente, lo que produciria un aumento de
su eficiencia UC.4142

Se han descrito diversos métodos para conseguir un
incremento de la eficiencia de la emisiéon UC. De manera general,
podemos distinguir entre métodos activos y métodos pasivos.*® Los
métodos activos estan basados en la interaccidn de los lantanidos
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dopantes con la superficie plasménica de los metales nobles,
logrando incrementos de entre 2 y 12 veces la emision UC inicial.
Para ello, los metales tienen que estar suficientemente cerca de los
Ln®", pero se debe evitar el contacto directo. Por eso, las estrategias
habituales suelen recubrir las UCNP con una capa de silice, de
nanoparticulas de Fe.Os o de un polimero, por ejemplo
poliamidoamina (PAMAM) y posteriormente se embeben las AuNP
en dicha capa o bien se recubre con una capa de oro.*% Aunque
el uso de metales nobles puede incrementar los rendimientos
cuanticos de emision UC, también puede contribuir al aumento de
la autofluorescencia asi como de la dispersion Raman, que
disminuye la relacion sefial-ruido, no deseable para bioensayos.*?

Por otro lado, los métodos pasivos incluyen la variacion de
la composicion, fase cristalina, forma, tamano de las UCNP, asi
como controlar la estructura y la quimica en su periferia o la
distribucién de los Ln3* en la matriz inorganica.***” Por ejemplo, el
crecimiento de una capa inerte de NaYF4 de grosores entre 1y 15
nm alrededor de las UCNP de NaYFsEr®*, Tm® produce un
incremento de la emision de hasta 20 veces comparada con la
inicial. Ademas, este incremento crece exponencialmente con el
grosor de la capa inerte.®® Recientemente, se ha demostrado que
el recubrimiento con una capa inerte de unos 2 nm de NaGdF4 de
nanoparticulas de NaGdF.:Yb/Ln (Ln = Er, Ho, Tm) de 3-4 nm,
conlleva un incremento de alrededor de 1000 veces la emision
inicial de las UCNP.59€0

Posteriormente, las UCNP se pueden hacer hidrofilicas
mediante su recubrimiento con un ligando hidrofilico, como PAA.%°
Aunque este método no previene la desactivacion de la
luminiscencia en agua, al mejorar la eficiencia de las UCNP, se
obtiene como resultado unas UCNP 4 veces mas emisivas
comparadas con sus predecesoras UCNP@OA.®°En este caso, la
desactivacion de la fluorescencia se atribuy6 a la presencia del PAA
en la superficie. No obstante, en nuestro caso el polimero no
produce desactivacion de la emisiéon, ya que la misma UCNP,
soluble en diclorometano y en agua, muestra un incremento de la
emision en ambos disolventes.
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Asi, viendo la complejidad de los métodos activos y pasivos
descritos para el incremento de la emision de las UCNP en agua,
es importante destacar la simplicidad de nuestro método para
incrementar la eficiencia en la emision UC.

El incremento de la emision UC de los nanohibridos
UCNP@P(MEO2:MA-co-SEMA)-x en agua en comparacion con
UCNP@OA en diclorometano, puede ser atribuido a que las
cadenas metacrilicas hidrofobicas quedan situadas muy proximas
a la superficie de las UCNP debido a la coordinacion simultanea del
polimero a través de multiples puntos de anclaje. Esto evitaria la
penetracion de las moléculas de agua a través de la capa organica
hidrofébica y con ello la interaccion de la superficie de las UCNP
con las moléculas de agua. Asi se evita la desactivacion de la
emision de los Ln*" de la superficie.

Finalmente, se evaluo la fotoestabilidad de los nanohibridos
UCNP@P(MEO2MA-co-SEMA)-x. Tras largos tiempos de
irradiacion con luz NIR (70 minutos), no se observo variacion en la
emision de las UC.

8.2.4- Propiedades termosensibles de los nanohibridos
UCNP@P(MEO:MA-co-SEMA)-x

En un polimero termosensible, la temperatura afecta a su
forma de interaccionar con el entorno. Asi, la solubilidad en agua
de un polimero puede verse afectada por la temperatura debido a
cambios conformacionales en las cadenas de los polimeros,
causando interacciones intermoleculares hidrofobicas entre las
moléculas de polimero.

Cuando dicho polimero esta anclado a la superficie de una
nanoparticula, el estimulo térmico podria dar lugar a la agregacién
de las nanoparticulas. La habilidad para controlar el auto-
ensamblaje de las nanoparticulas es de interés para muchas
aplicaciones. Por ejemplo, polimeros sensibles a la temperatura se
han utilizado para regular el nhanoensamblaje mediado por ADN
controlando la liberacién del farmaco que transporta.®
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Los polimeros seleccionados para recubrir las
nanoparticulas poseen un esqueleto metacrilico y cadenas
laterales cortas de oligo(etilenglicol).3'-3362 Estos polimeros
colapsan de manera reversible en agua cuando alcanzan la
temperatura LCST. El incremento del numero de comondémeros
AcSEMA en el copolimero P(MEO2MA-co-AcSEMA) disminuye la
temperatura LCST."" No obstante, tras la desproteccion del grupo
tiol, los copolimeros P(MEO:MA-co-SEMA) muestran un
incremento de su LCST debido al incremento del balance
hidrofébico, llegando a valores cercanos al del homopolimero
P(MEO;MA) (~26°C)."

La Figura 8.14 compara las curvas obtenidas al representar
los valores de dispersion normalizada en 700 nm en funcion de la
temperatura para los copolimeros y los nanohibridos
UCNP@P(MEO2:MA-co-SEMA)-x.

1

0,81

0 ‘I‘—_r I "I" T T T T T T T T T T T
10 20 30 40 50
Temperatura (°C)

Figura 8.14. Dispersiéon normalizada en 700 nm en funcién de la temperatura
para los copolimeros P(MEO:MA-co-AcSEMA)-x (lineas discontinuas) y para
UCNP@P(MEO2MA-co-SEMA)-x (lineas continuas) en agua (1 mg-mL"") y a pH
5; x =2 (lineas azul claro), 5 (lineas azul oscuro) y 10 (lineas verde).

Los valores de LCST corresponden con el punto de inflexién
de dicha curva. Los valores de LCST a pH 5 cambian a
temperaturas mayores para los polimeros unidos a través de los
grupos tiolato a la superficie de las nanoparticulas que para los
polimeros libres. Al igual que ocurre con los copolimeros, el valor
de LCST se desplaza a temperaturas mayores con el incremento
del numero de grupos tiol. El valor de LCST resultante se debe al
balance entre los mondmeros hidrofébicos e hidrofilicos en la
periferia de la nanoparticula. La temperatura de transiciéon en uno
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de los nanohibridos se encuentra cerca de la temperatura del
cuerpo humano (36,5 £ 0,5°C), lo que resulta muy prometedor para
su aplicacién de estos nanohibridos en bioimagen con respuesta a
la temperatura o como biosensores.

1,4
121 §
1]«

< 82 cido® 4
0.4
0,2]

OIIIIIIIIIIIII?‘IIIII

10 20 30 40 50
Temperatura (°C)

Figura 8.15. Absorcion en 700 nm en funcion de la temperatura para
UCNP@P(MEO2MA-co-SEMA)-10 dispersado en agua (1 mgmL") a
diferentes pH; pH = 3,5 (linea negra), pH =5 (linea roja), pH = 6,5 (linea verde)
y pH =7 (linea azul). Insercién: cambios en la emision en 700 nm tras varios
ciclos de frio (15°C, cuadrado negro) / calor (40°C, cuadrado blanco).

Ademas, se demostré que el valor de LCST era modulable
con el pH, aunque solo a pH por debajo de 7. Por ejemplo, para el
nanohibrido UCNP@P(MEO2MA-co-SEMA)-10 se midi6 el valor de
LCST a diferentes pH (Figura 8.15). Se observé que la LCST
disminuye con el pH y, ademas, el salto en la curva es mas abrupto.
Respuestas similares se observaron también con los copolimeros
P(MEO2MA-co-SEMA) previamente, pero no en los copolimeros
acetilados correspondientes.!” Por ello, estos cambios se pueden
atribuir a la presencia de grupos ionizables (tiol) en la periferia del
nanohibrido. Es decir, que parte de los grupos tiolato actuarian
como grupos anclante a la superficie UCNP y otra parte quedarian
en la periferia, otorgando dependencia con el pH. Esta
interpretacion es consistente con los cambios fisicos reversibles de
los nanohibridos con la temperatura asi como con el pH.?

El proceso termosensible se siguié por TEM y DLS. La
Figura 8.16 muestra las imagenes de TEM del nanohibrido

@ Las sefiales del grupo tiol de los polimeros son de dificil
deteccion en FTIR y "TH-RMN.
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UCNP@P(MEO2MA-co-SEMA)-10 preparados a partir de una
dispersion en agua por debajo y por encima del valor de LCST (18
y 60°C, respectivamente).

-~ -00 nm
Figura 8.16. Imagenes representativas de TEM del UCNP@P(MEO:MA-co-
SEMA)-10 a 18°C (a) y 60°C (b) a pH 5.

A 18°C, se observo que el nanohibrido estaba bien disperso
sobre la rejilla de cobre, observandose su tamafo de (33,6 + 3,5) x
(21,7 £1,4) nm y el recubrimiento de polimero de 3,1 £ 0,9 nm. La
poca agregacion es causada basicamente por la evaporacion del
disolvente (véase Tabla 8.3 para el resto de nanohibridos).

X Tamafio UCNP (nm) Recubrimiento (nm)
2  (353+1,4)x (21,6 £2,0) (3,9+0,6)
5 (32,4+2,0)x(22,9+1,5) (3,1+1,0)
10 (33,6 +3,5)x(21,7+1,4) (3,1+0,9)

Tabla 8.3. Tamaifos de las UCNP asi como del recubrimiento en los
nanohibridos UCNP@P(MEO:MA-co-SEMA)-x.

Por otro lado, las imagenes de TEM del nanohibrido a
temperatura superior al valor de LCTS mostraron grandes
agregados con diametros superiores a 1000 nm, resultando dificil
la visualizacion de nanoparticulas (Figura 8.16B). Se observo el
mismo comportamiento para el resto de nanohibridos.

Es decir, el recubrimiento polimérico otorgé a las UCNP
propiedades termosensibles. Se observd que los nanohibridos
UCNP@P(MEO:MA-co-SEMA)-x se agregaban y desagregaban
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por encima y por debajo de la LCST, respectivamente (Figura 8.17).
Esto ocurria en ambos disolventes.

f\
T>LCST
N\ _
-—
T <LCST
e SH

Figura 8.17. Esquema del proceso de agregacion/desagregacion de
UCNP@P(MEO2MA-co-SEMA)-x inducido por la temperatura.

Al incrementar la temperatura por encima del valor de LCST
del nanohibrido UCNP@P(MEO:MA-co-SEMA)-x, las cadenas del
polimero unido a la superficie a través de muchos puntos de
anclaje, se contraen y los nanohibridos se reorganizan en redes
debido a la transicion del nanohibrido de hidrofilico a hidrofobico
(Figura 8.17). Este comportamiento puede deberse a la pérdida de
moléculas de agua,®® que interaccionan débilmente con las
unidades-CH,CH,O- del polimero cuando se aumenta la
temperatura.®
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Figura 8.18. Dependencia del numero Dn con la temperatura para
UCNP@P(MEO2MA-co-SEMA)-x dispersados en agua a pH 5 (1 mg-mL™"); x =
2 (linea azul), 5 (linea azul oscuro) y 10 (linea verde) mol % de SEMA.

Las medidas de DLS a diferentes temperaturas mostraron
que la media del didmetro hidrodinamico (Dn) incrementaba con la

b Estudios previos con PEG han demostrado que la fuerza de la
interaccidon polimero-agua era mas baja al aumentar la temperatura
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temperatura (Figura 8.18). La media del Dn para el nanohibrido con
el menor contenido en grupos tiol fue de 540 + 122 nm, mientras
que fue de 740 £ 130 nm para el de mayor contenido. Por lo tanto,
la capacidad para colapsar y agregarse de los nanohibridos era

dependiente del numero de tioles, aumentando la agregacion con
el numero de grupos tiol.

La Figura 8.19 muestra la distribucion del tamafio a cada
temperatura y demuestra la pequefia distribucién de tamarfios que
tienen los agregados a cada temperatura.
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Figura 8.19. Dependencia de la distribucion de tamafos del nanohibrido
UCNP@P(MEO:MA-co-SEMA)-2 de la temperatura.

8.2.5- Dependencia de la emisiéon con el pH y la temperatura

Se estudio el efecto de la temperatura y el pH sobre las
propiedades emisivas de los nanohibridos en agua.
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Figura 8.20. Dependencia de la emision de UCNP@P(MEO:2MA-co-SEMA)-10
(area bajo la curva entre 400 y 700 nm) con la concentracion de HCI.
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. Para ello, se eligieron dos temperaturas, una por debajo y
otra por encima del valor de LCST (15 y 60°C, respectivamente), y
la emision UC se midio a diferentes valores de pH (Figura 8.20).

La emision del nanohibrido UCNP@P(MEO:MA-co-SEMA)-
10 solo fue un 20% mas baja a 60°C que a 15°C (Figura 8.20) y
ademas este proceso resultdé ser reversible, recuperando el
nanohibrido su emisién incluso tras 10 ciclos seguidos de
agregacion-desagregacion (Figura 8.21).

O 1 L T L} L] T T T 1
0 2 4 6 8 10
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Figura 8.21. Intercambio reversible de la intensidad de emisién en 540 nm del
nanohibrido UCNP@P(MEO:MA-co-SEMA)-10 desde 15°C a 60°C en agua a
pH 9. La emision de la dispersion inicial se normalizé a 1.

La mayor emision a 15°C que a 60°C es consistente con los
resultados publicados para UCNP en fase hexagonal con diferentes
ligandos.54%°
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Figura 8.22. Comparacioén de la emisién (Aexc = 975 nm) con el tiempo del
nanohibrido UCNP@P(MEO:MA-co-SEMA)-10 en agua a temperatura de 15°C
(A) y 60°C (B). El espectro rojo fue registrado tras los 10 ciclos y el negro es
la misma muestra pero 3 meses después.
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Finalmente, los nanohibridos exhibieron excelente
estabilidad quimica con el tiempo. De hecho, las propiedades
emisivas de las dispersiones acuosas de UCNP@P(MEO>MA-co-
SEMA)-10 usadas para los experimentos de reversibilidad, asi
como la de pH 3.5, permanecieron practicamente inalteradas tras 3
meses (Figura 8.22 y Figura 8.23).
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Figura 8.23. Comparaciéon de la emision con el tiempo del nanohibrido
UCNP@P(MEO:MA-co-SEMA)-10 en agua a 15°C (A) y 60°C (B). El espectro
rojo se registroé tras la acidificacion con HCI hasta pH 3.6 y el negro es la
misma muestra pero tres meses después.
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Figura 8.24. Comparacion de la emision a 15°C del nanohibrido
UCNP@P(MEO:MA-co-SEMA)-10 en agua (linea roja) y el resuspendido tras
una semana en medio de cultivo (linea negra).

Ademas, el nanohibrido también resulto estable en el medio
de cultivo. De hecho, los nanohibridos UCNP@P(MEO-MA-co-
SEMA)-10 se dispersaron en un medio de DMEM/F-12 libre de rojo
de fenol suplementado con un 10% de suero fetal de ternera y 1
mM de piruvato de sodio a 37°C. La dispersion se mantuvo durante
una semana en la nevera, tras la cual se centrifugd y resuspendio
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en el mismo volumen de agua. El espectro de emisidbn no mostro
diferencias con la del nanohibrido inicial (Figura 8.24).

8.3- Conclusiones

Se ha modificado la periferia de las UCNP de manera
sencilla a través del intercambio de ligando original con un polimero
multiquelante. El polimero se coordina a la superficie de la UCNP a
través de varios grupos tiolato, lo que permite su recubrimiento con
una capa fina de polimero y evita el aumento del tamafio del
nanohibrido final. Los nanohibridos resultantes eran anfifilicos y
presentaban un incremento de su emisién UC, tanto en agua como
en diclorometano. Este método es mucho mas sencillo que los
descritos en la literatura para conseguir un incremento en la emision
ucC.

Por otro lado, los nanohibridos UCNP@P(MEO:MA-co-
SEMA)-x presentan propiedades termosensibles. Estos se
agregaban de manera reversible por encima de la LCST, sin que
sus propiedades emisivas se vieran alteradas. Por ultimo, pero no
por ello menos importante, los nanohibridos UCNP@P(MEO.MA-
co-SEMA)-x muestran una buena estabilidad quimica, térmica y
luminiscente con el tiempo y bajo diferentes condiciones. Esto
podria ser muy util para su futura aplicacién en bioimagen, terapia
o transporte de medicamentos.

8.4- Procedimiento experimental

8.4.1- Materiales

Los reactivos necesarios para la sintesis de las UCNP
fueron: LnCls hexahidratados de pureza >99.9% (YClIs-6H20,
YbCl3:6H.0 y ErCls:6H20), 1-octadeceno (95%), acido oleico
(99,9%), NaOH y NH4F (99,99%). Estos reactivos se usaron tal cual
se recibieron, sin ningun tipo de purificacion previa.

Los copolimeros P(MEO2MA-co-AcSEMA)-x se sintetizaron
siguiendo un procedimiento descrito con anterioridad" y se usaron
en la sintesis de UCNP@P(MEO2MA-co-SEMA)-x.
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Los disolventes se secaron por métodos estandar o por
elucion a través de un sistema de secado en columna Pure Solv
Innovative Technology. La dialisis se llevé a cabo usando una
tuberia con membrana de celulosa regenerada de MWCO 50kDa
de RC Spectra/Por®7-Spectrum Labs.

8.4.2- Sintesis de las UCNP recubiertas con oleato.

Las nanoparticulas de NaYFs Yb3'(20%), Er**(3%)
recubiertas de oleato se sintetizaron de manera analoga a los
capitulos anteriores.%®

8.4.3- Sintesis de UCNP@P(MEO:MA-co-SEMA)-x

Se prepard una mezcla que contenia 29 mg de UCNP@OA
y 43 mg de P(MEO:MA-co-SEMA)-x (1/1,5 wt %) en 2 mL de
diclorometano. Seguidamente, se afadid una pequefia cantidad de
MeONa bajo agitacion continua a temperatura ambiente. La mezcla
se mantuvo a temperatura ambiente durante 2 dias para
asegurarse de la completa funcionalizacion de las UCNP por los
grupos tiolato. Tras la eliminacion del sdlido blanco insoluble
correspondiente al oleato sédico, se evaporé el disolvente en el
rotavapor a presion reducida. El crudo resultante se redisperso en
THF y se paso a través de un tubo con membrana de celulosa
regenerada de MWCO-50 kDa para someterlo a dialisis con
THF:H.O (7:3) v/v reemplazando las fracciones cada 12-24 horas
hasta que no se detectd polimero en el espectro UV en las
fracciones dializadas (normalmente tras 60-90 mL).

8.4.4- Medidas de la emision UC con el pH y la temperatura

Se prepard una disolucion acuosa a pH 11 afiadiendo
metdxido de sodio en agua (1,3 mg en 10 mL). El nanohibrido se
disperso en esta disolucion (5 mg en 8 mL) y el pH de la disolucion
coloidal se midi6 primero a 15°C y después a 60°C. Seguidamente,
se afadieron alicuotas de una disolucién de HCI (5 uL en 10 mL) y
tras cada adicién se registré el pH y el espectro de emision primero
a 15°C y después a 60°C
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Conclusions

Several conclusions can be drawn from the present Thesis
focused on the synthesis of new nanomaterials based on NaYF4 co-
doped nanoparticles.

1. Texture and phase recognition analysis (TPRA)
demonstrated that UCNPs obtained in different syntheses, using the
high temperature co-precipitation method, were uniform and
monodispersed hexagonal prisms. Variations of the reaction
temperature (T;) modified the final size of the nanoparticles, while
the modification of the fluoride source addition temperature (Taq) led
to changes in the shape of the UCNPs.

2. A diiodo-substituted Bodipy derivative was successfully
chemisorbed to the UCNP surface through its carboxylate group.
Two different nanohybrids were designed, the first one with IBDP
and OA anchored to its surface, UCNP-IBDP@OA, was
hydrophobic. The other one with the IBDP simultaneously
embedded in an SH-PEG-NH layer, UCNP-IBDP@PEG, was
hydrophilic.

2.1. Steady-state and time-resolved measurements showed
that the presence of IBDP modulate the upconversion processes.
On the one hand, a green emission quenching was observed, as
compared with their precursor, due to the energy transfer from Er®*
excited states to the IBDP. On the other hand, a competitive way for
the decay of the Yb3* excited state via energy transfer to the IBDP
excited state was demonstrated, leading to shorter rise times. This
process is more important in an organic solvent.

2.2. Moreover, UCNP-IBDP@PEG nanohybrid displayed an
excellent performance for in vitro photodynamic therapy. Thus, NIR
irradiation (45 min, 239 mW-cm2) of human neuroblastoma SH-
SY5Y cells incubated with UCNP-IBDP@PEG nanohybrid, caused
50% of cell death. Furthermore, UCNP-IBDP@PEG showed good
biocompatibility and no cytotoxicity without NIR irradiation.

3. Different cucurbit[n]urils (n = 6, 7 and 8) were spontaneously
anchored to the surface of naked NaYF4:Yb3*, Er®* nanoparticles
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leading to highly emissive and water-dispersible UCNP@CBI[n]
nanohybrids.

3.1. UCNP@CBIn] (n = 6, 7) nanohybrids act as a scaffold for
energy acceptors, specifically tricyclic basic dyes methylene blue
and pyronin Y, via the free carbonyl portal of the CB[n]. Exclusion
complexes with the dyes were observed for UCNP@CB[6] and
UCNP@CBIJ7], while the dyes in UCNP@CBI8] destabilised the
interaction between UCNP and the CB due to the encapsulation of
the dye dimer in the CB[8] cavity.

3.2. Pyronin Y emission was observed upon NIR excitation of
the UCNP@CB[nJ@PY (n = 6, 7) nanohybrids due to energy
transfer from the UCNP to pyronin Y. Analogously, the NIR
excitation of the nanohybrids with methylene blue led to efficient
singlet oxygen generation due to energy transfer from the UCNP
scaffold to the dye.

4. UCNPs were effectively assembled with perovskite
nanoparticles (PK) by an innovative strategy based on the use of
CB[7] portals that anchor to the surface of both nanoparticles.

4.1. The perovskite nanoparticles were located firmly and
closely to the UCNP surface, allowing for efficient energy transfer
from the UCNP to the perovskite nanoparticle (ca. 100%). These
nanohybrids displayed good photostability under UV and NIR light,
making them suitable for photovoltaics and luminescent devices.

4.2. A novel technique was developed to evaluate
luminescence lifetime in the range of several tens of microseconds
by using a commercial multiphoton laser scanning confocal
microscope. This technique proved useful for verifying the success
of the assembling strategy and the homogeneity of the sample.

5. NaYF4Yb%, Er** nanoparticles were coated with a thin layer
of P(MEO2MA-co-SEMA) multidentate copolymers via direct ligand
exchange. The copolymer was anchored through thiolate groups to
the UCNP surface. The presence of 2-(2-methoxyethoxy)ethyl side
chains of MEO2MA extending out from the methacrylic main chain
anchored to the UCNP surface, made UCNP@P(MEO:MA-co-
SEMA) nanohybrids dispersable in both aqueous and organic
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media. The nanohybrids showed an enhanced emission up to a
factor of 10 in dichloromethane and a factor of 2 in water compared
with its hydrophobic precursor (UCNP@OA).

5.1. TEM images and Dynamic Light Scattering (DLS)
measurements demonstrated that nanohybrids undergo a sudden
aggregation in water at a certain temperature, called lower critical
solution temperature (LCST) due to the presence of short
oligoethylene glycol side chains. Furthermore, the aggregation of
UCNPs was reversible after decreasing the temperature below the
LCST, thus retaining their emissive properties even after several
cycles, which demonstrated their high thermostability.

5.2. In addition, UCNP@P(MEO2:MA-co-SEMA) nanohybrids
displayed exceptional photo- and chemical stability over time (up to
3 months) at different pHs (pH = 3.5 and 6.5) where their emissive
properties remained practically unchanged. Finally, the stability of
the colloidal solution of UCNP@P(MEO.MA-co-SEMA)-10
nanohybrid in a media typical for cell culturing was also
demonstrated, which makes UCNP@P(MEO:MA-co-SEMA)
nanohybrids useful for future biological applications (such as drug
delivery).
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De la presente Tesis centrada en la sintesis de nuevos
nanomateriales basados en nanoparticulas codopadas de NaYF,
se pueden extraer varias conclusiones.

1. El analisis de reconocimiento de fases y texturas (TPRA)
demostré que las UCNP obtenidas en diferentes sintesis a través
del método de coprecipitacion a alta temperatura, eran prismas
hexagonales uniformes y monodispersos. Variaciones en la
temperatura de reaccién (T,), modificaban el tamafo final de las
nanoparticulas, mientras que la modificacion de la temperatura de
adicioén de la fuente de fluoruro (Taq) llevé a cambios en la forma de
las UCNP.

2. Un derivado diyodado del Bodipy se quimisorbié en la
superficie de las UCNP a través de su grupo carboxilato. Se
disefiaron dos nanohibridos diferentes, el primero con IBDP y OA
anclados a la superficie, UCNP-IBDP@OA, era hidrofébico. El otro
con el IBDP embebido simultdneamente en una capa del polimero
SH-PEG-NH2, UCNP-IBDP@PEG, era hidrofilico.

2.1. Las medidas de luminiscencia de tiempo resuelto y
estado estacionario mostraron que la presencia del IBDP puede
modular los procesos de upconversion. Por un lado, se observo la
desactivacion de la emision en el verde, comparado con sus
precursores, debido a la transferencia de energia desde el estado
excitado del Er** al IBDP. Por otro lado, se demostré un camino
competitivo para la desaparicion del estado excitado del Yb®" a
través de la transferencia de energia al IBDP, lo que causaba un
acortamiento de los tiempos de aparicién. Este proceso era mas
importante en disolventes organicos.

2.2. Adicionalmente, el nanohibrido UCNP-IBDP@PEG
mostré un excelente comportamiento en terapia fotodinamica in
vitro. La irradiacion en el NIR (45 min, 239 mW-cm) de células SH-
SY5Y derivadas de neuroblastoma humano incubadas con el
nanohibrido UCNP-IBDP@PEG, causo un 50% de muerte celular.
Ademas, el nanohibrido UCNP-IBDP@PEG mostré buena
biocompatibilidad y no resultaron citotéxicos sin irradiacién NIR.
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3. El anclaje de diferentes cucurbit[n]urilos (n= 6, 7 y 8) sobre
la superficie de NaYF4:Yb3*, Er®* llevo a la sintesis de nanohibridos
UCNP@CBIn] altamente emisivos y dispersables en agua.

