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Resumen  
 

INTRODUCCIÓN: Las nanopartículas (Nps) de CsPbBr3 pertenecen a una familia 
de materiales conocida como perovskitas de halogenuros metálicos. Son materiales 
muy versátiles por sus propiedades ópticas como un alto rendimiento cuántico de 
fotoluminiscencia (PLQY), la capacidad de ajuste flexible de la longitud de onda de 
emisión y el espectro de emisión estrecho. Se ha reportado el uso de Nps de 
diferente composición a las Nps de CsPbBr3 en las ciencias biomédicas que van 
desde la obtención de imágenes, la visualización de tumores, en pruebas 
diagnósticas y en observación microscópica, la información acerca de la aplicación 
de las Nps de CsPbBr3 en las ciencias biomédicas es aún limitada.    

OBJETIVO: Evaluar la internalización de nanopartículas de CsPbBr3 base hexano 
sin modificar su fórmula y con modificación de su fórmula con el uso de ligandos 
orgánicos en células epiteliales de la mucosa oral. 

METODOLOGÍA: En este trabajo se llevó a cabo un protocolo de exposición 
preliminar de células exfoliadas de la mucosa a Nps de CsPbBr3 base hexano para 
evaluar su internalización. Posteriormente se llevó a cabo la funcionalización de 
las Nps haciendo uso de Albúmina de Suero Bovino (BSA) como ligando para 
evaluar su efecto en la internalización de Nps. 

RESULTADOS: Las Nps de CsPbBr3 base hexano, por si solas, no poseen alguna 
afinidad por las células exfoliadas de la mucosa oral. No obstante, la exposición de 
las Nps a albúmina de suero bovino (BSA), permitió observar una internalización 
de las Nps de CsPbBr3 base hexano a las células exfoliadas de la mucosa oral. 

CONCLUSIÓN: Las Nps de CsPbBr3 base hexano lograron internalizarse en las 
células exfoliadas de la mucosa oral haciendo uso de BSA como ligando, abriendo 
la posibilidad de utilizar este tipo de Nps como marcadores fluorescentes. No 
obstante, es necesario llevar a cabo más estudios para poder utilizar estos 
materiales en marcaje celular, de manera que, se puedan dirigir solo al núcleo 
celular, y así poder evaluar la posibilidad de usarlos además en otras aplicaciones 
biomédicas. 
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1. MARCO TEÓRICO  
 

1.1.  Nanopartículas y generalidades  

 
Las nanopartículas (Nps), en una definición simple y concreta, son un amplio grupo 
de materiales, los cuales poseen un tamaño menor a los 100 nm (Khan et ál., 2019; 
Laurent et ál., 2008). No obstante, podemos encontrarnos con diferentes 
definiciones provenientes de distintas organizaciones que complementan esta 
primera definición. La Administración de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos 
(FDA) define a los nanomateriales como aquellos materiales que tienen al menos 
una dimensión en el rango de aproximadamente 1-100 nm y que exhiben 
fenómenos dependientes de la dimensión del material (Food and Drug 
Administration., 2014).De manera similar la Organización Internacional para la 
Estandarización (ISO) define a los nanomateriales como materiales con cualquier 
dimensión externa a nanoescala o que posean estructura superficial a nanoescala 
(ISO., 2023). De estas dos definiciones podemos sacar distintas conclusiones que 
nos permiten ampliar la definición de nanopartícula. Primero que nada, podemos 
decir que el eje central de todas las definiciones es la medida en el rango de 
nanómetros, recordando que los nanómetros son una medida de longitud del 
sistema métrico, la cual corresponde a una milmillonésima parte de un metro 
(Instituto Nacional del Cáncer., 2011). Por otro lado, la definición de la FDA 
menciona un aspecto fundamental en el desarrollo e investigación de las Nps y es 
la existencia de fenómenos dependientes del tamaño de las Nps, lo cual es 
fundamental, puesto que las Nps poseen propiedades físicas y químicas únicas que 
las hacen ideales para ciertas áreas de investigación. Cabe resaltar que la definición 
de ISO para nanomateriales ha sido utilizada para definir algunos términos como 
nanoplacas, nanofibras, nanocables, puntos cuánticos entre otros (Interpretation 

and implications of the European Commission’s definition on 
nanomaterials 601358001, s. f.).  

