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Resumen

En este trabajo, se presenta el disefio, construccion e implementacion de nanotermometros
fluorescentes para aplicaciones biomédicas mediante el uso de la fluorescencia de
nanodiamantes con centros de color NV. Es bien conocido que existen limitantes en términos
del uso de nanotermometros en sistemas bioldgicos, los principales siendo la
biocompatibilidad, la resolucion espacial y la incertidumbre de medicion. La metodologia
presentada esta basada en el analisis de espectros de emision de nanodiamantes excitados con
luz laser, donde tras observar el comportamiento de las bandas de emision de los centros de
color NV se obtuvo un modelo lineal para la intensidad en funcion la temperatura dentro del
rango de temperaturas de 30 — 45 °C con una resolucion espacial del orden del tamaiio de
nanoparticula, con una precision de 0.1 °C y baja incertidumbre en las mediciones de
alrededor de 0.01 °C. Ademas, un estudio de distintas concentraciones de nanodiamantes en
términos de su actividad fluorescente se investigd en el rango de 0.1 — 10 mg/mL con el fin
de determinar qué concentracion de nanodiamantes suspendidos en agua posee una emision
de mayor intensidad, con el cual se encontré la concentracion de 5 mg/mL como la mas
intensa. Adicionalmente, se realiz6 un ajuste con los datos experimentales de intensidad para
predecir la intensidad fluorescente dando como resultado un modelo no lineal que sigue una
expresion de cuarto orden respecto de la concentracion, con una figura de mérito, FOM =
0.03 — 0.04 (3 — 4 %). Finalmente, se realiz6 un ensayo de viabilidad celular para distintas
concentraciones de nanodiamantes donde se encontrd una alta viabilidad celular (95 — 100%)
para las concentraciones de 0.5 mg/mL y 0.1 mg/mL, tomando como prueba de control el
agua miliQ. Con este trabajo se demuestra que los nanodiamantes fluorescentes son
excelentes nanotermémetros y son especialmente atractivos para su internalizacion en

sistemas biologicos.
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Abstract

This work presents the design, construction and implementation of fluorescent
nanothermometers for biomedical applications by means of the fluorescence from
nanodiamonds with NV colour centres. It is well known that there exists limitations in terms
of the use of nanothermometers in biological systems, the main being biocompatibility,
spatial resolution and uncertainty of measurement. The methodology presented is based upon
the analysis of emission spectra from nanodiamonds excited with a laser; whereby observing
the behavior of emission bands of the NV colour centres, a linear model was obtained for the
intensity as a function of the temperature in the range of 30 — 45 °C with a spatial resolution
in the nanoparticle size order, with a precision of 0.1 °C and a low uncertainty of
measurements of around 0.01 °C. Furthermore, a study of different nanodiamonds’
concentrations in terms of their fluorescent activity was investigated in the range of 0.1 — 10
mg/mL with the purpose of determining which concentration of nanodiamonds suspended in
water possess the maximum intensity, in which it was found that the concentration of 5
mg/mL was the most intense. Additionally, a non-linear fit of the experimental observations
of intensity was executed to predict the fluorescence intensity following an expression of a
fourth order polynomial with respect to concentration, with a figure of merit, FOM = 0.03 —
0.04 (3 — 4 %). Finally, a cell viability essay was carried out for different concentrations of
nanodiamonds, where high cell viability (95 — 100%) was found for the concentrations of 0.5
mg/mL and 0.1 mg/mL, taking miliQ water as a control sample. With this work it is
demonstrated that fluorescent nanodiamonds are excellent nanothermometers and are

especially attractive for their internalization in biological systems.
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1 Introduccion

Hoy en dia, la necesidad de poder medir la temperatura de un sistema fisico de manera precisa
y localizada juega un rol importante en la fisica del estado solido, biomedicina, biologia y
quimica, etcétera; donde su cuantificacion es clave para la correcta operacion de dispositivos
basados en semiconductores, determinacion de procesos bioldgicos genéticos'* o reacciones
quimicas®, diagnosticos médicos, por mencionar algunos. Especificamente, en éstos tltimos,
uno de los problemas que mas aqueja a la poblacion mundial es el cancer y la cantidad de
muertes que esta enfermedad ha dejado a través del tiempo. Actualmente, mas de 19 millones
de personas padecen esta enfermedad trayendo consigo 10 millones de pacientes fallecidos,
convirtiéndose en la segunda causa de muerte a nivel global anunciado por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS). Inclusive, estas estadisticas se estiman que los fallecimientos
van en aumento y llegaran a ser un 50% mayores para el afio 2040*. Para mitigar esta
desgracia es de vital importancia la temprana deteccion del cancer. Cabe sefalar que, a pesar
de que algunos tipos de cancer tienen distintos ritmos de evolucién para sus etapas, su
deteccion a tiempo puede ofrecer un 80-100% de supervivencia, siempre y cuando las
técnicas para su temprana deteccion lo permitan o estén disponibles. La mayoria de los casos
de cancer que acaban en muerte se deben en gran parte a la falta o mala capacidad de
deteccion a nivel hospitalario. Es decir, la instrumentacion médica esta limitada en términos
del diagnostico y principalmente, se atribuye a que los aparatos que actualmente estan
disponibles en el mercado tienen una resolucion espacial de deteccion bastante baja. Las
técnicas como tomografias, radiografias, por mencionar algunas, tienen la posibilidad, en el
mejor de los casos, de detectar tumores cancerigenos con un didmetro de 1 cm como minimo
detectable, si hablamos de imagenes bidimensionales, dejando asi una limitante capacidad de
detectar un tumor canceroso hasta que ocupa un volumen de 1 cm? en el tejido humano. Sin
lugar a duda, esto representa una problematica enorme, porque aun considerando que los
pacientes se realicen chequeos regularmente, la instrumentacion médica estd imposibilitada
para otorgar un diagnostico mucho antes de que los tumores crezcan considerablemente.

Dicho esto, es importante destacar que la velocidad de reproduccion de las células tumorales



para los distintos tipos de cancer también es variable, asi como su agresividad trayendo
consigo muertes aceleradas en algunos pacientes, es decir, diagnosticandolo tardiamente
debido a la falta de mejores técnicas de exploracion. Por lo tanto, el hincapié de progresar en
la instrumentacion es mandatorio y extremadamente necesario.

Una dificultad adicional, que surge del hecho de que, a pesar de tener ubicado el
tumor y su tamafio aproximado, es la delimitacion precisa de los bordes tumorales; es decir,
existe una interfase entre el tejido dafiado y el tejido sano en la que se vuelve muy complicado
delimitar el tumor al momento de realizar su remocion. Esta interfase es més dificil de
precisar en microscopios, tomografias, resonancias magnéticas e incluso con técnicas
novedosas de imagenologia ya que su espesor es mas delgado que el tumor mismo. Por ello,
para asegurar la completa remocion tumoral se considera tomar un rango mayor al observado,
a este se le denomina extension de reseccion (EOR)® y en algunos casos puede llegar a ser 9
veces mas grande que el area observada para el tumor cancerigeno con la finalidad de
asegurar que el tumor sea removido por completo. Sin embargo, se ha observado que en
algunos pacientes puede llegar a ser una variable importante que predispone la recurrencia
del cancerS. Es evidente el inconveniente que esta técnica representa ya que el proceso
cicatrizacion celular, ademds de traer consigo muerte celular, también representa un
problema al momento de que el paciente se tiene que realizar quimioterapias y radioterapias
que pueden devenir en carcinomas celulares’. Finalmente, otra caracteristica con la que
cuentan las células cancerigenas es que se ha encontrado que su agresividad depende de la
temperatura®, dandonos informacion referente a la actividad metabolica intracelular y a su
vez, una guia para determinar el grado de dafio causado en los tejidos, asi como su
clasificacion de peligrosidad con un diagnostico, preciso y en general, mas completo. En este
sentido la temperatura de las células no solamente nos proporciona el grado de agresividad,
sino que también nos puede ayudar a discriminar células cancerigenas de las células sanas.
Una célula humana sana tiene una temperatura interna del orden de 36.5 a 37.5 grados
Celsius’ mientras que una célula cancerosa posee una temperatura mayor de alrededor de 39
a 43 grados Celsius!? e inclusive, existen estudios donde la actividad mitocondrial en el
proceso metabdlico se mantiene alrededor de los 50 °C!!. Existen en la literatura

experimentos reportados para determinar esta diferencia de temperaturas a nivel intracelular,
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sin embargo, hasta hace poco se comenzo a considerar el efecto de la alta toxicidad que
poseen al ser utilizadas con niveles bajos de concentracion sobre todo si se trata de
nanoparticulas metalicas'>™®,

En estos términos, la importancia de poder realizar diagndsticos basados en la
temperatura para tumores que cuenten con un tamafio del orden de micrometros, incluso del
orden de cientos de nanometros, con una delimitacion de la interfase tumor-células sanas que
incluya la posibilidad de detectar la agresividad como funcion de la temperatura, y, sobre
todo con una técnica que no sea costosa es lo que representa el estado del arte de esta
investigacion. Finalmente, lo que se propone en este trabajo, es una técnica basada en el uso
de nanodiamantes fluorescentes, utilizando concentraciones altamente viables para evitar la
muerte celular con el fin de realizar termometria a escala nanométrica.

Recientemente, se han investigado nanoparticulas capaces de fungir como
nanotermometros; sin embargo, pocas poseen las caracteristicas de biocompatibilidad y
dispersion en soluciones fisiologicas'’, las cuales son deseables para su uso en el campo
biomédico. Otras limitantes que suelen ser consideradas son el control de propiedades
superficiales de nanoparticula y su vectorizacion intracelular'® para fines de encapsulacion o
de entrega de farmacos. Del gran nimero de nanoparticulas modernamente investigadas, las
estructuras de nanocarbono reciben especial atencion debido a su potencial uso en forma de
nano dispositivos para su uso en la biomedicina y la ingenieria de dispositivos
nanoestructurados'®2!.

Los nanodiamantes son materiales basados en estructuras nanoscopicas de diamante

que poseen propiedades mecénicas y quimicas superiores en cuanto a dureza, estabilidad

quimica, funcionalizacion superficial y conductividad térmica respecto del resto de las

22,23 124,25

nanoparticulas basadas en carbono u otro materia y presentan una citotoxicidad baja

al nivel celular’®?’. Ademas, debido a que poseen una carga superficial®®

y una razon de
superficie-volumen grande®* demuestran ser nanoparticulas con capacidades de carga y
descarga de una gran variedad de compuestos terapéuticos’*>*. Adicionalmente, estas
nanoparticulas han sido demostradas biologicamente estables en soluciones acuosas®>3,

permitiéndoles prevenir reacciones de apoptosis o estrés-inflamatorias celulares®’.



Los diamantes en bulto y nanodiamantes pueden contener defectos luminiscentes
conocidos como centros de color debido a distintas impurezas embebidas en la red
cristalina*®2°. De todos los centros de color conocidos para el diamante, el centro de color de
nitrogeno-vacancia (NV) es el que se destaca del resto por poseer una fluorescencia intensa
y estable que se extiende desde el espectro visible al infrarrojo cercano® que a su vez se
amplia y decrece en intensidad a medida que el tamafio de particula disminuye***?. Su
fluorescencia es comprendida por lineas de emision caracteristicas en 575 nm y 637 nm
correspondientes a los estados de carga NV® y NV-, respectivamente, dando lugar a dos
posibles estructuras electronicas embebidas en el mismo centro***. Adicionalmente, la
poblacién de cada estado de carga puede ser modulada mediante la longitud de onda de
excitacion y potencia®. Asimismo, la excitacion con radiacion de 450-575 nm da origen a
que los centros de color continuamente se alternen en sus dos estados de carga*’. Estudios
adicionales concluyen que al excitar nanodiamantes con una longitud de onda de 532 nm las
probabilidades de encontrar el centro de color NV en la configuraciéon NV® y NV~ son de
30% y 70%, respectivamente*®*®, Es importante remarcar que estas propiedades 6pticas son
la clave esencial para fabricar nanotermometros de nanodiamantes fluorescentes
biocompatibles, y sobre todo, adecuados para imagenologia y mediciones de temperatura en
sistemas biologicos*°.