3.1. Los nanohibridos UCNP@CBI[n] (n= 6, 7) pueden actuar
como plataforma para aceptores de energia, especificamente para
los cromoforos triciclicos basicos azul de metileno y pironina Y, a
través del portal de carbonilos libre en el CB[n]. Se observo la
formacion de complejos de exclusion para UCNP@CBI[6] y
UCNP@CBJ7], mientras que en UCNP@CBI[8] los cromdforos
desestabilizaban la interaccion entre la UCNP y el CB debido a la
encapsulacion del dimero del cromoéforo en la cavidad del CB[8].

3.2. Se observo la emision de la pironina Y tras la excitacion
de los nanohibridos UCNP@CB[n]@PY (n=6 y 7) con luz NIR,
debido a la transferencia de energia desde las UCNP a la pironina
Y. Analogamente, la excitacion de los nanohibridos con azul de
metileno resultdé en la generacion eficiente de oxigeno singlete
debido a la transferencia de energia desde las UCNP al croméforo.

4. Se logro el ensamblaje eficiente de UCNP a nanoparticulas
de perovskita (PK) a través de una estrategia innovadora basada
en el uso de los portales del CB[7] como anclaje a la superficie de
ambos tipos de nanoparticulas.

4.1.Las PK se situaban firmemente y muy cerca de la
superficie de las UCNP, lo que permitia la transferencia de energia
eficiente desde las UCNP a las PK (aprox. 100%). Estos
nanohibridos mostraron buena fotoestabilidad bajo irradiacion UV y
NIR, lo cual las hace adecuadas para su uso en dispositivos
luminiscentes y fotovoltaicos.

4.2. Se desarrolld una técnica novedosa para evaluar los
tiempos de vida de luminiscencia en el rango de decenas de
microsegundos haciendo uso de un microscopio confocal de barrido
con laser multifoténico comercial. Esta técnica resultd util en la
verificacion del éxito de la estrategia de ensamblaje, asi como la
homogeneidad de la muestra.

5. Se recubrieron las nanoparticulas de NaYF4:Yb*, Er** con
una capa fina del copolimero multidentado P(MEO2MA-co-SEMA)
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via intercambio directo de ligando. El copolimero se anclo a traves
de los grupos tiolatos a la superficie de las UCNP. La presencia de
las cadenas laterales de 2-(2-metoxietoxi)etilo del MEO2MA, que se
extienden fuera de la cadena metacrilica principal anclada a la
superficie de las UCNP, hace que los nanohibridos
UCNP@P(MEO2:MA-co-SEMA) sean dispersables en medios
organicos y acuosos. Los nanohibridos mostraron un incremento de
la emision de hasta 10 veces en diclorometano y de 2 veces en
agua comparado con su precursor hidrofébico (UCNP@OA).

5.1. Las imagenes de TEM y las medidas de dispersion
dinamica de la luz (DLS) demostraron que los nanohibridos
experimentan agregacion en agua repentina a una determinada
temperatura, llamada temperatura critica mas baja (LCST). Esto era
debido a la presencia de cadenas cortas de oligoetilenglicol.
Ademas, la agregacion de las UCNP era reversible tras la
disminucion de la temperatura por debajo de la LCST, y
conservaban sus propiedades emisivas incluso tras varios ciclos, lo
cual demostraba su alta termoestabilidad.

5.2. Ademas, los nanohibridos UCNP@P(MEO:MA-co-
SEMA) mostraron una excepcional estabilidad foto(quimica) con el
tiempo (hasta 3 meses) a diferentes pH (pH = 3,5y 6,5), donde sus
propiedades emisivas permanecian practicamente inalteradas.
Finalmente, se demostré la estabilidad de la disolucion coloidal del
nanohibrido UCNP@P(MEO2MA-co-SEMA)-10 en un medio tipico
para cultivo celular, lo cual hace a los nanohibridos
UCNP@P(MEO2:MA-co-SEMA) utiles para futuras aplicaciones
biolégicas (como transporte de farmacos).
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Conclusions

De la present Tesi centrada en la sintesi de nous
nanomaterials basats en nanoparticules codopades de NaYF4, es
poden extraure diverses conclusions.

1. L’analisi de reconeixement de fases i textures (TPRA) va
demostrar que les UCNP obtingudes en diferents sintesi a través
del métode de coprecipitacid a alta temperatura, eren prismes
hexagonals uniformes i monodispersos. Variacions en la
temperatura de reaccié (T:), van modificar la grandaria final de les
nanoparticules, mentre que la modificaci6 de la temperatura
d’addicio de la font de fluorur (Taq) va comportar un canvi en la forma
de les UCNP.

2. Un derivat diiodat del Bodipy es va quimisorbir en la
superficie de les UCNP a través del seu grup carboxilat. Es van
dissenyar dos nanohibrids diferents, el primer amb IBDP i el OA
ancorats a la superficie de la UCNP, UCNP-IBDP@OA, era
hidrofobic. L’altre, amb el IBDP embegut simultaniament en una
capa del polimer SH-PEG-NH,, UCNP-IBDP@PEG, era hidrofilic.

2.1. Les mesures de luminiscéncia de temps resolt i estat
estacionari van mostrar que la preséncia del IBDP pot modular els
processos de upconversion. D’'una banda, es va observar la
desactivacié de la emissido en el verd, comparat amb els seus
precursors, a causa de la transferéncia d’energia des de l'estat
excitat del Er®* al IBDP. D’altra banda, es va demostrar un cami
competitiu per a la desaparicio de I'estat excitat del Yb3* a través de
la transferéncia d’energia al IBDP, que produia un escurgament
dels temps d’aparicid. Aquest procés era més important en
dissolvents organics.

2.2. Addicionalment, el nanohibrid UCNP-IBDP@PEG va
mostrar un excel-lent comportament en terapia fotodinamica in vitro.
La irradiacio en el NIR (45 min, 239 mW-cm2) de cél-lules SH-SY5Y
derivades de neuroblastoma huma incubades amb el nanohibrid
UCNP-IBDP@PEG, va causar un 50% de mort cel-lular. A més, el
nanohibrid  UCNP-IBDP@PEG va mostrar una bona
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biocompatibilitat i no va resultar citotdoxic en abséncia d’irradiacio
NIR.

3. L’adsorcié simultania de diferents cucurbit[n]urils (n=6, 7 i 8)
sobre la superficie de nanoparticules de NaYFsYb*, Er** va
resultar en la sintesi de nanohibrids UCNP@CB[n] altament
emissius i dispersables en aigua.

3.1. Els nanohibrids UCNP@CBI[n] (n= 6, 7) poden actuar
com a motlle per a acceptors d’energia, especificament per als
cromofors triciclics basics blau de metilé i pironina Y, a través del
portal carbonilic lliure en el CB[n]. Es va observar la formacié de
complexos d’exclusio per a UCNP@CBI[6] y UCNP@CB[7], mentre
que per a UCNP@CBJI8] els cromofors desestabilitzen la interaccio
entre les UCNP a causa de I'encapsulacioé del dimer del cromofor
en la cavitat del CBJ[8].

3.2. Es va observar I'emissié de la pironina Y després de
I'excitacio dels nanohibrids UCNP@CB[n]@PY (n =6i7) amb llum
NIR a causa de la transferéncia d’energia des de les UCNP a la
pironina Y. De manera analoga, I'excitacio dels nanohibrids amb
blau de metilé va resultar en la generacio eficient d’'oxigen singlet a
causa de la transferéncia d’energia des de les UCNP al cromofor.

4. Es va aconseguir l'acoblament eficient de UCNP a
nanoparticules de perovskita (PK) a través d’una estratégia
innovadora basada en I'Us dels portals del CB[7] com punts
d’ancoratge a la superficie d'ambdos tipus de nanoparticules.

4.1. Les PK es situaven fermament i molt proximes de la
superficie de les UCNP, que permetia la transferéncia eficient
d’energia des de les UCNP fins les PK (aprox. 100%). Aquests
nanohibrids van mostrar una bona fotoestabilitat baix irradiacié UV
i NIR, la qual cosa els fa apropiats per al seu Us en dispositius
luminescents i fotovoltaics.

4.2. Es va desenvolupar una técnica innovadora per avaluar
els temps de vida de luminiscéncia en el rang de desenes de
microsegons fent Us d’'un microscopi confocal d’escombrat amb
laser multifotdonic comercial. Esta técnica va ser util en la verificacié
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de I'éxit de I'estratégia d’acoblament, aixi com la homogeneitat de
la mostra.

5. Es van recobrir les nanoparticules de NaYF4:Yb%*, Er®* amb
una capa fina del copolimer multidentat P(MEO.MA-co-SEMA) via
intercanvi directe de lligand. El copolimer es va ancorar a través
dels grups tiolats de la superficie de les UCNP. La preséncia de les
cadenes laterals de de 2-(2-metoxietoxi)etil del MEO-MA, que
s’estenen cap a fora de la cadena metacrilica principal ancorada a
la superficie de les UCNP, fa que els nanohibrids
UCNP@P(MEO:MA-co-SEMA) siguen dispersables en medis
organics i aquosos. Els nanohibrids van mostrar un increment de
'emissié de fins 10 vegades en diclorometa i de 2 vegades en aigua
en comparacié amb el seu precursor hidrofobic (UCNP@OA).

5.1. Les imatges de TEM i les mesures de dispersio dinamica
de la llum (DLS) van demostrar que els nanohibrids experimentaven
una agregacio en aigua de manera sobtada a una determinada
temperatura, anomenada temperatura critica més baixa (LCST).
Acd estava causat per la preséncia de cadenes -curtes
d’oligoetilenglicol. A més, I'agregacié de les UCNP era reversible
després de la disminucio de la temperatura per sota del valor de
LCST, i conservaven les seues propietats emissives inclus després
de diversos cicles consecutius, la qual cosa demostrava la seua alta
termoestabilitat.

5.2. A més, els nanohibrids UCNP@P(MEO2:MA-co-SEMA)
van mostrar una excepcional estabilitat foto(quimica) amb el temps
(fins a 3 mesos) a diferents pH (pH = 3,5 i 6,5), on les seues
propietats emissives romanien practicament inalterades. Finalment,
es va demostrar 'estabilitat de la dissolucio col-loidal del nanohibrid
UCNP@P(MEO2MA-co-SEMA)-10 en un medi tipic per a cultiu
cellular, la qual cosa fa als nanohibrids UCNP@P(MEO>MA-co-
SEMA) utils per a futures aplicacions bioldgiques (com transport de
farmacs).
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Abstract

In the last decades nanochemistry has reached great
interest due to the importance of developing innovative and unique
materials at nanometric scale, specifically nanoparticles. The
properties of nanomaterials differ from those at a larger scale, so
nanochemistry open innovative ways in science to develop
materials with new properties and novel performance.

Upconversion nanoparticles (UCNPs) are lanthanides
inorganic based nanocrystals, such as NaYF4 co-doped with
lanthanides cations (such as Er®*, Yb%, Tm3*...). UCNPs display
excellent chemical, thermal and photostability, good
biocompatibility, narrow bandwidth, long luminescence times, no
photoblinking and no photobleaching. Most importantly, they can
emit in the visible after their excitation at the near-infrared (NIR)
because of their intra-configurational 4f electron transitions. Hence,
UCNPs are of great interest in many fields such as security,
photocatalysis or sensing and specially in biomedicine (bioimaging,
photodynamic therapy...) due to the high penetration depth of the
NIR light in tissues.

Nanochemistry plays a crucial role in architecting UCNPs,
firstly, in the development of new synthetic routes and/or control of
the reaction parameters in order to achieve monodisperse and
uniform UCNPs with high UC efficiency. Secondly, nanochemistry
is important for surface engineering, since it deals with the
convenient modification and functionalization of the UCNPs surface
to provide them with desired properties and functionalities.

This thesis is focused in the synthesis of new nanomaterials
based on NaYF, co-doped nanoparticles with exceptional properties
and their further derivatization. Texture and phase recognition
analysis (TPRA) based on electron nanodiffraction technique is
used to characterize the geometry of UCNPs synthesized by the
high temperature co-precipitation strategy which uses stochiometric
amounts of NH4F. Here, we confirmed experimentally that despite
the apparently different shapes of samples (hexagons, rods, and
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cubes), all the nanocrystals are actually B-phase hexagonal prisms.
This is of relevance since many biological features of
nanostructures, such as cellular internalization and cytotoxicity, are
governed by their geometry. In addition, reproducibility in biological
experiments is paramount.

In addition, water-dispersible, ca. 30 nm-sized NaYF4: Er®*,
Yb® UCNPs, capped with a polyethylene glycol (PEG) derivative
and highly loaded with a singlet oxygen photosensitizer, specifically
a diiodo-substituted Bodipy (IBDP), was synthesized. The
photosensitizer, bearing a carboxylic group, was anchored to the
UCNP surface and, at the same time, embedded in the PEG
capping; the combined action of the UCNP surface and PEG
facilitated the loading for an effective energy transfer and,
additionally, avoided photosensitizer leaching from the nanohybrid
(UCNP-IBDP@PEG).

The effectiveness of the nanohybrids in generating singlet
oxygen after NIR excitation with a continuous wavelength laser was
evidenced by using a probe molecule. In vitro assays demonstrated
that the UCNP-IBDP@PEG nanohybrid was taken up by the SH-
SYS5Y human neuroblastoma-derived cells showing low cytotoxicity.
Moreover, ca. 50% cancer cell death was observed after NIR
irradiation (45 min, 239 mW-cm).

Steady-state and time-resolved emission studies on this
nanohybrid, and on its hydrophobic analogous, shows that the Yb3*
metastable state, formed after absorption of a NIR photon, can
decay via two competitive energy transfer processes: sensitization
of IBDP after absorption of a second NIR photon and population of
Er®* excited states.

Moreover, spontaneous adsorption of cucurbit[n]uril, CB[n]
(n =6, 7, and 8), on the surface of naked NaYF.: Er**, Yb%" gave
rise to UCNP@CBI[n] exclusion complexes. These complexes
proved to be highly stable as well as highly emissive under near-
infrared excitation. By using two tricyclic basic dyes (specifically,
methylene blue and pyronin Y) as a proof of concept, we
demonstrate that the UCNP@CBIn] (n = 6, 7) nanohybrids can form
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exclusion complexes with this type of dyes via the CB carbonyl free
portal, i.e., UCNP@CB@dye hybrids, thus making it possible to
locate a high concentration of the dyes close to the UCNP and,
consequently, leading to efficient energy transfer from the UCNP to
the dye.

Furthermore, CBJ[7] was used to assemble two different
nanoparticles, UCNPs and CH3s;NH3PbBr; perovskite nanoparticles
(PK). This innovative strategy allows to anchor the perovskite
nanoparticles firmly and closely to the naked UCNPs surface, thus
leading to UC,@PKcs nanohybrids.

A commercial multiphoton laser scanning confocal
microscope is used to demonstrate the successful assembly. This
technique proves to be useful to evaluate luminescence lifetime in
the range of several tens of pus and allows visualization of the
extraordinarily efficient nontrivial resonance energy transfer from
the upconversion nanoparticle to the perovskite after NIR excitation
of the nanohybrid as well as the homogeneity of the UC,@PKcs
sample. The considerable photostability of the perovskite in these
nanohybrids is demonstrated by prolonged irradiation of the
nanohybrid under UV light as well as under NIR light.

Last but not least, UCNPs were capped with a thin polymer
shell by replacing the oleate ligand of hydrophobic UCNPs by
multidentate thiolate-grafting of P(MEO.MA-co-SEMA) copolymers.
The presence of the 2-(2-methoxyethoxy)ethyl side chains of
MEO:MA extending out of the nanohybrid made them water-
dispersible and thermosensibles. The UCNP@P(MEO:MA-co-
SEMA) nanohybrids exhibited an enhanced emission by up to a
factor of 10, as compared with that of their hydrophobic precursor in
dichloromethane and even in water (a factor of 2).

Their thermoresponsiveness was modulated by the pH; this
is consistent with the presence of some thiol groups at the
nanohybrid periphery. Remarkably, the nanohybrid emission, as
well as its stability, was almost independent of the aggregation state
(in the basic-acid and temperature range studied here). The
formation of stable water-dispersible UCNPs with enhanced
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emission, together with their amphiphilic and temperature-
responsive polymer coating, is promising for building multifunctional
nanostructures for intracellular imaging, therapy, and drug delivery.
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Resumen

En las ultimas décadas la hanoquimica ha alcanzado gran
interés debido a la importancia de desarrollar materiales unicos e
innovadores en la escala nanométrica, especificamente
nanoparticulas. Las propiedades de los nanomateriales son
diferentes de las de los respectivos materiales a gran escala, asi la
nanoquimica abre caminos innovadores en la ciencia para
desarrollar materiales con nuevas propiedades y comportamientos
novedosos.

Las nanoparticulas de upconversion (UCNP) estan
compuestas por nanocristales inorganicos que contienen
lantéanidos, como NaYF4 codopados con cationes lantanidos (como
Er¥*, Yb%, Tm3*...). Las UCNP tienen una excelente estabilidad
quimica, térmica y luminica, buena biocompatibilidad, bandas de
emision estrechas, tiempos de vida de luminiscencia largos v,
ademas, no presentan ni fotoblanqueo ni fotoparpadeo. De especial
interés, su propiedad mas importante es que pueden emitir en el
visible tras su excitacién en el infrarrojo cercano (NIR) debido a
transiciones electronicas entre sus niveles 4f. Por lo tanto, las
UCNP son de gran interés en muchos campos como en seguridad,
fotocatalisis, fabricacion de celdas solares o sensores v,
especialmente, en biomedicina (bioimagen, terapia fotodinamica...)
debido a la gran profundidad de penetracion de la luz NIR en los
tejidos.

La nanoquimica juega un papel crucial en la fabricacion de
nanomateriales basados en UCNP, asi como en el desarrollo de
nuevas rutas sintéticas y/o en el control de los parametros de
reaccion con la finalidad de obtener UCNP monodispersas y
uniformes con alta eficiencia en la emision UC. Ademas, la
nanoquimica es importante en la ingenieria de la periferia de las
UCNP, esto es la adecuada modificacion y funcionalizacion de la
periferia de las UCNP para dotarlas de las propiedades y
funcionalidades deseadas.

Esta tesis estd centrada en la sintesis de nuevos
nanomateriales basados en nanoparticulas codopadas de NaYF.
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con propiedades excepcionales, asi como su posterior
derivatizacion. El analisis de reconocimiento de textura y fase
(TPRA) basado en la técnica de nanodifraccion electronica se ha
usado para caracterizar la geometria de las UCNP sintetizadas por
el método coprecipitacion a alta temperatura, el cual usa cantidades
estequiométricas de NH4F. Ademas, se ha confirmado
experimentalmente que, a pesar de las diferentes formas aparentes
que mostraban las muestras (hexagonos, rods y cubos), todos los
nanocristales eran prismas hexagonales en fase . Esto es de gran
relevancia ya que algunas propiedades biologicas de las
nanoparticulas, como su internalizacion en células o citotoxicidad,
estan gobernadas por su geometria. Ademas, la reproducibilidad en
los experimentos biolégicos es de vital importancia.

Ademas, se han sintetizado UCNP de NaYFs: Er®*, Yb3"
dispersables en agua y con tamafios de, aproximadamente, 30 nm,
recubiertas con un derivado del polietilenglicol (PEG) y con una
gran cantidad de un fotosensibilizador, especificamente un Bodipy
diyodado (IBDP). El IBDP, que tiene un grupo carboxilico, se ha
anclado a la superficie de la UCNP a través de su grupo carboxilato
y, simultaneamente, se ha embebido en la capa de PEG. La accién
combinada de la superficie de las UCNP y del PEG han facilitado la
carga del IBDP para conseguir una transferencia de energia
eficiente y, adicionalmente, evita la pérdida progresiva del IBDP del
nanohibrido (UCNP-IBDP@PEG).

La efectividad del nanohibrido UCNP-IBDP@PEG en la
generacion de oxigeno singlete tras su excitacion en el NIR con un
laser de onda continua se ha demostrado con el uso de una sonda
molecular. Los ensayos in vitro han demostrado que células
derivadas de neuroblastoma humano (SH-SY5Y) internalizaron el
nanohibrido UCNP-IBDP@PEG, asi como la baja citotoxicidad del
nanohibrido. Ademas, se ha observado cerca del 50% de muerte
celular tras la irradiacion con luz NIR (45 min, 239 mW).

Las medidas de luminiscencia de estado estacionario y de
tiempo resuelto sobre este nanohibrido y su analogo hidrofébico,
han mostrado que el estado metaestable del Yb**, formado tras la
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absorcion de un fotdn NIR, puede desaparecer a través de dos
procesos de transferencia de energia competitivos: sensibilizacion
del IBDP tras la absorcion de un segundo fotéon NIR o poblacion de
los estados excitados del Er®*.

Por otra parte, la adsorcién espontanea de cucurbit[n]urilos,
CB[n] (n = 6, 7, y 8), sobre la superficie desnuda de las
nanoparticulas NaYF4: Er**, Yb® dio lugar a la formacion de los
complejos de exclusion UCNP@CBI[n]. Estos complejos han
mostrado alta estabilidad asi como alta emision tras la excitacion
en el NIR. Como prueba de concepto, se han usado dos cromoforos
triciclicos basicos, especificamente azul de metileno y pironina Y,
para demostrar que los nanohibridos UCNP@CB[n] (n = 6y 7)
pueden formar complejos de exclusién con este tipo de cromdéforos
a través del portal de carbonilos libre, para dar lugar los
nanohibridos UCNP@CB@croméforo. Esto hace posible localizar
una gran concentracion de los cromoéforos cerca de la superficie de
la UCNP y, consecuentemente, permite la transferencia de energia
desde la UCNP al croméforo.

Ademas, el CBJ[7] se ha usado para ensamblar dos tipos
diferentes de nanoparticulas, UCNP y nanoparticulas de perovskita
de CHsNHsPbBrs; (PK). Esta innovadora estrategia permite la
localizacion de las PK firmemente y muy cerca de la superficie
desnuda de las UCNP, lo que permite la obtencion de nanohibridos
UC.@PKcs.

Un microscopio confocal de barrido con laser multifotonico
comercial se ha usado para verificar el éxito del ensamblaje. Esta
técnica ha demostrado ser util para evaluar tiempos de vida de
luminiscencia en el rango de varias decenas de microsegundos y
permite la evaluacion de la eficiencia de la transferencia de energia
resonante no trivial desde la UCNP a la PK tras la excitacion en el
NIR, asi como la homogeneidad de la muestra UC,@PKcs.
Ademas, se ha demostrado la fotoestabilidad de la perovskita en
estos nanohibridos tras la irradiacion prolongada del nanohibrido
con luz UV y NIR.
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Y por ultimo, pero no menos importante, las UCNP se han
recubierto con una capa fina de polimero tras reemplazar el ligando
oleato por el copolimero multiquelante P(MEO.MA-co-SEMA),
anclado a la superficie de las UCNP a través de grupos tiolato. La
presencia de las cadenas laterales de 2-(2-metoxietoxi)etilo, que se
extiende hacia afuera del nanohibrido, los hace dispersables en
agua y termosensibles. Los nanohibridos UCNP@P(MEO2>MA-co-
SEMA) han exhibido un incremento de la emisién 10 veces mayor,
comparado con su precursor hidrofébico en dicloromentano, y 2
veces mayor en agua.

Ademas, el pH modula las propiedades termosensibles de
los nanohibridos. Esto es consistente con la presencia de algunos
grupos tiol en la periferia del nanohibrido. Cabe destacar, que la
emision del nanohibrido, asi como su estabilidad, era independiente
del estado de agregacion (en el rango de pH y temperatura
estudiado aqui). La obtencién de UCNP dispersables en agua que
presentan incremento de su emisién y, ademas, propiedades
anfifilicas y termosensibles, es muy prometedor para el disefio de
nanoestructuras multifuncionales para, por ejemplo, su aplicacion
en imagen intracelular, terapia y liberacion controlada de farmacos.

221



Resumenes

Resum

En les ultimes décades la nanoquimica ha aconseguit un
gran interés com a consequéncia de la importancia de
desenvolupar materials Unics i innovadors a I'escala nanométrica,
especificament nanoparticules. Les propietats dels nanomaterials
son diferents de les dels corresponents materials a gran escala, aixi
la nanoquimica obri camins innovadors en la ciéncia per a
desenvolupar materials amb noves propietats i nous
comportaments.

Les nanoparticules de upconversion (UCNP) estan
composades per nanocristalls inorganics que contenen lantanids,
com NaYF, codopades amb cations lantanids (com Er**, Yb%,
Tm?®"...). Les UCNP tenen una excel-lent estabilitat quimica, térmica
i luminica, bona biocompatibilitat, bandes d’emissio estretes, temps
de vida de luminiscéncia llargs, i a més a més, no presenten ni
fotoblanqueig ni fotoparpalleig. Perd, la seua propietat més
important és que poden emetre en el visible després de la seua
excitacié en infraroig proxim (NIR) a causa de les transicions
electroniques entre els seus nivells 4f. Per tant, les UCNP so6n de
gran interés en molts camps com en seguretat, fotocatalisi,
fabricacio de cel'les solars o sensors i, especialment, en
biomedicina (bioimatge, terapia fotodinamica...) a causa de la gran
profunditat de penetracié de la llum NIR en els teixits.

La nanoquimica té un paper crucial en la fabricacié de
nanomaterials basats en UCNP, aixi com en el desenvolupament
de noves rutes sintétiques i/o en el control dels parametres de
reaccié amb la finalitat d’obtindre UCNP monodisperses i uniformes
amb alta eficiéncia en la emissio UC. |, segon, la nanoquimica és
important en I'enginyeria de la periféria de les UCNP, agd és
'adequada modificacio i funcionalitzacio de la periferia de les UCNP
per a dotar-les de les propietats i funcionalitats desitjades.

Esta tesi esta centrada en la sintesi de nous nanomaterials
basats en nanoparticules codopades de NaYFs amb propietats
excepcionals, aixi com la seua posterior derivatitzacio. L’analisi de
reconeixement de textura i fase (TPRA) basat en la técnica de
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nanodifraccié electronica s’ha emprat per a caracteritzar la
geometria de les UCNP sintetitzades pel métode de coprecipitacio
a alta temperatura, el qual utilitza quantitats estequiométriques de
NHsF. A més, s’ha confirmat experimentalment que, malgrat les
diferents formes aparents que mostraven les mostres (hexagons,
rods i cubs), tots els nanocristalls eren primes hexagonals en fase
B. Aco és de gran rellevancia, ja que algunes propietats bioldgiques
de les nanoparticules, com la seua internalitzacié a les cél-lules o
la citotoxicitat, estan governades per la seua geometria. A més, la
reproductibilitat en els experiments biologics és de vital importancia.