 

1.2. Clasificación de nanopartículas  
 

El estudio de las Nps ha dado como resultado el desarrollo de varios tipos de Nps 
con distintos materiales de origen y propiedades. Una forma de abordar a las Nps 
es reconociendo dos fuentes principales de Nps: las naturales, que como su nombre 
lo indica son producidas en la naturaleza por cualquier especie biológica y las Nps 
sintéticas que se sintetizan mediante métodos físicos, químicos, biológicos o por 
medio de métodos híbridos (Jeevanandam et ál., 2018). 

Por otro lado, Khan et ál. (2019) abordan una clasificación que divide a las Nps en 
6 grupos principales. 
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1. Nanopartículas a base de carbono  

Como su nombre lo indica, la base de la estructura de estas Nps es el carbono. 
Los fullerenos y los nanotubos de carbono representan los dos grupos más 
importantes de las Nps a base de carbono. Los fullerenos son un grupo de 
nanomateriales que están formados a base de carbono y que pueden adoptar la 
forma de jaulas huecas con formas alotrópicas. Una de las propiedades 
fisicoquímicas más destacadas de estos compuestos es su tendencia a la 
agregación, lo que da lugar a la formación de cúmulos de diversas formas y 
tamaños. Estos materiales han adquirido interés comercial debido a su 
conductividad eléctrica, alta resistencia, estructura, afinidad electrónica y 
versatilidad, siendo utilizados en distintas ramas como la biomedicina, productos 
cosméticos, celdas solares y catalizadores (Astefanei et ál., 2015).  

Por otro lado, los nanotubos de carbono son láminas cilíndricas de un diámetro 
de 1-2 nm de grafeno, donde una hoja de átomos de carbono con enlaces sp2 
se enrolla sobre sí misma para formar diferentes alótropos de carbono (Iijima y 
Ichihashi, 1993). Estos materiales exhiben propiedades eléctricas, mecánicas y 
térmicas únicas que los hacen útiles en distintas aplicaciones como en 
nanoelectrónica, óptica y materiales (Ibrahim, 2013).  

2. Nanopartículas metálicas  

Estas Nps están hechas únicamente de precursores metálicos y a su vez poseen 
propiedades opto eléctricas únicas. Las Nps formadas por metales alcalinos y 
nobles como el Cu, Ag u Au tienen una banda de absorción en la zona visible 
del espectro electromagnético, característica importante en la aplicación de 
estos materiales. Gracias a sus avances en los estudios de las propiedades 
ópticas, las Nps metálicas han sido utilizadas en distintas áreas del 
conocimiento. Como ejemplo tenemos a las Nps de oro (Nps Au) utilizadas para 
estudios de fluorescencia y de obtención de imágenes (Ceja-Fdez et ál., 2021).  

3. Nanopartículas de materiales cerámicos  

Las Nps de materiales cerámicos son sólidos inorgánicos no metálicos 
sintetizados a través de calentamiento seguido de un congelamiento. Pueden 
ser encontrados en forma de formas amorfas, formas policristalinas, densas, 
porosas o huecas (Sigmund et ál., 2006). Por sus propiedades favorables como 
una alta resistencia al calor y la inercia estas Nps han sido utilizadas en distintas 
aplicaciones como catalizadores, fotocatálisis, foto degradación por secado,  
aplicaciones en obtención de imágenes y en ciencias biomédicas han adquirido 
especial atención por su potencial como sistemas de liberación de fármacos 
(Thomas et al., s. f.). 
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4. Nanopartículas semiconductoras  

Los materiales semiconductores poseen propiedades entre los metales y los no 
metales. Las Nps de semiconductores muestran una alteración significativa en 
sus propiedades con la sintonización de banda prohibida, la cual se puede definir 
como la energía mínima necesaria para que un electrón pase de un estado de 
valencia a uno de conductancia. Por lo tanto, son materiales muy importantes en 
fotocatálisis, foto óptica y dispositivos electrónicos (Sun et ál., 2000).  