La importancia de la implementacion de nanotermdmetros fluorescentes
biocompatibles surge de la caracteristica de que muchos procesos celulares son dependientes
de la temperatura!'>!"2 Aunado a esto, otros estudios han demostrado como células
cancerosas exhiben una temperatura superior a aquella de células sanas debido a un
incremento metabolico®>**. Por ello es que la captacion datos precisos de la temperatura local
en sistemas bioldgicos es necesario para entender su comportamiento dindmico y estado

154

general™. En estos sistemas se prefiere de la utilizacion de un método no invasivo para

realizar termometria celular en la escala micrométrica. La nanotermometria fluorescente ha

sido propuesta como solucion a este problema, la cual hace uso de materiales fluorescentes

55-57 58-60

como puntos cudnticos>>>’, cristales dopados con tierras raras®®®, compuestos organicos®!~

64-66

63 y nanodiamantes para determinar la temperatura sin contacto. No obstante, existen

dudas respecto a la toxicidad de los cristales dopados con tierras raras®’; debido a esto, los
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nanodiamantes son preferidos por su biocompatibilidad®®. Otra ventaja que poseen los
nanodiamantes es que sus centros de color NV permanecen inmoviles a temperatura
ambiente, confiriéndoles de una estabilidad y sensibilidad®*. Es asi como la nanotermometria
basada en nanodiamantes fluorescentes se vuelve una excelente alternativa para caracterizar
estructuras intracelulares térmicamente. La gran mayoria de los trabajos reportados para este
fin involucran el uso de resonancia de espin de electronico del estado de carga NV~ al aplicar

un campo magnético externo®*"". Las

resonancias magnéticas Opticamente detectadas
(ODMR) del estado de carga NV~ a distintas temperaturas logran medir la temperatura local
con una baja incertidumbre: desde 0.01 °C hasta 0.001 °C”!, con una resolucion espacial de
20 nm’>73; sin embargo, la implementacion de esta técnica hace uso de un microscopio 6ptico
equipado con uno o mas resonadores magnéticos, los cuales son de dificil implementacion
en un microscopio convencional y requieren de un analisis de datos distinto al propuesto en
este trabajo’*’>. Por otro lado, existe la técnica llamada microscopia Optica de escaneo de
campo cercano (SNOM) que hace uso de una fibra Optica acoplada a un microscopio de
fuerza atomica permitiendo la iluminacion y coleccion de luz de campo cercano’®. Esta
técnica logra la estimacion de la temperatura con una incertidumbre de 0.1 — 1 °C7%"7 con
una resolucion espacial de ~50 nm’® y es conveniente para el estudio de espectros de emision
altamente localizados. Estas resoluciones estan principalmente limitadas a la cantidad de luz
que transporte la fibra optica al detector, la cual es indicada alrededor de 5 mW para la
excitacion local y de 100-300 nW para la luz incidente en el detector’’, sin que ésta sufra
dafio. Asimismo, otra limitante de esta técnica es que la punta se encuentra muy cerca de la
muestra; esto es, al ocurrir un calentamiento de ésta, puede alterar la geometria de la muestra
lo cual afectaria la sefial dispersada. En contraste, el establecimiento de escalas
termomeétricas basadas en la fluorescencia de nanodiamantes admite incertidumbres de
medicion tan altas como +1 °C* y tan bajas como £0.01 °C con una resolucion espacial del
tamafio de nanoparticula, sin importar qué estado de carga se seleccione para su estimacion.
Otros ejemplos similares al desarrollado en este trabajo son la nanotermometria usando el
factor de Debye-Waller (DWF)®>” la deteccion de intensidad, ancho y posicién debajo de
cada linea de emision®®, la deteccion de corrimientos espectrales®® y la caracterizacion

electronica mediante fotoluminiscencia o espectroscopia Raman’?.



2 Marco Teorico

2.1 Termometria y Nanotermometria

La termometria es la ciencia que se encarga del estudio de la medicion de temperatura en
sistemas fisicos por medio de un termometro. Cualquier cambio térmico en un termometro
permite la cuantificacion de la temperatura a través de la asociacion de una propiedad fisica
del termometro; por ejemplo, la dilatacion del mercurio en un capilar de vidrio o la resistencia
eléctrica de un conductor. Muchos termometros han sido descubiertos con el paso del tiempo
y recientemente muchas de estas tecnologias han sido implementadas para la nanoescala.
Existen diversos tipos de termometria y se categorizan mediante el tipo de interaccion fisica
que conlleva su medicion.

Un termdémetro es un instrumento que basa su medicion de temperatura del sistema
en el cambio de una propiedad fisica del termdmetro bajo criterios de equilibrio térmico.
Existen diversos tipos de termdmetros y son caracterizados por si requieren contacto o no-
contacto con el sistema para realizar una medicion de la temperatura.

Existen muchas aplicaciones donde es de interés poder medir el valor de la
temperatura en la nanoescala, algunas de estas aplicaciones incluyen los dispositivos basados
en semiconductores de estado solido, la oOptica, las dinamicas de micro fluidos, las reacciones
quimicas, los procesos biomédicos y la nanomedicina®8!83,

Un termémetro o abstractamente un sistema medidor de la temperatura consta de:

1. Un transductor. Es el dispositivo encargado de convertir las variaciones térmicas en

una sefal de la propiedad fisica medible.

2. Un método que transmite la sefial medida.

3. Un procesamiento de sefial.

4. Una forma de visualizacion de datos.

5. Un método para grabar los datos.
Se usa una calibracion para asociar un valor de la propiedad fisica en un valor de temperatura
de referencia y asi considerar lo significativo que es la temperatura contra los cambios en la

sefal medida. Los sistemas de medicién de temperatura pueden ser clasificados de acuerdo



al contacto fisico entre el transductor y el medio de interés resultando en la clasificacion de
métodos invasivos, métodos semi-invasivos y métodos no invasivos.

En términos cualitativos, la temperatura puede ser percibida como la sensacion de
caliente o frio de un cuerpo. Por otra parte, cuantitativamente la temperatura es derivada del
Segundo principio de la Termodinamica en términos de una razén de cambio de entropia con
la energia interna del sistema. Esta ultima definicion establece que la temperatura es una
propiedad que determina si un sistema esta en equilibrio térmico con otro. En la nanoescala,
los problemas son derivados principalmente desde esta definicion de la temperatura; es decir,
las lecturas de temperatura macroscopicas no son equivalentes con las lecturas de
temperatura nanoscopicas. En aplicaciones practicas, los sistemas son vistos desde un estado
de no equilibrio y es dificil determinar las condiciones para cumplir el estado de equilibrio
en una manera local del sistema.

Una escala de temperatura es requerida para la asignacion de valores numéricos para
los distintos cuerpos a distintas temperaturas. La escala de temperatura termodindmica es
definida por medio de motores de calor perfectos. La unidad para la temperatura
termodindmica es el Kelvin. Como los motores de calor perfectos no existen se desarrollo la
Escala de Temperatura Internacional de 1990 (ITS-90) para aproximar la temperatura
termodinamica. La escala que establece la ITS-90 es construida a partir de traslapar distintas
observaciones fisicas con la temperatura (como el vapor de agua, el punto triple del agua,
calibracion de termopares, etcétera) y representa la temperatura termodindmica con una
desviacion estandar de error. Esto permite la medicion de la temperatura y con error
estandarizado®. La mayoria de los termémetros usados en los laboratorios son dispositivos
que han sido calibrados previamente por los lineamientos de la escala ITS-90 o bien han sido
calibrados con valores de temperatura conocidos.

Algunos ejemplos basicos son los termometros de liquido contenido en vidrio,
termopares y termistores; sin embargo, éstos forman parte de los termometros conocidos
como no luminiscentes ya que basan su medicion en la dilatacion de un capilar, el voltaje
entre dos conductores y la resistencia de un conductor, respectivamente. Es posible separar a
los diversos métodos termométricos o termdmetros entre los que involucran una interaccion

distinta a la dptica (no luminiscentes) y los que si (luminiscentes). Los termometros pueden
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ser clasificados de acuerdo a si son caracterizados por ecuaciones de estado bien establecidas
que relacionan directamente a la temperatura (primarios) o si requieren de calibracion
(secundarios).

Los métodos no luminiscentes mas avanzados hasta la fecha son aquellos basados en
la microscopia de barrido térmico mediante el uso de un microscopio de fuerza atomica y
una punta termistora que permita la visualizacion por contraste de conductividad térmica®>-2¢.
Otro método en esta categoria es la termometria asistida por nanotubos de carbono donde se
usan las dilataciones térmicas del didmetro o largo del nanotubo para medir la temperatura®’.

Los métodos luminiscentes aplicados a la nanotermometria hacen uso de

nanoparticulas luminiscentes y alguna técnica espectroscopica para su deteccion. Diversos

nanotermometros han sido descubiertos y sintetizados a través del tiempo en forma de puntos

55-57 63,88

cuanticos fluorescentes , fosforos termograficos®®°, nanotermometros fluorescentes

biocompatibles®, nanoparticulas metalicas niicleo-coraza®®®®, entre otros. Tras la
estimulacion optica del nanotermdmetro y la deteccion de su espectro de fluorescencia es
posible relacionar dicho espectro con la temperatura local del nanotermdmetro mediante la
identificacion de bandas que demuestren variaciones o tendencias durante incrementos o
decrementos de temperatura y puedan ser correlacionadas para estimar el valor de la
temperatura local del nanotermometro. Cada termometro en especifico involucra un nimero
de consideraciones que caracterizan su uso en la practica: 1) la incertidumbre de medicion,
2) el rango de temperatura, 3) la perturbacion térmica, 4) el nivel de contacto, 5) el tamaio
del sensor, 6) la respuesta transitiva de medicion, 7) la proteccion del sensor, 8) la disposicion
como material en la naturaleza y 9) el costo neto de produccién’®.

En particular para aplicaciones en la nanoescala distintos métodos termométricos
pueden ser usados; sin embargo, la disposicion especifica de un método es dictado por lo
pequefio que sea el termometro, el tipo de material y los requerimientos especificos que
conlleven su seleccion. Sin importar la eleccidon, se requiere analizar la incertidumbre
asociada con cada medicion. Un andlisis simplificado podria ser adecuado para evaluar
cambios térmicos asociados con interacciones del termémetro con el medio de interés. Esto

puede involucrar la elaboracion de ecuaciones que establezcan la dinamica térmica del medio

por si solo y aquella del medio con el termometro incluido, de manera que se pueda evaluar
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si la presencia del termometro altera los intercambios térmicos significativamente y si es
capaz de distinguir los cambios térmicos involucrados en forma de una sefial medible y
cuantificable. De esta manera, se pretende hacer uso de los nanodiamantes fluorescentes con
la intencioén de poder medir dentro del ambiente bioldgico la temperatura a nivel celular con
el fin de localizar células con comportamientos metabdlicos que operen a distinta temperatura
de las células sanas ademas de conocer el rango de alcance de las mismas asi brindando una
solucion alternativa a los médicos cirujanos una mejor herramienta a la hora de remover

tejido en una cirugia; o bien, para la deteccion temprana de distintas patologias.



2.2 Espectroscopia de Fluorescencia

La fluorescencia es un fenémeno fisico donde un material absorbe energia en forma de
radiacion electromagnética y luego emite parte de esa energia, pero en diferente longitud de
onda. En otras palabras, el material emite luz, de uno o mas colores, al ser excitada con otro
color (usualmente de mayor energia y modulado en longitud de onda). En general, la
fluorescencia forma parte de la fotoluminiscencia (luminiscencia estimulada dpticamente),
donde es posible la observacion de espectros de excitacion y emision de luz que permiten la
caracterizacion electronica del material. Los espectros de excitacion exhiben la intensidad
fluorescente de emision fijada a una longitud de onda mediante el escaneo de un rango de
longitudes de onda de excitacidon; por otra parte, los espectros de emision muestran la
intensidad fluorescente en un rango de longitudes de onda de emision mediante la excitacion
con una longitud de onda fija.

Comunmente se nombran a los materiales fluorescentes como fluoroforos, fosforos,
marcadores reactivos, reactivos fluorescentes o tintes fluorescentes. En la naturaleza existen
muchos materiales fluorescentes encontrados como trazas de impurezas en minerales,
cristales y otros formados dentro de la corteza terrestre, como los diamantes. Existen otros
tipos de materiales fluorescentes sintetizados por el hombre y son usualmente encontrados
en relojes, sefialamientos y juguetes.

El arreglo experimental para la espectroscopia de fluorescencia mas comun consiste
en la excitacion fotonica del fluoréforo o muestra con una longitud de onda fija y la deteccion
de la emision fluorescente en un rango de longitudes de onda perpendicularmente al haz de
excitacion, mostrado en la Figura 1. Gracias a los avances en la fisica del estado so6lido se ha
permitido la fabricacion de lamparas de excitacion estables en un rango de longitudes de
onda, laseres, monocromadores, rendijas de difraccion, espejos y detectores basados en
semiconductores fotosensibles capaces de resolver longitudes de onda en el ultravioleta
(UV), visible e infrarrojo y; a su vez, posibilitan la construccion de mejores arreglos opticos

en forma de espectrofotometros modulares.
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La espectroscopia de fluorescencia en general posee una resolucion temporal en el
orden de nanosegundos y una resolucion espectral desde el UV lejano, el espectro visible y
hasta el infrarrojo (desde 180 nm hasta 900 nm, expandible hasta 2500 nm). Estas
caracteristicas soportan la deteccion de emisiones fluorescentes que ocurren en el orden de
nanosegundos y logran elucidar la estructura electronica y vibracional del material en

cuestion y, adicionalmente, provee de un espectro de fluorescencia que identifica al material.