A més, s’han sintetitzat UCNP de NaYFs Er**, Yb%
dispersables en aigua i amb una mida, d’aproximadament, 30 nm,
recobertes amb un derivat del polietilenglicol (PEG) i amb una gran
quantitat d’un fotosensibilitzador, especificament un Bodipy diiodat
(IBDP). EI IBDP, que té un grup carboxilic, s’ha ancorat a la
superficie de la UCNP a través del seu grup carboxilat i,
simultaniament, s’ha embegut en la capa de PEG. L’accio
combinada de la superficie de les UCNP i del PEG han facilitat la
carrega del IBDP per aconseguir una transferéncia d’energia
eficient i, addicionalment, evita la pérdua progressiva del IBDP del
nanohibrid (UCNP-IBDP@PEG).

L’efectivitat del nanohibrid UCNP-IBDP@PEG en la
generaci6 d’oxigen singlet després de la seua excitacié en el NIR
amb un laser d’'ona continua s’ha demostrat amb I'is d’'una sonda
molecular. Els assajos in vitro han demostrat que cél-lules
derivades de neuroblastoma huma (SH-SY5Y) van internalitzar el
nanohibrid UCNP-IBDP@PEG, aixi com la baixa citotoxicitat del
nanohibrid. A més, s’ha observat prop del 50 % de mort cel-lular
després de la irradiaciéo amb llum NIR (45 min, 239 mW-cm™).

Les mesures de luminiscéncia d’estat estacionari i de temps
resolt sobre aquest nanohibrid i el seu analeg hidrofobic, han
demostrat que lI'estat metastable del Yb®*, format després de
I'absorcié d’un fotd NIR, pot desaparéixer a través de dos processos
de transferéncia d’energia competitius: sensibilitzacié del IBDP
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després de I'excitacié d’un segon fotd NIR o poblacié dels estats
excitats del Er®*.

Per altra banda, I'adsorcié espontania de cucurbit[n]urils,
CB[n] (n =6, 7, i 8), sobre la superficie nua de les nanoparticules
de NaYFs: Er**, Yb% va donar lloc a la formacio dels complexos
d’exclusi6 UCNP@CBI[n]. Estos complexos han demostrat alta
estabilitat aixi com alta emissié després de I'excitacid en el NIR.
Com a proba de concepte, s’han emprat dos cromofors triciclics
basics, especificament blau de metilé i pironina Y, per a demostrar
que els nanohibrids UCNP@CBI[n] (n = 6 i 7) poden formar
complexos d’exclusié amb aquest tipus de cromofors a través del
portal de carbonils lliure, que doéna lloc a la formacié dels
nanohibrids UCNP@CB@cromofor. A¢d possibilita la localitzacio
d’'una gran concentracio dels cromofors prop de la superficie de les
UCNP i, consequentment, permet la transferéncia d’energia des de
la UCNP al cromofor.

A més a més, el CB[7] s’ha emprat per a I'acoblament de
dos tipus diferents de nanoparticules, UCNP i nanoparticules de
perovskita de CH3NH3PbBrs (PK). Aquesta innovadora estrategia,
permet la localitzacié de les PK fermament i molt proximes a la
superficie nua de les UCNP, el que comporta a la formacié dels
nanohibrids UC,@PKcs.

Un microscopi confocal d’escombrat amb laser multifotonic
comercial s’ha utilitzat per a verificar I'éxit de 'acoblament. Aquesta
técnica ha demostrat ser util per a avaluar temps de vida de
luminiscéncia en el rang de diverses desenes de microsegons i
permet l'avaluacid de leficiencia de la transferéncia d’energia
ressonant no trivial des de la UCNP a la PK després de I'excitacié
en el NIR, aixi com la homogeneitat de la mostra UC,@PKcs. A
més, s’ha demostrat la fotoestabilitat de la perovskita en aquests
nanohibrids després de la irradiacié perllongada del nanohibrid amb
llum UV i NIR.

| per ultim, perd no menys importat, les UCNP s’han recobert
amb una capa fina de polimer després de reemplagar el lligand
oleat pel copolimer multiquelante P(MEO2MA-co-SEMA), ancorat a
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la superficie de les UCNP a través de grups tiolats. La preséncia de
les cadenes laterals de 2-(2-metoxietoxi)etil, que s’estenen cap a
fora del nanohibrid, els fa dispersables en aigua i termosensibles.
Els nanohibrids UCNP@P(MEO:MA-co-SEMA) han exhibit un
augment de I'emissio de 10 vegades, en comparacié amb el seu
precursor hidrofobic en diclorometa, i 2 vegades major en aigua.

A més, el pH modula les propietats termosensibles dels
nanohibrids. A¢gd és consistent amb la preséncia d’alguns grups tiol
a la periféria del nanohibrid. Cal destacar, que I'emissié del
nanohibrid, aixi com la seua estabilitat, era independent de I'estat
d’agregacio (en el rang de pH i temperatures estudiades). La
formaci6 de UCNP dispersables en aigua, que presenten un
augment de la seua emissi6 i, a més a més, propietats amfifiliques
i termosensibles, és molt prometedor per al disseny de
nanoestructures multifuncionals per a, per exemple, la seua
aplicacio en imatge intracel-lular, terapia i I'alliberament controlat de
farmacs.
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ABSTRACT: Texture and phase recognition analysis (TPRA) based on electron
nanodiffraction technique is used to characterize the geometry of up-conversion
nanocrystals (UCNCs) synthesized by the common thermal-decomposition protocol
in the presence of a stoichiometric amount of NH,F. Here, we confirmed
experimentally that despite the apparently different shapes of samples (hexagons,
rods, and cubes), all the nanocrystals are actually f-phase hexagonal prisms. This is of
relevance since many biological features of nanostructures, such as cellular
internalization and cytotoxicity, are governed by their geometry. In addition,

reproducibility in biological experiments is paramount.

H INTRODUCTION

Lanthanide-doped up-converting nanocrystals (UCNCs) ex-
hibit excellent chemical and thermal stability, as well as low
cytotoxicity.l_S They can be excited by NIR light, leading to
discrete emission in the visible, ie., well-separated from the
infrared, excitation, with an absolute quantum yield of about
0.3% (30 nm UCNCs),** and they gresent high resistance to
photobleaching and photoblinking.7’ In addition, the signifi-
cantly small spectral overlap of their emission with that of
endogenous cellular fluorophores allows a virtually non-
autofluorescent background, and consequently a high signal-
to-noise ratio in cellular imaging.

As a result, UCNCs overcome several problems associated
with conventional imaging probes and have recently emerged as
highly promising nanomaterials for a variety of biomedical
research applications, from multimodal imaging to dru
delivery and therapy, such as cell-labeling and tracking,'
small animal imaging,'' delivery of drugs and genetic
material,'>"® photodynamic therapy,'"* and photothermal
therapy.'®

To transfer UCNCs from proof-of-concept materials to real
biomedical applications some key parameters must be taken
into account, among which is their geometry (size and
shape).*''7 This is a point of considerable interest for the
reproducibility of biological experiments, as otherwise different
batches of the same nanomaterial could display different results
in cell studies. Indeed, it has been demonstrated that, in
general, the size and shape of a nanoparticle strongly affect!®'®
(i) the kinetics of uptake and the saturation concentration of
the cellular internalization, (i) the binding and activation
energy of membrane receptors and subsequent protein
expression, and (iii) their cytotoxicity.

Unfortunately, transmission electron microscopy (TEM)
images of UCNCs produced by common protocols®'**

< ACS Publications — © 2014 American Chemical Society

usually show a mix of structures, such as hexagons/rods and
cubes/rods. The same behavior is also shown by one of the
most typical methods to synthesize f-phase UCNCs, namely
the thermal-decomposition process using both lanthanide
chloride precursors and a stoichiometric amount of NH,E.>*™2
We suspected that such heterogeneity in the samples could
be merely apparent, i.e., a matter of perspective. An intriguing
method to analyze the real geometry of UCNCs batches would
be the texture and phase recognition analyses (TPRA). This is a
novel technique able to exploit with nanometrical resolution
the recording of electron diffraction patterns with narrow
electron beams (from S0 to 1 nm). In this method, the electron
beam is scanned on an area of a few ym? while the TEM is kept
in diffraction mode, and the crystal phase and its crystallo-
graphic orientation of each recorded pattern are assigned.”’
Here we report a texture analysis study which demonstrates
that although TEM images of the same batch of UCNCs
apparently showed different shapes (rods, cubes, and/or
hexagons), the nanocrystals were all hexagonal prisms. This
fact was found for nanoparticles prepared by the thermal-
decomposition strategy in the presence of NH,F and using
different temperature conditions. Thus, we also demonstrate
that the aspect ratio of the UCNPs depends on the temperature
at which NH,F is added and on the temperature at which the
reaction is conducted. These results address and confirm
experimentally the geometrical uniformity of UCNCs synthe-
sized by the stoichiometric addition of the fluoride reagent.
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B EXPERIMENTAL SECTION

Materials. All chemicals were purchased from Sigma-
Aldrich and used as-received.

Synthesis of Up-Converting NaYF,Yb3* (18%), Er**
(2.0%) Nanoparticles. UCNCs were synthesized following a
protocol reported elsewhere with some modifications.”

Briefly, YCl;-6H,0 (0.8 mmol), YbCl;-6H,O (0.18 mmol),
and ErCly-6H,0 (0.02 mmol) were mixed with 12 mL of oleic
acid and 15 mL of octadecene (ODE) in a S0-mL round-
bottom Pyrex flask under continuous stirring. The solution was
heated under nitrogen atmosphere at 160 °C until a
homogeneous solution was obtained (ca. 30 min). The mixture
was then cooled to 100 or 140 °C (see Table 1) and 10 mL of

Table 1. Samples Synthesized at a Particular Ratio of the
Temperature of NH,F Addition to the Temperature of the
Reaction (T,44/T,) and Relative Geometry

Taa/°C T./°C shape TEM size/nm
S1 100 308 rods 349 +£20 X213+ 19
S2 id. id. rods 331 £29 X195+ 19
S3 id. id. rods 36 +32 %201 + 19
S4 id. id. rods 33.9 +£2.8 X208 +2.1
S5 100 318 rods 402 +29 X 21.1 +£26
S6 110 308 rods 36.1 + 24 X 19.6 + 2.7
§7 id. id. rods 35+£22x21+£23
S8 110 318 rods 46.5 £ 2.5 X208 + 23
S9 id. id. rods 41.1 + 4.0 X 252 + 39
S10 140 305 cubic (square) 303
S11 140 318 cubic (square) 3+3
S12 150 315 cubic (square) 40 + 3

methanol solution containing NaOH (2.5 mmol) and NH,F
(4.0 mmol) was added dropwise. The solution was stirred
under nitrogen bubbling to remove methanol (ca. 30 min) and
then the solution was heated at 300 or 315 °C for 1 h.
Afterward, the solution was cooled at room temperature and
the nanocrystals were precipitated by centrifugation (10000
rpm, 10 min, 25 °C). Finally, the oleate-capped UCNCs were
washed three times with hexane/acetone/methanol
(43.5:40.5:16 v/v) solution.

TEM Imaging. TEM images of the samples at 0° tilt were
obtained by using a JEOL JEM-1010 instrument operated at
100 kV. TEM analysis was carried out on a Zeiss Libra 120
operating at 120 kV equipped with an in-column omega filter.
TEM grids (copper/carbon grids, 300 mesh) were prepared by
putting on them one drop of colloid (0.5 mg/mL). After
evaporation of the solvent, the grid was stored dry and imaged
the day after. Nanoparticles sizes were calculated by using
Image] software.

Texture Analysis and Phase Recognition. Texture
analysis was carried out using an ASTAR software and
hardware package of the Nanomegas Company directly
connected to the Ziess libra microscope through the Nano-
megas Digistar P1000 device.”®

The diffraction patterns obtained during the scanning of the
beam are recorded directly on the fluorescent screen using an
external fast CCD that is able to collect 50—20 patterns per
second. A data collection of 40 000 patterns corresponding to a
grid of 200 X 200 points was recorded in half an hour. The
spatial resolution of the data collection depends on the size of
the beam. In our TEM, which is not a field emission gun, we
were limited primarily not by the size of the beam but by its

brightness instead. The smaller beam size used to record a well-
defined pattern was 10 nm, with a sampling step of 4 nm. The
patterns can be collected in standard nano diffraction mode or
in precession mode and we used the former in the sample
having smaller crystal sizes (S1,S5) and the latter (with
precession angle of 1°) in the sample having larger crystal sizes
(810, S11). Although the matching is more efficient with
precession on, we choose to not use precession in the smaller
size samples because the unavoidable small blurring of the
beam in precession mode can be critical when the crystal size is
approaching the beam size. The set of recorded patterns was
analyzed through specific software that performs a matching
between the experimental patterns and a set of generated
patterns according to all possible crystal orientations of a
selected crystal phase. The database for each phase can be
generated in the case of the presence of several crystal phases in
the sample.

B RESULTS AND DISCUSSION

NaYF,:Yb* Er** up-conversion nanocrystals (UCNCs) were
synthesized following a previously described method” that uses
a stoichiometric amount of NH,F. The reaction was initially
conducted with two different addition (T,q5, 100 and 140 °C)
and reaction (T, 305 and 315 °C) temperatures (samples S1,
S5, S10, S12, Table 1).

Interestingly, TEM bright field images at 0° tilt showed that
the resulting UCNCs apparently have a stochastic mix of rod/
hexagon or cube/hexagon shapes, depending on the T,4q (100
or 140 °C, respectively). Moreover, the size of the nano-
particles increased with T, (Table 1, Figure 1 and Supporting

Figure 1. TEM images of UCNCs made at different T,q4q/T,
(respectively, SS and S11) deposited on TEM grids from chloroform
solution. Scalebar 100 nm.

Information (SI) Figure S1). Our data are in accordance with
other data reported elsewhere using similar reactions.*® Usually,
the control over the final shape of UCNC:s in this type of high
temperature processes can be explained from the point of view
of system-free energy without taking the free energy change of
organic species into account.”

UCNCs were then imaged at different tilt angles (45° and
60°) in order to verify if these two different typologies of
particles were actually related to two different crystal shapes. At
high tilt angles, the hexagonal-shaped nanoparticle appeared as
an elongated prism (Figure 2 and SI Figures $2—3), while the
rod-shaped nanoparticle presented an almost hexagonal shape if
the tilt axis was normal to its longest side or remained
unchanged if the tilt axis was parallel to that side. These
observations suggested that the particles all have the same
hexagonal prismatic shape.

dx.doi.org/10.1021/jp5025872 | J. Phys. Chem. C 2014, 118, 11404—11408
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Figure 3. (1,2) STEM image and orientation map of an aggregate of nanoparticles belonging to S11. (3, 4) STEM image and orientation map of an
aggregate of nanoparticles belonging to SS. To facilitate the interpretation of the map the color code corresponding to different crystallographic
directions is reported at the bottom. Patterns corresponding to almost precise (0001), <2—1—10>, and <10—10> orientations are displayed together
with the corresponding simulated best match. Regions of hexagonal particles and regions of rod/square particles are indicated with A and B,
respectively. For an interpretation of the crystallographic orientations in terms of crystal faces it must be recalled that (0001), <2—1—10>, and <10—
10> general crystal directions are parallel to the corresponding {0001}, {2—1—10}, and {10—10} general reciprocal directions.

To check if their shape was related to a specific crystallo-
graphic orientation of the nanocrystals, we carried out a texture
analysis on the UCNCs samples showing hexagonal,
rectangular, and cubical shapes. Note that we refer to the
orientation of the normal to the observed plane (usually
indicated as z direction), expressed in crystal coordinates, when
we indicate crystallographic orientation.

Texture and phase recognition analyses (TPRA) record the
electron diffraction patterns with narrow electron beams by
scanning an area of a few ym? in the TEM kept in diffraction
mode. Then, the ASTAR software (see Experimental Section)
assigns the crystal phase and its crystallographic orientation to
each recorded pattern, thus obtaining texture and phase maps
of the investigated area.”” We would like to stress here that,
thanks to TPRA, we were able to address and confirm
experimentally the shape of the nanocrystals.

The diffraction patterns of the samples were compared to
two databases generated according to the hexagonal® and
cubic®® crystal structures of NaYF, Orientation and phase
maps registered for samples SS and S11 are displayed in Figures
3 and 4. From these maps it emerges that, regardless of their
shapes, all the nanoparticles belong to the hexagonal phase. If a
crystal presents a hexagonal shape, its crystallographic
orientation is always close to (0001) (red), usually correspond-
ing to the hexagonal top and bottom faces of the prism. The
rectangular nanoparticles have orientations close to <10—10>
and <2—1-10> (light blue or green—blue), ascribable to two
possible lateral faces of a hexagonal prism. The texture analysis
of sample SS (and also that of S11) was consistent with
nanoparticles of a hexagonal prismatic shape with a preferential
growth along the (0001) direction.

dx.doi.org/10.1021/jp5025872 | J. Phys. Chem. C 2014, 118, 11404—11408
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Figure 4. Plots of the agreement factor (index) given by the indexing program for matching the cubic (a, d) and the hexagonal (b, e) NaYF, phases
and the corresponding phase map with the best choice (c, f). The plots at the top correspond to the S11 sample while those at the bottom
correspond to the S5 sample. The areas pictured correspond to those shown in Figure 3. The agreement factor is systematically higher for the

hexagonal phase.

The samples containing UCNCs with the usual hexagonal
shape and those with a shape approaching a square showed
similar behavior. Indeed, the texture analysis of S11 confirmed
that, also in this case, all the nanoparticles had a hexagonal
crystal structure and that those with a hexagonal shape had a
crystallographic orientation close to (0001). The square
nanoparticles had an orientation which was always normal to
(0001). Therefore, though they had grown with a similar rate
along the axial and lateral directions of the prism, the texture
analysis confirmed once again that the nanoparticles had a
hexagonal prismatic shape.

Finally, the dependence of the stochastic distribution of
UCNCs on TEM grids was also studied. The deposition after
different sonication time resulted in no differences in the final
images, suggesting that there was no organization of UCNCs in
superstructures, such as tiled floor, when suspended in solvents.
Neither did the polarity of the solvents induce significant
variation in the preferential deposition of the structures on one
face, contrary to the results of a previous work.>® Indeed, the
UCNCs were suspended and tested in solvents such as
dichloromethane, toluene, diethyl ether, THF, and ethyl
acetate, and no differences were observed among the final
samples (data not shown). This discrepancy could be ascribed
to differences in the synthetic procedure to obtain the UCNCs.

B CONCLUSIONS

In summary, we have demonstrated by TPRA that the UCNCs,
prepared using a stoichiometric amount of the fluoride reagent
and different T,44/T, temperatures, are actually hexagonal
prisms. In addition, it is possible to control the shape of the
nanoparticles by the T,4q and to control their final size by the
T,. Therefore, biological experiments performed on these types
of UCNC:s should not concur in misinterpretation caused by
the observation by transmission electron microscopy (TEM) of
different geometries in the UCNC batch. Remarkably, texture
and phase analysis based on electron nanodiffraction is crucial
to prove the single phase nature of the sample and to confirm

the interpretation in terms of hexagonal prismatic shape of the
UCNGC:s.
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TEM images of the samples at various tilted angles. This
material is available free of charge via the Internet at http://
pubs.acs.org.
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NIR excitation of upconversion nanohybrids
o containing a surface grafted Bodipy induces
Ga e rem 2082 gxygen-mediated cancer cell deatht
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We report the preparation of water-dispersible, ca. 30 nm-sized nanohybrids containing NaYF,:Er®*, Yb**
up-conversion nanoparticles (UCNPs), capped with a polyethylene glycol (PEG) derivative and highly loaded
with a singlet oxygen photosensitizer, specifically a diiodo-substituted Bodipy (IBDP). The photosensitizer,
bearing a carboxylic group, was anchored to the UCNP surface and, at the same time, embedded in the PEG
capping; the combined action of the UCNP surface and PEG facilitated the loading for an effective energy
transfer and, additionally, avoided photosensitizer leaching from the nanohybrid (UCNP-IBDP@PEG). The
effectiveness of the nanohybrids in generating singlet oxygen after near-infrared (NIR) excitation
(975 nm) with a continuous wavelength (CW) laser was evidenced by using a probe molecule. In vitro
assays demonstrated that the UCNP-IBDP@PEG nanohybrid was taken up by the SH-SY5Y human
neuroblastoma-derived cells showing low cytotoxicity. Moreover, ca. 50% cancer cell death was
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Introduction

Photodynamic therapy (PDT) is a non-invasive cancer treatment
that after selective delivery/administration of a photosensitizer
(PS) uses light as an activator to produce reactive oxygen species
for sequential cancer eradication. This therapy is beneficial
when compared to chemotherapy and radiotherapy since it
minimizes toxicity of healthy cells and side effects such as
nauseas, vomiting, and immune-suppression."> However, most
of the photosensitizers lose photochemical activity and present
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observed after NIR irradiation (45 min, 239 mW).

limited cell-penetrating capacity due to their easy aggregation
and poor solubility in aqueous solutions;* among them are
photofrin,* methylene blue,> rose bengal,® Zn-phthalocya-
nines,”® and merocyanine 540.° Combination of photosensi-
tizers (either wvia conjugation or complexation) with
macromolecules, such as liposomes, lipids, and oligosaccha-
rides,"**** helps their delivery. In addition, silica-based nano-
particles were recently developed to entrap water-insoluble
photosensitizing agents and proved to be effective PDT drug
carriers in aqueous media.'*"*

Multifunctional nanosystems that integrate multiple mate-
rials with different properties can provide new opportunities for
simultaneous diagnosis and therapy of diseases. In this regard,
the search for efficient PDT-photosensitizer/nanomaterial
nanohybrids has been encouraging research in the last decade."
The application of magnetic nanoparticles,” optical down-
converting nanoparticles, such as quantum dots'® and metallic
nanoparticles,””** and photon up-converting nanoparticles*
(UCNPs) is being explored as functional carriers of PDT-
photosensitizers.

The so-called UCNPs are rare-earth fluoride nanocrystals,
such as NaYF,, co-doped with trivalent lanthanides (such as Er,
Yb, Tm) and are particularly relevant in the field of PDT"**>*>*
since they display good biocompatibility, narrow bandwidth,
long-lived emission, high photostability, and no photo-
blinking.>® Most importantly, they exhibit absorption in the
near-infrared (NIR) region which penetrates soft tissues to a
greater extent than visible light,"*****° and, consequently,
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minimizes photo damage to living organisms and reduces auto-
fluorescence background. Moreover, UCNPs can be excited with
low-cost NIR continuous wave (CW) diode lasers which can be
applied to illuminate large areas using low excitation energies
and their emission wavelengths can be tuned as desired by
selecting the co-doping lanthanide ratio.”*** These interesting
features make them useful for a large diversity of applications,
among which bioimaging®*'** combines well with that of the
photosensitizing capacity of UCNP-PS nanohybrids.** Compar-
atively, two-photon excited PDT also uses NIR light." However,
in this strategy, the photosensitizer (a photon down-converting
PS) is excited by simultaneous absorption of two NIR low energy
photons and requires the use of pulsed lasers as the light source
to excite focused, small areas to obtain sufficient instantaneous
energy to make the two-photon excitation possible.

There are several methods to make these UCNPs water-
dispersible, such as coating them with silica®® or poly-
mers.”””** Specifically, PS embedded in silica-coated UCNPs
(PS:Ru(bpy);>*,** zinc phthalocyanine (ZnPc),**** merocyanine
540, hypericin*® and methylene blue**) has recently been
reported in the context of singlet oxygen generation. In addi-
tion, rose bengal,* ZnPc,"**® pyropheophorbide a,* and chlorin
e6 (Ce6)*** have been embedded in polymeric shells.

The drawbacks of some of these systems are the low PS
payload and/or their leaching under experimental conditions.
The high surface/volume ratio of the nanoparticles, combined
with the capacity of their surface and ligands to establish
stabilizing binding interactions with the PDT photosensitizer, is
an appealing strategy for improving the UCNP efficiency as a
nanocarrier. Consequently, an ideal UCNP-PS nanohybrid for
PDT would be a water-dispersible nanosystem with a large
loading of a photosensitizer that exhibits a high capacity to
generate reactive oxygen species (ROS), such as singlet oxygen,

Visible light

0 og0
/TEA

1BDP /

PEG = — A~~~

102

-~
ucNe= @@
0,

975nm

UCNP-IBDP@PEG

Scheme 1 Oversimplified image illustrating how UCNP@PEG
(hexagonal nanoprism with polymeric shell) transfers its energy (wavy
green arrows) to IBDP (pink ovals: see structure on the left) coordi-
nated to the UCNP surface after being excited with a 975 nm CW
diode. Triplet-triplet energy transfer from IBDP to oxygen leads to
singlet oxygen generation.
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and is easily derivatized to incorporate a good anchoring group
on the UCNP surface, thus making a considerable PS loading
possible and, at the same time, avoiding leaching.

We report here the design and synthesis of B-NaYF,:Yb*",
Er*" UCNPs carrying an efficient singlet oxygen photosensitizer,
specifically a Bodipy derivative, anchored to its surface and
embedded in the organic capping of the nanoparticle provided
by a soft organic macromolecule such as a PEG derivative
(Scheme 1). These nanoparticles, with a diameter of ca. 30 nm,
bear a considerable loading of the Bodipy derivative, and are
highly biocompatible in vitro. Their capacity for killing cancer
cells after NIR excitation has been proven in an SH-SY5Y human
neuroblastoma-derived cell line.

