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RESUMEN

Los sistemas de administracion de farmacos prolongan la vida util, mejoran la solubilidad y
facilitan la dosificacion. En particular, permiten administrar el farmaco en lugares especificos a una
velocidad controlada o sostenida. Los hidréxidos dobles en capas son particulas inorganicas que se
han propuesto como sistemas de administracion de multiples farmacos en las Gltimas dos décadas.
Sin embargo, el potencial de la estructura de estas particulas no se ha aprovechado plenamente, ya
que su composicién y estructura quimica pueden manipularse para afiadir mas funcionalidades
integradas en una sola particula de dimensiones nanométricas con el fin de obtener materiales
terandésticos. En este trabajo, proponemos algunas vias para obtener particulas de hidréxidos dobles
en capas modificadas con lantanidos, y mostraremos los perfiles de fluorescencia en la region visible
obtenidos mediante espectroscopia de fotoluminiscencia; en particular, se demostrara que la emisién
puede detectarse en microscopios comerciales, tanto en forma de particulas puras como cuando
estan cargadas con un agente terapéutico. Los resultados demuestran que las particulas de
hidroxidos dobles en capas constituyen plataformas alternativas para el desarrollo de sistemas
terapéuticos y de diagnostico a escala nanomeétrica.
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ABSTRACT

Drug delivery vehicles enhance shelf life, improve solubility, and dosing. Especially allow the
drug to be delivered to localized sites at a controlled or sustained rate. Layered double hydroxides
are inorganic particles that have been proposed as vehicles for multiple drugs in the last two decades.
However, the potential of these particles' structure has not been fully exploited, as their composition
and chemical structure can be manipulated to integrate additional functionalities into a single
nanometric particle, thereby obtaining theranostic materials. In this work, we propose some routes to
obtain lanthanide-modified layered double hydroxides particles, and we will show the fluorescence
profiles in the visible region obtained by photoluminescence spectroscopy, and especially it will be
shown that the emission can be detected in commercial microscopes either as pure particles or even
when they are loaded with a therapeutic agent. The results demonstrate that layered double
hydroxides particles are alternative platforms for developing therapy and diagnostic systems in
nanometric dimensions.

KEY WORDS:

Nanovehicles, probes, fluorescence, lanthanide, layered double hydroxides.
Introduccion

Los hidréxidos dobles laminares (LDHs) surgieron en las Ultimas décadas como una
prometedora familia de materiales inorganicos con una estructura laminar propensa a ser intercalada
con una amplia gama de aniones organicos e inorganicos en el espacio entre capas. Como
consecuencia de ello, cada afio se describen cientos de nuevos materiales con aplicaciones en
catdlisis, agricultura, medio ambiente y tecnologia de polimeros, por ejemplo (Kovalenko et al., 2024).
Entre estas &reas, recientemente se ha incluido la ciencia biomédica. En primer lugar, los LDH se
propusieron como matrices para la administracién de farmacos (Del Hoyo, 2015; Kura et al., 2014)
y, posteriormente, para retener material genético (Li et al., 2024), nutracéuticos (Lisevski et al., 2024)
0 como sondas para diagnosticar enfermedades (Adampourezare Nikzad, 2024). En este sentido,
los intentos de preparar LDHs con respuesta luminiscente o magnética implicaron la incorporacion
de cationes de Eu(lll) en la estructura (Chen et al., 2010; Chen et al., 2011), la adicién de croméforos
(Wei et al., 2015) y complejos de Gd(lll) (Xu et al., 2007). Aunque estos materiales presentaban una
eficiencia adecuada para el diagnéstico, las estructuras de LDH deben combinarse con otros
materiales para mejorar propiedades como la biocompatibilidad, la permeabilidad a través de la
membrana celular, el transporte de farmacos y la toxicidad; sin embargo, el tamafio de las particulas
aumenta, lo que limita, por ejemplo, la capacidad de atravesar membranas, ya que la nanodimension
determina esta propiedad (Kuthati, 2015).

Un material ideal con funcionalidades robustas estaria compuesto por una Unica fase cristalina
de dimensiones nanométricas que presentara capacidades terapéuticas y diagnésticas. Las LDHs
podrian ser estructuras adecuadas para desarrollar tales particulas teranésticas. Por ejemplo, el
dopaje de las LDHs con Eu(lll) produce particulas fluorescentes (Cho et al., 2017), y estas son
capaces de transportar farmacos (Li et al., 2022; Sun et al., 2014), o compuestos luminiscentes
intercalados en el espacio entre capas (Saska Romero et al., 2022; Sonoyama et al., 2020; Yagami
et al., 2017).