5. Nanopartículas poliméricas  

El término de Nps poliméricas esta dado colectivamente a cada nanopartícula 
elaborada a base de polímeros. No obstante, en este grupo es importante 
resaltar a las nanoesferas y las nanocápsulas. El primer grupo lo conforman 
partículas de matriz cuya masa total es generalmente sólida y otras moléculas 
son adsorbidas en la superficie de la esfera. El otro grupo de materiales lo 
conforman moléculas capaces de encapsular totalmente a otras moléculas (Rao 
y Geckeler, 2011).  

6. Nanopartículas de base lipídicas  

Estas Nps contienen fracciones lipídicas y son usualmente utilizadas en 
funciones biomédicas. Generalmente las Nps lipídicas son esféricas y con un 
diámetro que ronda los 10 a 1000 nm. Como las Nps poliméricas, las Nps 
lipídicas poseen una cubierta sólida formada de lípidos y una matriz que contiene 
compuestos liposolubles (Rawat et ál., 2011). La nanotecnología a base de 
lípidos es un campo especial con una serie de desarrollos tecnológicos como la 
liberación de fármacos (Montoto et ál., 2020) o en el tratamiento del cáncer 
(Rosenblum et ál., 2020).  

 

1.3.  Nanopartículas en las ciencias biomédicas  
 

Por su tamaño y características físicas, químicas y ópticas las Nps han ganado 
popularidad en la búsqueda de aplicaciones en las ciencias biomédicas. Como 
resultado de numerosas investigaciones, en torno a estos materiales se han 
encontrado una gran variedad de aplicaciones biológicas, biomédicas y 
farmacéuticas.  

El uso de Nps en sistemas de liberación de fármacos es una aplicación muy 
estudiada en los últimos años (Attia et ál., 2019; Kumar et ál., 2020; Kurawattimath 
et ál., 2023; Montoto et ál., 2020; Thomas et ál., s. f.; Vilaça et ál., 2021). Las Nps 
pueden ofrecer ciertas mejoras de las propiedades de los fármacos que las han 
hecho atractivas para la investigación de liberación de fármacos como pueden ser: 
encapsular moléculas hidrofílicas o hidrofóbicas en sus núcleos, controlar la 
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liberación y distribución, mejorando la absorción del fármaco por mucosa o células 
y mediante la protección del fármaco de la degradación. Algunos nanoacarreadores 
permitieron el desarrollo de nuevos tratamientos con una mejor especificidad. Varios 
tipos de Nps como los liposomas, Nps poliméricas, Nps Au, Nps de sílice y puntos 
cuánticos son considerados como candidatos en la liberación de fármacos (Attia 
et ál., 2019). Por citar algunos ejemplos de Nps utilizadas en sistemas de liberación 
de fármacos, Vilaça et ál. (2021) trabajaron con Nps de zeolitas, las cuales se 
prepararon con dos estructuras de zeolitas, faujacita (NaY) y linde tipo L (LTL), en 
las cuales se encapsuló un medicamento anticancerígeno (5-fluorouracilo) y se 
evaluó la eficacia del sistema de liberación del fármaco en líneas celulares de 
cáncer de mama, carcinoma colon-rectal y líneas celulares de melanoma. Se 
obtuvieron mejores resultados en las líneas celulares de cáncer de mama HS578T 
con una mejor acción del 5-fluorouracilo encapsulado en LTL.  