Experimental
Materials

The chemicals used for the UCNP synthesis were: lanthanide
chlorides (YCl;-6H,0, YbCl; - 6H,0 and ErCl; - 6H,0 (>99.9%, all
of them)), 1-octadecene (95%), oleic acid (99.9%), NaOH and
NH,F (99.99%). All chemicals were purchased from Sigma-
Aldrich and used as received without previous purification. HS-
PEG-NH, was purchased from Rapp-Polymere (3.0 kDa). 9,10-
Anthracenediyl-bis(methylene)dimalonic acid (ABDA) was
purchased from Aldrich. The synthesis of IBDP is described in
the ESL

Synthesis of oleate-capped up-converting NaYF,:Yb*", Er**
nanoparticles: UCNP@oleate

NaYF,:Yb, Er nanoparticles were synthesized following a previ-
ously reported protocol with some modifications.®* Briefly,
YCl;-6H,0 (0.8 mmol), YbCl;-6H,O (0.18 mmol), and
ErCl;-6H,0 (0.02 mmol) were mixed with 12 mL oleic acid and
15 mL octadecene (ODE) in a 50 mL round-bottom Pyrex flask
under continuous stirring. The solution was heated to 160 °C.
Once everything was dissolved, the mixture was cooled to
110 °C. A 10 mL methanol solution containing NaOH
(2.5 mmol) and NH,F (4.0 mmol) was slowly added into the
flask. The metal-oleate complexes in solution were stirred with
a glass-coated magnetic stirring bar while being slowly heated
to remove methanol, degassed at 100 °C for 30 min, heated to
305 °C and, finally, kept under N, flux during one hour. Then,
the solution was cooled to room temperature and the nano-
particles were precipitated by centrifugation (10 000 rpm,
10 min, 25 °C). Later on, UCNP@oleate nanoparticles were
washed three times with a (43.5 : 40.5 : 16 v/v) hexane-acetone-
methanol solution.

Synthesis of PEG-coated NaYF,:Yb/Er up-converting
nanoparticles: UCNP@PEG

These nanoparticles were prepared by using a method recently
developed by our group.* A solution of UCNPs (10 mg) in
degassed CHCI; (5 mL) was sonicated for 15 minutes. Then, 100
mg of HS-PEG-NH, were added. The solutions had 20 mg mL ™"
of the hetero-functional PEG. The conjugation process was
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performed in the presence of an excess of the PEG derivative.*”
The mix was kept in N, under strong stirring at 60 °C overnight.

The opalescent solution was evaporated in a vacuum and
5 mL of MilliQ water were added. The dispersion was sonicated
for 15 minutes. Then, 5 cycles of centrifugation at 10 000 rpm x
10 minutes with a total of 50 mL of acetonitrile were carried out
in order to remove the oleate and PEG excess. The PEG-encap-
sulated UCNPs (UCNP@PEG) were resuspended in 1 mL of
MilliQ water (or triethylamine, TEA, 40 mM, pH 7.5) and stored
at +4 °C for a maximum of one week before their use.

Synthesis of UCNP-IBDP@PEG

The nanohybrids used in all the studies reported here (unless
indicated) were prepared as follows: a solution of UCNP@PEG
(300 pL, 10 mg mL™") in triethylamine buffer (TEA, 40 mM,
PH 7.5) was sonicated for 15 minutes and poured into a solution
of 3-(2/,6'-diiodo-1',3',5,7"-tetramethyl-4’,4’-difluoro-4’-bora-
3'a,4'a-diaza-s-indacen-8'yl)propanoic acid (IBDP, 1.5 mg;
UCNP-IBDP@PEG 1 mg per 0.5 mg ratio) in TEA (0.5 mg mL ™).
After stirring at RT for 24 h, the mixture was purified by
centrifugation/sonication in acetonitrile (5 cycles of centrifu-
gation for 10 minutes at 10 000 rpm; sonication for 15 min). The
nanohybrids (UCNP-IBDP@PEG) were re-suspended in 3 mL of
MilliQ water or TEA and stored at +4 °C.

Other UCNP-IBDP@PEG nanohybrids were prepared using
different UCNP-IBDP@PEG weight ratios to determine the best
IBDP loading for the ABDA photodegradation in the presence of
oxygen (see Fig. S8 in the ESIT).

UV-visible absorption measurements

All UV-visible measurements were performed using an Agilent
G1103A spectrometer equipped with quartz cuvettes. All
samples were analyzed in MilliQ water or buffer solutions.

Fluorescence and up-conversion emission measurements

Up-conversion emission spectra were recorded by excitation at
975 nm using a CW 975 nm diode laser (Thorlabs L975P1W]J) as
the excitation source coupled to the SLM Amingo Bowmann
series 2 (AB2) fluorimeter (Microbeam, S.A.) and using a front-
face set up.

Singlet oxygen quantum yield (&,) calculations

The singlet oxygen phosphorescence decay traces were
measured as follows: the aerated solutions placed in 1 x 1 cm?*
fused silica cuvettes and capped with septa were irradiated at
532 nm with a laser (frequency doubled at 532 nm, ~8 ns pul-
ses, 12 mJ, from a Q-switched Nd/YAG laser at 1064 nm). NIR
emission studies® were carried out using a Peltier-cooled
(—62.8 °C) Hamamatsu NIR detector (Model H10330-75) oper-
ating at 850 V coupled with a computer-controlled grating
monochromator. A long pass filter, type FEL1150 filter from
Thorlabs was placed in front of the monochromator. The
photocurrent from the photomultiplier was stored on a digital
oscilloscope (Tektronix TDS 2012). Signal rise times as short
times (50 ns) were measured using the amplifier SR-445 from
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Stanford Research. Luzchem LFP software was used to acquire
and process the data. All samples were measured under iden-
tical experimental conditions (same irradiation, day, and
system alignment).

The amount of singlet oxygen generated was determined
from phosphorescence decay curves in the NIR region by
registering the phosphorescence decay data at 1270 nm. The
singlet oxygen quantum yield is defined as the number of
emitting 'O, molecules per photon absorbed by the photosen-
sitizer. It has been estimated by using the ratio of slopes of
linear plots of IBDP for the intensity of singlet oxygen phos-
phorescence (NIR excitation) against 1-107* using a rose
bengal (RB) solution in methanol as a standard, where 4 is the
absorbance of the sample at the excitation wavelength.
Different diluted solutions of IBDP and RB were prepared, such
that their absorbance at the excitation wavelength (Ax = 532
nm) would be <0.40. Then the corresponding phosphorescence
decay trace was recorded using this A, and the quantum yield
was obtained by:

slope zpp

Pippp = Prp slope
RB

where RB stands for Rose Bengal used as a reference (¢ = 0.76)**
and IBDP stands for the corresponding BDP derivative. @ is the
corresponding singlet oxygen quantum yield.

Singlet oxygen generation monitored by chemical
photoconsumption of 9,10-anthracenediyl-bis(methylene)
dimalonic acid (ABDA)

The samples were placed in quartz cuvettes (1 x 1 cm path
length) and the emission was monitored in an AB2 series
spectrofluorimeter. All measurements were carried out in
oxygen-saturated deuterium oxide solutions at room tempera-
ture. A similar method has been previously used to determine
the ability of other UCNP-photosensitizer nanocomposites to
generate singlet oxygen.**** The induced generation of singlet
oxygen was estimated by measuring the decrease of ABDA
fluorescence due to the formation of its endoperoxide. Briefly, a
phosphate buffer solution (pH 7.2, 1.5 mL) containing 1 mg
mL~" of UCNP-IBDP@PEG and ABDA (2 x 10~° M) solution
was prepared and kept under stirring. This solution was irra-
diated with a CW 975 nm diode laser of 138.5 mW in order to
excite the UCNP-IBDP@PEG and generate singlet oxygen, and
the ABDA emission (Ax = 380 nm) was recorded at different
time intervals. For comparative purposes, a solution of ABDA
(2 x 10~° M) in a phosphate buffer was also irradiated under the
same conditions. In addition, a control sample containing
UCNP-IBDP@PEG and ABDA was kept in the dark (except when
taking its fluorescence A, = 380 nm, monitoring at 400 nm) at
different time intervals.

Transmission electron microscopy (TEM)

Transmission electron microscopy (TEM) images were taken
using a Jeol 1010 microscope operating at 100 kV equipped with
a charge-coupled device (CCD) camera. High resolution TEM
(HRTEM) and energy dispersive X-ray spectroscopy (EDX) were
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carried out by using a Field Emission Gun (FEG) TECNAI G2F20
microscope operated at 200 kV. Usually, for the preparation of
the UCNP samples, 10 uL of a 0.5 mg mL™ " solution of the
UCNPs was left to dry under air at room temperature on a for-
mvar/carbon film supported on a 300 mesh copper grid.

Cytotoxicity assays

Invitro cytotoxicity was measured using a XTT Cell Proliferation
Kit II (Roche, Mannheim, Germany) on SH-SY5Y cells (ATCC
CRL-2266). Cells were seeded onto a 96-well plate at a density of
3 x 10* cells per well, under 100% humidity, and were cultured
at 37 °C and 5% CO, for 24 h; different concentrations of UCNP-
IBDP@PEG (0, 25, 50, 100 and 250 ug mL™*, diluted in culture
medium) were then added to the wells. The cells were then
incubated at 37 °C under 5% CO, for another 24 h.

The following day, an XTT reagent (50 pL; 0.3 mg mL™') was
added to each well and the plate was incubated at 37 °C under
5% CO, for 4 h. Then, the absorbance at 450 nm was measured
with a standard scanning multi-well spectrophotometer
(Thermo Scientific, Massachusetts, USA). Five replicates of each
condition were carried out. The viability of untreated cells was
assumed to be 100%, while relative viability of treated cells (%)
was calculated using the formula shown below.

_ mean of Ays0 value of treatment group

%100
mean of A5y value of control

Cell viability (%)

Photodynamic performance of neuroblastoma cells with
UCNP-IBDP@PEG

SH-SY5Y cells were cultured in Dulbecco's modified Eagle
medium/F-12 (DMEM/F-12) supplemented with 10% fetal
bovine serum, 2 mM 1-glutamine, 501U mL ™" penicillin, and 50
pg mL ™" streptomycin. SH-SY5Y cells were seeded onto 60 mm
culture plates, allowed to incubate for 24 h at 37 °C and then
washed with phosphate buffered saline (PBS).

A power-adjustable CW 975 nm diode laser (Thorlabs
L975P1W]) was collimated and used to irradiate the Petri dish.
The output power was measured with a power-meter at the exact
distance of the irradiation area (Thorlabs PM100A) and next, the
cells were irradiated for 45 min. The Petri dish was kept at 37 °C
while being irradiated.

Subsequently, cell viability was assessed by using a Cell LIVE/
DEAD® Kit (Life Technologies). Fluorescence was recorded
using a Zeiss Axiovert 40 CFL inverted microscope (Carl Zeiss
AG, Oberkochen, Germany), in the 515-565 nm and 590-740 nm
ranges for green (calcein) and red (EthD1), respectively. Images
were adjusted for brightness and contrast and analyzed with Fiji
imaging software. Quantification was conducted by counting
living vs. dead cells in the microscope's field located right in the
center of the irradiated area (n = 3 replicates).

Additionally, in order to check cellular fine morphology cells
were seeded on 4-well Permanox chamber slides (Nalgene Nunc
International, Naperville, IL). Then, cells were irradiated as
described above and subsequently fixed in 3.5% glutaraldehyde
in a 0.1 M phosphate buffer (PBS) for 1 hour at 37 °C. Cells were
post-fixed in 2% OsO, for 1 hour at room temperature and
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stained in 2% uranyl acetate in the dark for 2 h at 4 °C. Finally,
cells were rinsed in distilled water, dehydrated in ethanol, and
embedded overnight in Durcupan resin (Fluka, Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA). Following polymerization, serial semithin
sections (1.5 pm) were cut with a UC-6 ultramicrotome (Leica,
Heidelberg, Germany) and stained with 1% toluidine blue.
Digital photomicrographs were acquired using a Nikon Eclipse
E800 microscope. Ultrathin sections (60-70 nm) were also
prepared and stained with lead citrate (Reynolds' solution).
Finally, photomicrographs were obtained under a FEI Tecnai G*
Spirit transmission electron microscope (FEI Europe, Eind-
hoven, Netherlands) using a Morada digital camera (Olympus
Soft Image Solutions GmbH, Miinster, Germany).

Results and discussion

Synthesis of B-NaYF,:Yb*", Er*" UCNP coated with a PEG
derivative and loaded with IBDP

Oleate capped B-NaYF,:Yb**, Er*" up-conversion nanoparticles
(UCNP@oleate) were synthesized at high temperatures by using
oleic acid and 1-octadecene as the organic capping ligand and a
non-coordinating solvent, respectively.”*>** The XRD pattern of
the UCNP (Fig. S1}) revealed the formation of the same pure
hexagonal phase structure as that of bulk B-NaYF, (JCPDS 16-
0334). The atomic ratios of lanthanides in the nanoparticles
were obtained by energy-dispersive X-ray experiments (EDX)
and were NaYF,(81%):Yb*"(16%), Er*'(3%); see Fig. $2.1 Fig. 1
shows the transmission electron microscopy (TEM) and high-
resolution TEM (HRTEM) images obtained for the mono-
disperse hexagonal nanoprisms together with the histogram
that shows that they had a uniform side length of approximately
16.1 &+ 1.4 nm, a height of 25.8 + 1.6 nm, and a base length of
18.0 + 1.4 nm. These nanoparticles stood or lay on the TEM
grids as shown in Fig. 1A and C. The HRTEM shows the clear
lattice fringes with a d-spacing of 0.52 nm (Fig. 1C). This is in
accordance with the lattice spacing in (100) planes of hexagonal
B-NaYF, and it is indicative of their high crystallinity.**

The coating of these particles made them hydrophobic; thus,
the UCNP@oleate was coated with a layer of bifunctional poly-
ethylene glycol (HS-PEG-NH,) following our recently reported
protocol.” The layer of the soft organic macromolecules made
the UCNPs water-dispersible without increasing significantly
their size.* In fact, a polymeric shell thickness of about 2.5 £+
0.6 nm was evident in the TEM images of the PEG-coated UCNPs
(UCNP@PEG); see Fig. 1D-E. In addition, capping of the UCNP
with PEG is advantageous from a biological point of view, since
it is non-toxic and prevents agglomeration and non-specific
interactions with proteins and cells.””

The photosensitizer, 3-(2/,6'-diiodo-1',3',5',7'-tetramethyl-
4/ ,4'-difluoro-4"-bora-3'a,4’ a-diaza-s-indacen-8'yl)propanoic acid
(IBDP, Scheme S17), is easily prepared® (see the ESIf) and
exhibits high extinction coefficients in the visible region, in
particular ca. 525 nm (molar extinction coefficient of 202 M ™"
em™ " at 525 nm), low probability of aggregation and resistance
to photobleaching,*** high triplet quantum yield, due to the
internal heavy atom effect,”>*> and a good anchoring group to
the UCNP, specifically a carboxylic group.
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Side Length

Fig.1 (A) TEM images of UCNP@oleate nanoparticles. (B) Distribution
of particle sizes of UCNP@oleate; mean size of 25.8 nm (height), and
16.1 nm (side length), and a base length of 18.0 + 1.4 nm. (C) HRTEM
images of a hexagonal nanoprism of UCNP@oleate. (D) TEM image of
UCNP@PEG with a shell thickness of 2.5 nm. (E) HRTEM images of
UCNP@PEG. (F) HRTEM image of UCNP-IBDP@PEG.

Fig. S3+ shows the pink colloidal solution of the nanoparticle
obtained after adding IBDP to UCNP@PEG at pH = 7.5, fol-
lowed by centrifugation and purification. The UV-visible spec-
trum of this solution showed the incorporation of IBDP in the
resulting UCNP (UCNP-IBDP@PEG); see Fig. S4.t This was
further corroborated by '’F-NMR; thus, the spectrum of the
UCNP-IBDP@PEG nanohybrids showed a signal at —146 ppm,
ascribed to IBDP (Fig. 2).

The effectiveness in the IBDP loading was estimated from
the UV-vis absorption spectrum of UCNP-IBDP@PEG, by using
the molar extinction coefficient of IBDP, and it tallied with TGA
analysis (Fig. S5T). Thus, values of 43% and 10% with respect to
the UCNP core (w/w) were estimated for IBDP and the PEG,
respectively. Examples of Bodipy aggregation are rare.®
Consequently, we did not detect the formation of the IBDP
dimers, which would absorb at lower and higher wavelengths
than the monomer,* in the UV-Vis absorption spectrum of a
UCNP-IBDP@PEG nanohybrid in spite of the large cargo. The
efficient PS loading is in accordance with the ability of the
carboxylate groups to coordinate lanthanides® and offers
advantages for PS loading.

The UCNP-IBDP@PEG nanohybrids proved to be stable in
both water and PBS after keeping them in these media for three
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Fig. 2 'F-NMR of IBDP (top), UCNP-IBDP@PEG (middle) and
UCNP@PEG (bottom) in CDCls.

months. The stability of the nanohybrids was also checked in
the cell culture medium (see Experimental section). After one
week in this medium, the nanohybrids were recovered by
centrifugation while the supernatant remained practically
colourless.

Control experiments showed that the addition of IBDP to
UCNP®@oleate nanoparticles (under the same experimental
conditions as those used with UCNP@PEG, i.e., basic condi-
tions, UCNP/CH;CN; TEA/IBDP) led to the precipitation of the
nanoparticles as a pink solid. This confirmed that the UCN-
P@IBDP nanohybrids were not dispersible in the medium due
to the limited solubility of the Bodipy moiety at the nanoparticle
periphery. Attempts to suspend these nanoparticles in water
were not fruitful, while the supernatant remained colorless.
This suggests that IBDP had become firmly grafted to the
nanoparticle surface. In addition, this assay corroborated that
PEG in the UCNP-IBDP@PEG nanohybrid played a key role in
their water dispersibility. Moreover, under the same conditions,
the addition of PM567, a Bodipy lacking the carboxylate group,
to UCNP®@oleate nanoparticles, led to a white solid and a
yellowish solution evidencing that most of the nanoparticles
were centrifuged out while PM567 remained dissolved (UCNP/
CH;CN; TEA/PM567).

Capacity of the UCNP-IBDP@PEG nanohybrid for singlet
oxygen generation

Fig. 3 shows the UV-visible absorption spectrum of IBDP
together with the upconversion luminescence spectra of
UCNP@PEG and UCNP-IBDP@PEG in PBS upon 975 nm laser
diode excitation. The UCNP@PEG emission spectrum exhibits
an intense band at 540 nm (*S3/, — *I;5,) with a small shoulder
on the left (*Hyqp, *S32 — “Lis;) and another at ca. 670 nm
(*Fa2 = *115).°%% As expected from the overlap between the
absorption spectrum of IBDP and the emission features of the
UCNP@oleate, UCNP-IBDP@PEG excitation at 975 nm led to a
quenching of the emission bands where IBDP absorbs (decrease
of a 32% of the intensity in the 513-560 nm range), whereas the
red emission was nearly unchanged. This quenching did not

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2014
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Fig. 3 IBDP (17 puM) UV-visible absorption spectrum (red line) and
luminescence emission spectra of solutions of UCNP@PEG (1 mg
mL~%, black line) and UCNP-IBDP@PEG (1 mg mL™, green line) in PBS.

result in a new emission in the spectrum, as expected from the
negligible fluorescence of IBDP (¢; = 0.02 in methanol).>®

The efficiency of IBDP for 'O, generation (¥,) was estimated
as 0.61 in methanol by using RB as a standard (®, = 0.76, see
Experimental section and Fig. S6-S7t). The effective generation
of '0, was also chemically demonstrated by using a singlet
oxygen probe, specifically the disodium salt of 9,10-anthrace-
nediyl-bis(methylene)dimalonic acid (ABDA).>***” Thus, the
formation of singlet oxygen after excitation at 975 nm of UCNP-
IBDP@PEG in aqueous solution (D,O) was assessed by
measuring the decrease of the ABDA emission, a selective
singlet oxygen trap, as a function of the irradiation time using a
975 nm CW laser where only the UCNP core absorbs. Fig. 4
shows how the ABDA emission decreases with the exposure
time of the nanohybrid to NIR, due to the formation of the
corresponding, non-fluorescent ABDA endoperoxide. The data
were fitted into an exponential decay function (rate constant for
photobleaching of ABDA: k = 2.57 min™"); this behaviour has
been previously attributed to the probe quenching by the
generated singlet oxygen. The UCNP-IBDP@PEG proved
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Fig. 4 Left: decrease in ABDA emission intensity over time due to
singlet oxygen emission generated by NIR excitation of the UCNP—
IBDP@PEG nanohybrid in deuterated water (time intervals: O, 1, 4, 6,
10, 14 min). Right: decrease in the ABDA emission intensity registered
at 430 nm for up to 200 min.
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highly efficient in ABDA bleaching, since the emission of the
latter decreased by ca. 50% after only 15 min of NIR irradiation
with low power. Comparatively, under the same conditions, the
irradiation of ABDA in the absence and in the presence of
UCNP@PEG showed no decrease of ABDA fluorescence in the
same time-scale.

Scheme 1 shows a simplified representation of the process
that would produce singlet oxygen upon NIR excitation of the
UCNP-IBDP@PEG nanohybrid. The photophysical pathways
that are taken when this nanohybrid is excited with NIR light
(975 nm) should be as follows. First, the upconversion process
leads to the well-known erbium emissions. The IBDP derivative
absorbs light from the *F,, and the *H,y; erbium levels
reaching its singlet-excited state that leads to its triplet excited
state by intersystem crossing. Then, singlet oxygen is generated
by triplet-triplet energy transfer from the IBDP triplet to oxygen
in the ground state.

In vitro photocytotoxicity of UCNP-IBDP@PEG nanohybrids
against cells

The UCNP-IBDP@PEG nanohybrid proved stable in PBS and
cell culture medium and therefore, it further provided a suitable
framework for biological applications. To corroborate this,
human neuroblastoma SH-SY5Y cells were cultured at different
concentrations of the nanohybrid in order to test their effect on
cell proliferation. This was assessed by using an XTT-assay
(Fig. S9t). Cell viability of the control cells was assumed to be
100%. After 24 h incubation with UCNP-IBDP@PEG at 25 ug
mL !, no effect on cell viability was measurable. When the
concentration of the nanohybrid was increased to 50 pg mL ™",
cell viability dropped to less than 10%. Only with a 250 pg mL ™"
concentration, the toxicity of the nanohybrid was evident with a
significant reduction of 40% in viable cells (n = 5; P < 0.01,
Mann Whitney's “U” test). These safe working conditions in the
1-100 pg mL ™" range are in accordance with those published®*
by others using other UCNP derivatives and different cell
types.”® Furthermore, under the highest 250 pg mL ' condition
irregular membranes, cellular aggregates, condensed nuclear
chromatin and even picnotic cells were visible, as previously
observed for the PEGylated UCNPs (data not shown).*

The uptake of UCNP-IBDP@PEG by SH-SY5Y cells, incu-
bated with 10 pg mL ™" of the nanohybrid diluted in a culture
medium, was completed in 2 h. We were also able to detect
cytoplasmic fluorescent signals in both the green and red
emission spectra of the nanohybrid, highly co-localizing
(Fig. S107), which proved that this nanohybrid could be used for
simultaneous cell imaging and PDT.** This confirms that
UCNP-IBDP@PEG nanohybrids were taken up by cells and
maintained their photosensitive characteristics intracellularly.

Then, our experiments demonstrated the efficacy of the in
vitro PDT with the UCNP-IBDP@PEG nanohybrid, which led
to destruction of SH-SY5Y human neuroblastoma cells. Here,
cells incubated with UCNP-IBDP@PEG (25 pg mL™ ') were
irradiated for 45 min with CW laser light operating at 975 nm
with a total power of 239 mW, thus resulting in a 50.6 & 3.2%
cell mortality.
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The power used by us was below 1 W and therefore suitable
for clinical applications and most PDT experiments. After NIR
exposure the components of the LIVE/DEAD® Kit were added to
the Petri dish as described in the protocol. Cells with compro-
mised membranes exhibit red-fluorescence from the live-cell-
impermeant nucleic acid stain ethidium homodimer-1 (EthD1)
whereas cells with intact cell membranes convert nonfluores-
cent calcein AM into bright green-fluorescent calcein by using
nonspecific cytosolic esterases.”

It was determined that only NIR-irradiated cells were
damaged whereas the non-irradiated cells remained intact
(Fig. 5). Control experiments incubated with UCNP@PEG or in
the absence of nanoparticles (Fig. S10 A-F and G-L,} respec-
tively) did not show any cell death, thus proving that cell
lethality is solely due to the irradiation of the UCNP-IBDP@PEG
nanohybrid.

The human neuroblastoma SH-SY5Y cell line shows neuro-
blastic characteristics™ and, thus, we presumed that it would
serve as a good model to test our system in vitro. Consequently,
we tested the potential use of this system for PDT. The mech-
anism of induced cell-death by cellular 'O, accumulation was
first thought to be due to necrosis,””® but it was later found to
be caused mainly by apoptotic processes. This was supported by
the most relevant morphological and biochemical changes
observed in cells subjected to oxygen radicals: chromatin
condensation, membrane alteration, and mitochondrial
swelling and apoptotic bodies.>*””

To further investigate the underlying processes triggered by
NIR light irradiation of UCNP-IBDP@PEG incubated cells, we
seeded SH-SY5Y cells in 4-well chamber slides and irradiated a

UCNP-IBDP@PEG
Irradiated

Not irradiated

View Article Online

Paper

defined area of the well surface, while the rest of it remained
completely out of the laser beam. We then obtained toluidine
blue-stained semithin sections of the cell culture in order to
appreciate the fine details of the cells (Fig. 6). We observed that
the appearance of control cells was healthy, with no detectable
differences between the irradiated and the non-irradiated cells
(Fig. 6A and B). Conversely, when the nanohybrid-incubated
cells were irradiated, they showed abundant signs of cell
damage when compared to their non-irradiated counterpart
(Fig. 6C and D).

These alterations included an increase in cytosolic vacuoles,
swelling, irregular nuclear membranes and picnotic cells. When
analyzed with electron microscopy, treated cells exhibited large
masses of heterogeneous matter together with empty vacuole-
like spaces (Fig. 6E). These structures measured up to 3 um in
diameter. Other cells presented smaller but more numerous
masses. At higher magnification, UCNP-IBDP@PEG particles
were detectable, highly electron-dense, in the periphery and
within these structures (Fig. 6F). On occasions, membranous
masses were also observed (Fig. 6G). Cytoplasmic vacuolization
upon exposure to a variety of chemicals and bioactive
substances has been extensively reported” and in our system it
can be confidently attributed to singlet oxygen after NIR light
irradiation.

It is essential to pursue new steps with the aim of maxi-
mizing PDT usefulness, since most studies report partial
effectiveness in inducing cancer cell death and with a
discrepant homogeneity.” Also, it is crucial to improve the
specificity of anti-tumoral treatments, especially when sur-
rounded by extremely sensitive areas like the central nervous

79

Fig. 5 SH-SY5Y cells incubated with UCNP-IBDP@PEG (A—F) were irradiated with a CW laser at 975 nm for 45 min. Cell viability was subse-
quently assayed with a Life Technologies LIVE/DEAD® Kit. Cells with compromised membranes exhibit red-fluorescence from the live-cell
impermeant nucleic acid stain ethidium homodimer-1 (Ae,: 510-560 nm; Aem: 590 nm). Cells with intact cell membranes are able to use
nonspecific cytosolic esterases to convert nonfluorescent calcein AM into green-fluorescent calcein (Aex: 450-490 NM; Aep: 515-565 nm). No
perceptible changes were detected on the irradiation spot in either group (D-F). Scale bar = 100 pm.