B )lex
Fuent.e d? ,luz Muestra
(Excitacion)
L
k\
Aem
Detector

Figura 1: Diserio simplificado de un espectrometro. Este dispositivo consiste en su forma
mas basica de una fuente de excitacion (lampara o luz laser) para la excitacion de la

muestra, un accesorio para el montaje de la muestra y un detector de luz (tubo
fotomultiplicador o CCD,).

La forma més comin de describir los procesos de absorcion y emision de luz es
mediante un diagrama de Jablonski como el mostrado en la Figura 2. En estos diagramas se
presenta el modelo de los estados de energia de algun fluor6foro o material (estado base,
primer estado excitado, segundo estado excitado, etcétera) y permite ilustrar los procesos de
absorcion y emision de luz atribuidos principalmente a la estructura electrénica del material.

En general, el proceso de absorcion de fotones en los materiales ocurre en la escala
de los femtosegundos (1fs = 107!° s) y excita electrones en su estado base a distintos niveles
energéticos superiores. Un electrén de la muestra que fue excitado de su estado base a un
estado excitado puede relajarse vibracionalmente o realizar una conversion interna, ambas
relajaciones no radiativas del orden de 1072 segundos, donde si se relaja vibracionalmente

hasta el nivel vibracional mas bajo del estado excitado puede relajarse radiativamente al

11



estado base o alglin nivel vibracional del estado base emitiendo un fotoén fluorescente con
energia igual a la diferencia entre los niveles encargados en su emision. Otro proceso que se
puede observar a tiempos mas grandes es la fosforescencia, que ocurre cuando un electron
excitado se relaja vibracionalmente al nivel vibracional mas bajo del estado excitado y realiza
una conversion interna a un estado vibracional del tipo triplete, donde tras haber perdido
energia se relaja al estado base emitiendo un foton fosforescente cuyo tiempo de relajacion
tiene una duracion de segundos o minutos, siendo €sta ordenes de magnitud superior a los

tiempos de la fluorescencia.

S 'r_, : 2 Absorcion 1070 segundos
2 : - | Relajacidn Vibracional v Conversion Interna 10-12 segundos
'] g Fluorescencia 107 segundos
: HE S Fosforescencia =107 segundos
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[ ; : L] 1 - =
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=
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=
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Absorcion Fluorescencia Fosforescencia

Figura 2: Diagrama de Jablonski que ilustra las posibles transiciones electronicas que puede
realizar un electron de la muestra al ser excitada. Los tiempos de transicion son identificados
en la esquina superior derecha. Las lineas solidas dirigidas hacia arriba representan una
absorcion y las que son dirigidas hacia abajo representan una emision. Las lineas de color
segmentadas representan relajaciones vibracionales y la linea segmentada negra
corresponde con una conversion interna.
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2.3 Nanotermometros Fluorescentes

Los nanotermometros fluorescentes son sensores de temperatura de tamafios nano (1-100
nm) que presentan propiedades Opticas sensibles a la temperatura y se caracterizan por: 1) su
morfologia, 2) su tamafio, 3) su estructura cristalina, 4) su composicion quimica, 5) su
funcionalizacion superficial y 6) sus impurezas embebidas en la red atdmica que los
compone.

Cualquier nanotermometro fluorescente puede ser estudiado por medio de la
espectroscopia de fluorescencia donde principalmente se correlacionan espectros de
fluorescencia con la estructura electronica y vibracional del nanotermdémetro en un rango
espectral limitado por el detector (por ejemplo, de 180 nm a 900 nm). Es comun la
observacion de bandas definidas en la region visible del espectro electromagnético atribuidas
a impurezas en la estructura cristalina del nanotermémetro y son caracterizadas por anadir
una estructura electronica adicional a la de su red cristalina. Actualmente, existen diversos
nanotermoOmetros fluorescentes disponibles. Por ejemplo, existen aquellos basados en:

nanodiamantes*>64+-66-80,

nanoparticulas metalicas (oro o plata o core-shell)’®"!,

92,93 94,95 76,96

polimeros””°, proteinas fluorescentes”"°, nanoparticulas organicas y aquellos basados
en nanoparticulas dopadas con tierras raras’’°. Todos estos nanotermdmetros poseen un
espectro de excitacion y emision caracteristico que permite su identificacion uno de otro.

El desempeno de los nanotermometros fluorescentes demuestra entonces ser un
desafio en términos de resolucion espacial y resolucion espectral; sin embargo, su
biocompatibilidad es un requerimiento esencial para su internalizacion en medios celulares.
La adicion de nanoparticulas en medios celulares resulta ser impredecible. Podria cambiar el
ambiente quimico celular, su morfologia o la funcion celular del medio. Este tipo de
fendmenos son de peculiar andlisis debido a que el objetivo principal es poseer de un
nanotermoémetro fluorescente biocompatible que no altere el ambiente quimico celular ni

dane a las células.
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2.3.1 Nanodiamantes Fluorescentes

Los Nanodiamantes Fluorescentes (FNDs) se distinguen del resto de los nanotermémetros
porque exhiben propiedades luminiscentes debido a los centros de color embebidos en su red
cristalina; ademds, son quimicamente estables, son biocompatibles en concentraciones

1'% convirtiéndolos en una

especificas!?’ y es posible realizar una funcionalizacion superficia
plataforma multifuncion.

Los centros de color son formados debido a distintas impurezas de nitrogeno, boro,
germanio, niquel o silicio en la estructura cristalina del nanodiamante®®!°2. En general, la
impureza mas comun en el diamante es el nitrégeno y a su vez, forma centros de color del
tipo NV, que emiten una fluorescencia dentro del espectro electromagnético visible en forma
de dos bandas, en 575 nm y 637 nm%>1%,

Los nanodiamantes fabricados por el hombre fueron producidos por primera vez
realizando detonaciones de explosivos ricos en carbono como el trinitrotolueno (TNT),
octdégeno (HMX) o ciclotrimetileno trinitramina (RDX) en un ambiente deficiente de oxigeno
para evitar la oxidacion del carbono, dando lugar a lo que hoy en dia se conoce como
Nanodiamantes por Detonacion!®*!%, Otros métodos de sintesis han sido estudiados como lo
son la ablacion laser'%, la trituracién de monocristales de diamante'?’, la sintesis de alta
presion y alta temperatura (HPHT)!'%, la deposicion por vapor quimico (CVD), la formacion
asistida por micro plasma de etanol a presion atmosférica'®®, la cloracion de carburos®’, la

109

irradiacion i6nica de grafito'™”, el crecimiento mediante la irradiacion electronica de capas

110 111

de carbono sobre nanodiamante " y la cavitacion ultrasonica . Hasta la fecha, la sintesis
por detonaciéon de explosivos sigue siendo la mas eficiente y produce toneladas de
nanodiamantes al afio.

El diamante (y el nanodiamante) es conocido por ser el material mas duro conocido
por el hombre. Esto se debe a sus altas energias de enlaces electronicos entre carbono-
carbono de alrededor de 285.1 eV!'!? con una separacion de aproximadamente de 0.15 nm
con un angulo de 109.5°'3, correspondientes a un enlace hibrido sp>. Estos materiales poseen

una estructura cristalina ctbica simple centrada en las caras, tienen una densidad de:

114,115 116

3.51g/cm? para el diamante y 3.3 g/cm® para el nanodiamante!'®, son transparentes con
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un indice de refraccion de 2.417, dispersan la radiacion efectivamente y su conductividad
térmica es de 2000 Wm™ 'K 17,

Algunas aplicaciones modernas de los nanodiamantes son en superficies metalicas y
en lubricantes''® y en productos de cuidado de la piel como bloqueadores solares. Otras
aplicaciones importantes de los nanodiamantes yacen en su uso como biomarcadores y
bioetiquetas fluorescentes?’ para fines antirrobo''®. El uso de sus centros de color para la

deteccion de campos electromagnéticos atomicos ha sido estudiado '’

y se ha explorado su
uso para la deteccion de gradientes térmicos en células vivas'?!. Existen estudios de como
los nanodiamantes portan una capa acuosa en su superficie?*!?* lo cual aflade una propiedad
adicional a su biocompatibilidad. Por otra parte, también se ha reportado su uso como
portadores de pequefias moléculas como 4cidos nucleicos y proteinas'?*. Otras aplicaciones
que aprovechan de las propiedades del nanodiamante surgen en el sector ortopédico,
oftalmoldgico y dental donde su uso terapéutico es explotado®*125:126,

La presencia de centros de color en la red cristalina del nanodiamante les provee de
un mecanismo fluorescente que es dpticamente detectado en la region visible del espectro
electromagnético. En particular el centro de color NV es de interés ya que es el centro de
color mas comun. Especificamente, los centros de color NV son un defecto puntual en la red
del diamante que constan de: una sustitucion de un carbono por un nitrégeno seguido por una
vacancia atomica. Este centro de color no altera la estructura cristalina del diamante,
pertenece al grupo de puntos con simetria Csy y permite la inicializacion y lectura de

subniveles de spin mediante la estimulacion optica'?’!?®. A través de los afios han surgido

aplicaciones basidndose en la medicion de spin para su uso en la computacién cuantica'?’.
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El centro de color NV tiene 3 carbonos vecinos a la vacancia como se muestra en la
Figura 3 donde cada carbono aporta de un electrén y el nitrogeno aporta dos electrones al
centro de color NV. La descripcion de 5 electrones corresponde a la estructura electronica
del centro de color de carga neutro, NV°. Este centro al atrapar otro electron de los
alrededores de la red o de otro centro de color NV se convierte en el centro de color cargado
negativamente NV ™. Estos estados de carga del centro de color NV emiten una fluorescencia
detectable en 575 nm y 637 nm respectivamente®. Estos dos estados de carga son
responsables de dos posibles estructuras electronicas en el nanodiamante. y permiten el salto

de una estructura a otra mediante la pérdida o ganancia de un electron en el centro de color.

.N
I
@ @ "' ....‘
a) b) c)

C
Figura 3: Estructura cristalina del a) diamante y b) del centro de color NV. c) Centro de
color NV conformado por 3 carbonos, 1 nitrogeno y 1 vacancia. La modificacion de dos
carbonos por un nitrogeno y una vacancia no altera la estructura cristalina cubica centrada
en las caras del diamante.

Existen 3 estados de carga conocidos en el centro de color NV embebidos en los
nanodiamantes: NV*, NV° y NV~. Solo los estados de carga NV° y NV~ presentan
fluorescencia en el rango visible de espectro electromagnético®>1?%!27. El poco conocido

estado de carga NV' ha sido reportado'?%!3!

pero poco se conoce de sus aplicaciones
convencionales. Estos 3 estados de carga llevan a cabo recombinaciones electronicas entre
si, lo que significa que es posible que un determinado centro de color NV~ pierda un electron

y se convierta en un centro de color NV 46,
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Calentamiento de Nanodiamantes de 25°C a 80°C
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Figura 4: Espectros de emision de nanodiamantes en solucion acuosa a distintas temperaturas.
Este conjunto de espectros exhibe como la fluorescencia proveniente de nanodiamantes se
modifica mediante cambios de la temperatura local de los nanodiamantes. Asimismo, es posible
observar cémo las posiciones de emision se conservan fijas (NV°: 575 nm y NV-: 637 nm),
mientras que la intensidad y anchura se modifican durante el calentamiento de los
nanodiamantes. Esta coleccion de espectros se obtuvo mediante un calentamiento de 25 °C a
80 °C, con pasos de 0.2 °C, una tolerancia de 0.1 °C, 20 minutos de equilibrio térmico y un
tiempo de integracion de deteccion de 0.1 segundos
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2.3.2 Factores Influyentes en la Fluorescencia de Nanotermometros Fluorescentes

Como se menciono previamente en la Seccion 2.2, el proceso de fluorescencia depende de
que un sistema absorba energia en forma radiacion electromagnética. Mientras esto ocurre,
dentro del material pueden pasar distintos tipos de recombinaciones electronicas en distintos
niveles energéticos conocidas también como transiciones electronicas.

En el caso del nanodiamante existen las transiciones que pueden ser de caracter no
radiativo y las transiciones de caracter radiativo. Las transiciones no radiativas se desglosan
en relajaciones vibracionales y conversiones internas que ocurren sin la emision de fotones
en su proceso de relajacion. Por otra parte, las transiciones radiativas conllevan la emision
de fotones fluorescentes o fosforescentes durante el proceso de relajacion.