En cuanto a la inclusion de otros lantanidos en estructuras LDH, cabe mencionar la
incorporacion de disprosio a una red cristalina de zinc y aluminio, en la que se obtuvo, mediante
espectroscopia de fotoluminiscencia, una banda de emision a 574 nm, atribuida a deformaciones de
los sitios de coordinacion catiénicos (Vargas et al., 2013), y un LDH dopado con erbio que emite en
la region del infrarrojo (Yin et al., 2022). También hay constancia de la luminiscencia en una hidroxisal
en capas de iterbio, que presentd propiedades luminiscentes (Yang et al., 2018). Sin embargo, las
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emisiones no se exploraron mas a fondo en microscopios comerciales para demostrar su viabilidad
como sondas nanométricas funcionales.

Por lo tanto, en la busqueda de una nanoestructura capaz de transportar un compuesto bioactivo
y, al mismo tiempo, emitir sefiales fluorescentes, nos propusimos obtener particulas de LDH
modificadas intralaminar con cationes de Dy, Gd, Er y Yb, y estudiar su respuesta fluorescente con
el objetivo de proponer sondas fluorescentes con emision detectable en microscopios comerciales y
emisiones en un amplio rango de longitudes de onda para mejorar la diferenciacion respecto a la
autofluorescencia de diversos tejidos o células.

Por otra parte, la silimarina es un complejo natural de flavonolignanos extraido de Silybum
marianum. Su principal componente bioactivo, la silibina, puede eliminar las especies reactivas de
oxigeno, modular las defensas antioxidantes celulares y proteger las membranas biol6gicas contra
el dafio oxidativo. A pesar de su potencial terapéutico, la aplicacidn clinica de la silimarina se ve
limitada por su baja solubilidad en agua y su escasa biodisponibilidad. Por ello, se han estudiado los
portadores nanoestructurados para mejorar su estabilidad, administracién y rendimiento biolégico
(Gohari et al., 2023). En consecuencia, los hidroxidos dobles en capas constituyen plataformas
atractivas para la carga y el transporte de moléculas como la silimarina, al tiempo que ofrecen
oportunidades para aplicaciones de imagen y diagndstico. Por (ltimo, evaluamos si las
nanoestructuras cargadas con silimarina podian conferir proteccién antioxidante a los eritrocitos
expuestos al estrés oxidativo inducido por el peréxido de hidrogeno.

Material y Métodos

Sintesis de LDH

La composicion ideal y las relaciones molares de los cationes se recogen en la Tabla 1. De
acuerdo con estas proporciones, para preparar los derivados de disprosio y gadolinio, se utilizaron
Zn(NO3)2+6H20, Al(NO3)3°9 H20 y las sales Dy(NO3)z*x H20 or Gd(NOs)s*x H20 se disolvieron en 80
mL de agua descarbonatada. Mientras se agitaba la solucién, se purgd con nitrdgeno gaseoso
durante 2 minutos. Se detuvo el flujo de nitrégeno y se continué la precipitaciéon afiadiendo gota a
gota NH4OH al 14 % hasta que la mezcla alcanz6 un pH de 8,00. La mezcla se dejé bajo agitacion
magnética durante 24 horas y, transcurrido este tiempo, el sélido obtenido se lavé con agua
desionizada hasta que el liquido alcanzé un pH de 7. Finalmente, el sélido se separé y se secé
durante 24 h a 70 °C.

En cuanto a los derivados del erbio y el iterbio, las sales Zn(NO3)2¢6 H20, AI(NO3)z*9 H20 y
Er(NOs)3*xH20 or Yb(NOs3)z*x H20 se disolvieron directamente en 80 mL de agua desionizada y se
llevé a cabo la precipitacion con una solucion de NH4OH al 6 %, tras lo cual los solidos se secaron a
50 °C. A continuacién, se describe una ecuacion representativa para la preparacion de todas las
muestras:

2.527Zn(NO3)2 +0.75 AI(NOg3)s + 0.25 Ln(NO3)z + NH4OH [ Zn2sAlo.75LNno.25(OH)7NO3 + 8 NOs +
7 NH4*