4560 | J Mater. Chem. B, 2014, 2, 4554-4563




Published on 12 May 2014. Downloaded by Universitat de Valéncia on 15/09/2014 12:56:03.

Paper

Not irradiated

Irradiated

Control

UCNP-IBDP@PEG

View Article Online

Journal of Materials Chemistry B

Fig. 6 Semithin and ultrathin sections of SH-SY5Y cells after irradiation with a 975 nm laser diode. Control (A and B) and UCNP-IBDP@PEG
incubated cells (C and D) are compared in a NIR light irradiated zone and in a non-irradiated area of the same Petri dish. The nanohybrid-treated
cells of the irradiated area (D) show exceptionally large vacuoles (black arrows) and signs of cellular damage. In electron microscopy images
(E-G) UCNP accumulations are detectable (E, white arrow), and also scattered single nanoparticles (arrowheads) within masses of heteroge-
neous cellular matter. The rest of the cytoplasmic content and microvilli are well preserved. At higher magnification UCNPs are evident within the
mass (F, arrowheads), which presents a heterogeneous appearance and severe vacuolization. This is the most frequent structure, although
occasionally membranous structures are also found (G). (A-D) are toluidine blue-stained semithin sections, (E-G) are transmission electron
microscopy images. N, nucleus. Scale bar: (A-D) = 10 pm; (E) = 2 um; (F) = 1 um; and (G) = 200 nm.

system. This is still more challenging due to tumoral cell
heterogeneity.

Our UCNP-IBDP@PEG nanohybrid allows for additional
functionalization since it still has the ability to bind covalently
other PS by using the free terminal amino groups, which would
make a higher loading possible (although a higher loading does
not guarantee a better PDT efficiency).”**® The idea of PS co-
loading using silica-coated UCNPs has been recently proven
successful for PDT in vivo.*® Alternatively, the free terminal
amino groups would be of utmost importance for the addition
of potential targeting ligands that provide specific nano-
particle-cell surface interactions, targeting nanoparticles to
specific cancer cell membrane-receptor proteins. This facili-
tated guidance of ligands enhances cellular uptake into cancer
cells, rather than increasing nanoparticle accumulation in the
tumor's extracellular matrix.* For this reason, we think that our
system represents a good candidate for PDT, with additional
uses in bioimaging and ability to bind specific ligands in order
to improve cell specificity.

Conclusions

In summary, we have successfully developed a UCNP-IBDP@
PEG nanohybrid comprising an upconversion nanoparticle core
and a PEG shell, and IBDP chemisorbed to the UCNP core
surface and, at the same time, embedded in the PEG capping.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2014

To the best of our knowledge, this is the first time that a
photosensitizer has been chemisorbed on the UCNP surface.
This nanocomposite, of ca. 30 nm diameter, acts as an efficient
carrier of a considerable amount of the photosensitizer, it is
dispersible in PBS and stable in the colloidal solution, and it
generates reactive oxygen species after NIR excitation. These
features make this nanohybrid an ideal candidate for PDT. The
terminals on PEG chains are still available for conjugation with,
for example, targeting ligands or other photosensitizers
matching the absorption of the red emission of the UCNP (for
complete use of upconversion energy to maximize PDT
efficiency).

The UCNP-IBDP@PEG nanohybrid did not cause cell death
under the standard cell culture conditions, and proved capable
of effectively reducing the number of human neuroblastoma
SH-SY5Y cells in vitro. Hence, it opens the way for their use in
low-invasive tumoral phototherapy.

Abbreviations

UCNPs Up-conversion nanoparticles
PEG Polyethylene glycol

PDT  Photodynamic therapy

PS Photosensitizer

NIR Near-infrared
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cw Continuous wave

ROS  Reactive oxygen species

ABDA  Anthracenediyl-bis(methylene) dimalonic acid

TEA Triethanolamine

IBDP  Diiodo-1,3,5,7'-tetramethyl-4’,4"-difluoro-4’-bora-
3'a,4'a-diaza-s-indacen-8'yl)propanoic acid

Dy Singlet oxygen quantum yield

LFP Laser flash photolysis

RB Rose bengal

TEM  Transmission electron microscopy

XRD  Xeray diffraction

EthD1 Ethidium homodimer-1
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Steady-state and time-resolved emission studies on nanohybrids
consisting of NaYF4:Yb,Er and a diiodo-substituted Bodipy (UCNP—
IBDP) show that the Yb®* metastable state, formed after absorption
of a near-infrared (NIR) photon, can decay via two competitive
energy transfer processes: sensitization of IBDP after absorption of
a second NIR photon and population of Er®* excited states.

Understanding resonant energy transfer (RET) processes
between emissive nanoparticle donors and organic dye accep-
tors is of paramount importance for both fundamental photo-
physics and application oriented studies. Detailed studies on
the RET phenomenon can be found in the literature mostly
regarding Quantum Dot (QD) donors.! In contrast, only a few
examples of time-resolved studies have been reported for
upconversion nanoparticles (UCNPs) acting as RET donors.””

Whereas QDs undergo down-conversion after excitation, the
UCNPs emit in the visible spectral range upon near infrared
(NIR) excitation due to multiple intra-configurational 4f" elec-
tron transitions.® This up-conversion process paves the way to
initiate a photodynamic (PDT) reaction with deeply penetrat-
ing NIR light and shall enable more efficient PDT at larger
tissue volumes.

There are however two challenges to make this possible.
Since the PDT may occur only upon efficient ET from UCNPs
to photosensitisers, anchoring photosensitisers (PSs) directly
to UCNPs and finding PSs of an appropriate excitation spec-
trum (ie. overlapping the luminescence of up-converting
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Energy transfer in diiodoBodipy-grafted
upconversion nanohybridsy
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lanthanides) are of critical importance.” In particular, ytter-
bium and erbium co-doped sodium yttrium fluoride (NaYF,:
Er’’,Yb*") nanoparticles have been used as energy donors for
different PSs, such as Ru(bpy);>*,® zinc phthalocyanine,”® mero-
cyanine 540,' hypericin,'"" methylene blue,">"* rose bengal,’®
pyropheophorbide a,'* chlorin e6,'* and a diiodo-Bodipy com-
pound.'® These UCNPs have also been proved to be successful
energy donors to QDs'” and other fluorescent dyes'® such as
rhodamine 6G."° In all these systems, the spectral overlap of the
UCNP emission spectrum with the PS absorption spectrum is a
prerequisite for efficient energy transfer (ET).

Moreover, for organic/inorganic fluorophores the ET yield
(7) depends on the donor-to-acceptor separation distance (rp)
with an inverse 6 power law due to the dipole-dipole coupl-
ing mechanism following a simple relation 7 = [1 + (rpa/Ro)°] ™",
where R, is the Forster distance (R, < 10 nm).”>

For upconverting nanoparticles, there are numerous donors
within a single nanoparticle, which display a whole range of
effective distances to acceptors anchored at the surface, and
the photophysics behind UC-RET is a more complex
phenomenon.

Different strategies have been used to anchor the PS mole-
cules as dense and as close to the surface as possible, by graft-
ing or adsorption to the surface, or by covalent linkage to the
nanoparticle functional capping.

In this context, we have recently designed a nanohybrid
made of NaYF,:Yb®" Er** UCNPs and a diiodo-substituted
Bodipy derivative (namely, 3-(2',6"-diiodo-1',3',5',7"-tetramethyl-
4',4"-difluoro-4'-bora-3'a,4'a-diaza-s-indacen-8'yl)propanoic acid;
IBDP), which is anchored to the nanoparticle surface directly
and embedded in the organic capping (a polyethyleneglycol,
PEG, derivative).'® This nanohybrid was dispersible in water
due to its polymeric coating.

Now, to determine the efficiency of the energy transfer
process between IBDP and the UCNP core in UCNP-IBDP
nanohybrids, both steady-state and time-resolved emission
measurements were carried out with water- or organic-dispersi-
ble nanohybrids (Fig. 1). Nanohybrids were prepared from the
same batch of oleate-capped UCNPs (UCNP@OA), and their

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2016
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Fig. 1 Descriptive image illustrating the up-conversion nanoparticles
with different coatings and solubility selected for this study.

photophysical properties were compared with those of the
UCNP@OA and naked UCNPs (UCNP,iq), Which also origi-
nated from the same UCNP@OA batch.

This made it possible to compare the influence of the nano-
particle capping and the solvent itself on the optical properties
of the nanohybrids.

Upconversion nanoparticles (NaYF,:Yb**(16%),Er**(4%))
capped with oleate (UCNP@OA) were synthesised by following
a protocol described in the literature with some modifications
(see ESI Fig. S1-S31).*° Transmission electron microscopy
(TEM and high resolution TEM, HRTEM) showed that the
UCNPs are uniform hexagonal prisms (38.4 + 1.7 and 13.6 +
1.4 nm, height and side, respectively, Fig. S1t). Then, naked
UCNPs (UCNP,,.q) and UCNP@PEG>' were synthesised by
removing the oleate ligand of UCNP@OA by acidification with
HCL,** whereas UCNP@PEG were synthesised by exchanging
the oleate with HS-PEG-NH, *' (see Fig. S4 and ESIf for further
details).

We have previously reported that the ligand exchange reac-
tion of UCNP@PEG with IBDP led to water-dispersible nano-
hybrids (UCNP-IBDP@PEG),'® see Fig. S5+ and experimental
details in the ESL{ Similar methods were applied to
UCNP®@OA nanoparticles in order to produce lipophilic hybrid
(UCNP-IBDP@OA) nanoparticles. Briefly, a mixture of IBDP
and the UCNP@OA was sonicated in water in the presence of
triethylamine for 15 min to ensure the deprotonation of the
IBDP carboxylic group and, consequently, its grafting to the
UCNP surface.?” Then, the mixture was stirred for 24 h in an
orbital shaker at room temperature. Then, the nanoparticles
were centrifuged and washed five times in acetonitrile in order
to remove the excess of IBDP. Finally, the UCNP-IBDP@OA
nanohybrid (pink powder) was re-suspended in toluene (see
experimental details in the ESIt).

The UV-Vis absorption spectra (Fig. 2) and TGA analyses
(not shown) of UCNP-IBDP@OA and UCNP-IBDP@PEG
revealed an IBDP load of 40% and 10%, respectively. Fig. 2
shows the comparison between the emission spectra of the
water-dispersible nanoparticles, i.e., UCNPaxeq, UCNP@PEG,
and UCNP-IBDP@PEG on the left panel, while right panel
compares the spectra of the toluene-dispersible nanoparticles,
i.e., UCNP@OA and UCNP-IBDP@OA, after 975 nm excitation.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2016
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Fig. 2 (Left) UV-Visible absorption spectrum of IBDP in UCNP-
IBDP@PEG (blue line); emission spectra of water solutions of UCNP
naked (black line), UCNP@PEG (red line), and UCNP-IBDP@PEG (green
line). (Right) UV-Visible absorption spectrum of IBDP in UCNP-
IBDP@OA in toluene (blue line); emission spectra of toluene solutions of
UCNP@OA (black line) and UCNP-IBDP@OA (red line). The spectra were
recorded using a front face set-up after excitation at 975 nm. The green
to red emission intensity ratio was found to be 3.2 (UCNP@OA), 1.6
(UCNP@IBDP), 2.5 (naked) and 2.5 (UCNP@PEG), and 1.8 (UCN-
P@IBDP@PEG), respectively. The UCNP-IBDP@PEG and UCNP-
IBDP@OA solutions contained 1 mg of the nanohybrid and the IBDP
concentration was 0.7 pM and 1.7 pM, respectively.

The UV-Visible absorption spectrum of IBDP has been
included in both solvents to compare the overlap between the
absorption spectrum of IBDP (the energy acceptor) and the
emission of the UCNP (energy donor) in both water and
toluene, as such overlap is a prerequisite for RET to occur.>”
The overlap is quantified with the spectral overlap integral ()
calculated as J = Zop(4)op(4)A*64, where op, is the normalized
donor emission spectrum, the o, is the acceptor molar extinc-
tion coefficient, and 2 is the wavelength of light.

Upon excitation at 975 nm (where Yb*" absorbs), the emis-
sion spectra of all the UCNPs exhibited three bands owing to
Er’" emission: an intense band at 540 nm (*S;, — I;55),
another close emission at 520 nm (*Hyq/, — “Lys)), and a red
band at longer wavelengths (at ca. 670 nm, *Fs;, — *I5,).>
Power dependence measurements showed that emission was
proportional to the 2" power of excitation intensity, which is
consistent with previously reported values (Fig. S81).>* As
expected, all the bands of UCNP,,,x.q Were less intense than
those of the PEG-capped UCNP, which is consistent with the
capacity of PEG to passivate the UCNP surface (Fig. 1, left).

A comparison between the emission spectrum of each
nanohybrid, UCNP-IBDP@PEG and UCNP-IBDP@OA, and its
precursor, iLe., UCNP@PEG and UCNP@OA, respectively,
revealed that the IBDP induced quenching of the green UCNP
emission band, where IBDP absorption was present. The
efficiency of the RET was calculated by using simple formula
based on either emission intensity or emission lifetimes, n =
(In = Ipa)/Ip = 1 — tpaltp, where I, and I, are the integrated
emission of the D-A nanohybrid (UCNP-IBDP@PEG and
UCNP-IBDP@OA) and the respective nanohybrid precursor
emission (UCNP@PEG and UCNP@OA), while 7, and 7, are
the luminescence lifetimes of D-A and D alone species, at the
D emission wavelength. The intensities in the 513-560 nm
range decreased by ca. 50% and 30% for UCNP-IBDP@OA and
UCNP-IBDP@PEG, respectively (similar results were obtained

Nanoscale, 2016, 8, 204-208 | 205
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when the intensities at 546 nm were compared). In quantita-
tive terms, the J overlap of UCNP-IBDP@OA in toluene was
larger than that of UCNP-IBDP@PEG in water (9.948 x 10"
nm* M~ em™" and 1.226 x 10"* nm* M™! em™', respectively),
but, as mentioned above, the loading of IBDP was also larger
in the former. No emission of energy acceptor molecules
appeared in the nanohybrids, which is consistent with the
negligible fluorescence quantum yield of IBDP (& = 0.02 in
methanol).*

As a control experiment, small volumes of a toluene solu-
tion of a diiodoBodipy lacking the carboxylic acid group
(specifically,  4,4-difluoro-1,3,5,7,8-pentamethyl-4-bora-3a,4a-
diaza-s-indacene), IBDPnc, 5 x 10> M) were added to an
oleate-capped UCNP dispersed in toluene (1 mg ml™") up to a
final IBDPnc concentration of 0.45 mM. Fig. S9f shows the
decrease of the green emission with increasing concentrations
of IBDPnc. It was expected that this substance would not
anchor the UCNP surface and, consequently, the quenching of
the UCNP emission was presumed to be due to filter effects.

To gain insight into the nature of the intermolecular
quenching process in the nanohybrids and corroborate the
filter effects in the UCNP@OA/IBDPnc mixtures, we carried out
time-resolved measurements of all the UCNPs. The emission
of UCNP@OA, recorded at 546 and 654 nm, showed no time-
dependence in the presence of increasing IBDPnc concen-
trations up to the highest concentrations tested. This con-
firmed that the energy transfer in the intermolecular system
occurred via a trivial emission-reabsorption mechanism.

The kinetic traces at A, = 975 nm excitation for the
UCNP,,axeq, UCNP@PEG, UCNP@OA, UCNP-IBDP@PEG, and
UCNP-IBDP@OA showed characteristic rise and decay phases
(Fig. 3, Table 1, and ESI{).>® The rise and decay lifetimes (7se
and 7gecay, respectively) were determined by fitting the data
and these two components correspond to the sensitisation
and subsequent decay of the Er’" excited state. All the fittings
exhibited good quality match and the 7yjse and 7gecay decays
were estimated in triplicate.

LA | B 1 f'\
E 9
1k 1 = |{
5 5 i
(\; g O‘OTimgl%s
0.1 0.1
0.0 0.6 12 0.0 0.6 1.2

Time/ ms Time/ ms

Fig. 3 Kinetic profiles at 654 nm of (A) UCNP,.eq (black trace),
UCNP@PEG (red trace), and UCNP-IBDP@PEG (green trace) in water
and (B) UCNP@OA (black trace) and UCNP-IBDP@OA (red trace) in
toluene; amplification on the 0—-0.2 ms time scale. Note that intensities
are not real.
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Table 1 Luminescence lifetimes for the UCNPs excited at 975 nm?

4 4 b 4 4 c
S32 = "Lisp” green Fopp — "Is55° red

emission emission
UCNP Trises MS Tdecay) MS Trises HS Tdecay) MS
Water dispersible
UCNP,akea 45+7 78+3 70 +10 277 +6
UCNP@PEG 44 +5 82+2 69+7 281 +4
UCNP-IBDP@PEG 54+7 67 +2 63+7 252 +4
Toluene dispersible
UCNP@OA 94 +4 119+1 122 +18 304+8
UCNP-IBDP@OA 58+ 10 96 + 6 61+6 317 +4

“ Average value of three fittings. b dem = 546 M. € Aoy, = 654 nm.

The decay lifetimes of the UCNP emission were in the tens
to hundredths ps range and those for the red emission were
longer (ca. 250-320 ps) than those of the green (65-125 ps), see
Table 1. The fitted kinetics for each of the UCNPs is shown in
the ESI (Fig. $10-S207).

In this study, we used the same batch of UCNP@OA for the
preparation of the other four samples and no change in the
crystalline phase, size, or shape of the UCNP core was detected
upon hybrid formation.

Therefore, the observed differences in the decay lifetimes
shall be attributed to non-radiative processes due to the inter-
action of the UCNPs with the solvent, the capping ligand, and,
in the case of the nanohybrids, the diiodoBodipy acceptor
molecules.

As expected, taking into account that O-H vibrations deacti-
vate the lanthanide excited states due to multiphonon non-
radiative interactions,”” the decay of the green and red emis-
sions was longer for the UCNPs dispersed in toluene than in
water (Table 1). This impact of the solvent was less pro-
nounced for the red emission (ca. 300 vs. 280 ps) as compared
to green (ca. 80 vs. 120 ps), which suggests that the population
of higher energy levels and non-radiative deactivation of these
levels are more susceptible to the presence of O-H vibrations.”
Larger discrepancies can be observed for the luminescence
rise-times, where the toluene dispersed UCNP@OA exhibited
almost twice as long values (94 and 122 ps for green and red,
respectively) as compared to water soluble UCNP@PEG
(44 and 69 ps for green and red, respectively).

This observation demonstrates the fast saturation of inter-
mediate excited state levels of Er*" ions in water dispersible
UCNP@PEG NPs and most probably supports the hypothesis
of the critical role of the Yb®" energy migration network in
releasing the absorbed energy through the surface Yb®" ions.

In addition, the presence of IBDP in UCNP-IBDP@PEG led
to shortening of 7gecqy (from 82 ps to 67 ps, 7 = 1 — pa/tp =
18%). Similar behaviour was observed for the green emission
of the lipophilic nanohybrid (zgecay of 119 ps and 96 ps, n =
19%, for UCNP@OA and UCNP-IBDP@OA, respectively,
Table 1).

The presence of IBDP in both UCNP-IBDP@PEG and
UCNP-IBDP@OA demonstrated faster rise-times of the red

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2016
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emission band kinetics, in comparison with non-IBDP NPs.
This behavior indicates that the IBDP plays a role in the up-
conversion and changes the balance between ETU and
depopulation phenomena during the intermediate steps
despite evident energy mismatch between the excited states of
Er’* donors and energy levels of IBDP acceptors.

Moreover the red emission decay in UCNP-IBDP@PEG
was ca. 10% shorter than that of UCNP@PEG, while the red
decay in UCNP-IBDP@OA was slightly longer than that in
UCNP®@OA. The interpretation of such relations is not straight-
forward and requires further investigations.

Regarding the rise-times (;se) of the green and red emis-
sion donor hybrids, again the hydrophilic UCNP@PEG NPs
exhibited shorter values than UCNP@OA. Remarkably, the 7,5
of the UCNP-IBDP@OA green emission decreased almost two-
fold as compared to that of UCNP@OA, and similar shortening
was also detected for the 7. of the red emission. Such con-
sistent behaviour was not observed for PEG coated NPs.

A likely interpretation for the lipophilic UCNP-IBDP@OA
could be that the presence of IBDP makes a competitive decay
possible for the metastable state of Yb*" (Yb*'*). Specifically,
Yb*** could be involved not only in the population of Er**
excited states but also in that of IBDP (IBDP*) after the absorp-
tion of a second photon (Fig. 4). As a consequence, the rise-
times of both red and green emissions would reflect the
decrease of the contribution of Yb*'* to populate the Er’*
excited states involved in those emissions.

To corroborate this hypothesis we prepared the lipophilic
Yb?**(IBDP); complex (see ESIf for experimental details) which
was excited at 975 nm. Remarkably, the anti-Stokes IBDP fluo-
rescence (Fig. 5 left, in blue) was detected in spite of the con-
siderably low absorption cross section of the Yb*' ions (as
compared to Stokes excitation of IBDP) at the NIR and the low
fluorescence of the diiodo-Bodipy.

....... Frp

e RET ™™
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Fig. 4 Schematic picture showing the competitive energy transfer from
Yb** excited state (Yb***) to Er** and IBDP.
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Fig. 5 Left: comparison between the emission spectra of IBDP (black)
and of Yb**(IBDP); complex in toluene under NIR 975 nm excitation.
The inset demonstrates the power dependence — the anti-Stokes emis-
sion intensity, which is proportional to the 2" power of the excitation
intensity. Right: kinetic time profile of the anti-Stokes IBDP emission in
Yb**(IBDP)s under 975 nm laser excitation.

This suggested that the Yb*'(IBDP); complex can up-
convert following the proposed scheme

Yb® + -IBDP + hvy — Yb*™*-IBDP
Yb***-IBDP + hv; — Yb*'-IBDP*

Yb**-IBDP* — Yb*"-IBDP + hv, (hv, > huy)

It is known that Bodipy compounds are capable of under-
going two-photon absorption processes.”® Therefore, control
experiments were carried out to confirm the involvement of
the lanthanide in the emission of IBDP in the Yb**(IBDP);
when excited at 975 nm. Fig. 5 left shows the much more
efficient emission of the Bodipy in the complex. Moreover,
time-resolved measurements evidenced that the emission life-
time of Yb’'-IBDP* was ca. 5 ps (Fig. 5 right), a great deal
longer than that of IBDP*, whose emission lifetime was not
higher than a few ns. Finally, power-dependence measure-
ments corroborated that the IBDP emission after NIR exci-
tation of Yb**(IBDP), was proportional to the 2™ power of the
975 nm excitation intensity (inset of Fig. 5 left). The latter
observation evidenced the need to involve two low energy
975 nm photons, to obtain a visible emission of IBDP.

Conclusions

We have prepared hydrophobic and hydrophilic UCNP-IBDP
nanohybrids, which showed a decrease in their green to red
emission compared to their precursors. Time-resolved experi-
ments demonstrated that the quenching of the green emission
was due to the energy transfer from the UCNP to the anchored
IBDP. Furthermore, the decrease in the efficiency of green and
red emissions in UCNP-IBDP was attributed to the competitive
decay of Yb®™* via energy transfer to IBDP after absorption of a
second photon. This process was more competitive in an
organic solvent. Therefore, a comparison between the emis-
sion rise-times, as well as between the emission decay
lifetimes, of the nanohybrids and those of UCNP,ked,

Nanoscale, 2016, 8, 204-208 | 207
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UCNP@PEG, and UCNP@OA gave valuable information about
the excited states involved in UCNP emission kinetics.
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Spontaneous adsorption of cucurbit[n]uril CB[n] (n = 6, 7, and 8)
on the surface of naked upconversion nanoparticles (UCNPs), in
particular, NaYF4:Er**(2%),Yb**(18%) gave rise to UCNP@CBIn]
exclusion complexes. These complexes proved to be highly stable
as well as highly emissive under near-infrared excitation. By using
two tricyclic basic dyes (specifically, methylene blue and pyronin
Y) as a proof of concept, we demonstrate that the UCNP@CBI[n]
(n = 6, 7) nanohybrids can form exclusion complexes with this type
of dyes via the CB carbonyl free portal, ie., UCNP@CB@dye
hybrids, thus making it possible to locate a high concentration of
the dyes close to the UCNP and, consequently, leading to efficient
energy transfer from the UCNP to the dye.

Upconversion nanoparticles (UCNPs), such as ytterbium and
erbium co-doped sodium yttrium fluoride nanoparticles
(NaYF4:Er’*,Yb’"), emit in the visible after being excited in the
near infrared (NIR) due to their intra-configurational 4f" elec-
tron transitions."”” They display unique photoluminescence
properties, such as anti-Stokes luminescence, narrow emission
bands and good chemical stability. In addition, the absence of
autofluorescence, photobleaching and photoblinking together
with the deep tissue penetration of the NIR light make them
suitable for bioapplications.>™®

UCNPs are usually synthesised at high temperatures by
using organic capping ligands and non-coordinating solvents
(e.g. oleic acid and 1-octadecene).”** Their poor water-disper-
sibility is the main handicap for their bioapplication and their
derivatisation with polymers or silica shell is being extensively
studied.’**® Another strategy to make them water dispersible
is by making them naked (i.e. free of ligand)'” or by encapsu-
lating the lipophilic ligands of the UCNPs inside the cavity of
macromolecules like cyclodextrins.>"®*®
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Universidad de Valencia, C/Catedratico José Beltrdn 2, 46980 Paterna, Valencia,
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fElectronic supplementary information (ESI) available: Experimental methods,
TEM images, EDX, XRD, absorption and emission spectra, "H-NMR. See DOI:
10.1039/c5nr00295h
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Cucurbit[n]uril-capped upconversion
nanoparticles as highly emissive scaffolds for
energy acceptorst

Laura Francés-Soriano, Maria Gonzalez-Béjar* and Julia Pérez-Prieto*

Cucurbit[n]urils (CB[n], n = 5-10) are another kind of water-
soluble macrocyclic hosts with considerable molecular recog-
nition abilities.*>*' They present a “pumpkin” shape with the
urea oxygen atoms at the edges and tilted inwards and have a
height of 0.91 nm.** They form strong inclusion complexes
with many types of organic guests by making use of their
internal hydrophobic cavity.”® Interestingly, the carbonyl-
fringed portals of CB[n] can interact with metallic cations**™>
and bind to gold surfaces,”® as well as to the surface
of silver,””*® platinum,?® palladium,®*® and gold nano-
particles.* ™ Furthermore, the interaction between CB[r] and
lanthanide cations has also been demonstrated.***

With regard to CB guests, the host-guest complexes
between CB[n] and tricyclic basic dyes have been studied pre-
viously and depending on the CB size, 1:1 or 1:2 complexes
can be formed.***° For example, CB[7] encapsulates a methyl-
ene blue (MB) monomer, while an MB dimer (MB,) is encapsu-
lated inside CB[8].>’ Encapsulation of dyes inside the CB[n]
cavities can be advantageous: enhanced fluorescence emission
and lifetime, photostabilisation, increased solubility in water,
and de-aggregation.’® Tricyclic basic dyes have been extensively
studied as dye lasers and photosensitizers, among other
applications.*!

