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@Resumen:

Nanoparticulas de Ag,S super fluorescentes en la
region del infrarrojo cercano y método de

obtencion.

El marcaje con sondas fluorescentes juega un papel
importante en los estudios a nivel celular y tisular
tanto en investigacion biomédica como en estudios in
vivo. Las sondas de particulas de Ag,S
presentan la ventaja de baja o nula toxicidad, a la vez
que exhiben fluorescencia en el infrarrojo cercano.
Pero las sondas de Ag,S presentan el
inconveniente detener una baja eficiencia cuantica
(alrededor de un 0,2 %).

La presente invencidn describe nanoparticulas de
Ag,S capaces de emitir en el infrarrojo cercano con
una eficiencia cuantica del 10% (lo que supone un
incremento de 50 veces con respecto a la eficacia de
las nanoparticulas obtenidas hasta el momento) asi
como su método de sintesis, e | cual es un método
sencillo que da lugar a particulas estables
coloidalmente y que pueden ser funcionalizadas
superficialmente.
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DESCRIPCION
Nanoparticulas de Ag.S super fluorescentes en la region del infrarrojo cercano y método
de obtencion

SECTOR DE LA TECNICA

La invencion pertenece al campo de la Quimica de Materiales de aplicacion en Biologia
y Medicina. De forma mas concreta, se refiere a la obtencién de materiales inorganicos
con propiedades fluorescentes para su aplicacion en sistemas avanzados de contraste

de imagen en medios bioldgicos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION
El marcaje con sondas fluorescentes juega un papel importante en los estudios a nivel

celular y tisular tanto en investigacion biomédica como en estudios in vivo.

En el caso de estudios in vivo, las imagenes fluorescentes obtenidas en el infrarrojo
cercano presentan una serie de ventajas que las hace Unicas. Por un lado, la mayor
capacidad de penetracion de la luz infrarroja permite iluminar y visualizar tejidos
profundos a los que la luz visible no puede llegar. Por otro lado, la menor abundancia
de moléculas bioldgicas capaces de emitir en el infrarrojo cercano permite reducir la

sefal de fondo, permitiendo incrementar la sensibilidad de la técnica.

Por este motivo, durante los Ultimos afios, se ha prestado una gran atencion al desarrollo
de sondas capaces de emitir en el infrarrojo cercano para aplicacion en diagndéstico
médico por imagen, biologia molecular, etc. Actualmente, las sondas mas utilizadas para
emision en el infrarrojo cercano contienen Cd?*, Hb?*, Pb?*, entre otros. Pero seria
interesante desarrollar sondas que emitan en la regién del infrarrojo cercano pero con

baja toxicidad.

En este sentido, las particulas de Ag.S constituyen una alternativa ideal debido a su
baja o nula toxicidad, a la vez que exhiben fluorescencia en el infrarrojo cercano. Pero
las sondas de Ag,S presentan el inconveniente de tener una baja eficiencia cuantica
(alrededor de un 0,2 %) por lo que es necesario una modificaciébn quimica de su
superficie para incrementar dicha eficiencia. Sin embargo, su estructura cristalina

dificulta sustancialmente tal modificacién de su superficie.
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Todo lo anteriormente expuesto hace que sea de gran interés en el estado de la técnica
actual desarrollar un método que permita obtener sondas de Ag»S con elevada eficiencia
cuantica mediante un método sencillo de sintesis que produzca nanoparticulas de
tamafo controlado, facilmente dispersables, con elevado grado de reproducibilidad y
que, ademas, permita una sencilla funcionalizacion superficial para su posterior

aplicacion en la toma de imégenes fluorescentes.

EXPLICACION DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a nanoparticulas de Ag.S capaces de emitir en el
infrarrojo cercano con una eficiencia cuantica del 10% (lo que supone un incremento de
50 veces con respecto a la eficacia de las nanoparticulas obtenidas hasta el momento)
asi como su método de sintesis el cual es un método sencillo que da lugar a particulas
estables coloidalmente y que pueden ser funcionalizadas superficialmente, lo cual las

hace interesantes como agentes de contraste de imagen en aplicaciones biol6gicas.

El método de sintesis de nanoparticulas de Ag.S comprende las siguientes etapas:
1) Preparacién de nanoparticulas de Ag.S hidrofébicas.

a) Se mezclan una fuente de Ag y una fuente de S con una molécula organica de
cadena larga conteniendo una amina y/o un tiol y la mezcla se hace reaccionar
a una temperatura entre 80°C y 320°C en una atmosfera cerrada.

b) Tras un proceso de enfriamiento pasivo, se afiade a la mezcla anterior un
disolvente orgénico polar, se centrifuga y las nanoparticulas obtenidas se lavan
dando lugar a nanoparticulas hidrofébicas.