Por otro lado, debido a su tamaño y propiedades eléctricas y ópticas  el uso de Nps 
en obtención de imágenes que ayuden o respalden algunos diagnósticos médicos 
ha llamado la atención de diversas investigaciones alrededor del mundo (Ceja-Fdez 
et ál., 2021; Cepeda-Pérez et ál., 2016; Kumar et ál., 2020; Song et ál., 2020). Las 
imágenes obtenidas por Nps aprovechan la intensidad de las señales, la estabilidad 
y el comportamiento de biodistribución de estos materiales. Así mismo, algunas 
propiedades como su alta superficie de contacto les dan a las nanopartículas ciertas 
ventajas como pudiera ser: i) una señal de imagen intensa y logitudinalmente 
estable, ii) diferentes estrategias de focalización o direccionamiento, esta puede ser 
pasiva a través de fagocitos o activa debido a dianas moleculares específicas como 
resultado de la funcionalización con ligandos, iii) una alta avidez, esto se refiere a 
que las Nps poseen una alta afinidad y asociación constante ante la presencia de 
ligandos, iv) Capacidad de señal multimodal, lo cual se refiere a la detección de una 
misma Np haciendo uso de distintas modalidades o métodos de detección, lo cual 
las vuelve más versátiles y v) multiplexación, la cual se refiere a la capacidad de 
detectar diferentes blancos moleculares al mismo tiempo (Thakor et ál., 2016). Un 
ejemplo de Nps ampliamente estudiadas en la obtención de imágenes son las SPIO 
(supeparamagnetic iron oxide), las cuales se han utilizado en conjunto con la 
resonancia magnética (MIR) para evaluar su uso en la detección y caracterización 
de lesiones hepáticas focales (FHLs) y carcinomas hepatocelulares (HCCs). Se ha 
encontrado que el uso de SPIOs en conjunto con la resonancia magnética posee 
una alta sensibilidad y una buena especificidad de diferenciar entre HCCs y otras 
FHLs (Y.-W. Li et ál., 2015).  

 

 

1.4.  Puntos cuánticos (quantium dots, QDs) 
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Los nanocristales coloidales semiconductores también conocidos como puntos 
cuánticos (Quantium Dots, QD) han adquirido gran importancia en la biotecnología 
gracias a sus propiedades ópticas como su rango de excitación más amplio y un pico 
de emisión más estrecho y definido, haciéndolos perfectos para estudios con 
fluorescencia (Barroso, 2011; Chan et ál., 2002; Gao y Nie, 2003; Jovin, 2003; Yu 
et ál., 2006). Los QDs ofrecen ciertas ventajas frente a marcadores fluorescentes  
convencionales como pudieran ser (Resch-Genger et ál., 2008): 

 Tamaño de núcleo modificable (1-10 nm) que generan una amplia gama de 
picos de emisión fluorescente.  

 Los QDs muestran una amplia gama de patrones de absorción que pueden 
excitarse lejos de sus espectros de emisión, lo cual es útil para evitar la 
dispersión de fondo.  

 Los QDs poseen rendimientos cuánticos mayores en comparación con los 
marcadores fluorescentes convencionales  

 Los QDs poseen mayor foto estabilidad en comparación con los marcadores 
fluorescentes convencionales a longitudes de onda similares.  

No obstante pese a las ventajas anteriormente descritas, los QDs también pueden 
llegar a presentar algunas desventajas como el comportamiento de <parpadeo=, el 
cual se caracteriza por periodos de falta de emisión que interrumpen periodos largos 
de emisión fluorescente (Barroso, 2011;Lee y Osborne., 2009; Resch-Genger et ál., 
2008). Sin embargo, este fenómeno de <parpadeo= no ha sido impedimento para 
que los QDs hayan sido utilizados para distintos propósitos como en el desarrollo 
de celdas solares (Selopal et ál., 2020) o de otras aplicaciones optoeléctricas (X. Li 
et ál., 2015), así como en aplicaciones en distintas áreas de la biología y de las 
áreas biomédicas, las cuales por ser parte del eje central del presente proyecto se 
abordaran con mayor detalle a continuación.  

 

1.5.  QDs en biología y ciencias biomédicas  
 

Por las distintas características ópticas que presentan los QDs y las ventajas que 
ofrecen frente a los marcadores fluorescentes convencionales, una de las 
aplicaciones más importantes de los QDs en el campo de las ciencias biomédicas 
es la obtención de imágenes utilizando fluorescencia. La razón de que los QDs sean 
tan buenos candidatos para la obtención de imágenes biológicas se debe a siete 
aspectos principalmente: 1) altos coeficientes de extinción; 2) altos rendimientos 
cuánticos; 3) menor destrucción química de un fluoróforo, o fotoblanqueamiento; 4) 
los fenómenos de absorbancia y emisión son dependientes del tamaño; 5) amplia 
ventana de excitación con picos de emisión bien definidos; 6) se pueden utilizar 
diferentes QDs al mismo tiempo con una mínima interferencia entre ellos; 7) menor 
toxicidad en comparación con colorantes convencionales; 8) los QDs pueden 
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funcionalizarse con diferentes agentes bioactivos. Las bioimágenes de 
fluorescencia utilizando QDs pueden ser clasificadas a su vez en cuatro tipos: por 
intensidad, por espectro, por tiempo de vida o por cronómetro. Generalmente el alto 
rendimiento cuántico de fotoluminiscencia (PLQY) de los QDs es necesario para los 
tipos de imágenes que utilizan la intensidad de la emisión (Bera et ál., 2010). 