Incorporacion de silimarina

La adicién de silimarina se llevé a cabo mediante el método mecanoquimico, mezclando ZnAlEr
0 ZnAlYb con silimarina en una proporcion mésica de 3:1. Los polvos se mezclaron a mano en un
mortero de 4gata durante 30 minutos. Los s6lidos se lavaron con agua para garantizar la eliminacion
de las moléculas no injertadas de la silimarina; para ello, se dispersaron y agitaron 0,25 g del
producto en 50 mL de agua. El sélido se recuperé mediante centrifugacién y se desechd el liquido
de color amarillo. Este proceso se repitio tres veces, hasta que la fase liquida quedé incolora. Los
sélidos se lavaron con agua para garantizar la eliminacion de las moléculas no injertadas de la
silimarina y, finalmente, se secaron durante 48 horas a temperatura ambiente.

Caracterizacion
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Los productos en polvo se analizaron mediante difraccion de rayos X (DRX). En primer lugar, se
colocaron en un portamuestras de vidrio. Los patrones se registraron en el modo 26 con un paso de
0,02°, a una velocidad de barrido de 25 segundos por paso, en un difractémetro PANalytical modelo
EMPYREAN, utilizando radiacion Cu-Ka generada con 40 kV y 30 mA. Se realizd un analisis
cualitativo de los perfiles de difraccion de rayos X (XRD) mediante la simulacion de difractogramas
con CrystalDiffract®: un programa de difraccion de polvos para Mac y Windows. CrystalMaker
Software Ltd, Oxford, Inglaterra (www.crystalmaker.com). La estructura de la hidrotalcita se obtuvo
de la propia base de datos de CrystalMaker con la composicion Mgs Al(OH)s COz . Los espectros
infrarrojos (IR) se obtuvieron con un espectrometro Thermo Scientific, modelo iS50 ATR. Los
espectros se promediaron a partir de 16 barridos con una resolucién de 4 ¢, El tamafo de las
particulas se analiz6 en un equipo Malvern PANalytical, modelo Zetasizer Nano ZS90. Las
suspensiones se prepararon mezclando 5 mg de la muestra con 2 mL de agua desionizada y se
dispersaron mediante sonicacién durante 3 minutos; las lecturas se realizaron fijando el indice de
refraccion en 1,5. Asimismo, se estudid la fluorescencia con un espectroscopio de fotoluminiscencia;
el analisis se llevé a cabo utilizando una lampara de arco de xenén de 1000 W, fijando la longitud de
onda de excitacion en 365 nm. La luz emitida se recogi6 mediante un tubo fotomultiplicador
Hamamatsu R925 acoplado a un espectrometro Acton SpectraPRO 2755i. El rayo laser se enfoco
sobre un soporte para un portamuestras de vidrio, donde la muestra comprimida se sujeté con cinta
adhesiva negra de doble cara.

Tabla 1. Relaciéon molar de los cationes metalicos, composiciones ideales y etiquetas.

Relacién molar

Composicion prevista Zn Al Dy Gd Er Yb etiqueta
Zn,s Al; (OH)s NO3 2,5 1 ZnAl
Znas Alo7s Gdo2s (OH)s NO3 2,5 0,75 0,25 ZnAlGd
Zny s Alg 75 Dyo 25 (OH)g NO3 2,5 0,75 0,25 ZnAlDy
Znas Alo7s Erozs (OH)s NOs 2,5 0,75 0,25 ZnAlEr
Znys Alg7s Ybo s (OH)s NO3 2,5 0,75 --- --- --- 0,25 ZnAlYb
ZNz5 Alg.7s Erg.2s (OH)g NOs -Sil 2,5 0,75 0,25 ZnAIEr/S
Zny s Alg7s Ybg2s (OH)g NO;3 -Sil 2,5 0,75 0,25 ZnAlYb/S

Ensayos de contraste mediante microscopia de fluorescencia

Para estos ensayos, se mezclaron 0,5 mL de sangre donada por un voluntario sano con 1 mL
de tamp6n PBS (pH 7,4) y se centrifug6 durante 5 minutos a 1500 xg y 1500 rpm para separar los
eritrocitos. Se afiadié una gota de eritrocitos a un portamuestras. Por otra parte, se mezclaron 5 mg
de ZnAIEr/S o ZnAlYb/S en 1 mL de agua y se sometieron a ultrasonidos durante 3 minutos. Se
afiadié una gota de la suspensién resultante a los eritrocitos del portamuestras. Se analiz6 la
fluorescencia de estas muestras mediante un microscopio invertido Nikon Eclipse TS2 (PL-M); las
imagenes se procesaron con el software NIS-Element (Nikon) utilizando filtros de 385 nm, 470 nm y
590 nm. Asimismo, se utilizé un microscopio Leica DMi8 acoplado a una camara Leica DFC 320, que
se manejé mediante el software Leica Application Suite (LAS), version V.