2) Tratamiento con laser ultra-rapido.

3) Intercambio de ligando para general particulas de Ag-S hidrofilicas.

En el paso 1a) de preparacion de nanopatrticulas de Ag.S hidrofébicas la fuente de plata
puede ser cualquier nitrato de plata, dihidrocarbil-tiofosfato de plata, dioctil
sulfosuccinato de plata, tiobenzoato de plata, acetato de plata, dodecanoato de plata,
tetradecanoato de plata y octadecanoato de plata. Entre las moléculas organicas de
cadena larga pueden emplearse, octilamina, trioctilamina, dodecilamina,
octadecilamina, octaenotiol, undecanotiol, dodecanotiol, tridecanotiol, tetradecanotiol,

pentadecanotiol, hexadecanotiol, eicosaenotiol,

En paso 2) de tratamiento con laser ultrarrapido induce un cambio estructural que
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elimina los defectos e incrementa la eficiencia cuantica de las nanoparticulas. Este
proceso, preferiblemente, se realiza dispersando las nanoparticulas de Ag.S en
cloroformo, diclorometano, dicloroetano, tricloroetano o cualquier solvente organico que
contenga cloro. En el proceso de optimizacion de la muestra se emplea un laser ultra-
rapido durante un intervalo de tiempo que depende de caracteristicas especificas del
laser entre las que cabe destacar: longitud de onda, longitud del pulso, frecuencia,

densidad de potencia aplicada y tamafio del diametro del haz.

El paso 3) de intercambio de ligando se lleva a cabo mezclando nanoparticulas de Ag.S
hidrofébicas obtenidas en el paso anterior con una cantidad equivalente o un exceso de
alguna molécula hidrofilica que contenta un grupo tiol de tal forma que la superficie de
las nanoparticulas de Ag»S sea funcionalizada por el grupo hidrofilico obteniéndose de
esta forma particulas hidrofilicas. El grupo hidrofilico es cualquiera de entre: acido
mercaptoacetico, acido mercaptopropionico, cisteina, cisteinamina, acido tioctico,
mercaptoacetato de amonio, o cualquier combinacién de los mismos. El disolvente
organico puede ser, entre otros, etanol, metanol, acetona, cloroformo, diclorometano,
tolueno, 1-metil-2-pirrolidona o cualquier combinacion de los mismos. En este solvente
organico la reaccion de sustitucién es realizada a una temperatura comprendida entre 0
y 80°C durante un periodo de unas 1 horas o0 mas. El tiempo de reaccion puede ser
modificado de acuerdo a la reactividad y solubilidad de la molécula estabilizante. EI pH
de las soluciones acuosas empleadas durante el paso 3 esta comprendido entre 7 y 14.
Tras esto, los puntos cuanticos son lavados con soluciones acuosas para eliminar restos

de reactivos.

El método es sencillo y aporta reproducibilidad al sistema.

Las particulas obtenidas presentan una eficiencia cuantica proxima al 10% y presentan
elevada fluorescencia, estabilidad y excelente biocompatibilidad por lo que pueden ser

empleadas como agentes de contraste tanto en imagen celular como en imagen in vivo.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
Figura 1. Imagen TEM De nanopatrticulas de Ag-S.

Figura 2. Eficiencia cuantica de las nanoparticulas de Ag,S antes y después del

tratamiento con laser.
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Figura 3. Tiempos de vida de las nanoparticulas antes y después del tratamiento con

laser.

Figura 4. Intensidad de la fluorescencia emitida por las nanoparticulas antes y después

del tratamiento con laser.

REALIZACION PREFERENTE DE LA INVENCION
La presente invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos, que

no pretenden ser limitativos de su alcance.

Ejemplo 1:
Se mezclan 0,1 mmol de dietilditiocarbamato de plata y 10 g de dodecanotiol en un

reactor y se calienta hasta 200°C en atmoésfera de N> durante 1 hora. Tras esto, se deja
enfriar la reaccion de forma natural y se afiaden 50 ml de etanol anhidro. La mezcla es
centrifugada, Lavada y dispersada en hexano. La muestra asi obtenida es identificada
como nanoparticulas de Ag2S monoclinico mediante difraccion de rayos X y
microscopia de transmision de electrones. El tamafio de las particulas es de 5 nm tal y
como se muestra en la Figura 1. Estas nanoparticulas presentan un espectro de emision

en el infrarrojo tal y como se muestra en la figura 2.