Las relajaciones vibracionales ocurren cuando la energia absorbida es transformada
en forma de colisiones vibracionales (calor) y sus tiempos de vida son del orden de 107
segundos.

Las conversiones internas son transiciones electronicas que ocurren entre dos niveles
de energia electronicos (el nivel mas bajo del estado excitado y el nivel mas alto del otro
estado electronico) y tienen tiempos de vida similares a los de las relajaciones vibracionales.

La fluorescencia ocurre mediante la relajacion radiativa de un electron en cualquiera
de los estados excitados hacia el estado base y tiene tiempos de vida del orden de 10~
segundos. La fosforescencia puede durar desde segundos hasta minutos y ocurre mediante
una conversion interna de un nivel excitado a un nivel triplete perdiendo un poco de energia
y liberando el resto en forma de un foton fosforescente.

Se han observado bandas fluorescentes que tienen longitudes de onda mas largas o
mas cortas que la energia de la banda responsable de la excitacion y se conocen como bandas
de corrimiento Stokes y Anti-Stokes'??, respectivamente. Ademds, existe una radiacion
resonante, o fluorescencia resonante, radiacion que es emitida sin cambio en la longitud de
onda que la radiacion de excitacion. Esto se debe a que la diferencia de energia entre los
estados vibracionales es aproximadamente la misma, tanto para el estado base como para el
estado excitado o bien absorbe y emite casi las mismas longitudes de onda resonantes. Como

consecuencia, frecuentemente los espectros de absorcion y emision de radiacion son
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observados como imagenes espejo una de otra, con un traslape que ocurre en su linea de

resonancia'>>.

Existen diversos factores que alteran la actividad fluorescente molecular, la siguiente

lista describe los factores mas comunes que ocurren y afectan la fluorescencia de foésforos en

general:

Rendimiento Cuantico: Es el cociente entre nimero de moléculas fluorescentes y el
niimero de moléculas excitadas'**. Moléculas altamente fluorescentes aproximan esta
relacion a 1 (significando que cada molécula excitada también es una molécula
fluorescente) y las moléculas no fluorescentes practicamente aproximan un valor a 0.
Temperatura: La eficiencia cuantica de la fluorescencia disminuye en muchas
moléculas con el aumento de temperatura, debido a que este aumento térmico
incrementa la frecuencia de colisiones entre moléculas y ademas incrementa la
probabilidad de un proceso donde los estados electronicos excitados pasen a estados
electronicos de menor energia (a veces, el estado base). En este proceso, la energia
electronica es eventualmente convertida en calor y depende de que tantas colisiones
moleculares ocurren en un dado tiempo'**. Suele ser nombrada como Quenching de
Colision.

Quenching: El quenching es cualquier proceso que disminuya la intensidad
fluorescente de una molécula y se debe a procesos aleatorios y pueden provenir de
transferencias de energia, colisiones o incluso modificaciones al estado excitado de
la molécula debido al medio que la rodea'?®>. Cada nanotermdémetro fluorescente
indica una interaccion quimica especifica por lo que cada uno tendrd su quenching
especifico debido al ambiente fisico local.

Quenching Térmico: El quenching térmico es la disminucion de la eficiencia
cudntica de algun fluoréforo sometido a alguna temperatura alta debido al incremento
de transiciones electronicas no radiativas a esa temperatura. Estas transiciones no
radiativas suceden con mayor probabilidad a medida que la temperatura aumenta y
favorecen el retorno de los electrones excitados del fluordforo al estado base mediante

relajaciones no radiativas.
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Instrumentacion: Con el avance del tiempo y la tecnologia se ha permitido la
realizacion de distintos componentes como fuentes de luz, rejillas de difraccion,
espejos y detectores que a su vez han permitido la observacion de nuevas
caracteristicas espectroscopicas antes no percatadas por limites espectrales o de
saturacion de sefial. Consecuentemente, el uso de distintas piezas en un arreglo

espectroscopico brindara de la observacion de resultados especificos a dichas piezas.

20



3 Resultados Experimentales

3.1 Hipotesis

Es posible utilizar la fluorescencia de nanodiamantes fluorescentes de manera controlada con
el fin de estimar la temperatura en sistemas biologicos celulares considerando la suspension,
concentracion, el numero de centros nitrogeno-vacancia, asi como las interacciones

electronicas no radiativas.

3.2 Objetivos Generales

Estudiar la actividad fluorescente de los nanodiamantes mediante la variacion de
tamano de particula, temperatura y concentracion.

Establecer un modelo matematico que aproxime con mejor precision la temperatura
local de los nanodiamantes en términos de su actividad fluorescente para fines de bioimagen

fluorescente y termometria en la nano y micro escala.

3.3 Objetivos Particulares
1. Caracterizacion fluorescente de nanodiamantes de distintos tamaifios.
Caracterizacion fluorescente de nanodiamantes a distintas concentraciones.

Caracterizacion fluorescente de nanodiamantes a distintas temperaturas.

i

Establecer un modelo termométrico que estime correctamente la temperatura local
del nanodiamante en términos de sus lineas de fondn-cero de Nitrogeno-Vacancia
(NV).

5. Estudiar la biocompatibilidad de los nanodiamantes en términos de su concentracion

en soluciones acuosas.
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3.4 Materiales y Métodos

3.4.1 Nanodiamantes Fluorescentes

Los Nanodiamantes Fluorescentes fueron adquiridos de la empresa Sigma Aldrich (nimero
de pieza 900174-5mL) con las caracteristicas siguientes: mas de 900 centros de color NV
por particula, un tamafio promedio de 100 nm, suspendidos en agua desionizada, hidroxilados
y en concentracion de 1 mg/mL (0.1% w/v).

Para la reconcentracion de soluciones acuosas de nanodiamantes se secé 1 mL de
FNDs de concentracion inicial 1 mg/mL en un horno (ThermoScientific Lindberg Blue M
V0914A) a una temperatura constante de 70 °C por un total de 48 horas hasta que solo polvo
(1 mg) quedara como sedimento al fondo del frasco. A este polvo se le afiadié un volumen
de 100 mL de agua miliQ y se agité con la ayuda de un Vortex, resultando en una
concentracion inicial de 10 mg/mL. Posteriormente, las concentraciones siguientes se
obtuvieron mediante la adicion de agua y agitacion utilizando el mismo proceso para obtener
de manera secuencial cada una de las concentraciones en mg/mL :10, 7.5, 5, 2.5, 1, 0.75, 0.5,

0.25, 0.1, que fueron utilizadas para este trabajo de investigacion.

3.4.2 Analisis de Datos

El andlisis de todos los datos, asi como las graficas obtenidas y los ajustes realizados fueron
procesados utilizando el software Origin (OriginLab, Northhampton, MA, EE. UU.).
Asimismo, fue utilizado para extraer los datos relacionados con la intensidad relativa,
anchura a media altura (FWHM) y asi como la posicion de las lineas de fonén cero de ambos
estados de carga de los centros de color NV (NV?, 575 nm y NV~, 637 nm). Este analisis
consistié en lo siguiente: una correccion de linea base al espectro que fue ajustada debajo de
cada linea de fonon cero y bandas laterales. Después fue sustraida del mismo con la finalidad
de obtener solamente los picos fluorescentes y sus intensidades relativas. Como paso final,
una funcidon Gaussiana es ajustada a cada una de las bandas con la finalidad de obtener la

anchura y posicion de cada pico.
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Para efecto de brindar una explicacion mas detallada de este proceso, en la Figura 5a
se muestra un espectro de emision de fluorescencia obtenido para una concentracion de
nanodiamantes de 1 mg/mL suspendidos en agua miliQ grabado con una excitacion laser de
532 nm. En la parte inferior de esta grafica es posible observar el espectro filtrado proveniente
de la substraccion de la linea base al espectro experimental. De igual forma, en la Figura 5b
se muestran las posiciones ajustadas para cada uno los estados de carga de los centros de
color mediante funciones Gaussianas. Por lo tanto, realizando este tratamiento de los datos
es posible obtener la informacion detallada de cada uno de los picos asociados a los estados
de carga. Un detalle cuya mencién es relevante es que el coeficiente de absorcion del agua
tiene una franja de transparencia en la region visible del espectro!®, lo cual indica que poca
o nada de luz visible es absorbida por las moléculas de agua. Esto como consecuencia permite
la excitacion de nanodiamantes suspendidos en agua con cualquier longitud de onda visible
sin ser atenuada significativamente por el agua. Adicionalmente, otro aspecto importante que
es necesario considerar es como el momento dipolar eléctrico las moléculas de agua presenta
una actividad anémala para la temperatura de 60 °C. Se ha reportado como el plasmon de
resonancia superficial de nanoparticulas de oro y plata se corre espectralmente al azul para
temperaturas de recocido en agua mayores de 60 °C'37. Esta actividad es atribuida a ligeros
cambios estructurales del agua, la cual realiza cambios de una configuracion de baja
temperatura (0-60 °C) con un valor de s = 2.18 D, muy cercano al momento dipolar del
hielo, a una configuracion de alta temperatura (60-100 °C) con Ucgriente = 1.87 D, el cual es
idéntico al momento dipolar del vapor de agua. Este tipo transformaciones a la carga eléctrica
neta alrededor de las moléculas del agua podria a su vez afectar la forma en que se atenta el
frente de onda de la luz incidente antes de excitar alguna nanoparticula, como un
nanodiamante, y como consecuencia detectar ligeros cambios en el espectro de fluorescencia.

Los ajustes lineales de la intensidad relativa en términos de la temperatura fueron
analizados acorde a la ecuacion I(T) = I, + I, T, donde I es la intensidad relativa medida en
unidades arbitrarias, I, es una constante, /; es la pendiente de la recta y T es la temperatura
en grados Celsius. Ademas, se calcularon los valores de calidad ajuste de R? para la

corroboracion de una dispersion de datos lineal y precision de estimacion.

23



Los ajustes no lineales de la intensidad relativa en términos de la concentracion
demostraron una dispersion de datos de cuarto de orden, ajustadas mediante la ecuacion
I1(c) =1y + Lic + I,c? + I3¢3 + I,¢*, donde I es la intensidad relativa en unidades
arbitrarias, Iy, I, I, I3, I, son constantes y ¢ es la concentracion en mg/mL. Adicionalmente

se verifico este ajuste calculando el valor de ajuste R?.
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a) Analisis de Datos: Ajuste de Linea Base
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Figura 5: Andlisis de datos correspondiente a los espectros de emision de nanodiamantes. El
ajuste y substraccion de la linea base se muestra en a), dando como resultado un espectro
filtrado compuesto solamente por las bandas de emision de los nanodiamantes. Estas bandas
fueron ajustadas mediante una funcion Gaussiana mostrado en b), de las cuales se extrajeron
su intensidad relativa, anchura y posicion para su interpretacion.
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3.5 Técnicas Experimentales

3.5.1 Espectroscopia de Fluorescencia

Para poder observar y grabar espectros de excitacion y espectros de fluorescencia es
necesario el uso de un espectrometro, descrito en la seccion 2.2. El espectrometro Fluorolog
3 FL3-22 posee de un doble monocromador de excitacion y de emision, una ldampara de xenén
de 450 W y un tubo fotomultiplicador Hamamatsu R928P como detector de fotones (en
cuentas por segundo, CPS). Este equipo se controla digitalmente desde el software
propietario FluorEssense, permitiendo realizar escaneos de excitacion, de emision y de matriz
excitacion-emision.

Los espectros de excitacion se obtienen mediante la deteccion fija de una longitud de
onda de emision versus un rango de longitudes de onda de excitacion. Estos espectros
contienen informacioén relevante a la estructura electronica de los estados excitados
involucrada en la fluorescencia de la longitud de onda fija detectada. Por ejemplo, el pico
mas alto (o méximo) de un espectro de excitacion, significa que a esa longitud de onda se
observa una fluorescencia de intensidad maxima de la banda de emision fija. Andlogamente,
para el caso de que del pico de excitacion es un minimo, se observa que a esa determinada
longitud de excitacion la intensidad de la fluorescencia es minima.

Un espectro de emision (o fluorescencia) se obtiene de manera andloga a los de
excitacion. En esta ocasion, la longitud de onda de excitacion es fija (has difractado colimado
de la lampara o mediante la excitacion laser externa) y se detecta un rango de longitudes de
onda de emision. Estos espectros contienen informacion relevante a la estructura electronica
del material en forma de bandas de emision de luz que pueden o no ser observadas dada la
longitud de onda excitacion.