Actividad antihemolitica de las nanoparticulas cargadas con silimarina

Para evaluar la actividad antihemolitica, se recogié una muestra de sangre de 0,5 mL de un
voluntario sano en un tubo con &cido etilendiaminotetraacético (EDTA) y se centrifugd a 1500 xg
durante 5 minutos para eliminar el plasma y la capa leucocitaria. Los eritrocitos aislados se lavaron
tres veces por centrifugaciéon utilizando un tampén (150 mM de NaCl, 5 mM de HEPES, pH 7,4).
Posteriormente, se prepard una suspension de eritrocitos al 1 % (v/v) diluyendo el concentrado de
hematies en el mismo tampén. Se preincubaron alicuotas de esta suspension celular (2 mL) con 3
mg de nanoparticulas a 37 °C durante 20 minutos. A continuacion, se indujo el estrés oxidativo
afladiendo perdxido de hidrégeno hasta una concentracion final de 50 mM, seguido de una
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incubacion a 37 °C con agitacién suave durante 3 h. Se prepard un control de hemdlisis al 100 %
suspendiendo los eritrocitos en agua destilada, mientras que las células incubadas Unicamente en
el tampon sirvieron como control negativo (0 % de hemdlisis). Tras la incubacién final, las muestras
se centrifugaron a 1500 xg durante 5 minutos a 4 °C. Se recogieron los sobrenadantes y se cuantificd
la liberacion de hemoglobina midiendo la absorbancia a un e de 540 nm. El porcentaje de hemolisis
se calcul6 segun el método descrito por Benincasa et al. (2025).

Resultados y Discusién

Caracterizacién en estado so6lido

La difraccion de rayos X es una técnica que genera un patron de difraccién cuyas sefiales se
asocian a una estructura cristalina especifica. En este caso, el analisis comenzé con el compuesto
ZnAl, ya que esta estructura figura en una base de datos y servira de referencia para el analisis de
los compuestos de la Tabla 1. El perfil de difraccién de rayos X del LDH de referencia de ZnAl
coincidié con el perfil de la ficha ICDD n.° 38-0486 (Kabekkodu et al., 2024), lo que confirma la
formacion de la estructura LDH. Un dato importante de este patrén es la reflexion cercana a los 10
grados (2theta), que corresponde a una distancia basal de 8,9 A (Figura 1). Esta distancia se define
como la separacién entre dos capas contiguas, que depende del volumen del anién interlaminar. En
el presente caso, la distancia basal concuerda con la de un LDH que contiene nitrato (Chao et al.,
2008). Ademas de este reflejo, aparece una sefial de menor intensidad cerca de los 11 grados
(2theta), correspondiente a una distancia entre planos igual a 7,7 A, que también se observa en
estructuras LDH y que puede deberse a una orientacion plana de los iones nitrato entre las capas
(Chao et al., 2008; Wang et al., 2007).

La adicion de disprosio o gadolinio al medio de reaccion dio lugar a estructuras con la distancia
basal de 8,9 A observada en el ZnAl de referencia, pero con una menor calidad cristalina en los
compuestos ZnAlDy y ZnAlGd. Las reflexiones en estos difractogramas son mas anchas y de baja
intensidad; este efecto podria deberse al pequefio tamafio de las particulas, tal y como se ha descrito
en la bibliografia para las arcillas en capas y los cristales LDH (Drits et al., 1998; Basahel, 2014). Los
patrones de difraccion de rayos X (XRD) de los productos de erbio e iterbio presentan perfiles con
reflexiones amplias. Los angulos (posicién de las sefiales) coinciden con la estructura LDH registrada
en la ficha 38-0486 del Centro Internacional de Datos de Difraccion (ICDD®) (Kabekkodu et al.,
2024), lo que indica la formacion satisfactoria de estructuras LDH con ambos lantanidos. La reaccion
de la silimarina con el ZnAlYb no modifica el perfil, lo que indica que la estructura en capas es estable
y no se degrada. En la muestra de ZnAlEr, el tratamiento mecanoquimico con silimarina reduce la
intensidad de la reflexion a 9 grados, lo que indica que el nimero de capas que forman cada particula
de LDH es menor, probablemente porque la reaccién con la silimarina favorece la delaminacion.
Ademas, la anchura de los reflejos en todos los perfiles sugiere un tamafio de particula pequefio (Hu
et al., 2006) o deformaciones cristalinas (Bantikatla et al., 2021). Para comprender estos cambios,
se llevo a cabo una simulacién del perfil de difraccion de rayos X de la hidrotalcita con el fin de
entender la influencia de dichos factores estructurales en el difractograma (Figura 2). En primer lugar,
la introduccién de deformacion en los cristales amplio las reflexiones, mientras que la orientacion
preferencial a lo largo de la direccién (110) redujo la intensidad de la reflexion (003), lo que concuerda
con una reduccion del nimero de capas. Las particulas de los derivados de Er y Yb estan
compuestas por un numero reducido de capas con deformacidn cristalina.