Regarding the formation of CB exclusion complexes, we
have recently prepared CB[7]-capped AuNPs (Au@CB) by react-
ing naked AuNPs with CB[7] and we have demonstrated that
Na* and NH," ions block the entrance of O, to the CB cavity of
the Au@CB hybrids.**

Now, we have focused on the potential assembling of CBs
on the naked UCNPs to obtain UCNP@CB nanohybrids. The
CB units could be exploited as hosts for the functional mole-
cules (FM), thus placing them close to the UCNP surface. Alter-
natively, the CB cavity could host a moiety attached to the FM,
thus placing the FM at a certain distance from the UCNP
surface. In addition, the UCNP@CB could be used as a scaffold
for FM to build an UCNP@CB@FM exclusion complex by
making use of a favourable interaction between the molecule
and the CB free carbonyl portal. In the last case, the UCNP@CB
nanohybrids would allow the increase of the local concentration

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2015
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Fig. 1 Top: Structure of the dyes used in this study, methylene blue
(MB) and pyronin Y (PYY). Bottom: Proposed interaction between the
UCNP, cucurbit[7]uril (CB[7]), and MB. The outer diameter of CB[7] is
1.6 nm,?? while the MB long axis is 1.275 nm.*?

of a FM close to the UCNP surface while fixing their relative
orientation and it would be more accessible to other molecules
as if they were encapsulated inside the CB cavity.

In this report, we demonstrate that the naked UCNPs form
stable UCNP@CB exclusion complexes with different sized-
CBs and the UCNP@CB nanohybrids can be used as scaffolds
as well as energy donors for cationic dyes anchored to the CB
free carbonyl portal (a charge-dipole interaction). We have
used MB and pyronin Y (PYY) as a proof of concept (see
Fig. 1).

Preparation of UCNP@CB nanohybrids

Naked NaYF,:Yb*'(18%), Er*'(2%) UCNPs were synthesised in
two steps. First, oleate-capped nanoparticles (UCNP@OA) were
prepared by following a previously described protocol®® and
then, the oleate ligand was removed by acidification with
HCL'” UCNP@CB nanohybrids were prepared by sonication of
a mixture of the corresponding CB[n] (n = 6, 7, 8) and the
naked UCNP in water for 15 min, followed by stirring the
mixture at room temperature for 24 h. Centrifugation made
the separation of the UCNP (white powder) from the CB[n]
excess possible (see experimental details in ESI}).

The nanoparticles were characterised by transmission elec-
tron microscopy (TEM and high resolution TEM, HRTEM). As
shown in Fig. 2 and S1, the naked UCNPs were uniform hexa-
gonal prisms and their height and length were (32.7 + 1.7) and
(19.1 + 1.4) nm, respectively. The addition of CB[x] to the
naked UCNPs did not change their shape or size (Fig. 2).

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2015

View Article Online

Communication

Fig. 2 Representative HRTEM image of the naked UCNPs (A),
UCNP@CBI6] (B), UCNP@CBI7] (C), and UCNP@CBI[8] (D).

HRTEM images show the thin organic capping of the
UCNP®@CB[n]| nanohybrids. The thickness of this capping was
1.2 + 0.1 nm in the case of UCNP@CB[6], 1.5 + 0.3 nm in the
UCNP®@CB|7], and 1.2 + 0.2 for the UCNP@CB[8]. These data
are consistent with the height of the CB[r] (9.1 A).**

The energy-dispersive X-ray (EDX) analysis and X-ray diffrac-
tion (XRD) spectrum of the UCNPs corroborated the hexagonal
phase of the NaYF,:Er’'(2%),Yb’"(18%) nanoparticles; see
Fig. S2 and S3.t

Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy was carried
out to verify that the UCNPs were capped with the different
CB[n] via one of the carbonyl portals. The FTIR spectrum of
CBJ[6], CB[7], CB[8], and the respective CB-capped UCNPs are
shown in Fig. 3. The strong band assigned to the CB v,(C=0)
stretching vibration shifted to higher values in the nanohybrid.
The shift was greater in the case of UCNP@CB[6] and
UCNP@CB[7] (15 em™ and 17 em™', respectively) than in
UCNP@CB[8] (4 ecm™).

These changes corroborated the interaction of the CBs with
the UCNP surface through the carbonyl groups (Fig. 1). The
V,5(C=0) stretching at higher values suggests a further devi-
ation from the planarity of the C=0 bond compared with the
N-C-N plane when the CB anchored to the nanoparticle
surface and this is significant for the smaller CBs. The smaller
shift (4 em™) for the largest CB as compared to that for the
smaller ones (~15-17 cm™') can be attributed to a less
effective interaction of the CB with the nanoparticle surface
(see below).

Emission spectra of the nanohybrids were compared with
that of the naked UCNPs (Fig. 4). These spectra were recorded
at a concentration of 1 mg (nanoparticle core) in a 1 ml solu-
tion, using front face excitation at 980 nm.

Nanoscale, 2015, 7, 5140-5146 | 5141
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Fig. 3 FTIR spectra of (A) CB[6]l, (B) UCNP@CBI6], (C) CB[7], (D)

UCNP@CBI7], (E) CB[8] and (F) UCNP@CBI[8].
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Fig. 4 Emission spectra (lex = 980 nm) of aqueous dispersions of
UCNP@CBI6] (black line), UCNP@CBI7] (red line), UCNP@CBI8] (blue
line) and the naked UCNP (green line).

The emission intensity of the naked UCNP drastically
increased due to the CB-capping. The enhancement recorded
at 540 nm was 4.9, 6.9, and 5.4 times more than that of the
naked UCNP for UCNP@CB[6], UCNP@CB[7], and UCNP@CB-
[8], respectively. Comparatively, the emission of the UCNP@OA
nanoparticles in chloroform was only 3.5 times greater than
that of the naked UCNPs in water (Fig. S4+).

Thermogravimetric analyses (TGA) of the UCNP@CB nano-
hybrids and CBs were performed to gain insight into the CB[n]
loading on the UCNP surface. The peak of the first derivative
indicates the point of the greatest rate of change in the weight

5142 | Nanoscale, 2015, 7, 5140-5146
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Fig. 5 Thermogravimetric analysis (TGA) of the UCNP (—), UCNP@CB
[6] ( ), UCNP@CB(7] (——) and UCNP@CBI8] (----).

loss curve. No decomposition was observed up to 420 °C for
n = 6 and 8, although CB[7] starts decomposing at a lower
temperature (370 °C); this is in agreement with the differences
detected for the different sized CBs.** Fig. 5 compares the TGA
spectrum of the naked UCNPs with that of UCNP@CB[7]. The
weight loss before reaching 500 °C can mostly be attributed
to the loss of CB[r] which is 31%, 33%, and 14% for
UCNP®@CB[6], UCNP@CB[7], and UCNP@CB[8], respectively.

UCNP@CB nanohybrids as scaffolds
and energy donors

As proof of concept, the versatility of the nanohybrids as
scaffolds and energy donors was tested with two cationic dyes,
in particular methylene blue (MB) and pyronin Y (PYY).

Increasing concentrations of MB were added to water solu-
tions of the UCNP@CB[n] nanohybrids (2 mL of a 0.018 mg
mL™ of UCNP@CB[n] in water). According to the TGA data,
the CB[n] molar concentration of the UCNP@CB[n] dispersions
was 5.5, 5.25, and 2.4 uM for UCNP@CB[6], UCNP@CB[7], and
UCNP@CB[8], respectively. Aliquots of aqueous MB solutions
were added (up to 100 pL) until the MB and CB[n] molar con-
centrations were the same.

The emission spectra (e, at 980 nm) were recorded after
each addition. Fig. 6 shows the decrease of UCNP@CB([7] emis-
sion (see bands with A ca. 650 nm and 540 nm) at the
highest MB concentration. A similar trend was found for
UCNP@CB][6], while MB led to insignificant quenching of the
UCNP®@CB[8] emission (Fig. S5t). The different trend in the
emission quenching for the nanohybrids should be related to
the type of interaction between the UCNP@CB[r] nanohybrid
and MB, ie., the formation of either an exclusion or inclusion
complex and the hosting of either MB or MB,.

The spectra of the UCNP@CB[8)/MB mixtures showed the
efficient formation of the MB, dimer>® with Ay at ca. 611 nm
and consequently the emission of these mixtures was practi-
cally non-existent (Fig. 7 and S6t).

Remarkably, the absorption and emission spectra of the
UCNP@CB[7]/MB mixtures (at Ama at ca. 664 and 684 nm,

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2015
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Fig. 6 Emission spectra (lex 980 nm) of UCNP@CBI[7] before and after
the addition of MB (MB and CB were at the same concentration).
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Fig. 7 Top: (left) Absorption and (right) emission spectra at lexc =
640 nm of water solutions of UCNP@CB[n]/MB containing MB and CB at
the same concentration: UCNP@CB[6]/MB (black line), UCNP@CB[7]/MB
(red line), and UCNP@CBI8]/MB (blue line); the absorption spectra of
the UCNP@CBI[n]/MB mixture as well as the emission spectra of
UCNP@CBI[n]/MB (n = 6 and 7) have been normalized. Bottom: (left)
Absorption and (right) emission spectra at lex = 640 nm of water solu-
tions of CB[6]/MB (green line), CB[7]/MB (brown line), and CB[8]/MB
(pink line); all of them at the same MB concentration. The spectra of
CBI[nl/MB (n = 6 and 7) have been normalized.

respectively) were coincident with that of UCNP@CB[6]/MB
and free MB; see Fig. 7 left and S6.1

It has to be taken into account that CB[7] can encapsulate
MB and this results in a blue-shifted absorption and emission
(Fig. 7) due to the formation of the CB[7]@MB inclusion
complex,®® which is not possible for CB[6].

These results are consistent with the formation of exclusion
complexes between the UCNP@CB[n] (n = 6, 7) nanohybrids
and MB, i.e., the formation of UCNP@CB[n]@MB nanosystems
due to a more favourable interaction between the cationic dye
and the CB free carbonyl portal of the UCNP@CB[n] nano-
hybrid than between the CB cavity and the cationic dye (Fig. 1).

The 'H-NMR spectrum of the UCNP@CB[7]/MB (the same
concentration of CB and MB) was recorded to corroborate the
anchoring of MB to the UCNP@CB nanohybrid and to gain

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2015
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insight into the orientation of MB in the nanosystem. As
expected, the signals of the CB and MB moieties were broader
in the UCNP@CB[7])/MB nanohybrid compared with those of
free MB and CB[7] (Fig. 8 and S77). With the exception of the
protons of the dimethylamino groups which underwent a
slight low field shift, the other MB protons, mainly those close
to the sulphur atom as well as those of the CB moiety, shifted
to high field. Remarkably, the number of signals for the MB
moiety of UCNP@CB[7]/MB was the same as that for MB, thus
ruling out the coordination of MB through one of the di-
methylamino groups. Consequently, we propose that MB
stands symmetrically located on the CB[n] free carbonyl portal
and it is bound to the carbonyls via the MB central sulphur
cation (Fig. 2).

Similar experiments were carried out with pyronin Y (PYY).
The UCNP emission was considerably quenched while using
UCNP@CB[6] and UCNP@CB[7], but no emission changes
were detected in the case of UCNP@CB[8] (Fig. 9).
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Fig. 8 Comparison between the *H-NMR spectrum of UCNP@CB(7]-
@MB (top) and that of MB (bottom).
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Fig. 9 Top: (left) Absorption and (right) emission spectra (lex 540 nm)
of water dispersion of UCNP@CBIn]/PYY containing PYY and CB at the
same concentration: UCNP@CBI[6]/PYY (black line), UCNP@CBI7]/PYY
(red line), and UCNP@CBI8]/PYY (blue line); the absorption spectra of
the UCNP@CBIn]/PYY mixtures as well as the emission spectra of
UCNP@CBIn]/PYY (n = 6, 7 and 8) have been normalized. Bottom: Emis-
sion spectra (lex 980 nm) of UCNP@CBIn] (n = 6 and 7, at the left and
right hand, respectively) before (black line) and after (red line) the
addition of PYY; PYY and CB were at the same concentration.
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As observed for MB, the different trend in the nanohybrid
emission quenching was consistent with the formation of
UCNP@CB[n]@PYY (7 = 6 and 7) nanohybrids. The absorption
spectra of the UCNP@CB([n]/PYY mixtures showed the typical
band of the monomer at A,,,x 545 nm for n = 6, 7, while the
PYY dimer (Amax 500 nm) was observed for n = 8 (Fig. 9, top;
Fig. S8t). In contrast to the MB emission, the PYY band
slightly overlaps with that of the UCNP (Fig. 9, top). Conse-
quently, the emission spectra at e, 545 nm of UCNP@CB[n]-
@PYY (n = 6, 7) showed the PYY monomer emission (peak at
Amax 563 nm), thus evidencing the energy transfer from the
UCNP to PYY (Fig. 9, bottom; see the proposed interaction
between UCNP@CB[7] and PYY in Fig. S9t).

Recovery of the UCNP@CB
nanohybrids

UCNP@CB[n]/MB solutions containing the same concen-
tration of CB and MB were centrifuged at 10000 rpm for
10 minutes at room temperature. The absorption spectrum of
the precipitate and the supernatant were compared with that
of the corresponding UCNP@CB[n]/MB mixture (Fig. 10).
These spectra showed that in all cases, most of the MB
remained in the supernatant and the precipitate consisted of
UCNP@CB[n]. The supernatant of the UCNP@CB[n]/MB
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Fig. 10 Absorption (left) and emission spectra (right) at lex = 980 nm of
the UCNP@CBI[nl/MB mixture (in black), the precipitate (in red) and the
supernatant (in blue) obtained after centrifugation. Top: n = 6; centre:
n = 7; bottom: n = 8. For comparative purposes the emission spectrum
of the corresponding UCNP@CBIn] is included (in green).
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mixture (n = 6, 7) contained only free MB, while that of the
UCNP@CB[8]/MB  contained the MB,@CB[8] inclusion
complex. It has to be taken into account that the concentration
of CB and MB in the UCNP@CB[8]/MB mixture was the same
and, since MB was encapsulated as a dimer within the CB
cavity, half of the CB units in UCNP@CB[8] remained empty.
Therefore, the precipitate from the UCNP@CB[8]/MB mixture
consisted of UCNPs partially capped with CB[8] units and, con-
sequently, exhibited lower emission. These data suggest that in
UCNP®@CB[n|@MB (n = 6 and 7), the binding between CB and
UCNP is stronger than that between CB and MB. In the case of
UCNP@CB[8]/MB, the binding of MB, to the CB cavity proved
to be stronger than the binding of MB,@CB[8] to the UCNP
surface.

UCNP@CB@MB in singlet oxygen
generation

Methylene blue has been used in a variety of photochemical
applications including photodynamic therapy.****® Therefore,
the UCNP@CB([n]/MB mixtures with the higher molar concen-
tration of MB were tested in the generation of singlet oxygen
under near-IR irradiation (in particular, at 980 nm). In prin-
ciple, one would expect the UCNP@CB[8]/MB mixture to be
the least efficient, since MB dimers are less efficient in the 'O,
generation than the MB monomer.*®

1,3-Diphenylisobenzofuran (DPBF) was used as a probe of
single oxygen generation. This probe seemed to be adequate
for these studies since it presents a broad absorption band in
the 350-450 nm range where MB and MB, exhibit negligible
absorbance. DPBF is a good energy acceptor because it reacts
rapidly with '0,. It does not react either with the ground state
molecular oxygen or with the superoxide anion, and its only
reaction with 'O, is chemical, leading to dibenzoylbenzene
(DBB), which does not absorb in the 350-450 nm wavelength
range.

Irradiation at 980 nm of UCNP@CB[n]@MB (n = 6 and 7)
nanohybrids in the presence of DPBF at different intervals of
time (up to 70 min) led to degradation of the probe, which was
monitored by the loss of absorbance at 422 nm (A4»,). Fig. 11
(top) shows the absorption spectra of the UC@CB[7]@MB solu-
tion in the presence of DPBF, before and after each irradiation,
while Fig. 11 (bottom) shows the comparison between the
loss of absorbance at A,,, in the presence of UCNP@CBI[6]
and of UCNP@CB[7]. This process involves several energy
transfer processes: upconversion emission after excitation of
UCNP@CB[n]@MB at 980 nm; energy transfer from the UCNP to
MB to lead eventually to the MB triplet excited state (*MB)
and energy transfer from *MB to molecular oxygen to form
singlet oxygen, which reacts with DPBF to produce DBB. The rate
of consumption of the substrate, calculated from the measure-
ments at shorter irradiation time periods (30 seconds) for the
first 15 min was ca. 80 min™" and 11 min™" for UCNP@CBI[7]
and UCNP@CB[6], respectively.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2015
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Fig. 11 (Top) Absorption spectrum of an aqueous dispersion of
UCNP@CBI[7]@MB and DPBF (thick line) and its evolution after pro-
longed irradiation at 980 nm (up to 70 min, —=). (Bottom) Plot showing
the degradation of DPBF (monitored at 422 nm) in the presence of its
corresponding UCNP@CB[n]/MB mixture: n = 6 (black), n = 7 (red).

The lower efficiency of the nanohybrid UCNP@CB[6]@MB
than that of the UCNP@CB[7]@MB in halving the DPBF con-
centration is consistent with the lower luminescence of
UCNP@CB[6]@MB (see Fig. 4) combined with the lower dye
load of this nanohybrid (see TGA data).

Conclusions

We have demonstrated that the spontaneous adsorption of
CB[n] (n = 6, 7, and 8) on NaYF,:Er*(2%),Yb*"(18%) nanoparti-
cle surface gives rise to UCNP@CB[n] nanohybrids, which have
been proved to be highly stable. Those with n = 6 and 7 lead to
exclusion complexes with MB, in which the interaction
between MB and the CB carbonyl portal is weaker than that
between the UCNP surface and CB. However, MB destabilised
the interaction between the UCNP and the CB in UCNP@CB(8]
due to the CB-encapsulation of the MB, dimer. Similarly, PYY
also led to spontaneous attachment to the CB free carbonyl
portals of the UCNP@CB[n] (n = 6, 7) systems and energy trans-
fer from the scaffold to PYY produced the emission of the dye
under NIR-irradiation.

In addition, the UCNP@CB[7]@MB nanohybrid has been
proved to be more efficient in the singlet oxygen generation
than the UCNP@CB[6]@MB nanohybrid under NIR excitation.
Therefore, UCNP@CB[n] nanohybrids can act as scaffolds and

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2015
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efficient energy donors for cationic dyes by matching the
nature of the UCNP with that of the dye. Taking into account
the interest of tricyclic basic dyes in photodynamic therapy,
these UCNP@CB[7]@dye supramolecular systems may be
highly advantageous for this type of treatment.
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Efficient Cementing of CH;NH;PbBr; Nanoparticles
to Upconversion Nanoparticles Visualized by Confocal

Microscopy

Laura Francés-Soriano, Soranyel Gonzalez-Carrero, Enrique Navarro-Raga,
Raquel E. Galian, Maria Gonzdlez-Béjar,* and Julia Pérez-Prieto*

Upconversion-perovskite nanohybrids are prepared by assembling
CH;3NH;PbBr; perovskite nanoparticles (PK) with naked NaYF:Yb3*,Tm**
nanoparticles (UC,) via an innovative strategy consisting of using cucurbit[7]
uril (CB[7]) to anchor the perovskite nanoparticles firmly and closely to the
upconversion nanopatrticles, thus leading to UC, @ PKcg nanohybrids. A com-
mercial multiphoton laser scanning confocal microscope is used to demon-
strate the successful assembly. This technique proves to be useful to evaluate
luminescence lifetime in the range of several tens of ps and allows visualiza-
tion of the extraordinarily efficient nontrivial resonance energy transfer from
the upconversion nanoparticle to the perovskite after near-infrared (NIR)
excitation of the nanohybrid as well as the homogeneity of the UC, @ PKcg
sample. The considerable photostability of the perovskite in these nanohy-
brids is demonstrated by prolonged irradiation of the nanohybrid under UV

conventional organic fluorophores. In
addition, the response of the UCs to NIR
excitation impedes the autofluorescence
of the medium (e.g., a biological medium)
and makes their excitation deep in tissues
possible due to the considerable penetra-
tion of the NIR light.l!

Undoubtedly, organolead halide per-
ovskite materials of the general formula
CH;NH;PbX; (X is the halogen) are
also of great interest due to their unique
optical properties (broad absorption band,
extremely high optical absorption coef-
ficient, narrow emission),’] excitonic
properties,®l and electrical conductivity,”)
which make them useful for photovoltaic

light as well as under NIR light.

1. Introduction

The combination of nanomaterials to make new nanohybrids
with novel properties is an interesting and difficult task that
requires exceptional control at the nanoscale. In particular,
upconversion nanoparticles (UCs) have been combined with
other inorganic nanoparticles! such as quantum dots,?
metallic nanoparticles,’) and magnetites.!

Increasing interest in UCs is based on their unique photolu-
minescence (PL) properties.l!! Thus, lanthanide-doped UCs are
able to convert near-infrared (NIR) light to visible light (anti-
Stokes shifted luminescence) due to their intraconfigurational
4f electron transitions; they exhibit narrow emission bands;
and they have higher chemical and photochemical stability than
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applications and luminescent devices.!®!
Upconversion nanoparticles have been
combined with a large number of different
organic luminophores.’) However, there
are few examples of their assembly with luminescent nano-
particles; studies are limited to CdSe quantum dots? or carbon
dots.'% In contrast to CdSe quantum dots, organic-inorganic
CH;3NH;3PbBr; perovskite nanoparticles (PK) can be prepared
under very mild conditions!'!) and they can exhibit high PL
quantum yield and photostability in air without requiring an
inorganic shell."'* To the best of our knowledge, nanohybrids
consisting of UCs and organometal halide perovskite nanopar-
ticles have not been synthesized to date, and therefore their
assembly is worth studying.

The assembly of two types of luminescent nanoparticles to
lead to an efficient energy transfer and eventually to a nano-
hybrid with good emissive capacity is not trivial. On one hand,
it requires an efficient linkage between both types of nano-
particles. On the other hand, the emissive properties of the
donor and the acceptor should not be strongly affected in the
assembly.

Interdigitation between the ligands on the nanoparticles is
a usual strategy to assemble them.’®l We envisaged that rigid
and considerably shorter compounds, specifically cucurbiturils
(CB[n], n = 5-7), could be more suitable to attach nanoparti-
cles (such as UCs and perovskites) firmly and closely. We have
recently shown that naked NaYF,:Yb, Er nanoparticles can be
efficiently capped with CB[n]."2) In addition, CB[n] possess two
portals with the capacity to bind cations.!'*l Therefore, this type
of rigid ligand may be anchored, simultaneously, to the surface
of a UC and a perovskite nanoparticle (Figure 1).
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Figure 1. A) Structure proposed for the UC,@ PKcg nanohybrids. B) Sche-
matic representation of the synthesis of UC,@PKcg,: (a) PbBr,, MABr,
ADABr, and CB[7] in DMF; (b) UC, in DMF; (c) decantation and separa-
tion; and (d) dispersion in toluene.

We report here that CB[7] can be used to cement efficiently
PK to the surface of naked UCs (UC,), thus leading to an effi-
cient nontrivial energy transfer from the UC to the PK after
NIR excitation of the upconversion-perovskite nanohybrid.
Interestingly, a commercial multiphoton laser scanning con-
focal microscope proved to be a useful tool for evaluating the
effectiveness of this innovative strategy for the assembly of the
nanoparticles.

2. Results and Discussion

2.1. Preparation and Characterization of Upconversion-Perovskite
Nanohybrids

Upconversion nanoparticles of NaYF,:Yb**(22%), Tm**
(1.2%) (UCs) were selected for this study due to the overlap
between the UC emission at wavelengths <500 nm and the
CH;NH;3PbBr; PK absorption and because there is no overlap
between their emission bands.

The first attempt to prepare the nanohybrids consisted in
the addition of CB[7]-capped perovskite nanoparticles (PKcp)
to naked UC (UC,), based on the ability of CB[7] to stick to
naked UCs (see the strategy in Figure S1 of the Supporting
Information).[l

To that purpose, oleate-capped UC (UCqp, ) were synthe-
sized following a method previously reported in literature.["”)
Transmission electron microscopy (TEM) images showed that
UCoppa were uniform hexagonal prisms and their average size
was (27.8 £ 1.6) nm x (18.1 + 1.4) nm. Size distribution his-
tograms, energy dispersive X-ray analysis, and Powder X-Ray
Diffraction (PXRD) data can be found in the Supporting Infor-
mation (Figures S2-S4 of the Supporting Information). UC,
were easily prepared by acidification with HCI of a dispersion
of UCq4 nanoparticles.!'®!

However, the preparation of PKcp was less satisfactory. A
solution of CB[7] in N,N-dimethylformamide (DMF) was added

© 2016 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Table 1. Luminescence data (A, = 350 nm) of PKcp and perovskite in
the UC,@PKcg nanohybrids.