A la dispersion anterior se afiaden 0,2 g de acido tioctico y un volumen similar de etanol
anhidro y se redispersa en CHCIs. La mezcla resultante se sénica y ultrasonica durante
4 h; después se centrifuga y lava con agua desionizada para obtener nanoparticulas de
Ag.S dispersables en agua. La fluorescencia de las particulas solubles en agua es

mostrada en la figura 3. El rendimiento cuantico de la muestra es de 0,17%.

Ejemplo 2:
Se mezclan en un matraz de tres bocas 0,1 mmol de nitrato de plata, 8 g de dodecanetiol

y 5,4 g de oleilamina y se calienta la mezcla a 180°C durante 1 h. Después, la solucion
se enfria a temperatura ambiente y se afiaden 50 ml de etanol anhidro. La mezcla
resultante se centrifuga, se lava y se dispersa en cloroformo. La muestra obtenida se
caracteriza mediante difraccion de rayos X y microscopia electrénica de transmision.
Los resultados de esta caracterizacion dan como resultado que las nanoparticulas

sintetizadas presentan una corteza de Ag.S, tienen una fase monoclinica y un pequefio

5



10

15

20

25

30

35

ES 2773946 Al

nacleo de plata. El tamafio de las nanoparticulas es de 10 nm. Un analisis
espectroscOpico muestra que las nanoparticulas presentan un buen espectro de

emision de fluorescencia en el infrarrojo cercano.

Se afiaden 0,2 g de L-cisteina a la dispersion de ciclohexano anterior, luego se afiade
un volumen igual de etanol anhidro. La mezcla resultante se agita durante 24 h, luego
se centrifuga y se lava con agua desionizada para obtener puntos cuanticos Ag.S
solubles en agua con tamafios de particula de aproximadamente 8 nm, que todavia
tienen una emision de fluorescencia muy fuerte. El rendimiento cuantico de la muestra
es de 0,14%

Ejemplo 3:
Se disuelven 3 mmol de AgNO3, como fuente de plata, en 10 ml de octadecilamina a

150°C (en un bafio de aceite). Después de 10 minutos la solucién adquiere un color azul
intenso metalico, lo que indica la formacion de nanoparticulas de Ag. Después se agrega
1 mmol de L-cistina a la mezcla previa como fuente de azufre. La reaccion se mantiene
durante 20 minutos en atmésfera de aire tras lo cual se obtienen nanoparticulas de Ag.S

hidrofoébicas.

Las nanoparticulas asi obtenidas presentan un tamafio de, aproximadamente, 12 nmy
estructura de nucleo-corteza (nUcleo de Ag y corteza de Ag.S). Estas nanoparticulas se
precipitan mediante la adicion de etanol anhidro y posteriormente se centrifugan y se

redispersan en CHCIs. El rendimiento cuantico de estas nanopatrticulas es del 0,2 %.

Ejemplo 4:
En este ejemplo y lo siguientes se ilustra el tratamiento de las nanopatrticulas de Ag.S

con laser ultrarrapido.

Las particulas hidrofébicas obtenidas segun el ejemplo 3, se dispersan en CHCIs u otros
disolventes clorados como CH,CIl, CCls, etc. manteniendo una concentracion de
nanoparticulas en disolucién de 1 mg/ml. Posteriormente, se irradian utilizando un laser
ultra-rapido a una longitud de onda de 800 nm y 3W con un haz de 0,8 mm diametro
(densidad de potencia 6W/cm?), con pulsos de 50 femto-segundos, a una frecuencia de
1 kHz durante, aproximadamente, 10 minutos. Tras ello, la muestra pasa de exhibir un

rendimiento cuantico de un 0,2% a un 10 %. Esta subida en la eficacia cuantica, tal y
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como se muestra en la figura 2 esta ligada a un incremento en los tiempos de vida de
las nanoparticulas (figura 3), asi como en la fluorescencia de las nanoparticulas tal y

como se muestra en la figura 4.

Ejemplo 5:
La reaccion de mejora puede ser realizada mediante la iluminacion de la muestra con

un laser ultra-rdpido a una longitud de onda de 400 nm. En este caso, la mejora de las

nanopatrticulas se realiza en un tiempo menor (figura 32).