Se han utilizado Nps Au  para la obtención de imágenes, así como la obtención de 
un espectro de espectroscopía de superficie asociada a Raman (SERS) en tejidos 
infectados con el virus de papiloma humano (HPV) y con indicios de cáncer cérvico 
uterino. Se han encontrado la presencia de Nps Au dentro de los dos tipos de tejidos 
así como una buena imagen haciendo uso de microscopía de fluorescencia. Por 
otro lado, el espectro de SERS mostró diferencias entre el tejido infectado con HPV 
y el tejido con cáncer cérvico uterino (Ceja-Fdez et ál., 2021).Por otro lado, tenemos 
el desarrollo de Nps de AgIS con recubierta de ZnS con la posible aplicación en la 
obtención de imágenes que pudieran auxiliar el diagnóstico de cáncer (Soheyli et ál., 
2020). 

Las reacciones FRET (Förster resonance energy transfer, transferencia de energía 
resonante de Förster) son reacciones no radiactivas de transferencia de energía, 
donde un fluoróforo donador transfiere energía a un fluoróforo aceptor cercano 
(Barroso, 2011; Wallrabe y Perasamy., 2005). Por las características espectrales de 
los QDs como su alta fotoestabilidad, espectro de emisión estrecho, y su amplio 
espectro de excitación hacen de estos materiales muy buenos candidatos para 
llevar a cabo reacciones del tipo FRET. 

Las reacciones FRET mediadas por QDs han sido utilizadas en inmunoensayos in 
vitro, por ejemplo, Nps Au fueron utilizadas enlazándose a anticuerpos para la 
detección de deoxinivalenol como propuesta para una prueba rápida enfocada al 
control de las micotoxinas (Goryacheva et ál., 2021). Otro gran campo en el que se 
han utilizados los QD ha sido el de los biosensores (Imani et ál., 2021). Nps solubles 
de GSH-CdTe-QDs fueron utilizadas en el desarrollo de un biosensor para detectar 
una mutación puntual en el gen V617F Janus quinasa 2 (JAK2), obteniendo 
resultados satisfactorios y demostrando que el uso del biosensor era más sencillo, 
barato, conveniente y que a su vez presentaba una alta sensibilidad en comparación 
con otras herramientas de biología celular como la ARMS-PCR (Sistema de 
amplificación de mutaciones refractarias- reacción en cadena de la polimerasa) 
(Hakimi et ál., 2022). 

Así mismo el uso de QDs como donadores en microscopia también se ha sido 
reportado con anterioridad. Por citar un ejemplo, se han utilizado Nps de CdTe/ZnS 
para la detección de núcleos del género de Staphylococcus aureus por medio de 
microscopía de fluorescencia (Huang et ál., 2008).  

Como podemos observar los QDs han sido utilizados en las ciencias biomédicas 
con distintos propósitos como biosensores, inmunoensayos u obtención de 
imágenes aprovechando sus características ópticas para llevar a cabo pruebas 
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sencillas, sensibles y fácilmente interpretables. Por lo que la investigación de estos 
materiales abre el panorama para la mejora de metodologías  ya existentes, para el 
diagnóstico y seguimiento de enfermedades, así como para mejorar la investigación 
biológica y el desarrollo de nuevas metodologías en área de medicina, biología 
molecular, entre otras.  