El equipo Fluorolog 3 FL3-22 permite la observacion de excitacion o emision de luz
en el rango espectral de 180-900 nm, con la capacidad de realizar un barrido en una rejilla
(de unidades nanémetro de grosor), sobre el rango especificado, con una resolucion de pasos
de décimas o centésimas de nandmetro. Por otro lado, el control de la temperatura de la
muestra se controld digitalmente mediante el uso de un sistema de enfriamiento liquido

Temperature Bath F-3030 y el accesorio de montaje de pieza Single-Position Thermostatted
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Cell Holder FL-1027, ambos de Horiba Scientific. El software FluorEssense admite la
configuracion del rango térmico en forma de temperatura inicial y final, paso de temperatura,
tolerancia de temperatura y tiempo de equilibrio térmico una vez alcanzado el punto de

temperatura.

Fuente

Monocromador
doble de excitacion

PMT

)

i
Compartimiento de Monocroma.dc.)r
muestra modular doble de emision

Figura 6: Arreglo experimental dptico del espectrometro modular Fluorolog 3 FL3-22. Este
equipo cuenta con una fuente de excitacion en forma de una lampara de xenon de 450 W de
potencia de iluminacion, un doble monocromador de excitacion y de emision y un tubo
fotomultiplicador Hamamatsu R928P como detector.
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3.6 Resultados

Los resultados mostrados a continuacion son relevantes a la termometria fluorescente basada
en nanodiamantes fluorescentes para fines biomédicos y de bioimagen. Los nanodiamantes
fluorescentes demuestran ser nanotermometros fluorescentes caracterizados por escalas
termométricas lineales desprendidas de la fluorescencia de sus dos estados de carga de
nitrégeno-vacancia (NV° y NV"). Estas escalas tienen a su vez una precision térmica del
orden de centésimas de Celsius (10”2 °C), son resueltas espacialmente hasta el tamafio de
nanoparticula de 35 nm, 70 nm o 100 nm y permanecen invariantes ante cambios de

concentracion de nanodiamantes en solucidn acuosa.

3.6.1 Estructura Electréonica de Nanodiamantes Fluorescentes con Centros de Color NV

La fluorescencia proviene de la emision de fotones por parte de los centros de color NV tras
que uno de sus electrones absorbe la suficiente energia para saltar a estados electronicos
excitados superiores, donde pueden perder un poco de energia en forma de calor, relajacion
vibracional, conversion interna; o bien, decayendo directamente al estado base (o alguno de
sus subniveles vibracionales) emitiendo un foton de energia equivalente a la diferencia
energética relativa entre los dos niveles electronicos (estado excitado y estado base). También
existe la fluorescencia retardada, o fosforescencia, que involucra la absorcion de energia, una
conversion interna a un estado electronico triplete y luego la emision espontanea de un foton
durante la transicion al estado base.

Las transiciones electronicas son caracterizadas por sus tiempos de vida y por si son
radiativas o no radiativas, mostrado en la Figura 2. Las transiciones radiativas conllevan la
emision de fotones tras relajaciones al estado base molecular involucrado, y las transiciones
no radiativas (como las relajaciones vibracionales y conversiones internas) no involucran la
emision de fotones durante su recombinacion.

El diagrama de Jablonski para nanodiamantes con centros de color NV fluorescentes
se muestra en la Figura 7. Los dos estados de carga de los centros de color NV desprenden
dos estructuras electronicas embebidas en el cristal del nanodiamante y pueden ser

moduladas mediante la pérdida o ganancia por parte del centro. Las transiciones radiativas
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2A2-2E (NV?) y *E-*A, (NV") son aquellas involucradas en la fluorescencia de los centros de
color NV en el diamante. Se destaca asimismo que el estado base y excitado del estado de
carga NV~ son tripletes (dando lugar a dos lineas de fondn lateral en 660 y 680 nm,
respectivamente), mientras que el estado de carga que posee el centro NV es un doblete.
Ambas estructuras electronicas poseen de estados metaestables (NV?: “A, y NV~ 'A; y 'E)
que apantallan la fluorescencia mediante conversiones internas a estos niveles electronicos;
sin embargo, el estado de carga NV~ es el inico que contiene una transicion radiativa 'A;-'E
que favorece la emision de un foton infrarrojo de 1042 nm de longitud de onda dentro de su

estructura metaestable.
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Figura 7: Diagrama de Jablonski de los centros de color NV en nanodiamantes. Las flechas
curvas de color denotan las transiciones radiativas (fluorescencia) de los centros. La pérdida
o ganancia de un electron puede modular el estado de carga de los centros de color NV.
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3.6.2 Espectros de Excitacién de Nanodiamantes Fluorescentes

Los nanodiamantes fluorescentes poseen un amplio espectro de emision fluorescente en el
rango de 550-850 nm. Este espectro estd compuesto de las bandas fluorescentes descritas en
la seccion anterior y mostradas en el diagrama de Jablonski de la Figura 7. Estas bandas
fluorescentes pueden ser excitadas a distintas intensidades emisivas en funcion de la longitud
de onda de excitacion. En la Figura 8 se muestran los espectros de excitacion de las 4 bandas
de emision principales de los nanodiamantes fluorescentes concentrados a 1 mg/mL. Sus
posiciones espectrales se localizan en 575 nm, 637 nm, 660 nm y 680 nm, correspondientes
al estado de carga NV, NV~ y sus dos bandas laterales, respectivamente.

Los espectros de excitacion de nanodiamantes concentrados a 1 mg/mL fueron
grabados usando el espectrometro Fluorolog 3 FL3-22 equipado con la lampara de xenon y
un tubo fotomultiplicador. El escaneo de excitacion con la [ampara se fijé desde 300 nm hasta
650 nm en pasos de 1 nm con una rejilla de 5 nm de grosor y un tiempo de integracion de 0.1
s, para cada banda de emision fijada en 575, 637, 660 y 680 nm, con una rejilla en el detector
de 5 nm de grosor. La temperatura durante las mediciones se mantuvo fija a 25 °C con ayuda
de los accesorios de enfriamiento liquido.

El espectro de excitacion del centro de color NV (linea negra) se comprende
principalmente por una banda amplia de alrededor de 120 nm de ancho centrada en 356 nm
y, ademas, se observan 4 picos localizados en 450, 467, 482 y 492 nm, que permiten la
fluorescencia del centro de color NV°. Adicionalmente, la excitacion con fotones de longitud
de onda >532 nm hacen que la fluorescencia rapidamente disminuya comparada con el resto
del espectro.

El espectro de excitacion del centro de color NV~ (linea roja) tiene caracteristicas
distinguibles comparadas con el espectro de excitacion NV: la desaparicion de la banda de
excitacion en 356 nm hasta casi ruido de fondo y la apariciéon de una banda amplia de
alrededor de 180 nm de ancho centrada en 523 nm. Ademas, se observan 3 picos de excitacion
localizados en 467, 482 y 492 nm. Los espectros de excitacion de las dos lineas de fonon
lateral (660 nm: linea azul y 680 nm: linea rosa) son muy similares al espectro de excitacion

NV, ambas poseen aproximadamente la misma intensidad emisiva, tienen el mismo ancho
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de banda de alrededor de 180 nm centrados en 523 nm y poseen de los mismos tres picos

localizados en 467, 482 y 492 nm.

Espectros de Excitacion de HPHT FNDs 100 nm >900 NV/part.
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Figura 8: Espectros de excitacion de nanodiamantes fluorescentes concentrados a 1 mg/mL
en agua. Se fijo la deteccion de emision de las bandas 575 nm (linea negra), 637 nm (linea
roja), 660 nm (linea azul) y 680 nm (linea rosa) a través de un escaneo de longitudes de onda
de excitacion para obtener un espectro que traza qué longitudes de onda de excitacion
permiten la mayor o menor intensidad de emision de dicha banda de emision fija.

La excitacion de estos nanodiamantes con un laser de 523 nm permitiria la méxima
emision del estado de carga NV~ y sus bandas laterales, pero también significaria que el
estado de carga NV emitiria a su minimo, alrededor de 2x menos intenso comparado con la
excitacion de 356 nm. Por otra parte, si se usara un laser de 356 nm como fuente de excitacion
se observaria entonces como el estado de carga NV° emite en su méaximo de intensidad
fluorescente mientras que el estado de carga NV~ emitiria alrededor de 7x menos comparado
con la excitacion de 523 nm. Adicionalmente estos espectros muestran la estructura
electronica de niveles energéticos superiores al estado excitado encargado de la fluorescencia
del centro de color NV (NV?: 2A, y NV™: °E) encargados en la relajacion radiativa observada

para cada estado de carga.
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3.6.3 Espectro de Emision de Nanodiamantes Fluorescentes

La excitacion de una muestra con distintas longitudes de onda afecta la forma en que la
muestra emite luz. No cualquier longitud de onda sera absorbida por la muestra ni tampoco
cualquier longitud de onda serd emitida. La absorcion de luz por una muestra promueve
electrones a estados excitados, que en su caso decaen rapidamente a estados de menor energia
debido a pérdidas en forma de calor o por medio de una transicion electronica a un estado
electronico de menor energia; donde puede entonces perder el resto de su energia saltando al
estado base liberando el exceso de energia en forma de un fotén. Este proceso es conocido
como fluorescencia y es caracteristico de la estructura electrénica de la muestra.

El espectro de emision de nanodiamantes fluorescentes de 100 nm de tamafio,
concentrados a 1 mg/mL y >900 NV/particula se muestra en la Figura 9. Este espectro fue
grabado mediante la excitacion laser de 532 nm a temperatura constante de 25 °C. Las
caracteristicas principales que lo componen son: las dos bandas de emision debido al centro
de color NV (NV%: 575 nm y NV~: 637 nm). Se observa asimismo dos bandas laterales al
estado de carga NV~ (660 nm y 680 nm) y el ruido de fondo debido a la estructura de los
nanodiamantes (tamafio promedio, geometria de nanodiamante e impurezas de carbonos en
forma grafitica). Estos resultados son congruentes con lo reportado en la literatura en
términos de la posicion de la banda y transiciones radiativas asociadas para el estado de carga
NV? (?A»-?E)!?7 y el estado de carga NV~ (*E-*A2)!!*. En adicion a lo anterior, la emision de
ambos estados de carga poseen de estructura de bandas laterales, donde el estado de carga
neutro presenta solo ruido vibracional después de 575 nm sin mostrar una banda lateral
dominante y el estado de carga negativo presenta dos bandas laterales en 660 nm y 680 nm,
separadas por 20 nm o 55 meV, atribuidas principalmente a su estructura de estados
triplete'*®. Comparativamente, la separacion de estas tltimas dos bandas es reportada como
63 meV para nanodiamantes con centros de color NV fabricados mediante deposicion de
vapor quimico* y 65 meV mediante calculos computacionales de primeros principios'*.

Estas contribuciones producen la observacion de un espectro de emision que se expande
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Espectro de Emision de HPHT FNDs >900 NV/part.
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Figura 9: Espectro de emision de nanodiamantes fluorescentes concentrados a 1 mg/mL. Se
uso una excitacion laser de 532 nm de longitud de onda. Este espectro muestra 2 bandas
caracteristicas de los nanodiamantes con centros de color NV en 575 nm y 637 nm y, ademas,
posee de 2 bandas laterales en las posiciones de 660 nm y 680 nm.

desde 550 nm hasta 850 nm* dentro del rango visible del espectro electromagnético.
Comparativamente, se puede apreciar como este espectro de emision de nanodiamantes
HPHT es muy parecido a aquél proveniente de nanodiamantes tipo Ib con centros de color
NV implantados por bombardeo de iones de He" a 40 keV®’, dando lugar a un perfil espectral
similar, atribuido principalmente a la cantidad y distribucion de centros NV en la red del
diamante. Esta fluorescencia es muy intensa, comunmente del orden de millones de cuentas
por segundo para concentraciones de 1 mg/mL.

Un detalle importante a recalcar de estos resultados es que solo un espectro de
fluorescencia no da una medida directa de la temperatura debido a que la intensidad
fluorescente depende de la intensidad de excitacion. Por ello, en este trabajo fue necesaria la
observacion sistematica de distintos espectros fluorescentes a distintas temperaturas
conocidas, con la finalidad de obtener el modelo termométrico que mejor ajustara a los datos

observados.
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3.6.4 Nanotermometria Fluorescente Asistida por Nanodiamantes de Distintos Tamaiios

Como se mencion6 en las Secciones 2.3.2 y 3.3.3, distintos factores pueden dar lugar a la
observacion de ligeras alteraciones al espectro de emision de nanodiamantes, principalmente
debido a su tamafio y geometria de nanoparticula, ver Figura 10. El uso de nanodiamantes de
tamafio <100 nm es necesario para la internalizacion intracelular de éstos y permitiria la
mediciéon de la temperatura intracelular de manera localizada y precisa mediante la
observacion del espectro de fluorescencia de esas zonas. Ademas, la cantidad de centros de
color NV que pueda alojar cada nanodiamante influye en la intensidad de la fluorescencia.
Numéricamente se puede comparar con el valor numérico R? reportado en la Figura 11,
donde la fluorescencia de nanodiamantes de 35 nm y 70 nm de tamafo pierden linealidad,
atribuido principalmente a que poseen de una menor cantidad de centros de color NV, lo que
resulta en una intensidad de emision en promedio menor comparados con los de 100 nm.