El espectro infrarrojo (Figura 3) del LDH presenta un perfil tipico con bandas de estiramiento de
los grupos hidroxilo a 3400 cm-?, la rotacion del agua a 1640 cmt, modos de estiramiento de nitrato
a 1350, 1050 y 820 cm-?, y, por Ultimo, una sefial amplia e intensa entre 780 y 550 cm-! procedente
del estiramiento de los enlaces metal-oxigeno de las capas (Jiang et al.,, 2017). La adicién de
disprosio y gadolinio e e mantiene el perfil, salvo la banda a 1350 cm! de los iones nitrato, que
presenta un ensanchamiento intenso debido a un solapamiento con una banda a 1415 cm-! debida
a la probable presencia de carbonato (Khitous et al., 2016). Dado que la intensidad de esta banda
aumenta, la capacidad de retencion de carbonato en los derivados de lantanidos es mayor.
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Figura 1. Perfiles de difraccién de rayos X de polvos de la muestra ZnAl y los derivados
de lantanidos ZnAIDy, ZnAlGd, ZnAIEr, ZnAIEr/S, ZnAlYb y ZnAlYb/S. Fuente: Elaboracion
propia.
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Figura 2. Perfiles de difraccién de rayos X de una estructura perfectamente
cristalina de hidrotalcita (HT), de la estructura con un 0,8 % de distorsiones isotrépicas
(deformacion del 0,8 %), con un 0,7 % de distorsiones y orientacion preferencial [1 1 0]
(deformacion del 0,7 % [110]) y con un 1,1 % de distorsiones y orientacion preferencial
[110] (deformacion del 1,1 % [110]). Difractogramas procesados con CrystalDiffract®:

un programa de difraccion de polvo para Mac y Windows. CrystalMaker Software Ltd,
Oxford, Inglaterra (www.crystalmaker.com). Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 3. Espectros FTIR del polvo de ZnAl y sus derivados con disprosio (ZnAlDy) y
gadolinio (ZnAlGd). Fuente: Elaboracién propia.

La figura 4 recoge los espectros IR de las muestras de LDH de erbio e itrio y de los respectivos
productos con silimarina. El espectro de ZnAlEr y ZnAlYb también presenta el perfil de los derivados
de Gd y Dy; sin embargo, aparecié una banda intensa adicional a 1510 cm, lo que podria estar
asociado a un injerto directo de iones nitrato o carbonato (Hwang). En cuanto a los LDH con
silimarina, ademas de las bandas mencionadas anteriormente, se observé un perfil tal y como se ha
descrito en otros trabajos (Gohari et al., 2023; Yu et al., 2023), con bandas del modo de estiramiento
=C-H a 2900 cm, una banda a 1650 cm-* correspondiente a C=0, y bandas entre 1500 y 1200 cm-
1correspondientes a los modos de estiramiento C—O de la estructura polifenélica flavonolignanica de
la silimarina (Yu et al., 2023). Estas bandas indican que la silimarina, y en especial la silibina, esta
presente en los polvos recuperados mediante el proceso; en otras palabras, el proceso
mecanoquimico fue suficiente para producir el injerto de compuestos de silimarina sobre la superficie
de ZnAlEr y ZnAlYb. Quimicamente, la silibina esta formada por un resto flavonoide (taxifolina) unido
a una unidad fenilpropanoide derivada del alcohol coniferilico y contiene multiples grupos hidroxilo
fendlicos, un anillo de dioxano que conecta las dos unidades estructurales y anillos arométicos. Estas
caracteristicas estructurales son las responsables de su elevada capacidad antioxidante y facilitan
las interacciones con iones metélicos y superficies de nanoparticulas, lo que convierte a la silibina
en un agente natural atractivo para la sintesis de nanomateriales (Bijak, 2017). En consonancia con
ello, los espectros FTIR de ZnAIEr/S y ZnAlYb/S muestran bandas adicionales a aproximadamente
2900 cm'? (estiramiento C—H), 1650 cm-! (estiramiento C=0) y 1500-1200 cm-! (vibraciones C-O de
los grupos fendlicos y alcohdlicos), que estan ausentes o son significativamente menos intensas en
los materiales LDH de origen y son compatibles con la presencia de especies derivadas de la
silimarina en las particulas. Los resultados proporcionan evidencia cualitativa de la carga, mas que
una capacidad de carga exacta. En futuros estudios se deberia determinar la cantidad de silimarina
inmovilizada mediante analisis termogravimétrico (TGA), espectroscopia UV-Vis del sobrenadante
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antes y después de la carga, analisis por HPLC de la silibina 0 analisis elemental.