 

1.6. Perovskitas de CsPbBr3  
 

Los QDs de CsPbBr3, pertenecen a un grupo de materiales conocidos como 
perovskitas de halogenuros metálicos, los cuales se caracterizan por poseer 
excelentes propiedades opto eléctricas como pudiera ser su PLQY (cerca del 
90%), fuerte absorción óptica, capacidad de ajuste flexible de la longitud de onda 
de emisión y espectro de emisión estrecho (con un ancho de ~ 12-40 nm) (X. Li 
et ál., 2016; Luo et ál., 2020; Mo et ál., 2020; Protesescu et ál., 2015, 2016; Zheng 
et ál., 2021). Por estas razones las nanopartículas (Nps) de CsPbBr3 han sido 
utilizadas para la fabricación de celdas solares (Faheem et ál., 2020; Yang et ál., 
2020), desarrollo de diodos de emisión (Park et ál., 2019; Suh et ál., 2018), 
fotodetectores (L. Lv et ál., 2016; Ramasamy et ál., 2016), materiales de ganancia 
óptica (X. Li et ál., 2020; Liu et ál., 2019; Yang et ál., 2020; H. Zhang et ál., 2019) 
entre otros.  
 
Hablando de manera general de las perovskitas de halogenuros metálicos, 
tenemos que la fórmula ABX3 se utiliza para describir los distintos componentes 
del material, donde A corresponde a un catión orgánico o inorgánico (A=Cs+, 
CH3NH3+), B representa un catión metálico (B=Pb2+, Sn4+), mientras que X 
representa un anión de halógeno (X= Cl-, Br- y I-) (Kailasa et ál., 2021). Los 
materiales de perovskita le deben su nombre a Lev Perovski, quien junto a Gustav 
Rose, reportaron en 1839 un mineral de CaTiO3 el cual se da de manera natural 
en los Montes Urales en Rusia. Este mineral puede ser reconocido como el material 
arquetípico de las perovskitas (Kovalenko y Bodnarchuk, 2017). Sin embargo, en 
el artículo de Swarnkar et ál. (2015) menciona que no fue hasta 1958 en el trabajo 
de Møller que fue reportada la síntesis de perovskitas de CsPbX3 donde X podía 
ser Cl-, Br- o I-, lo cual marcaría el comienzo de la investigación activa por encontrar 
variantes y aplicaciones sobre este tipo de materiales. 
 

1.6.1.  Estructura de las Nps de CsPbBr3  

 
Respecto a las Nps de CsPbBr3, tenemos que las propiedades ópticas del material 
se deben principalmente a su estructura, esta consta de esquinas compartidas de 
un octaedro de PbBr6 

-4 rodeadas por iones de Cs+ de relleno ( Xu et ál., 2019). No 
obstante, la estructura cristalina del material se ve afectada por la humedad, la 
iluminación y la temperatura, pudiéndose presentar una aglutinación de las Nps 
acompañada de una alteración de sus propiedades ópticas (Kim et ál., 2015; Xu et 
ál., 2019). Es de vital importancia para el proyecto reconocer que ante la presencia 
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de disolventes polares o en la presencia de iluminación UV, las Nps de CsPbBr3 

presentan una aglutinación, siendo esta la principal razón de que su uso en las 
ciencias biomédicas se vea limitado. La figura 1 nos muestra una representación 
de la estructura cúbica del material o monocíclica, la cual es la mayormente 
utilizada para sus distintas aplicaciones.  
 

 
 

Figura 1 Modelo de la estructura cúbica de las Nps de CsPbBr3 

 
1.6.2.  Métodos de síntesis  

 

Recientemente se han descrito una gran variedad de métodos de síntesis para 
perovskitas, tanto inorgánicas, como orgánicas. La tabla 1 nos muestra los 
diferentes tipos de metodologías utilizadas para la síntesis de estos materiales 
(Kailasa et ál., 2021). No obstante, las Nps de CsPbBr3 cúbicas son comúnmente 
sintetizadas utilizando el método de inyección en caliente. En este método de 
síntesis se inyectan precursores de Cesio oleico en solventes a alta temperatura 
mientras que contienen PbBr2 y ligandos en ambientes inertes. Por otro lado, la 
forma monocíclica de las Nps de CsPbBr3 se obtiene mediante el método de re 
precipitación a temperatura ambiente, en el cual se agregan los precursores 
CsBr/PbBr2 (Xu et ál., 2019). La figura 2 nos muestra un esquema simplificado de 
estos dos tipos de síntesis.  