Se dispusieron de nanodiamantes Sigma Aldrich de distintos tamafos (35, 70 y 100
nm), cada uno con su respectiva cantidad de centros de color para observar su espectro de
emision a distintas temperaturas y establecer escalas termométricas basadas en la
fluorescencia de sus centros de color NV, ver Tabla 1.

Tabla 1: Nanodiamantes de distintos tamarios y con distintas cantidades de centros de color
obtenidos del fabricante Sigma Aldrich. Estos nanodiamante son fabricados mediante un
proceso HPHT y poseen una determinada cantidad de centros NV por particula. Son
contenidos en un vial de 5 mL a una concentracion inicial de 1 mg/mL.

Numero de Pieza Concentracion NV/particula Tamaiio
900172-5mL 1 mg/mL <4 35 nm
798169-5mL 1 mg/mL >300 70 nm
900174-5mL 1 mg/mL >900 100 nm

El espectro de emision de los nanodiamantes de 35 nm y 70 nm se capturé con un
microscopio Olympus BX41 (Japon) equipado con un detector de InGaAs y un objetivo de
10x y NA 0.25, un laser OBIS de 532 nm usando 20 mW de potencia continiia como fuente
de excitacion. El laser fue dirigido mediante una serie de espejos hacia el microscopio y luego
enfocado a la muestra. La temperatura fue controlada mediante una placa de calentamiento

en el rango de 25 °C a 60 °C en pasos de 1 °C con 20 minutos de equilibrio térmico. La
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emision fue capturada en el rango de 550 nm a 850 nm en pasos de 1 nm, con una rejilla de
2 nm de grosor y 0.1 segundos de integracion.

El espectro de emision de los nanodiamantes de 100 nm se captur6 usando un
Fluorolog-3 de Horiba Scientific modelo FL3-22 (Japén) equipado con un tubo
fotomultiplicador Hamamatsu R928P y un laser OBIS de 532 nm con 20 mW de potencia
continia como fuente de excitacion. El control de la temperatura se realizd6 mediante un
sistema de enfriamiento liquido F-3030 y la pieza de montaje FL-1027, ambas de Horiba
Scientific. El software FluorEssense permiti6 el escaneo de emision de luz en un rango de 25
°Ca 60 °C con pasos de 1 °C con una tolerancia de 0.1 °C y 20 minutos de equilibrio térmico.
El espectro de emision se captur6 en el rango de 550 nm a 850 nm con pasos de 1 nm, una

rejilla de 2 nm de grosor y 0.1 segundos de tiempo de integracion.

Espectros de Emision de HPHT FNDs de Distintos Tamafos
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Figura 10: Espectros de emision de nanodiamantes fluorescentes de distintos tamarios a 25 °C.
Las lineas solidas de color superiores son los espectros de emision normalizados, las lineas
punteadas negras superiores representan la linea base de fondo, las lineas solidas de color
inferiores son los espectros filtrados, las lineas solidas negras inferiores representan los
ajustes con curvas Gaussianas y las dreas coloreadas corresponden a la fluorescencia de los
centros de color NV.
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Figura 11: Espectros de emision de ambos estados de carga del centro de color NV de nanodiamantes de
35 nm (a,b), 70 nm (d,e) y 100 nm (g,h) en el rango de temperatura de 25 °C a 60 °C. La dependencia de
la intensidad fluorescente con la temperatura se muestra en (c,f,i) obtenida mediante normalizacion y
ajuste Gaussiano. Un ajuste lineal resulta en el calculo de calidad mediante R? para cada estado de carga
por cada tamario.
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3.6.5 Efecto de la Concentracion en la Fluorescencia de Nanodiamantes Fluorescentes

En este punto se han analizado los datos concernientes a la emision y excitacion de los centros
NV que contienen los nanodiamantes fluorescentes, asi como su dependencia para distintos
tamafios de particula. Adicionalmente, con la finalidad de comprender mas a fondo las
caracteristicas de los nanodiamantes, se precisd realizar un estudio para conocer el
comportamiento de los espectros de fluorescencia como funcioén del grado de concentracion
en las muestras.

Cabe recalcar que este analisis se realizo con las muestras que contienen el grado de
concentracion en el siguiente rango decreciente: 10, 7.5, 5, 2.5, 1, 0.75, 0.5, 0.25, 0.1, todas
en mg/mL en soluciébn acuosa (agua miliQ). El arreglo experimental fue el mismo
mencionado previamente utilizando el Fluorolog 3 FL3-22 con una excitacion laser de 532
nm a 20 mW de potencia de emision. El barrido fue desde los 550 a 850 nm, con pasos de 1
nm en la rejilla de 5 nm de grosor utilizando 0.1 s de tiempo de integracion.

Una vez establecidas estas condiciones para el experimento, se realizaron las
mediciones de la intensidad de emision (en cuentas por segundo) como funcion de la longitud
de onda (en nandmetros) para cada una de las muestras. Los espectros de emision observados
se muestran en la Figura 12. La dispersion de datos exhibe una pendiente positiva para
concentraciones bajas (0.1-5 mg/mL), alcanzando una intensidad fluorescente méaxima en la
concentracion de 5 mg/mL. Por otro lado, para concentraciones altas (7.5-10 mg/mL) se
observa una disminucion en la intensidad de los espectros de fluorescencia, exhibiendo una
pendiente negativa. Adicionalmente, un detalle a remarcar, es que es posible observar que la
concentracion de 0.5 mg/mL es igual o mas fluorescente que la concentracion de 10 mg/mL,

siendo esta ultima 20 veces mas concentrada.
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Figura 12: Espectros de emision de nanodiamantes fluorescentes a distintas concentraciones
en el rango de 0.1 a 10 mg/mL graficados en 3D. Estos espectros exhiben como la intensidad
fluorescente de nanodiamantes se ve afectada a través de cambios en la concentracion,
mostrando un incremento desde la concentracion de 0.1 a 5 mg/mL, para después comenzar
a disminuir en intensidad hasta la concentracion de 10 mg/mL.

Asimismo, este comportamiento no lineal, se puede observar en la Figura 13a donde la
intensidad fluorescente aumenta hasta alcanzar un méximo y luego disminuye. De manera
analoga, este comportamiento es observado para el area debajo de cada linea de fonon cero
como lo muestra la Figura 13b. Por anadidura, este conjunto de observaciones experimentales
fue analizado mediante un polinomio de cuarto orden alcanzando valores de R? tan altos
como (.98 para las intensidades y areas de ambos estados de carga. Adicionalmente, no se
observd ningin desplazamiento espectral de las bandas NV a través del rango de
concentraciones observado. Comparativamente, la concentracién experimental de 5 mg/mL
se observd como la mas fluorescente de todas mientras que el analisis numérico estima que
este maximo de intensidad ocurre alrededor de 3.83 mg/mL. Cabe resaltar, que un aspecto
particular de estos resultados es que la intensidad relativa del estado de carga NV~ es mayor
que NV?; sin embargo, el area que engloba la emision NV~ es menor que la de NV°. Esto

significa que el ancho de banda es mas amplio para el estado de carga NV° (18 nm) y el
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estado de carga NV posee de un ancho mas estrecho (9 nm). Esto puede ser corroborado al
observar la Figura 12, donde se puede apreciar como la emision del estado de carga NV se
extiende mucho mas que la emision del estado de carga NV™. Con la finalidad de validar la
calidad de los ajustes no lineales para la intensidad relativa y area debajo de la banda, se
utilizo el criterio de Figura de Mérito!** (FOM). El valor de FOM fue calculado mediante la

>t |YExp—Y Ajustadol
2711 |YExp|

ecuacion FOM = , donde yg,, es el valor de intensidad relativa medido

experimentalmente, Y jystaqo €S €l valor de intensidad relativa estimado por el modelo y n
corresponde con el nimero de mediciones realizadas. Esta figura de mérito nos brinda un
porcentaje asociado al error intrinseco del ajuste; asegurando que para porcentajes menores
a 2.5 % el modelo predice con bastante precision los datos experimentales. Por otro lado, si
el FOM se encuentra en un rango de 2.5 — 3.5 % el ajuste describe bien el comportamiento
de los datos con una ligera desviacion en los extremos. Asimismo, un FOM superior al 10 %
indicaria un modelado erroneo, asi como una pobre estadistica. En nuestro caso, se encontrd

que el conjunto de espectros de emision de nanodiamantes a distintas concentraciones poseen
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Figura 13: a) Intensidad relativa mdxima para los centros NV’ (cuadros negros) y NV~ (circulos
rojos) junto con el ajuste polinomial (linea continua) y b) Area debajo de la banda para cada estado
de carga del centro de color NV y el ajuste polinomial a los datos. Se indica la ecuacion de ajuste
no lineal y su valor de R? para cada estado de carga del centro de color NV.
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un FOM = 3 — 4 % para la intensidad y area de ambos estados de carga, por lo que podemos
concluir que el ajuste no lineal propuesto es pertinente para los datos analizados.

En resumen, las propiedades relacionadas con la emision de fluorescencia de los centros
NV en los nanodiamantes fluorescentes, no presentan diferencia significativa para las
distintas concentraciones utilizadas, es decir, sus caracteristicas espectrales se conservan. Sin
embargo, el comportamiento no lineal en las intensidades y areas en funcién de la
concentracion, es un resultado de mucho interés y queda como perspectiva del trabajo
abriendo la posibilidad de realizar estudios adicionales tales como explicar el tipo de
quenching que esta ocurriendo dentro de los nanodiamantes. Esto puede deberse a distintos
fendmenos, entre los mas comunes se encuentra el fendmeno de transferencia de energia de
resonancia Forster (FRET); el cual asocia una transferencia de energia no-radiativa entre dos
fluoroforos que se encuentran a una distancia especifica del orden nandémetros'*’, siendo un
proceso de corto alcance. De esta manera, se obtiene una superposicion entre los espectros
de emision del fluoréforo donador y el de excitacion del fluordforo aceptor. Aunque aun
existe fluorescencia en este fenomeno, la eficiencia de la transferencia de energia de FRET
depende del inverso de la sexta potencia de la distancia a la que se encuentran los
fluor6foros'*!, siendo esta una interaccion de campo cercano y una cantidad extremadamente
sensible en las mediciones. Asimismo, esta hipdtesis encaja bastante bien con el efecto de
quenching observado ya que, al modificar la concentracion, en esencia, estamos variando la
distancia entre los nanodiamantes fluorescentes. Por otro lado, existe el quenching estatico
en el cual las moléculas tienden a formar compuestos'*?, ya sea por contacto o por formacion
de puentes de hidrogeno, previo a ser excitadas. Por lo tanto, este proceso ocurre a distancias
cortas, similares a las de FRET; sin embargo, se convierten en un tipo de impureza ya que
estos compuestos se vuelven no fluorescentes. Aunado a esto, otra hipotesis a validar seria
estudiar el quenching colisional, o dinamico. Este tipo de quenching ocurre cuando un
fluoréforo excitado entra en contacto (choca) con otra molécula u otro fluoréforo
transfiriendo la energia de forma no-radiativa favoreciendo asi su retorno al estado base sin
emitir fluorescencia'®®. Este proceso ocurre a distancias ordenes mas grandes que FRET y el
quenching colisional. Otra posible hipotesis a validar es el quenching asociado a la

interaccion con grupos hidroxilo (-OH) del agua'**, donde se ha demostrado como la
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presencia de estos grupos moleculares disminuye, apaga y retarda la fluorescencia en

distintos compuestos fluorescentes. Finalmente, es una buena opcion querer explorar alguna

de las hipotesis mencionadas, pero estan fuera del alcance de este trabajo de investigacion.