Figura 4. Espectros infrarrojos de las particulas de LDH modificadas con erbio o
(ZnAlEr) e iterbio (ZnAlYb) y sus respectivos productos cargados con silimarina (ZnAlEr/S 'y
ZnAlYDb/S).

En cuanto al tamafio de las particulas en solucién, las mediciones por DLS indican que las
particulas de LDH modificadas con erbio (ZnAlIEr) e iterbio (ZnAlYb) tienen un tamafio comprendido
entre 800 y 1000 nm (Figura 5) y conservan practicamente el mismo tamafio tras la carga con
silimarina (ZnAIEr/S y ZnAlYb/S).

Las particulas de LDH suelen formar agregados que se asemejan a un «castillo de naipes» o al
mineral «rosa del desierto», en los que quedan atrapadas las moléculas organicas. No es posible
determinar el tamafio individual de cada particula utilizando las técnicas empleadas en este estudio;
sin embargo, el tamafio indicado por la DLS es mas relevante, ya que representa el tamafio real, es
decir, el tamafio que presenta el material en el momento de su aplicacién. En este caso, los tamafos
superiores a 800 nm, aunque puedan corresponder a un agregado, se corresponden con el tamafio
de las particulas que estarian en contacto con las células en el experimento. Dado que el tamafio no
aumenta con la adicion de silimarina, esta podria estar formando una fina capa o quedar ocluida en
los poros de los agregados de LDH.
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Figura 5. Tamafio de particula a partir de mediciones DLS de particulas de LDH que
contienen erbio (ZnAlEr) e iterbio (ZnAlYb) y sus respectivos productos cargados con
silimarina (ZnAlEr/S y ZnAlYb/S). Fuente: Elaboracion propia.

Microscopia de fotoluminiscenciay fluorescencia

En la Figura 6 se presentan los espectros de fotoluminiscencia (PL) de los polvos excitados a
378 nm. En la muestra de ZnAl aparece un conjunto de emisiones débiles a 450, 535, 570 y 650 nm.
La emision azul cercana a los 450 nm se ha asociado claramente con centros de Zn-OH (Liang et
al., 2011), incluso en hidroxidos metalicos en los que el zinc se incluye como dopante en baja
concentracién (Tavares et al.,, 2014). Las emisiones restantes pueden asociarse con Zn-O,
concretamente en defectos producidos por vacantes u oxigeno intersticial (Padilla-Rueda et al.,
2012). La adicion de disprosio al LDH reduce el espectro de emision, tal y como se observa en el
espectro del ZnAlDy. En la muestra de ZnAIlGd, la emision se desplaza hacia la regién roja y se ve
fuertemente apagada, mientras que en las muestras de ZnAlEr y ZnAlYb, la emision se desplaza
ligeramente hacia el rojo con una intensidad mayor que la de la matriz de ZnAl.

Microscopia de fluorescencia

Para proponer las particulas de LDH como candidatas a plataformas teranésticas, la emisién
fluorescente debe ser detectable en microscopios comerciales. En primer lugar, se observaron las
particulas de baja intensidad mediante microscopia de fluorescencia (Figura 7). Las imagenes de la
parte izquierda corresponden a los polvos observados bajo luz blanca sin filtros.

Intensidad (u.a.)