Ejemplo 6:
La aplicacion de pulsos por debajo de 500 fs permite realizar la transformacion de las

nanopatrticulas y mejorar su rendimiento cuantico siendo, entre los valores preferidos,
un pulso de 50 fs tal y como se muestra en la figura 3b. La densidad de energia aplicada
a la muestra puede ser también variada. Esto afecta a la velocidad de transformacion
del producto y la estructura de las nanoparticulas. De tal forma que densidades de
potencia superiores a 40 W/cm2 producen dafio en las nanoparticulas y reduce su
eficiencia cuantica. Por debajo de estas densidades de potencia la mejora la eficiencia
cuantica de las nanoparticulas siendo 6ptima para valores de 20 W/cm2 e ineficientes

para valores inferiores a 3W/cm2.
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REIVINDICACIONES

1. Nanoparticulas de Ag.S hidrofilicas caracterizadas porque su superficie esta

funcionalizada por un grupo hidrofilico cualquiera de entre: acido
mercaptoacetico, acido mercaptopropionico, cisteina, cisteinamina, acido

tioctico, mercaptoacetato de amonio, o cualquier combinacion de los mismos.

Método de sintesis de nanoparticulas de Ag.S hidrofilicas que comprende las
siguientes etapas:
1) Preparacion de nanoparticulas de Ag.S hidrofobicas.

a) Se mezclan una fuente de Ag y una fuente de S con una molécula
organica de cadena larga conteniendo una amina y/o un tiol y la
mezcla se hace reaccionar a una temperatura entre 80°C y 320°C en
una atmésfera cerrada.

b) Tras un proceso de enfriamiento pasivo, se afiade a la mezcla anterior
un disolvente organico polar, se centrifuga y las nanoparticulas
obtenidas se lavan dando lugar a nanoparticulas hidrofébicas.

2) Tratamiento con laser ultra-rapido.

3) Intercambio de ligando para general particulas de Ag»S hidrofilicas.

3. Método de sintesis de nanoparticulas de Ag.S, segun reivindicacion 2, donde la

fuente de plata puede ser cualquier nitrato de plata, dihidrocarbil-tiofosfato de
plata, dioctil sulfosuccinato de plata, tiobenzoato de plata, acetato de plata,
dodecanoato de plata, tetradecanoato de plata y octadecanoato de plata. Entre
las moléculas organicas de cadena larga pueden emplearse, octilamina,
trioctilamina, dodecilamina, octadecilamina, octaenotiol, undecanotiol,
dodecanotiol, tridecanotiol, tetradecanotiol, pentadecanotiol, hexadecanotiol,

eicosaenotiol.

Método de sintesis de nanoparticulas de Ag.S, segun reivindicaciones 2 y 3,
donde el tratamiento con laser se realiza dispersando las nanoparticulas de Ag»S
en cloroformo, diclorometano, dicloroetano, tricloroetano o cualquier solvente

organico que contenga cloro.

Método de sintesis de nanoparticulas de Ag.S, segun reivindicacion 4, donde

se emplea un laser ultra-rapido durante un intervalo de tiempo que depende de
8
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caracteristicas especificas del laser entre las que cabe destacar: longitud de
onda, longitud del pulso, frecuencia, densidad de potencia aplicada y tamafio del

didmetro del haz.

Método de sintesis de nanoparticulas de Ag.S, segun reivindicaciones 2 a 5,
donde el intercambio idnico se lleva a cabo mezclando nanoparticulas de Ag.S
hidrofébicas con una cantidad equivalente o un exceso de alguna molécula
hidrofilica que contenta un grupo tiol de tal forma que la superficie de las
nanoparticulas de Ag.S sea funcionalizada por el grupo hidrofilico obteniéndose

de esta forma particulas hidrofilicas.

Método de sintesis de nanoparticulas de Ag»S, segun reivindicacion 6, donde el
grupo hidrofilico es cualquiera de entre: &cido mercaptoacetico, &cido
mercaptopropionico, cisteina, cisteinamina, &acido tioctico, mercaptoacetato de
amonio, o cualquier combinacion de los mismos. El disolvente organico puede
ser, entre otros, etanol, metanol, acetona, cloroformo, diclorometano, tolueno, 1-

metil-2-pirrolidona o cualquier combinacién de los mismos.

Método de sintesis de nanoparticulas de Ag.S, segun reivindicaciones 6 y 7,
donde la reaccién de sustitucion es realizada a una temperatura comprendida
entre 0 y 80°C durante un periodo de una 1 hora o mas. El tiempo de reaccién
puede ser modificado de acuerdo a la reactividad y solubilidad de la molécula
estabilizante. El pH de las soluciones acuosas empleadas estd comprendido
entre 7 y 14 y los puntos cuanticos son lavados con soluciones acuosas para

eliminar restos de reactivos.

Método de sintesis de nanoparticulas de Ag2S, segun reivindicaciones 6 y 7Tras
esto, los puntos cudnticos son lavados con soluciones acuosas para eliminar

restos de reactivos.

10. Uso de las nanoparticulas reivindicadas como sondas fluorescentes.
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