Fluorescencia por energia
resonante de Forster (FRET)

Quenching por contacto

Luz Fluorescencia fsia Tl;?gsefsgfgga
Transferencia
de energia .
SR R
3 F F Q
Quenching Quenching
Luz Quenching colisional
Fluorescencia Transferencia
de energia
&&{ 3.
p— € 7~ @YU,
Q Quenching

Figura 14: Distintos procesos de quenching y sus mecanismos de accion. Fluorescencia y
quenching del tipo FRET (arriba-izquierda), quenching por contacto (arriba-derecha) y
quenching colisional (abajo). Los circulos de color con letra F representan fluoroforos y los
circulos de color con letra Q representan un frenador de fluorescencia (quencher).
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3.6.6 Nanotermometria Fluorescente con Nanodiamantes a Concentraciones Fijas

Con el objetivo de analizar el comportamiento de estos sistemas dejando constante el medio
de suspension, se seleccionaron los nanodiamantes de 100 nm de tamafio mencionados en la
Seccion 3.3.4 (distintos tamafos) y 3.3.5 (100 nm, distintas concentraciones) para su estudio
termométrico fluorescente a concentraciones fijas. En la Figura 10 (linea superior roja) se
observa que los nanodiamantes de 100 nm exhiben la mayor intensidad fluorescente respecto
a sus contrapartes de menor tamafio (70 nm y 35 nm). Estos nanodiamantes coinciden con
tener una mayor cantidad de centros de color NV por nanoparticula (>900) mientras que los
otros poseen de >300 o <4, respectivamente. Otra caracteristica que separa a los
nanodiamantes de 100 nm es exhiben una mayor y mas amplia fluorescencia del estado de
carga NV, ver Figura 10 (linea inferior roja), lo cual permite la implementacion de ambos
estados de carga (NV’: 575 nm y NV~: 637 nm) para la estimacion de la temperatura.

La fluorescencia de la concentracion de 0.5 mg/mL es tan fluorescente 0 mas que
aquella de 10 mg/mL y, ademas, posee la cualidad de ser casi o igual de biocompatible como
el agua al internalizarse en células HeLa. Es decir, una solucién acuosa de nanodiamantes al
0.5 mg/mL tiene aproximadamente el mismo efecto en la viabilidad celular de células HelLa
que haber administrado agua miliQ pura. La segunda concentracion de 0.1 mg/mL marca el
limite de viabilidad celular, siendo ésta virtualmente idéntica que el agua miliQ al ser
internalizada en células HeLa. Por estas razones, se fijaron las concentraciones de 0.5 y 0.1
mg/mL para su estudio termométrico a concentracién fija en un rango de temperatura
biologico. La fluorescencia de ambas concentraciones a distintas temperaturas resulta en la
observacion de escalas termométricas lineales para ambos estados de carga NV vy
demostraron un error tan bajo como +0.01 °C al aproximar cualquier temperatura del rango
estudiado.

Para la observacion de los espectros de emision a distintas temperaturas de ambas
concentraciones de 0.5 y 0.1 mg/mL, se fijo el software FluorEssense para un escaneo de
emision de luz dentro del rango de 550 nm a 850 nm en pasos de 1 nm con una rejilla de 5
nm de grosor, excitando con luz laser de 532 nm con 20 mW de potencia continua con 0.1
segundos de tiempo de integracion en el detector. La temperatura se fijo dentro del rango

térmico bioldgico de 30 °C a 45 °C en pasos de 0.1 °C con una tolerancia de 0.02 °C y 30
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minutos de tiempo de equilibrio térmico. El andlisis de las bandas fluorescentes se realizo de
acuerdo al método propuesto en la Seccion 3.1.2, Andlisis de Datos, usando una
normalizacion de 0 a 1 de los espectros experimentales. En la Figura 15a,b se muestran los
espectros de emision de nanodiamantes fluorescentes en solucion acuosa a las
concentraciones de 0.5 (a) y 0.1 (b) mg/mL, respectivamente, en el rango de temperatura
establecido. En las Figuras 16a,b,c y 17a,b,c se despliegan los resultados del andlisis de datos
realizado, donde se puede apreciar como cualquiera de estas dos concentraciones posee una
tendencia lineal para la intensidad relativa de emision. Ademas, la posicion y ancho de banda
permanecen casi constantes a través de todo el rango térmico estudiado.

La dispersion de datos de la Figura 16a de intensidad relativa exhibe una tendencia
lineal respecto de la temperatura en el rango usado para la concentracion de 0.5 mg/mL. Los
valores de ajuste lineal R? de 0.9596 (NV?)y 0.9330 (NV") indican una alta correlacion lineal
entre la intensidad de la emision de cualquier estado de carga del centro de color NV. La
posicion de emision no se mueve ante cambios de temperatura, como se puede apreciar en la
Figura 16b. El ancho de banda exhibe un comportamiento casi estatico, demostrando de
manera similar a la posicidon, no cambiar significativamente con cambios de temperatura,
mostrado en la Figura 16c. Estas caracteristicas espectrales brindan entonces de una emision
estable, sin cambios en la posicion ni en el ancho de banda, que varia linealmente con la
temperatura dentro de un rango biologico (30 °C a 45 °C) con errores de estimacion tan
pequefios como centésimas de Celsius (£0.01 °C).

La dispersion de datos de la Figura 17a muestra un comportamiento lineal para la
concentracion de 0.1 mg/mL, similar al de 0.5 mg/mL; sin embargo, en el ajuste lineal se
denota como las rectas poseen una pendiente negativa mas grande y a su vez proporcionan
de valores de ajuste de R? de 0.9023 (NV°) y 0.9143 (NV"), que corresponden con una alta
correlacion lineal entre la intensidad relativa normalizada respecto de la temperatura. La
Figura 17b muestra como al disminuir de 0.5 a 0.1 mg/mL la posicion en la que se localizan
las emisiones tienden a moverse ligeramente, fluctuando aproximadamente un mismo valor
numérico. La Figura 17¢c muestra un ensanchamiento del ancho de banda, pero al igual que

la posicion, fluctia alrededor de un valor constante.
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Figura 15: Espectros de emision de nanodiamantes fluorescentes en el rango térmico de 30 °C a
45 °C concentrados a a) 0.5 mg/mL y b) 0.1 mg/mL. La diferencia principal es como para la
concentracion de 0.5 mg/mL los espectros se acumulan verticalmente hasta alcanzar un minimo
global, mientras que la concentracion de 0.1 mg/mL exhibe un comportamiento similar hasta los
42 °C, donde después de esta temperatura el espectro vuelve a aumentar en intensidad.

44



a)

Intensidad Relativa (u.a.)

Nanotermometria Fluroescente con HPHT FNDs: 0.5 mg/mL b) Posicion de la Linea de Fondn Cero: 0.5 mg/mL
0.16 . T r 1 . T r 1 T °r 1 °© T r1 0T T T T T T 7
015 F \‘w BNV 639 [ B NVY| ]
ore] “'44!'%., " |, o w ]
| ® i
0.13 | - Wg . I
[ {(7)=0.19437-0.001497 e VeV | B3 - comemsiesket SR AR R,
012 R® ,=0.9330 7 = 6% | i
011 | - = r T
- 6352 o
0.10 | - g I ]
L 575 -
009 | - I R T L T
(T}=0.12129-0.0013T o 74 ]
0.08 - R -
R%,~0.9596 | 573 - 7
0.07 - b 572 L, ]
0.06 |- T 571 [ .
0.05 L | L 1 L | n 1 N | . 1 L | ' 1 L | ] 570 f N | " | N | " | N | " | N | " | N 1 ]
28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 28 30 32 34 36 38 40 42 44 48
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
c) Ancho de Banda de Emisién: 0.5 mg/mL
11.0 [ % ® & a4 & § & q = B & a1 4 k& 1 & o
10.5 - = NV A
100 - _e N ]
95 e —
i Ly ™ ] n B "'l 1
2.0 uf mﬂs; @.‘ .
P ’-‘M. g o F T ARE R
E
g 8.0 . -
L ® o ° 4
I ool ARNACRINN NS oty
w70l -
6.5 .
6.0+ -
5.5 - -
50 f 2 | i 1 A | i | A | i 1 X | i 1 A 1 i

28 30 32 34 36 38 40 42 44 46
Temperatura (°C)

Figura 16: Caracteristicas espectrales de la emision de nanodiamantes concentrados a 0.5 mg/mL en
forma de a) la Intensidad Relativa normalizada, b) la Posicion de banda y c) el Ancho Completo a la
Mitad del Mdximo (FWHM). Se indican las ecuaciones de ajuste lineal y su valor de R? para la
intensidad relativa para ambos estados de carga del centro de color NV. La intensidad relativa de cada
estado de carga se comporta lineal ante cambios térmicos en el rango de 30-45 °C, demostrando valores
de ajuste cercanos a la unidad para la concentracion de 0.5 mg/mL. Las posiciones de linea de fonon
cero y sus anchuras permanecieron constantes durante la variacion de la temperatura.
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Figura 17: Caracteristicas espectrales de la emision de nanodiamantes concentrados a 0.1 mg/mL en
forma de a) la Intensidad Relativa normalizada, b) la Posicion de banda y c) el Ancho Completo a la
Mitad del Mdaximo (FWHM). Se indican las ecuaciones de ajuste lineal y su valor de R? para la
intensidad relativa para ambos estados de carga del centro de color NV. Al variar la concentracion a
0.1 mg/mL se denota como los valores de intensidades relativas cambiaron, demostrando ahora una
mayor intensidad relativa para el estado de carga NV°. Ademas, se logré observar como las posiciones
y sus anchuras se mueven ligeramente durante los cambios de temperatura. Esto se traduce en una
fluorescencia detectada en posiciones ligeramente distintas con anchuras alrededor de 2 veces mds
grandes comparado con la concentracion de 0.5 mg/mL.
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Con la finalidad de demostrar que tan sensible es la fluorescencia proveniente de los

nanodiamantes respecto a cambios de temperatura, se calculd su sensitividad de acuerdo con
. 1dl e - : : .
la ecuacion: S = —— donde S es la sensitividad en °C ™1, I es la intensidad de la fluorescencia

en cuentas por segundo (CPS) y T es la temperatura en °C. El valor S puede ser multiplicado
por 100% para obtenerlo en unidades de %/°C. Adicionalmente, se calcul6 el error absoluto
promedio de la estimacion de temperatura de la forma € = |Treq1 — Testimadal> donde € es
el error absoluto en °C, Tgeq; €s el valor de temperatura real del sistema de enfriamiento
medido en °C y Tggtimada €S 12 temperatura estimada por el ajuste lineal correspondiente en
°C. Este error cuantifica la desviacion del valor real de la temperatura local de los
nanodiamantes respecto del valor estimado por el ajuste lineal. Para las concentraciones de
nanodiamantes de 0.5 y 0.1 mg/mL se encontré que poseen una sensitividad promedio de
0.275 (NV%) y 0.325 (NV") %/°C y un error absoluto promedio de 0.3884 (NV°) y 0.4251
(NV") °C. Estos valores de sensitividad se relacionan con nanotermometros altamente
sensibles al ambiente local térmico de la nanoparticula; por otra parte, su error absoluto
promedio indica que su incertidumbre de medicién yace bien por debajo de 1 °C,
encontrandose en el orden de décimas de °C. En la Tabla 2 se comparan los resultados de
esta seccion con los obtenidos para otro tipo de nanoparticulas, donde se puede apreciar como
los nanodiamantes sobresalen por tener una sensitividad muy baja y un error absoluto tan

bueno como la de nanoparticulas de ER Thermo Yellow.
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Tabla 2: Comparacion de Sensitividad y Error Absoluto promedio para distintos tipos de
nanoparticulas. Se proporciona el mecanismo de accion correspondiente a la estimacion de
la temperatura para cada tipo. Los nanodiamantes resultan ser los que tienen una
sensitividad mas baja que el resto, correspondiente a ligeros cambios de intensidad respecto
a cambios térmicos. El error absoluto promedio resulto ser tan bueno como el encontrado
para el material ER Thermo Yellow.

Mecanismo

Error

. , cpe s o/ /o .
Tipo de Nanoparticulas de Accién Sensitividad (%/°C) Absoluto (°C) Referencia
. . | 0.3884 (NV?) .
0 ’
Nanodiamantes con Centros NV | Intensidad | 0.275 (NV"), 0.325 (NV") 0.4251 (NV-) Este Trabajo
Ag/Ag>S Core-Shell NPs Intensidad 2 - 145
Posicion de 146
QD655 Banda 6.3 0.098
TTA-UCNPs + Cociente de 71 01 147
NaYF4:Nd Intensidad ) )
LiLaP4O12:1% Nd Posicién de 0.47 1.05 148
Banda
ER Thermo Yellow Intensidad - 0.2 146
. Cociente de 149
Rodamina B Intensidad 1 1
Au Nanorods Intensidad - 3.8 150
Poly-TICT@AIE BODIPY Intensidad 17.06 0.04 151
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3.6.7 Citotoxicidad/Viabilidad Celular de Nanodiamantes Fluorescentes

El interés principal de cuantificar la viabilidad celular de nanodiamantes en soluciones
acuosas es poder determinar qué concentracion afecta al medio bioldgico y cudles
permanecen tan biocompatibles como el agua miliQ. Por ejemplo, una concentracion alta de
nanodiamantes podria inducir cambios al ambiente bioquimico local del sistema y podria, a
su vez, degradar la proliferacion celular e incluso causar apoptosis. Por otra parte, el uso de
una concentracion baja o muy diluida podria no emitir la suficiente luz para ser detectable.