PKcg UC,@PKcg) UG, @ PKcg,
Aemn ] 538 523 525
FWHM [nm] 2 2 18
7 [ns] - 319.4 1303.2
D - 0.05 0.13

to a mixture of methylammonium bromide (MABr) plus PbBr,
(CH;3;NH;Br/PbBr, with 2:1 molar ratio and PbBr, /CB[7] with
14.3:1.0 molar ratio) also in DMF. Then, 200 pL of the mixture
was injected into 5 mL of toluene. However, this gave rise to
orange perovskites with low dispersibility that indicated low
efficiency in the formation of the perovskite as nanoparticle
material. Although we succeeded in registering the perovskite
PL spectrum (peak at 538 nm; see Figure S5 of the Supporting
Information), its emission was negligible. Nevertheless, taking
into account the high structural flexibility of perovskites, this
orange solution was used for the preparation of UC,@PKcp;
nanohybrids. Addition of UC, nanoparticles to the perovskite
dispersion did not lead to any color change. Interestingly, the
colloidal dispersion became yellowish after prolonged stirring
(3 d) in the presence of an additional amount of CB (see the
emission spectra in Figure S1 of the Supporting Information),
thus suggesting the formation of UC,@PKcp; nanohybrids,
although the emission (A, = 350 nm) of the perovskite in this
nanohybrid was low (®r = 5%), see Table 1.

Remarkably, following the same strategy but adding adaman-
tylammonium bromide (ADABr) to the perovskite precursors,
we obtained UC,@PKcp, nanohybrids, which contained more
emissive perovskites (see the strategy in Figure 1).

Thus, UC, were added to a toluene mixture containing
MABr, ADABr, CB[7], and PbBr, and the dispersion was
stirred at room temperature for 20 h. Then, the nanohybrids
were allowed to precipitate and were isolated by decantation.
The role of ADABTr in the formation of the UC,@PKcg, nano-
hybrids was to facilitate the perovskite crystallization on the UC
since it was not present in the final material. Figure 2A shows a
representative TEM image of the isolated solid, where the pres-
ence of perovskite nanoparticles on the UC surface is clearly
distinguished.["”)

Remarkably, no bulk perovskites or perovskite nano-
particles embedded in amorphous material forming plaques
can be observed. The size of PK nanoparticles on the nano-
hybrid was 4.3 + 1.4 nm. Figure 2B shows the absorption and
PL (Aeye = 350 nm) spectra of the UC,@PKcp, nanohybrid.
The absorption spectrum evidences the presence of the per-
ovskite (Ay.x = 520 nm) as well as additional scattering due
to the upconversion nanoparticle. The PL spectrum shows a
very narrow band (full width at the half maximum, FWHM, of
18 nm) at Ay, = 525 nm (Table 1). The perovskite @y in the
UC, @PKcg, nanohybrid was twofold higher than in the UC,@
PKcp; nanohybrid, which evidences the beneficial effect of
ADABr addition in the crystallization of the perovskite on the
UC, surface.

These data are consistent with the formation of UC,@
PKcp, nanohybrids and the role of CB[7] as a cementing agent

Adv. Funct. Mater. 2016,
DOI: 10.1002/adfm.201600786
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Figure 2. A) TEM image of UC,@PKcg; nanohybrids. B) Absorption
(black line) and emission spectra of UC,@PKcg, nanohybrids (dashed
line) in toluene. Emission measured using a front-face setup.

to bring the UC and the PK surfaces closer together. This was
further corroborated by attenuated total reflectance Fourier
transform infrared (FTIR) spectroscopy (Figure 3A). The FTIR
spectrum of CB[7] exhibited a strong band at 1710 cm™ which
corresponds to the stretching vibration of its carbonyl groups,
V,5(C=0). For UC,@PKcp, nanohybrids this band shifted
to 1734 cm™; this change can be attributed to the interaction
between CB[7] and the nanoparticles.!?)

The thermogravimetric analysis (TGA) spectrum of the
UC,@PKcp, nanohybrid was also consistent with the pres-
ence of CB[7] (Figure 3B). It presented three main weight
losses of ca. 18.0%, 12.0%, and 30% before reaching 300, 400,
and 620 °C, respectively. The spectrum showed that about 40%
of the mass did not decompose or sublimate at temperatures
above 800 °C, which is a characteristic for this type of UCs.['Z
The peaks of the first derivative indicate the points at which the
greatest rate changes in the weight loss curve occurred at ca.
304, 390, and in the 500650 °C temperature range. Compar-
atively, the TGA spectra of the methylammonium salt, CB[7],
and PbBr, (Figure S6, Supporting Information) show that the
peak of the first derivative occurred at ca. 335, 460, and 625 °C,
respectively. This indicates that these components in the nano-
hybrid are released at a lower temperature.

In addition, Figure 4 shows the PXRD spectrum of the
UC,@PKcp, nanohybrid where the characteristic diffraction
peaks for CH3NH;PbBr;1% (most intense ones are (001), (011),
(002), (021), and (211) at 14.9°, 21.1°, 30.1°, 33.7°, and 37.1°,
respectively) can be assigned with minimal overlap with the
diffraction peaks of the hexagonal UC.

Adv. Funct. Mater. 2016,
DOI: 10.1002/adfm.201600786
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Figure 3. A) FTIR spectra of CB[7] (top) and UC,@PKcg, (bottom).
B) TGA heating curve of UC,@PKcg, nanohybrid expressed as weight
(%) as a function of applied temperature together with the corresponding
first derivative.

2.2. Efficiency of the Cementing Strategy for the Preparation
of the Nanohybrids

The energy transfer from the UC to the PK in the nanohybrids
under NIR excitation can give information on the suitability
of this strategy to build upconversion-perovskite nanohybrids.
The emission of the UC, as well as those of the nanohybrids
after their excitation at 975 nm with a laser diode was measured
with a front-face setup. Figure 5 shows four characteristic Tm3*
emission bands below 500 nm, which correspond to Iy —3F,
(345nm), 'D, —°H, (368 nm), 'D, —°F, (450 nm), and 'G, — *H,
(475 nm) transitions.!] The bands at 650, 700, and 800 nm can
Dbe seen in Figure S7 of the Supporting Information.

The absorption spectrum of the PK overlaps significantly
with the emission of the UC below 500 nm (compare Figures 2B
and 5). NIR excitation of the UC,@PKcg, nanohybrids led to
a considerable quenching of the UC emission below 500 nm
(a decrease of 75% with regard to that of UC,). This quenching
resulted in a new emission band with a maximum at ca.
525 nm, which can be ascribed to the PK (Figure 2B), thus con-
firming the energy transfer from the UC to the PK after NIR
excitation. Control experiments showed that the PKs did not
give rise to any emission under the same conditions.

In order to estimate the energy transfer efficiency, several
considerations were taken into account. First, the concentration
of the UC material used in both samples, UC,, and UC,@PKcp,
was identical, and second, they were excited at 975 nm using
a front-face setup. The UC quenched emission, i.e., (I, — I)yc,
was calculated by subtracting the area under the curve of the
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Figure 4. PXRD spectrum of UC,@PKcg, nanohybrid. In this spectrum,
the diffraction peaks of perovskite are marked with an asterisk and those
of the upconversion nanoparticles with a dot.

nanohybrid emission spectrum (Iyc) from that of the UC,
emission spectrum (Ip)yc (both in the 300-500 nm range).
Then, the area under the curve of the perovskite emission (Ipg)
in the UC,@PKcp emission spectrum was calculated in the
500-560 nm range. The energy transfer efficiency (E) was esti-
mated by using

E (%)= ML ST (1)
(To =D)uc Prx

where ®@py refers to the perovskite emission quantum yield
in the UC,@PK¢p nanohybrids (0.13; see Table 1). Thus, the
estimated energy transfer efficiency from the upconversion
nanoparticle to the perovskite nanoparticle in the UC,@PKcp
nanohybrid was ca. 100%.

The suitability of the cementing strategy was then com-
pared with that of interdigitation by building nanohybrids via
the interaction between octylammonium-capped perovskites
(PKoca) and oleate-capped UCs (UCqa) to lead to UCoa@
PKoca nanohybrids.

The PKoca were prepared with an average size of
5.7 + 2.2 nm by following a previously reported protocol with
some modifications(see the Experimental Section).'™® Their

0.5
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Figure 5. Emission spectra at Ae,. = 975 nm of UC, (dashed line) and
UC, @PKcg, nanohybrids (black line) in DMF:toluene (0.025:1). Emission
measured with a front-face setup.

© 2016 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

s
Meiens
www.MaterialsViews.com

optical features are shown in Figure S8 and Table S1 of the
Supporting Information.

Then, the synthesis of the nanohybrids was addressed. Trials
to obtain the UCo o@PKoca nanohybrids via chain interdigi-
tation between the oleate and octylammonium ligands on the
UC and PK surfaces, by just mixing both types of nanoparti-
cles in toluene, were fruitless. So a slightly different protocol
was designed. Specifically, PKoca were dissolved in DMF to
revert the perovskite back to its precursors. Then, some pL
of this colorless solution was added dropwise to a solution of
UCoca in toluene. This led to a yellow dispersion from which
a precipitate was isolated by decantation. Figure S9 (Supporting
Information) shows representative TEM images of the precipi-
tate that is consistent with the formation of the UCo ,@PKoca
nanohybrids by interdigitation between the octylammonium
and the oleate capping of UCqy4 followed by crystallization of
the PKoca assembled with UCq;a. The PKcy in the UCo @
PKoca nanohybrids had an average diameter of 4.6 + 1.7 nm.

Steady-state PL at Ao, = 350 nm gave information about the
optical features of the PKgc, in the nanohybrid. They exhibited
a narrow emission peak (FWHM, =24 nm) at 529 nm and an
emission quantum yield (®g) of 69% (Figure 6A and Table S1
of the Supporting Information).

NIR excitation of the UCo s@PKoca led to a quenching of
66% of the UC emission below 500 nm combined with the
emission of the perovskite material (maximum ca. 530 nm,
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Figure 6. A) Absorption (dashed line) and emission spectra at
Aexe = 350 nm (black line) of UCoa@PKoca nanohybrid. B) Emission
spectra at A, = 975 nm of UCq 4 (dashed line) and UCo 4@ PKoca nano-
hybrid (black line) in toluene.
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Figure 6B), thus confirming the energy transfer from the UC
to the PK after NIR excitation. Similarly, the energy transfer
efficiency for the UCoa@PKoca nanohybrid, calculated
with Equation (1) and using the UCqora quantum yield, was
only 26%.

2.3. Confocal Microscopy as an Efficient Tool to Visualize the
Suitability of the Assembly

We envisaged that confocal microscopy could be useful to
visualize the assembly efficiency between the UC and the PK
throughout the sample, as well as to corroborate that the energy
transfer from the UC to the PK occurs by dipole—dipole interac-
tion instead of via a trivial emission-reabsorption mechanism.

Samples were prepared by dropcasting a solution (toluene
or water) of the corresponding nanohybrid onto a 25 x 75 mm
microscope glass slide. Then solvent was evaporated and the
sample was covered with a 22 x 22 mm glass slide.

These experiments were carried out by using laser scan-
ning confocal equipment provided with a multiphoton laser
with a 100 fs pulse and an excitation power of 950 kW cm™
at Ay = 975 nm. The excitation power density was determined
with a focused spot of about 1 pm radius. The image was
acquired by means of a 25 x 1.05 N.A. Olympus dipping lens,
an emission filter between 420 and 500 nm, and a dwell time of
2 ps pixel™.

Under these conditions, the images of
small aggregates of UC,, and UCp 4 showed a
clear tail in the fast-scan direction (Figures 7
and 8). This effect was completely suppressed
by using a long dwell time of 40 ps pixel™
(Figure S10, Supporting Information), thus
indicating that the tail observed was due to
the slow emission decay after the passage of
the beam over the aggregates. This behavior
has been previously described for upcon-
verting lanthanide nanoparticles./'s!

Even though nanoparticles with long life-
times are a drawback for obtaining images
by scanning microscopy at short dwell times
(because their long lifetime results in a loss
of resolution in the fast-scan direction) these
images contain information about the emis-
sion evolution over time. Hence, a lumines-
cence decay curve can be easily obtained
from intensity profiles along a line aligned
with the fast-scan direction measured in
the image (see Figures 7 and 8A for UC,),
because the distance scale in pixels of the
profile can be converted into a time scale
using the dwell time value.

Comparison between the images of UC,,
UCota, UC,@PKegy, and UCoa@PKoca in
Figure 8 clearly evidences that the lifetime of
UC, is drastically shorter in UC,@PKcg, and
this was the case in practically all the nano-
particles. However, the emission of UCo o @
PKoca is not so homogeneously quenched.

Adv. Funct. Mater. 2016,
DOI: 10.1002/adfm.201600786
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Figure 7. Intensity profile of UC, obtained from the trace (white line) of
the emission showed by an aggregate after excitation at 975 nm and a
dwell time of 2 ps pixel™.

The kinetic traces of UC, showed the characteristic rise and
decay phases of UCs (Figure S11, Supporting Information). The
rise and decay lifetimes (5 and Tyecay, TeSpectively) were deter-
mined by fitting the data to two components that are related
to the sensitization (rise) and subsequent decay of the Tm**
excited state (decay). The values were 503 £ 9 and 53 £ 2 ps
for the rise and decay, respectively (Table S2, Supporting Infor-
mation). The Tm>* PL lifetime in the UC,@PKcg, nanohybrid

Figure 8. Confocal image at A.,. =975 nm and a dwell time of 2 ps pixel™ of A) UC,,, B) UCq_a,
C) UC,@PKcgy, and D) UCo a@PKoca. Scale bar: 50 pm.
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decreased so drastically that it was hardly measurable with
our equipment (we estimated a decay of about 1.4 ps), thus
proving (i) the occurrence of an NIR-induced nonradiative
energy transfer from the upconversion nanoparticle to the per-
ovskite nanoparticle and (ii) the high efficiency of the process.
The Tm*" PL lifetime in the UCoo@PKoca nanohybrid was
47 £ 9 ps or less than 2 ps, depending on the aggregate. The
fitted kinetic for each UCs is shown in Figures S11 and S12 of
the Supporting Information.

In addition, these results show that laser scanning confocal
microscopy can be a useful tool to measure luminescence life-
time in the range of several tens of microseconds. Since the
resolution in the time scale depends on the dwell time, the only
way to improve the resolution limit is by using faster-scanning
systems.[%)

To further confirm that this technique is reliable for time-
resolved PL measurements of NaYF;RE (RE: rare earth)
nanoparticles, data?” obtained for naked and OLA-capped
NaYF,:YDb,Er nanoparticles by using a spectrofluorometer with
a 975 nm laser diode were compared with those obtained with
the confocal microscope (Table S4, Supporting Information).
The data matched reasonably well taking into account that the
samples measured by the spectrofluorometer were in solution,
whereas those measured by the microscope were in solid state.

2.4. Photostability of the Nanohybrids

Finally, the photostability of the most efficient nanohybrid in
the energy transfer process, i.e., UC,@PKcp,, was evaluated as
a function of the irradiation time with two different excitation
sources at 350 nm (PK excitation) and 975 nm (UC excitation).
The emission of the nanohybrid dispersed in toluene was regis-
tered at 529 nm during 120 min of irradiation under air atmos-
phere (Figure 9). The UV excitation did not cause a decrease
in the PK luminescence, whereas a loss of less than 10% was
observed upon excitation at 975 nm. Thus, the UC,@PKcp,
nanohybrid exhibited high photostability under both excitation
conditions.

3. Conclusion

We demonstrate here the efficient preparation of new nanohy-
brids consisting of upconversion and perovskite nanoparticles.
These nanohybrids are prepared efficiently by using a novel
strategy to assemble nanoparticles, which is based on the
capacity of cucurbituril portals to anchor to the surface of
both naked upconversion nanoparticles and CB-capped PK
nanoparticles. Energy transfer from the UC to the perovskite
nanoparticles under NIR excitation is extraordinarily efficient
(ca. 100%). Moreover, we show that a commercial multiphoton
laser scanning confocal microscope is a useful tool to evaluate
luminescence lifetime in a range of several tens of microsec-
onds. Furthermore, this technique is also useful for verifying
the homogeneity of the emission of the sample.

Finally, prolonged irradiation of the nanohybrid under UV
light, as well as under NIR light, demonstrated the considerable
photostability of the system. These outstanding features make

© 2016 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Figure 9. A) Comparison between the PL (A = 350 nm) spectra of the
perovskite in the UC, @ PKcg; nanohybrid dispersed in toluene before and
after irradiation at 350 nm under air atmosphere for 120 min; inset: the
PL as a function of the irradiation time. B) Comparison between the PL
(Aexc = 350 nm) spectra of the perovskite in the UC,@PKcg, nanohybrid
dispersed in toluene before and after irradiation at 975 nm under air
atmosphere for 120 min; inset: the PL as a function of the irradiation time.

these nanohybrids of great interest for photovoltaics and lumi-
nescent devices.

4. Experimental Section

Materials: Chemicals used for the upconversion nanoparticles
synthesis were lanthanide chlorides (YCl;-6H,0, YbCl;-6H,0, and
TmCl3-6H,0 (>99.9%, all of them), 1-octadecene (90%), oleic acid
(70%), NaOH, and NH,F (99.99%). All of them were used as received
without previous purification. Chemicals used for the perovskite
synthesis were octylammonium bromide (OCABr), MABr, lead(ll)
bromide, cucurbit[7]uril, ADABr, and toluene (analytical grade). All
of the organoammonium bromide salts were synthesized by reaction
with the corresponding amine in water/HBr as previously reported.?'l
The other chemicals were used as received without further purification.
Toluene was high performance liquid cromatography (HPLC) quality for
spectroscopic measurements.

Synthesis of Oleate-Capped Upconversion NaYF:Yb>*(22%),Tm>*(1.2%)
Nanoparticles (UCoi4): Upconversion nanoparticles were synthesized
following a previously described protocol with some modifications
(see the Supporting Information for further details).["*]

Synthesis of Ligand-Free NaYF ;:Yb, Tm Upconversion Nanoparticles(UC,).:
“Naked” upconversion nanoparticles were synthesized following a
previously described method (see the Supporting Information for further
details).l?2

Adv. Funct. Mater. 2016,
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Synthesis  of  Upconversion/Cucurbit[7]uril-Perovskites ~ Nanohybrid
(UC,@PKcp): Two different strategies were developed to synthesize
nanohybrids using CB[7] as a cementing agent.

UC,@PKcg;: A solution of MABr (19 pL, 3.4 pmol; 20 mg mL™") in
DMF was added to a PbBr, solution (100 pL, 2.7 pmol; 10 mg mL™") in
DMF in a 1 mL glass vial, and the mixture was stirred in an orbital shaker
for 15 min. Then, a solution of CB[7] (18 pL, 0.19 pmol; 12 mg mL™") in
DMF was added and the mixture was again stirred in an orbital shaker
at 400 rpm for 30 min. The mixture was then slowly added to toluene
(5 mL) under magnetic stirring and the stirring was continued at room
temperature for 1 h. The solution color changed from colorless to
orange (Figure S1, Supporting Information). The perovskite material
(PKcg) was isolated by centrifugation at 7000 rpm for 6 min and was
redispersed in toluene (5 mL). Next, UC, (120 pL, 5.4 mg, 45 mg mL™")
in DMF and CB[7] (20 pL, 0.20 ymol, 12 mg mL™") in DMF were added
to the toluene solution and the mixture was magnetically stirred at room
temperature for 3 d.

UC,@PKcgs: A solution of MABr (19 pL, 3.4 pymol; 20 mg mL™) in
DMF and a solution of ADABr (53 pL, 2.3 pmol; 10 mg mL™") in DMF
were added to a solution of PbBr, (100 pL, 2.7 pmol; 10 mg mL™) in
DMF in a 1 mL glass vial, and the mixture was stirred in an orbital
shaker for 15 min at 400 rpm. Then, a CB[7] solution (18 pL, 0.19 pmol,
12 mg mL™") in DMF was added and the mixture was stirred again in the
orbital shaker at 400 rpm for 30 min.

The mixture was added dropwise to toluene (5 mL) under continuous
magnetic stirring and kept for 1 h under stirring. The solution changed
from colorless to yellow during addition (Figure 1). Next, UC, (120 pL,
5.4 mg; 45 mg mL™") in DMF were added and the mixture was stirred
at room temperature in an orbital shaker at 300 rpm for 24 h. The
nanohybrids were separated after decantation overnight.

Synthesis of Otylammonium Perovskites (PKoca): These perovskites
were synthesized following a previously described protocol.""® Briefly,
T-octadecene (2 mL, 6.26 mmol) was stirred and heated to 80 °C. Later
on, OCABr (33.6 mg, 0.16 mmol) was added. Then, MABr (26.6 mg,
0.24 mmol) in DMF (100 pL) and PbBr, (36.7 mg, 0.10 mmol) in DMF
(100 pL) were added. The solution was cooled to 60 °C and, immediately
after, acetone (5 mL) was added to induce the precipitation of the
perovskites. The unreactive material was separated by centrifugation
(7000 rpm, 20 °C, for 10 min) and the solid perovskite nanoparticles
were dried under vacuum overnight. The perovskites were reverted back
to their precursors by dispersion in DMF (34 mg mL™), thus leading
to a colorless solution. Then, the perovskites were resynthesized by
injecting 100 pL of this solution into toluene (5 mL). Finally, PKoca were
precipitated by centrifugation (6000 rpm, room temperature, for 4 min).

Synthesis of Upconversion/PKoca Nanohybrids (UCoa@ PKoca): 80 pL
of the previously prepared PKoca precursors in DMF (34 mg mL™") was
added dropwise to a solution of UCqy, in toluene (4 mL; 2 mg mL™),
thus leading to a yellow dispersion, which was kept at room temperature
for 2 h. Finally, the nanohybrids were separated after decantation
overnight.

Supporting Information

Supporting Information is available from the Wiley Online Library or
from the author.
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ABSTRACT: Upconversion nanoparticles (-NaYF:Er**, Yb**, UCNPs) were capped with a thin polymer shell by replacing
the oleate ligand of hydrophobic UCNPs by multidentate thiolate-grafting of P(MEO,MA-co-SEMA) copolymers. The presence
of the 2-(2-methoxyethoxy)ethyl side chains of MEO,MA extending out of the nanohybrid made them water-dispersible. The
UCNP@P(MEO,MA-co-SEMA) nanohybrids exhibited an enhanced emission by up to a factor of 10, as compared with that of
their hydrophobic precursor in dichloromethane and even in water (a factor of 2). Moreover, their thermoresponsiveness was
modulated by the pH; this is consistent with the presence of some thiol groups at the nanohybrid periphery. Remarkably, the
nanohybrid emission, as well as its stability, was almost independent of the aggregation state (in the basic-acid and temperature
range studied here). The formation of stable water-dispersible UCNPs with enhanced emission, together with their amphiphilic
and temperature-responsive polymer coating, is promising for building multifunctional nanostructures for intracellular imaging,

therapy, and drug delivery.

F abrication of multifunctional nanoparticles with a combi-
nation of properties, such as water-dispersibility, emission,
and response to external stimuli (pH, light, or temperature),
among others, is of great interest for biomedical and
bioengineering applications.1 In this respect, the stabilization
of emissive nanoparticles by stimuli-responsive polymers can be
used to control their assembly, and consequently the symbiosis
between both systems, i.e., the nanoparticle and its capping, can
result in nanohybrids which combine the properties of the
individual components, modify them, or exhibit novel proper-
ties.”

Lanthanide upconversion nanoparticles (UCNPs) are unique
since they can be excited with low-power continuous wave
near-infrared (NIR) sources and emit at shorter wavelengths
due to their intraconfigurational 4f" electron transitions.**
Undoubtedly, hexagonal ytterbium and erbium codoped
sodium yttrium fluoride nanoparticles (NaYF,:Er®*, Yb**) are
the most widely used due to their superior upconversion
efficiency.t UCNPs are being used in a great variety of

< ACS Publications — © 2014 American Chemical Society

applications such as light emitting diodes, solar cells, and
bioimaging,sf8 among others.”

These UCNPs are usually synthesized from the correspond-
ing rare-earth chlorides, using an organic ligand and a
noncoordinating solvent, such as oleic acid and 1-octadecene,
respectively, and performing the reaction at high temper-
ature.'®™'* However, the nanoparticles must be water-
dispersible for their bioapplication.'® Several methodologies
have been addressed to solve their water-dispersibility; they
generally involve the use of hydrophilic and biocompatible
polymers to coat the UCNPs.'”'™"® Phase transfer of the
hydrophobic UCNPs by ligand exchange with polymers, such
as poly(acrylic acid) (PAA), poly(ethylene glycol) (PEG), or
polyethylenimine (PEI), is an often-used strategy for the
preparation of water-dispersible nanoparl‘.icles.lg‘20 In addition,
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Figure 1. Representative a) TEM and HRTEM b) inset: FTT, scale bar 2.5 nm) images of UCNP@oleate. c) Histograms of the distribution of
particle sizes of UCNP@oleate. d) HRTEM images UCNP@P(MEO,MA-co-SEMA)-2 and e) UCNP@P(MEO,MA-co-SEMA)-5. The samples

were prepared from a dichloromethane solution.

hydrophilic UCNPs can be prepared by a one-pot procedure in
the presence of hydrophilic polymers, such as PAA and PEL*
Alternatively, encapsulation of hydrophobic UCNPs with
amphiphilic copolymers by interpenetration of the polymer
branches with that of the parent hydrophobic ligand,n_25 as
well as via intercalation followed by cross-linking prcucesses,z6
has also been reported. Although there are exceptions,”’ the
one-pot synthesis of water-dispersible UCNPs usually results in
a broad distribution of sizes with poor shapes, while ligand
exchange processes often lead to nanoparticles with poor
colloidal stability and decreased luminescence efficiency.”'®®
Moreover, nanoparticles made water-dispersible by intercala-
tion processes using amphiphilic polymers are often poorly
stable,” an exception being those reported by Jiang et al.*® and
Huang et al,?* and show decreased luminescence.** Addition-
ally, polymer capping can increase the nanohybrid size
considerably’>*® and/or induce nanoparticle aggregation.””
Our group recently described the synthesis of a series of
copolymers based on a monomer, specifically 2-(acetylthio)-
ethyl methacrylate (AcSEMA), containing an acetyl protected
thiol group in its structure and able to be polymerized by a
controlled radical strategy, specifically via atom transfer radical
polymerization (ATRP). Copolymers with methyl methacrylate
(MMA) and 2-(2-methoxyethoxy)ethyl methacrylate
(MEO,MA) have proved useful for functionalizing nano-
particles such as QDs® and AuNPs? by a simple ligand
exchange reaction, or even graphene sheets,* by a thiyl click
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chemistry reaction under mild conditions. On the other hand,
thiol groups are able to coordinate with upconversion
nanoparticles surfaces.*!