T T T T T T T T
450 500 550 800 880

Longitud de anda (nm)

Figura 6. Espectros de fotoluminiscencia de la LDH de ZnAl y sus derivados con
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disprosio (ZnAlDy), gadolinio (ZnAlGd), erbio (ZnAlEr), iterbio (ZnAlYb) y los derivados de la
silimarina. Fuente: Elaboracion propia.

La muestra de Zn/Al no presenta emisidon en ninguna region, y las imagenes corresponden
exclusivamente a particulas iluminadas, no a fluorescencia. La adicién de disprosio a la estructura
activa la fluorescencia en las regiones azul y roja, produciendo algunos puntos dispersos en la
muestra de ZnAlDy. La muestra modificada con gadolinio (ZnAlGd) no presenta fluorescencia activa
en ninguna regién, en consonancia con la reduccién de intensidad observada mediante
espectroscopia de PL.

Fluorescencia en derivados de erbio, iterbio y silimarina

En esta seccion se agrupan los materiales con la fluorescencia mas intensa. Las figuras 8 y 9
muestran exclusivamente imagenes de los materiales que contienen erbio o iterbio en las longitudes
de onda de excitacion en las que la fluorescencia produjo suficiente intensidad como para ser
detectada por el microscopio y con una exposicion inferior a 1 s. Los resultados de la microscopia
de fluorescencia concuerdan con los espectros de fotoluminiscencia presentados en la figura 6, ya
que las particulas modificadas con erbio e iterbio mostraron la mayor intensidad de emisién, lo que
permitié6 su visualizacion mediante microscopios de fluorescencia comerciales con tiempos de
exposicion inferiores a 1 segundo. Esta observacion es relevante porque las sondas practicas para
bioimagen requieren sefales detectables con instrumentacion convencional, y no solo en
condiciones espectroscopicas especializadas.

Las imagenes de la figura 7 indican que la muestra de ZnAlEr, excitada con filtros de 355, 470
y 590 nm, permite la deteccién de emisiones azules, verdes y rojas. La emisién se limita a la
excitacion a 470 nm cuando las particulas estan cargadas con silimarina (ZnAlEr/S). Sin embargo,
la dispersion de este polvo con eritrocitos activa la emisién en las tres longitudes de onda, a pesar
de que los eritrocitos aislados no presenten emision (Figura 10).

Zn/Al-Gd
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Figura 7. Imagenes de microscopia confocal de las muestras de ZnAl, ZnAlDy y ZnAlGd.
De izquierda a derecha, las imagenes corresponden a las muestras iluminadas con luz
blancay alas emisiones en las regiones azul, rojay roja, respectivamente. Fuente:
Elaboracién propia.

Para comprender mejor los mecanismos de emisién y su modificacién tras la incorporacion de
silimarina y eritrocitos, es necesario recordar las transiciones 4f caracteristicas de los iones Er3*,
Aunqgue no es posible asignar de forma inequivoca los estados emisores basandose Unicamente en
datos de microscopia de fluorescencia, se ha descrito ampliamente que el Er3* presente en matrices

de 6xido permite emisiones verdes y rojas asociadas a las transiciones @Hgy , 4Szz - 4lis2 Y *For

- 4152 (Singh et al., 2013), que podrian ser las principales responsables de las emisiones detectadas

en el microscopio. En cuanto a la emisién azul, ya se coment6 anteriormente (figura 6) la presencia
de una banda a 450 nm atribuida a Zn-OH para la excitacion UV; por lo tanto, la emisién azul podria
estar asociada a esta transicion.

La incorporacion de silimarina modificé la respuesta de fluorescencia de las particulas de
ZnAlEr, limitando la emision detectable predominantemente al canal verde. Esto sugiere que el
recubrimiento organico influye en las vias de excitacion y relajacién de los centros emisores,
posiblemente a través de interacciones superficiales o procesos de transferencia de energia no
radiativa. Curiosamente, la interaccién posterior con los eritrocitos restablecié la emisién detectable
en todos los canales. Aunque, como se ha mencionado anteriormente, el mecanismo no puede
establecerse de forma concluyente solo a partir de la microscopia de fluorescencia, los resultados
sugieren que el entorno biolégico local modifica la respuesta fotofisica de las particulas hibridas.