La citotoxicidad celular se define como la modificacién de funciones celulares para
ser dafiinas frente a otras, esto es, la capacidad de interaccionar con otras células y destruirlas.
Existen diversas pruebas de citotoxicidad para determinar los efectos toxicos de farmacos o
compuestos quimicos en distintos sistemas biologicos. Para este trabajo se usé el método de
reduccion metabolica del bromuro 3-(4-5, dimetitiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) a
formazan, polvo de color morado insoluble en agua. Este método es usado para medir la
supervivencia y proliferacion celular. La cantidad de células vivas es proporcional a la
cantidad de formazan producido y con ello es posible calcular el porcentaje de viabilidad
celular en términos de la densidad optica (DO) de cada uno de los ensayos como:

Células Tratadas

DO
Viabilidad Celular (%) = * 100%
DOControl

Donde la DO de células tratadas se refiere al ensayo proveniente de un pocillo con
nanodiamantes y la DO de control se refiere al pocillo sin nanodiamantes afiadidos. Este tipo
de ensayos permiten la observacion de los cambios inducidos en el medio celular en presencia
de algin estimulante, como pueden ser los nanodiamantes.

Para este trabajo se uso la linea celular HeLa, estas células fueron cultivadas en una
placa estéril de 96 pocillos con DMEM (Medio de Eagle Modificado de Dulbecco)
suplementado con FBS (Suero Fetal Bovino) al 10%, piruvato de sodio (1 mM), penicilina
(10 ug/mL) y streptomicina (0.1 mg/mL) a 37 °C con 5% de CO> y 80% de humedad. Para
estudiar la interaccion de los nanodiamantes con este cultivo celular, las células HeLa fueron
lavadas con PBS (tampo6n de fosfato salino) con el fin de eliminar el medio biolégico no
adherido y metabolizado de cada pozo. Los nanodiamantes de 100 nm concentrados a 1, 0.5

y 0.1 mg/mL fueron diluidos usando DMEM en una solucion 1:10 y se usé la concentracion
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Muestra

de 0 mg/mL como control de viabilidad. En este punto, las soluciones de nanodiamantes
fueron afiadidas a cada pocillo, realizando 4 réplicas por ensayo de concentracion. Después
de 24 h de incubacion, las soluciones de nanodiamantes fueron removidas del medio. El MTT
fue diluido en DMEM (100 puL, 12 mM) y luego fue anadido a cada pocillo, incubando por
2 h. El reactivo MTT fue cuidadosamente removido y 100 nL. de DMSO (dimetilsulféxido)
fueron afadidos para solubilizar los cristales de formazan formados. Finalmente, la
absorbancia en 570 nm de cada pocillo fue medida usando un espectrofotometro UV (Thermo
Fisher Scientific, EE.UU.). Las células de control negativo (sin estimulo) fueron cultivadas
usando el medio de cultivo completo y las células de control positivo (con estimulo) fueron
tratadas con 10% de DMSO para causar muerte celular.

Los resultados relevantes al ensayo descrito son exhibidos en la Figura 18a, donde es
posible observar cdmo nanodiamantes concentrados en agua a 1 mg/mL pueden afectar al
medio de cultivo hasta en un 85% de viabilidad celular. Por otro lado, concentraciones de 0.5
mg/mL resultan en un 95% de viabilidad celular, siendo casi tan biocompatible como el agua
miliQ. Adicionalmente, nuestros ensayos demostraron que una concentracion de 0.1 mg/mL

es indistinguible del agua miliQ, ambas logrando un 100% de viabilidad celular. Aunado a

FNDs 1 mg/mL

FNDs 0.5 mg/mL

FNDs 0.1 mg/mL

Agua miliQ

L
0 50 100

Viabilidad Celular (%)

Figura 18: a) Comparacion de la viabilidad celular (en porcentaje) de nanodiamantes
concentrados a 1, 0.5, 0.1 mg/mL respecto al agua miliQ (control). b) Imagen de microscopia
confocal fluorescente usando células HeLa y nanodiamantes concentrados a 0.1 mg/mL. La
concentracion de 0.1 mg/mL demostro ser tan biocompatible como el agua miliQ. El contraste en

roj

o es la fluorescencia proveniente de los nanodiamantes funcionalizados dentro de las células.
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esto, se realizd una prueba preliminar mediante el uso de un microscopio confocal de
fluorescencia usando la concentracion de 0.1 mg/mL con células HeLa, mostrado en la Figura
18b. Es posible observar como los nanodiamantes se dispersan sobre el medio celular y
logran adherirse a su superficie, permitiendo la observacion de la morfologia celular
mediante contraste fluorescente.

Con estos resultados se demuestra que el estudio realizado con nanodiamantes
fluorescentes otorga una ventaja para la construccion de nanotermdmetros fluorescentes con
la seguridad de ser altamente compatibles dentro del medio celular y lograr una adhesion
celular con fines de aplicacion biomédicas y de imagenologia celular por medio de contraste

térmico.
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4 Conclusiones

De los resultados obtenidos en este trabajo de tesis se mencionan las siguientes conclusiones:

El estudio realizado en este trabajo muestra que es posible obtener concentraciones de
nanodiamantes que resultan altamente viables en términos de biocompatibilidad, asi
como sus propiedades Opticas y funcionalizacion superficial. Con esto, es posible
internalizar los nanodiamantes en tejido exitosamente sin degradarlo, y, ademas,
direccionarlo mediante su funcionalizacion a areas especificas dentro de las células para
posteriormente visualizarlas en un microscopio ddndonos una aplicacion directa para
realizar imagenologia médica a nivel celular.

Los distintos tamafios de nanodiamantes (35, 70 y 100 nm) no mostraron diferencia
significativa en cuanto a la modificacion de su espectro de emision fluorescente y fueron
utilizados para establecer las escalas termométricas lineales. Asimismo, este resultado
brinda la posibilidad de utilizar nanodiamantes de distintos tamafos para distintos tipos
de imagenologia, por mencionar algunos ejemplos, los tamafios grandes (100 nm)
podrian ser utilizados para su difusion superficial en células mientras que los tamafos
mas pequefios (35 y 70 nm) serian utilizados especialmente para su internalizacion
intracelular, dando lugar a lo que se conoce como nanotermometria fluorescente mediante
el uso de nanodiamantes.

La fluorescencia de los nanodiamantes resultd ser linealmente proporcional respecto de
la temperatura local de los nanodiamantes suspendidos en agua. Este comportamiento se
conservo a través de distintos tamafios de nanoparticula, cantidad de centros de color NV
y concentracion; indicando un amplio rango de dilucion de los nanodiamantes sin perder
sus caracteristicas de nanotermometros, y teniendo una viabilidad celular del 95 — 100%.
Inclusive, estas caracteristicas, muestran la posibilidad de hacer un uso 6ptimo de los
nanodiamantes al mismo tiempo que se abarata el costo de las técnicas de
nanotermometria.

Los espectros de emision de nanodiamantes concentrados a 10 mg/mL hasta 0.1 mg/mL
demostraron emitir una fluorescencia no lineal respecto de la concentracion. Para

concentraciones bajas (0.1-2.5 mg/mL) se tiene una pendiente positiva, pero, una vez
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alcanzado el méximo, ésta se vuelve negativa, decayendo para concentraciones grandes
(5-10 mg/mL). La dispersion de datos demuestra ser no lineal y a su vez fue ajustado con
un polinomio de cuarto orden. Esto sugiere que la intensidad relativa de ambos estados
de carga puede ser expresada en términos de la concentracion. Esta aproximacion tiene
su aplicacidn practica en la observacion de células mediante la microscopia confocal
fluorescente, donde el uso de alguna concentracion grande (e.g. 10 mg/mL) podria
resultar en una saturacion del detector y observar “blanco” y viceversa con alguna
concentracion baja (e.g. 0.01 mg/mL).

Debido al interés de poder estimar la temperatura celular (de alrededor de 37 °C) se
caracterizaron los espectros de emision de las concentraciones biocompatibles de 0.5
mg/mL y 0.1 mg/mL dentro de un rango térmico bioldgico de 30 °C a 45 °C, con pasos
finos de 0.1 °C, con una tolerancia de no mas de 0.02 °C y con 30 minutos de tiempo de
equilibrio térmico en esa temperatura, acumulando 151 espectros en el rango térmico. La
concentracion de 0.5 mg/mL exhibe una fluorescencia que disminuye a través de todo el
rango espectral detectado durante el calentamiento. La intensidad fluorescente relativa de
ambos estados de carga traz6 una tendencia de datos lineal y se observé adicionalmente
como su posicion y ancho permanecen casi estaticos dentro del rango de temperatura. Por
otra parte, la concentracion de 0.1 mg/mL exhibe una fluorescencia que también
disminuye a través de calentamientos con la excepcion de que es alrededor de 7.5x menos
intensa (en su maximo) que la de 0.5 mg/mL y tiende a aumentar en intensidad después
de 42 °C, traslapandose con aquellos <42 °C. Ambas concentraciones poseen la cualidad
de estimar la temperatura de una manera lineal con errores de estimacion de +0.01 °C, lo
que permite la medicion de la temperatura con 2 digitos después del punto de precision.
Aunado a esto, esta técnica en términos de sus errores de estimacion es comparable con

las de ODMR y SNOM.

Los nanodiamantes fluorescentes utilizados, se comportan como nanotermdémetros
primarios debido a las escalas lineales establecidas para la intensidad en funcion
de la temperatura. Ademas, pueden ser calibrados mediante la observacion

sucesiva de su espectro de emision a temperatura fija (por ejemplo, la temperatura
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de laboratorio), o bien a través de un rango térmico como los usados en este
trabajo. Esto puede ser implementado en la microscopia confocal fluorescente
donde las imagenes construidas por contraste fluorescente pueden transformadas
a imagenes de contraste térmico, permitiendo el monitoreo de la temperatura en
células o sistemas bioldgicos. Adicionalmente, ya que estos nanotermometros
poseen de dos marcadores fluorescentes debido a sus dos estados de carga del
centro de color NV, es posible implementar dos posibles estimadores de la
temperatura mediante el uso de filtros Opticos para observar una imagen con doble
contraste de intensidad. Esto permite estimar dos temperaturas locales mediante el
uso de un solo tipo de nanoparticula.

Finalmente, los nanodiamantes demostraron ser altamente biocompatibles
partiendo con un 85% de viabilidad celular para una concentracion de 1 mg/mL,
95% para la de 0.5 mg/mL y 100% para la concentraciéon de 0.1 mg/mL. Este
resultado, nos otorga la posibilidad de construir estos nanotermometros basados
en nanodiamantes fluorescentes con poco material abaratando el costo de

produccion debido a la baja concentracion requerida para ello.
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Perspectivas

Fenomeno del quenching. Una de las perspectivas a mediano plazo seria el
investigar a fondo cudl es la razén del quenching en la fluorescencia de los
nanodiamantes fluorescentes mediante modelos teodricos utilizando simulacion
computacional con el fin de analizar si es un efecto de tipo FRET, de formacion
de aglomerados debido a la concentracion, impurezas en el material o simplemente
un fendmeno asociado a un quenching colisional por las moléculas en las que estan
suspendidos los nanodiamantes al ser excitadas en el experimento.
Nanotermometria Raman. Realizar unas correcciones al modelo de temperatura lineal
propuesto utilizando la técnica de termometria Raman. Para tal fin, es necesario realizar
espectroscopia Raman a distintas temperaturas, esto con la finalidad de analizar como se
comportan las bandas asociadas a las intensidades Raman de los nanodiamantes como
una funcién de la temperatura, concentracion y tamafio de particula. En principio, esto es
posible debido a la alta resolucion espectral que poseen los espectrometros Raman,
(posibilidad de detectar con precision dos picos adyacentes).

Nanotermometros in vitro. Andlogo al método para analizar la citotoxicidad de los
nanodiamantes, es posible hacer uso de varias células cancerosas tales como las HelLa
para cancer cervicouterino, AGS para cancer de estomago, H1299 para cancer de pulmon,
s6lo por mencionar algunas, para analizar y mejorar el funcionamiento de los
nanotermometros propuestos en este trabajo.

Clasificacion de agresividad. Realizar experimentos con distintos tipos de lineas
celulares cancerigenas para generar una base datos con las eficiencias de los
nanotermoémetros, los rangos de operacion (de temperatura) para distintas células
cancerigenas, y de ser posible generar una clasificacion de la agresividad de éstas mismas
basados en la intensidad de fluorescencia o temperatura. Con esta clasificacion podria
realizarse un mapeo respecto a qué tipo de cancer es y en que etapa se encuentra en un

diagnostico temprano de la enfermedad.
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