We presumed that the multidentate grafting of a polymer by
means of pendant thiol groups on the UCNPs would provide a
thin shell which would be advantageous. Additionally, the
presence of ether chains in the polymeric shell extending out of
the nanoparticle would lead to UCNPs dispersible in both
aqueous and organic solvents. Moreover, methacrylic polymers
with short oligoethylene glycol side chains undergo a sudden
change in water solubility at a certain temperature,32_34 called
lower critical solution temperature (LCST). Therefore, the
aggregation of the nanoparticles, which are capped with a large
number of short oligo(ethylene glycol) units, could be
thermoresponsive. Poly(ethylene glycol)s have been regarded
as wonder molecules in biomedical applications®® due to their
hydration capacity®® and, lately, to their kosmotrope-like
behavior.>” Consequently, the combination of all these
functionalities would provide interesting nanohybrids.

Here we report the effective polymer-coating of f-
NaYF,:Er’*, Yb** UCNPs by using multidentate P-
(MEO,MA-co-AcSEMA) copolymers. The AcSEMA moieties
ensure a weak interaction of the polymer with the UCNP
surface. The subsequent in situ hydrolysis of the acetylthiol
groups, randomly distributed along the main chain of the
copolymer, makes the multidentate grafting of the polymer
through the thiolate groups possible. Thus, the hydrodynamic
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Figure 2. a) P(MEO,MA-co-AcSEMA)-x copolymer structure. b) Photographs of UCNP@P(MEO,MA-co-SEMA) during dialysis. c¢) Photographs
of the purified UCNP@P(MEO,MA-co-SEMA) dispersions. d) Scheme of the synthesis of the multifunctional UCNP@P(MEO,MA-co-AcSEMA)-x

nanohybrids.

nanoparticle size of the nanohybrid is small,*® which is highly
desirable for the future biological applications of our nano-
hybrids. Moreover, the presence of the 2-(2-methoxyethoxy)-
ethyl moieties provides the UCNP with the desirable water
dispersibility, biocompatibility, and thermoresponsiveness. In
addition, as it will be discussed in this report, the methacrylic
nature of the main chain protects the UCNP against water
reaching its surface. Thus, the preparation of highly emissive,
water-dispersible UCNPs capped with a thin shell of a
thermoresponsive polymer is reported.

Bl EXPERIMENTAL SECTION

Synthesis of Oleate-Capped UCNPs (UCNP@oleate). NaY-
F,:Yb (18%), Er (2.0%) nanocrystals were synthesized following a
previously reported protocol with some modifications.® Basically,
YCI; (0.8 mmol), YbCl; (0.18 mmol), and ErCl; (0.02 mmol) were
mixed with 12 mL of oleic acid and 15 mL of octadecene (ODE) in a
50 mL round-bottom Pyrex flask under continuous stirring. The
mixture was heated to 160 °C until complete dissolution of all the
reagents, and then it was cooled down to ca. 110 °C. A 10 mL
methanol solution containing NaOH (2.5 mmol) and NH,F (4.0
mmol) was slowly added into the flask, and the solution was stirred
while being slowly heated to remove methanol, degassed at 100 °C for
30 min, and heated to 305 °C under argon flux during 1 h. Then, the
solution was cooled at room temperature, and the UCNPs were
precipitated by centrifugation (10000 rpm, 10 min, 25 °C). Later on,
the oleate-capped UCNPs were washed three times with a
(43.5:40.5:16 v/v/v) hexane/acetone/methanol solution.
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Synthesis of P(MEO,MA-co-AcSEMA) copolymers as previously
described.*

Preparation of Thermosensitive Polymer-Capped UCNPs. A
solution of 29 mg of UCNP@oleate and 43 mg of P(MEO,MA-co-
AcSEMA) (1/1.5 wt %) in 2 mL of dichloromethane was prepared,
and then a small amount of sodium methoxide (MeONa) was added
under stirring at room temperature. The mixture was maintained at
room temperature for 2 days in order to ensure the total
functionalization of the UCNP surface by the thiolated polymers.
After removing the insoluble white solid corresponding to sodium
oleate (Figure S1A, ESI), the dispersion was rotaevaporated under
reduced pressure, and the resulting crude was redissolved in THF and
placed inside a regenerated cellulose membrane tubing of MWCO-50
kDa (RC Spectra/Por7-Spectrum Laboratories) and dialyzed against
THF/H,0 (7:3) v/v replacing fractions each 12—24 h until no
polymer was detected in the dialyzed fraction by UV, usually after 60—
90 mL.

Measurement of the Nanohybrid Emission with pH and
Temperature. An aqueous solution at pH 11 was prepared by adding
sodium methoxide to water (1.3 mg in 10 mL). The nanohybrid was
dispersed in this solution (S mg X 8 mL™"), and the pH of the
colloidal solution was measured first at 1S °C and then at 60 °C
(samples equilibrated for S min at the indicated temperature).
Subsequently, different aliquots of an HCI solution (S 4L in 10 mL)
were added, and, after each addition, the pH and the emission were
measured first at 15 °C and then at 60 °C.

B RESULTS AND DISCUSSION

Preparation and Characterization of Thermorespon-
sive Polymer-Capped UCNPs. NaYF,:Yb (18%), Er (2.0%)
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nanocrystals were synthesized following a previously reported
protocol with some modifications (see the Experimental
Section).*® The XRD pattern of the UCNP revealed the
formation of mainly the hexagonal phase structure as bulk -
NaYF, (Joint Committee on Powder Diffraction Standards,
card no.: JCPDS 16-0334), Figure S2B. The atomic ratios of
lanthanides in the nanoparticles were obtained by energy-
dispersive X-ray experiments (EDX) and were NaYF,(77%9:
Yb**(20%), Er**(3%), Figure S3. Transmission electron
microscopy (TEM) and high resolution TEM (HRTEM)
images obtained for the monodisperse hexagonal nanoprisms
together with the histogram show a uniform side length of
approximately 20.7 + 2.1 nm, a height of 33.9 + 2.8 nm, and a
base length of 23.2 + 2.1 nm (Figure la to Figure lc).

Thermosensitive polymers containing acetyl-protected thiol
groups, specifically P(MEO,MA-co-AcSEMA)x polymers, were
synthesized by ATRP of MEO,MA and AcSEMA (Figure 2a).>
All the polymers had low polydispersity and a similar molecular
weight, but they differed in the amount of thiol groups per mol
(x=2,5,and 10 mol %) (see details in Table S1, ESI). These
polymers were then used for the ligand exchange reaction on
oleate-capped UCNPs (UCNP@oleate, Figure 2d).

Although there are a few examples in the literature using
thiol as the anchoring groups to the UCNP surface
(carboxylates are usually used for that purpose), we have
recently coated UCNPs with thiol-endin§ oligomeric poly-
(ethylene glycol) under basic conditions,*"* and Prasad et al.
have used 3-mercaptopropionic acid for transferring UCNPs
from chloroform solution to aqueous phase.6

Here we report the multidentate grafting of a polymer to the
surface of NaYF,:Er*, Yb®* 3% nanoparticles by means of in
situ generated thiolates. The exchange of the oleate-capping of
UCNP@oleate by the thiolated polymers was possible under
mild conditions by using a dichloromethane saturated solution
of sodium methoxide; the basic medium ensures the in situ
hydrolysis of the thioacetate to thiol groups. The end of the
hydrolysis reaction was confirmed by FTIR-ATR following the
disappearance of the —SCOCHj; carbonyl signal (ca. 168S
cm™}, a shoulder of the strong carbonyl band in the initial
polymer, Figure S4, ESI). While the reaction took place, an
insoluble white residue was formed, and it was identified as
sodium oleate by FTIR-ATR* (Figure SIA, ESI). Then, the
polymer-coated UCNPs were purified by dialysis in order to
remove the excess polymer. Figure 2b and 2c show the
appearance of the samples during and after the dialysis process,
respectively.

Control experiments showed that similar treatment of the
UCNP@oleate with the UCNP@P(MEO,MA-co-SEMA)-x
polymers, but in the absence of sodium methoxide, did not
lead to UCNP@P(ME,OMA-co-AcSEMA)-x nanohybrids,
indicating that only thiolate groups can anchor to the UCNP
surface. This point shows a difference with other kinds of
nanoparticles, such as gold nanoparticles” and quantum dots,’
where the thioacetate group is able to anchor to their surfaces.
Control experiments showed that these mild hydrolysis
conditions were unable to hydrolyze the ester groups of a
P(MEO,MA) homopolymer, and, consequently, UCNP@
oleate nanoparticles were not transformed into a polymer-
capped UCNPs by means of carboxylate grafting of the
polymer to the nanoparticle surface.

The UCNP@P(ME,OMA-co-SEMA)-x nanohybrids were
characterized by different techniques, such as FTIR and 'H
NMR, in order to corroborate the grafting of the polymer to
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the UCNP surface. The FTIR-ATR spectra of the nanohybrids
(Figure SS) evidenced the disappearance of the thioester
groups. The 'H NMR measurements of the UCNP@
P(MEO,MA-co-SEMA)-x nanohybrids (see Figure 3 for

= WT"\
0= o

ppm

Figure 3. 'H NMR spectra of P(MMA-co-AcSEMA)-10 (black line)
and UCNP@P(MeO,MA-co-SEMA)-10 (red line) dissolved in
CDClL,.

UCNP@P(MEO,MA-co-SEMA)-10) confirmed the efficient
exchange of the oleate by the copolymer, since no olefinic
signals were detected in the spectra (see Figure S6 in ESI for
UCNP@oleate). The polymer signals broadened as a result of
the restricted motion of the polymer when attached to the
nanoparticle surface (Figure 3). In addition, the disappearance
of the ~SCOCH] signal (ca. 2.3 ppm) together with the shift of
the —CH,S— signal (from 3 ppm to ca. 2 ppm) was compatible
with the grafting of the thiolate to the UCNP surface.

The effective ligand exchange was also corroborated by
FTIR-ATR. Thus, comparison between the FTIR spectra of
UCNP@oleate and UCNP@P(MEO,MA-co-SEMA)-10 evi-
denced the absence of a signal or shoulder at 1710 cm™,
corresponding to the carbonyl group of the oleate (see Figure
S1B in the ESI).

Further evidence of the formation of UCNP@P(ME,OMA-
c0-SEMA)-x nanohybrids was established by transmission
electron microscopy (TEM) studies. For instance, Figure 1
shows the TEM images of a representative sample where the
presence of a thin layer of polymer (Table S2, ESI) can be
detected around the UCNPs. Moreover, the thickness of the
polymeric coating did not depend on the number of thiol
groups present in the polymer and the nanoparticle sizes
remained identical (height around 33 nm). On other hand, the
XRD pattern of the UCNP@P(ME,OMA-co-SEMA)x nano-
hybrids (Figure S2, ESI) remains identical than the parent
UCNP@oleate. Therefore, the hexagonal phase structure was
not affected by the polymer coating. In addition, apparently, the
polymer coating did not exhibit a different affinity for different
crystalline planes of the UCNP.

dx.doi.org/10.1021/cm501663n | Chem. Mater. 2014, 26, 4014—4022
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Figure 4. Thermogravimetric analysis (TGA) of the UCNP@
P(MEO,MA-co-SEMA)-x nanohybrid (full lines) -2 (light blue), -S
(dark blue), and -10 (green). TGA analyses of the reference
P(MEO,MA-co-AcSEMA)-x polymers (dashed lines) -2 (light blue),
-5 (dark blue), and -10 (green) as well as the parent UCNP@oleate
(black line) are included for comparison. Inset: UCNP@oleate TGA
in detail.

The exact amount of polymer in each nanohybrid, as well as
the effect of the functionalization on the thermal properties of
the nanohybrids, was determined by thermogravimetric analysis
(TGA). The weight contribution of the ligand was only around
6 wt % in the initial UCNP@oleate, while the organic content
strongly increased, reaching about 80 wt % for UCNP@
P(MEO,MA-co-SEMA)-x nanohybrids (Figure 4). In all cases,
the main weight loss (at ca. 350 °C) occurred at higher
temperature than the corresponding polymer (ca. 300 °C),
indicating a higher thermal stability of the nanohybrids and
evidencing the considerable interaction of the copolymers with
the UCNP surface.

Emissive Properties of the Polymer-Capped UCNP.
The presence of polyether chains in the polymer shell,
extending out from the methacrylic main chain anchored to
the nanoparticle surface, made the nanohybrids dispersible in
both organic and aqueous solvents. The upconversion emission
properties of the new materials were measured in dichloro-
methane and water using a front face setup. Table 1 shows the

Table 1. Comparative Emission between the Oleate- and the
Copolymer-Capped UCNPs, Both in Organic (CH,Cl,) and
‘Water Solution

relative efficiency

sample CH,Cl, H,0
UCNP@oleate 1
UCNP@P(MEO,MA-co-SEMA)-2 9.6 24
UCNP@P(MEO,MA-co-SEMA)-5 5.1 2.0
UCNP@P(MEO,MA-co-SEMA)-10 94 23

emission values for all samples in both solvents taking the area
under the curve of the emission spectrum of the UCNP@oleate
dissolved in dichloromethane as reference (assigned as value 1).

Interestingly, in dichloromethane, the emission of the
UCNP@P(MEO,MA-co-SEMA)-x nanohybrids was consider-
ably higher than that of the UCNP@oleate, all measurements
being recorded at the same UCNP core concentration (ca. 0.62
mg X mL™") (Figure S). For example, the emission of UCNP@
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Figure S. Upconversion emission of dichloromethane solution of
UCNP@oleate (black) and UCNP@P(MEO,MA-co-SEMA)-2 (light
blue), -5 (dark blue), and -10 (green). Inset: photographs showing
dichloromethane solutions of UCNP@oleate (a) and UCNP@
P(MEO,MA-co-SEMA)-10 (b) under 975 nm laser excitation in the
absence of lab light. The spectra were recorded using the same
nanoparticle core concentration (0.62 mg X mL™").

P(MEO,MA-co-SEMA)-2 was 9.6-fold higher than that of the
UCNP@oleate. Meanwhile, the emission of the UCNP@
P(MEO,MA-co-SEMA)-x nanohybrids in water, registered at
18 °C, was more than 2-fold higher than that of the UCNP@
oleate, though it decreased ca. 60% compared to that of the
polymer-capped UCNP in dichloromethane (Table 1).

The decrease in luminescence of the nanohybrid in water as
compared with dichloromethane is attributed to the quenching
of the UCNP emission by water due to an increase in the
multiphoton relaxations of the lanthanide excited state in
aqueous environments due to high energy vibration modes of
water molecules.%*** Also, organic ligands with high C—H and
C—C vibrational oscillators have been suggested as quenchers
of the UCNP emission.**

In both media our nanohybrids show emission enhancement
in comparison with the parent nanoparticles, UCNP@oleate.
We suggest that the use of multidentate grafting of the
polymeric shell with short ligand chain reduces the quenching
effect of the (CH,), groups which present high energy
stretching vibration. In addition, we suggest that the multi-
dentate grafted thin polymer can passivate the UCNP surface
defects more efficiently.*>*® Several methods (active and
passive) have been reported to enhance the upconversion
emission of UCNPs to meet their requirement of high
sensitivity, which is indispensable for their application in
bioassays and bioimzug,ing.4 The active method for upconversion
enhancement is based on the interaction between upconverting
lanthanide pairs (e.g, Yb**/Er**) with the surface plasmon of
noble metals achieving emission enhancements from 2- to 12-
fold.* Thus, UCNPs are coated with a gold shell, which leads to
a plasmonic upconversion emission enhancement as long as the
direct contact between the gold and the UCNP is avoided.*’~*
To that purpose, UCNP have been coated with silica,*”***!
iron oxide nanoparticles,*® or PAMAM®? and then with gold
nanoparticles*”>* or a gold shell** Bednarkiewic et al. have
recently pointed out that although the use of noble metals can
enhance the upconversion quantum yield, it could also
contribute to autofluorescence and Raman enhancement, and,
as a consequence, the signal-to-noise ratio may become lower.*
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The passive methods vary the composition, structure, and/or
morphology of the UCNPs, optimize their dopant concen-
tration, modify their local chemical and structural environment,
or control the distribution of active ions in the host
materials.*** Thus, the growth of a ca. 3 nm wide, undoped
NaYF, shell around the UCNP core has been used for
improving the emissive properties of hydrophobic UCNPs such
as NaYF,:Er’*, Yb*" (7-fold enhancement). The subsequent
coating of the core—shell UCNPs with a hydrophilic polymer,
specifically PAA, rendered them water-clispersible.56 Although
this strategy did not avoid the emission quenching by water
completely, it led to UCNPs with a ca. 4-fold emission
enhancement compared to that of the hydrophobic, core
nanoparticles. While in that case it was suggested that PAA was
responsible for the decrease of the core—shell UCNP emission
when transferring the nanoparticle from the organic solvent to
water, this cannot be so in our case since the same UCNP is
dispersible in dichloromethane and in water. Therefore, the
emission decrease has to be attributed to the water environ-
ment or to the joint action of the polyether ligand and the
water molecules. It is important to highlight that with a really
simple methodology, as compared with those previously
described for active and passive methods, we have achieved
nanoparticles with an enhanced upconversion emission in both
media. The fact that the nanohybrids show a 2-fold
upconversion emission enhancement in water when compared
to that of UCNP@oleate in an organic medium is probably due
to the hydrophobic nature of the methacrylic main chain which
is close to the UCNP surface thanks to the multidentate
grafting. This hypothesis is strengthened because the relative
ratio between the green and red emission did not change in
water. It has to be taken into account that the emission
quenching by water has been attributed to its vibrational modes
(ca. 3600 cm™) which produce an increased nonradiative
relaxation of the *I;, )2 level to the 1, 2 level® and necessarily
involves a strong interaction between the water molecules and
the nanoparticle surface.

Moreover, the photostability of the samples was also studied
by registering their emission after prolonged NIR-irradiation.
This proved their considerable photostability, since no intensity
changes were detected after 70 min of irradiation.

Thermoresponsive Properties of the Polymer-Capped
UCNPs. In a thermoresponsive polymer, temperature affects
how it physically interacts with its environment. Thus, water
can become a poor solvent for a water-soluble polymer due to
conformational changes of the polymer chains, eventually
causing hydrophobic intermolecular interactions between
polymer molecules. When the polymer is grafted to the
nanoparticle surface, the stimulus could lead to nanoparticle
aggregation. The ability to control the assembly of nano-
particles is a major concern for many applications, for instance,
temperature-sensitive smart polymers have been used to
regulate DNA-mediated nanoassembly and encode nanocarrier
drug release.””

The polymers selected for nanoparticle capping in this work
belong to a promising family of thermoresponsive polymers
which possess a methacrylic backbone and short oligo(ethylene
glycol) side chains.*>73%%8 They undergo a drastic reversible
collapse in water when the temperature reached the lower
critical solution temperature (LCST) assumed in this work as
the cloud point. In a previous work,? it was determined that the
increase of hydrophobic AcSEMA in the P(MEO,MA-co-
AcSEMA) copolymers resulted in a decrease in the LCST.”
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After deprotection of the thiol group, hydrolyzed P(MEO,MA-
c0-SEMA) copolymers exhibited an increase in the LCST due
to the increase in the hydrophilic balance, reaching values close
to that of the P(MEO,MA) homopolymer (ca. 26 °C).

The polymeric capping endowed the up-converting nano-
hybrids with thermoresponsive properties. The polymer-coated
nanoparticles displayed thermosensitive properties, as in
solution they exhibited reversible aggregation/disaggregation
above and below the LCST, respectively.

Figure 6a shows the scattering at 700 nm vs temperature
curves for the nanohybrids together with that of the
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Figure 6. a) Normalized scattering at 700 nm vs temperature for
P(MEO,MA-co-AcSEMA)-x copolymers (dashed lines) and UCNP@
P(MEO,MA-co-SEMA)-x (full lines) dissolved (1 mg X mL™") in
water; x = 2 (light blue), 5 (dark blue), and 10 (green); the pH of the
colloidal samples was adjusted at pH S. b) Scattering at 700 nm vs
temperature for UCNP@P(MEO,MA-co-SEMA)-10 dissolved (1 mg
x mL™") in water at different pH: pH = 3.5 (black line), pH = § (red
line), pH = 6.5 (green line), and pH = 7 (blue line). Inset: Changes in
absorbance at 700 nm of a water dispersion of UCNP@P(MEO,MA-
c0-SEMA)-10 (1 mg X mL™") at pH = 3.5 produced by temperature
changing from 15 to 40 °C for several cycles.

corresponding P(MEO,MA-co-AcSEMA)-x copolymers. The
LCST values, registered at pH 5, changed drastically for the
polymers covalently bound via thiolate groups to the
nanoparticle surface; the LCST shifted depending on the
thiol content in the polymer as observed in the parent
polymers. The resulting LCST value is the consequence of the
balance between the hydrophilic and hydrophobic monomers.
The transition temperature in one of the nanohybrids was ca.
that of human body temperature (36.5 + 0.5 °C); this is
promising for thermostimuli bioimaging and biosensor
applications, among others, of the robust, smart UCNP@
P(MEO,MA-co-SEMA) nanohybrids.

In addition, we found that the LCST value of the nanohybrid
was modulated with the pH, though this only occurred at pH
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values below 7. For instance, the cloud point of the sample
UCNP@P(MEO,MA-co-SEMA)-10 was measured at different
pHs (Figure 6b). The LCST value dropped with the pH, and,
simultaneously, the cloud point became more abrupt. This
change of the LCST with the pH was previously observed in
the P(MEO,MA-co-SEMA) polymers but not in the parent
acetylated polymers, and it was attributed to the presence of
ionizable groups, namely thiol groups, in the nanohybrid
periphery.” This is consistent with the reversible physical
changes of the nanohybrids with the temperature (see inset
Figure 6b) as well with the pH. These thiol groups would be
hardly detectable by techniques like FTIR and NMR.** The
thermosensitive process was also monitored by TEM and DLS.
Figure 7 depicts the representative TEM images of UCNP@

:
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Figure 7. Representative TEM images of UCNP@P(MEO,MA-co-
SEMA)-10 at a) 18 °C and b) 60 °C; the pH of both colloidal samples
was adjusted to pH 5. c) Illustration for the temperature-induced
aggregation/deaggregation of UCNP@P(MEO,MA-co-SEMA) in
water.

P(MEO,MA-co-SEMA)-10 prepared from the same water
colloidal solution at 18 and 60 °C (below and above the
nanohybrid LCST). The UCNP@P(MEO,MA-co-SEMA)-x
nanoparticles from the sample at the lower temperature were
well dispersed on the TEM copper grid and exhibited an
average size of ca. (33.6 + 3.5) X (21.7 + 1.4) nm (NP core)
and ca. (3.1 £ 0.9) nm (polymer coating) and little aggregation.
As shown in Figure 7a (also in Figure S7 in the ESI), the
nanoparticles were all on the same level, and the apparent
aggregation was due to the evaporation as observed in the
images of the dichloromethane solution. TEM images for the
sample at a temperature above the LCST showed large spheres
with diameters of up to 1000 nm, while individual small
particles were rarely observed (Figure 7b). The same behavior
was observed for the rest of the nanohybrids (see Figure S8 in
the ESI).

Variable temperature DLS measurements showed that the
average hydrodynamic diameter (D)) increased with temper-
ature (Figure 8), and it reverted when the sample was cooled
down. This measurement is an alternative to the measurement
of LCST as cloud point, taking into account that slight
differences are due to the higher equilibrium time required.
Moreover, TEM experiments showed that the collapse
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Figure 8. a) Dependence of D; number versus temperature for
UCNP@P(MEO,MA-co-SEMA)-x dissolved (1 mg X mL™") in water
solution equilibrated to pH S: x = 2 (light blue), S (dark blue), and 10
(green) mol % of SEMA represented; b) dependence of the number
versus the size for UCNP@P(MEO,MA-co-SEMA)-2 at different
temperatures.

depended on the thiol content. So, an average hydrodynamic
diameter (Dj,) of 540 + 122 nm was found for the sample with
the lowest thiol content, while it was 740 + 130 nm for the
sample with the highest one. Figure 8b shows the size
distributions for each temperature and demonstrates the
narrow size distribution of the aggregates at each temperature.

The mechanism of the temperature-induced self-assembly of
the UCNP@P(MEO,MA-co-SEMA)-x nanohybrids can be
explained as shown in Figure 7c. By increasing the solution
temperature to, and above, the LCST, the multidentate grafted
P(MEO,MA-co-SEMA) chains begin to shrink, and the
nanohybrids organize themselves into networks driven by the
force of a hydrophilic to hydrophobic transition. This behavior
of the polymer can be related to the loss of the water molecules
not tightly bound to the —OCH,CH,O— polymer units when
the temperature increases, as it has been demonstrated for
poly(ethylene glycol) (PEGs), where the temperature increase
lowers the polymer—water interaction strength. 36

We also studied the effect of temperature and pH on the
emissive properties of the water-dispersible, polymer-capped
UCNDPs. Again two temperatures, one above and the other
below LCST, were chosen, and the upconversion emission was
measured at different pHs. The emission of UCNP@
P(MEO,MA-co-SEMA)-10 was only 20% lower at 60 °C
than at 1S °C (Figure S9 top, in ESI), and it showed
reversibility for repetitive aggregation-disaggregation cycles
(Figure S9 bottom, in ESI). The higher emission at 20 °C
than at 60 °C of our polymer-capped UCNPs is consistent with
others results reported for hexagonal NaYF Er®*, Yb**
nanocrystals with different surface ligands.*>®" Our experiments
show that the collapse has no influence in the emission of the
nanohybrids, and the behavior is similar to the nonpolymeric
coated UCNPs (i.e., higher emission at lower temperatures).
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Finally, the nanohybrids exhibited an extraordinary chemical
stability over time. In fact, the emissive properties of the water
dispersions of UCNP@P(MEO,MA-co-SEMA)-10 used for the
reversibility experiments (temperature and pH/temperature
cycles) and the sample at pH S remained practically unchanged
three months later (see details and Figures S10—S12 in the
ESI). In addition, the stability of the colloidal solution of
UCNP@P(MEO,MA-co-SEMA)-10 in a media typical for cell
culturing was also demonstrated (Figure S13, ESI).

B CONCLUSIONS

In short, an approach to prepare UCNPs with a thin, functional
polymer capping has been described. To our knowledge, this is
the first time that a multidentate copolymer by means of thiol
groups has been used for UCNP capping. The polymer endows
the hybrid with amphiphilic and thermosensitive properties by
the lateral ethylene glycol chains. In addition, the nanohybrids
show enhanced emission in both organic and aqueous
environment as compared with the parent UCNP@oleate.
This simple approach shows better results than other complex
approaches previously described in the literature. The new
nanohybrid shows a remarkable thermo-, photo-, and chemical
stability over time in different conditions. The polymer
thermoresponsive properties allow the upconversion hybrid
nanoparticles to self-assemble reversibly, while retaining their
upconversion emission properties; this could be extremely
useful for future applications in bioimaging drug delivery and
therapeutics.
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