355 nm 470 nm 590 nm

ZnAlEr

ZnAIEr/S

ZnAlEr/S con

eritrocitos

Figura 8. Imagenes obtenidas mediante microscopia de fluorescencia de ZnAlEr, el
polvo seco cargado con silimarina (ZnAIEr/S) y mezclado con eritrocitos. N.D. = no
detectado, debido a una emision insuficiente con una exposicion alaluz inferiorals.
Fuente: Elaboracion propia.
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En cuanto a las muestras con iterbio, la muestra de ZnAlYb present6 fluorescencia excitada a
470 nm. La adicion de silimarina a las particulas no produjo emisiones diferentes; solo se observa la
excitada a 470 nm. Cuando estas particulas cargadas con silimarina se mezclan con eritrocitos, a
diferencia de lo observado con las particulas que contienen erbio mediante los tres filtros, solo se
observaron imagenes excitadas a 355 y 470 nm. Esta diferencia en la emision entre las particulas
de erbio y las de iterbio indica que el comportamiento de las particulas se ve influido por la adicion
de estos lantanidos.

Es importante mencionar que los iones Yb3*suelen presentar sus transiciones mas intensas en
la regién del infrarrojo cercano (Singh et al., 2013), por lo que cabe esperar una emision visible
reducida en comparacion con las muestras que contienen erbio. No obstante, la persistencia de una
fluorescencia detectable bajo excitacion en el o visible demuestra que la matriz de LDH y los estados
de defecto asociados contribuyen de manera significativa a la respuesta optica observada.

355 nm 590 nm
ZnAlYb

N.D. N.D.
ZnAlYb/S

N.D.

ZnAlYb/S
con
eritrocitos N.D.

Figura 9. Imagenes obtenidas mediante microscopia de fluorescencia de ZnAlYb, del
polvo seco cargado con silimarina (ZnAlYb/S) y mezclado con eritrocitos. N.D. = «no
detectado»; se debe a una emision insuficiente con una exposiciéon alaluz inferior a1
segundo. Fuente: Elaboracion propia.
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355 nm 470 nm 590 nm

Eritrocitos

N.D.

Figura 10. Imadgenes obtenidas mediante microscopia de fluorescencia de eritrocitos.
N.D. = «no detectado» se debe a una emisién insuficiente con una exposicién alaluz
inferior a 1 segundo. Fuente: Elaboracion propia.

Actividad antihemolitica de las nanoparticulas cargadas con silimarina

El ensayo de inhibicién de la hemdlisis eritrocitaria es un modelo valioso para investigar el dafio
membranario inducido por especies reactivas de oxigeno. En este sistema, el perdxido de hidrogeno
induce la hemdlisis al oxidar los lipidos de la membrana, alterando la integridad estructural y, en
Ultima instancia, provocando la lisis celular. En este estudio, los eritrocitos incubados con particulas
de ZnAlIEr y ZnAlYb sin recubrimiento mostraron porcentajes de hemodlisis del 21,6 + 3,4 % y del 22,3
* 3,1 %, respectivamente. Por el contrario, el tratamiento con sus homologos cargados con silimarina
(ZnAIEr/S y ZnAlYb/S) redujo drasticamente la hemdlisis hasta el 2,5 + 0,3 % y el 3,2 + 0,5 %,
respectivamente. Estos resultados demuestran que los hidroxidos dobles en capas cargados con
silimarina mitigan eficazmente el dafio oxidativo. Es probable que este efecto protector potenciado
se deba a la liberacion controlada de silimarina desde la matriz de LDH, que elimina el peréxido de
hidrégeno en la superficie celular y preserva la integridad estructural de la membrana eritrocitaria.

Conclusién

Fue posible la incorporacién isomérfica de lantanidos en la estructura del LDH de ZnAl. Si bien
la matriz de ZnAl-NOz mostré emisiones de fluorescencia en los ensayos de PL, la adicion de
disprosio redujo la intensidad, mientras que el gadolinio la extinguidé por completo. Estos tres
compuestos tampoco produjeron fluorescencia en los andlisis microscopicos. Por otro lado, la adicién
de erbio e iterbio aumento la fluorescencia en PL, y la emision fue suficiente para su deteccion
mediante microscopia de fluorescencia, la cual persistié incluso tras la carga con silimarina. Aunque
la muestra que contenia iterbio solo se excitaba a 470 nm, el producto cargado con silimarina
conservo la fluorescencia, lo que permitié su identificacion al mezclarse con eritrocitos, mientras que
la muestra que contenia erbio se mostré activa en las tres regiones de fluorescencia del microscopio,
lo que proporcion6 un amplio rango para un mejor seguimiento de los sistemas biolégicos que
puedan presentar autofluorescencia.
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