 

Tabla 1 Métodos de síntesis utilizados en la fabricación de perovskitas 
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Método de síntesis Perovskita Referencia 
Reacción en estado sólido CH3NH3PbI3 (Chen et ál., 2015) 

Reprecipitación a temperatura ambiente CsPbBr3 (Nair et ál., 2022) 
Inyección en caliente CsPbBr3 (Ma et ál., 2021) 

Reacción de heterofase gas-sólido CH3NH3PbI3  (Ha et ál., 2014) 
Método de fase de vapor CH3NH3PbI3 (Xing et ál., 2015) 

Método hidrotérmico CH3NH3PbBr3 (Xia et ál., 2015) 
Proceso de molienda de bolas CH3NH3PbI3  (Prochowicz et ál., 2015) 

Método mecano-químico CsPbBr3 (Jana et ál., 2017) 
Impresión en 3D de chorro de microgotas bajo 

demanda 
MAPbI3 (Zhao et ál., 2020) 

Proceso de fabricación in situ FAPbBr3 (Wu et ál., 2020) 
Método de reprecipitación asistido por ligandos FAPbBr3 (Minh et ál., 2017) 

Proceso asistido por ultrasonido FAPbX3 (Dou et ál., 2020) 
Método de antisolvente CsPbCl3 (Mir et ál., 2017) 

Cristalización a temperatura inversa CH3NH3PbCl3  (Z. Zhang et ál., 2017) 
Síntesis electroquímica CsPbBr3 (Q. Jiang et ál., 2018) 
Método de microondas CsPbX3 (Pan et ál., 2017) 

 

 

Figura 2 Esquema de métodos de síntesis de Nps de CsPbBr3 por inyección en caliente y por re-

precipitación a temperatura ambiente 

 

Es importante resaltar que los espectros de absorción y emisión de las Nps de 
CsPbX3 (donde X= Cl-, Br- o I-) pueden ser fijados en cualquier punto de la región 
visible del espectro electromagnético, modificando la composición de las Nps y 
modificando el tamaño de partícula. Las Nps de CsPbX3 por su diámetro de Bohr 
de hasta 12 nm, poseen la característica de ajuste de tamaño de sus energías de 
banda prohibida a través de toda la región espectral de 410-700 nm. Recordando 
que la banda prohibida corresponde a la energía mínima necesaria para que un 
electrón pase de estar en un estado de valencia a un estado libre que le permita 
participar en la conducción. La fotoluminiscencia (PL) de las Nps de CsPbX3 se 
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caracteriza por bandas de emisión estrechos de 12-42 nm, altos rendimientos 
cuánticos de 50-90% y vidas radiactivas bajas de 1-29 ns (Protesescu et ál., 2015).  

La síntesis de Nps de CsPbBr3 base hexano por medio del método de inyección en 
caliente ha sido reportada con anterioridad por Han y col. (Han et ál., 2017), en la 
cual se encontró que estas Nps presentaron un PLQY obtenido de las Nps fue de 
más del 80% así como un primer pico de absorción en 506 nm, lo cual corresponde 
a la absorción de la banda prohibida de las Nps.  

   

1.6.3.  Mejoramiento de la estabilidad en medios acuosos  
 

Como se mencionó con anterioridad, uno de los principales problemas o 
inconvenientes con las Nps de CsPbBr3 es su baja estabilidad en presencia de 
solventes polares. No obstante, en los últimos años se han realizado distintos 
trabajos (Getachew et ál., 2022; Kumar et ál., 2020; Lee et ál., 2018; Ma et ál., 2021; 
Mo et ál., 2020; Shu et ál., 2022; Song et ál., 2020; Suhail et ál., 2022) con el 
objetivo de mejorar la estabilidad de estos materiales en medios acuosos, con el 
propósito de ampliar su uso en ciencias biomédicas, ya que muchos protocolos de 
diagnóstico, visualización, entre otros, hacen uso de solventes polares. Por esta 
razón, la modificación en la síntesis de las Nps de CsPbBr3 para mejorar su 
estabilidad en medios acuosos va de la mano con las aplicaciones biológicas de 
estos materiales.     

Los trabajos en mejoramiento de la estabilidad se han centrado principalmente en 
el recubrimiento de las Nps con cubiertas de polímeros. Por citar algunos ejemplos 
del recubrimiento con polímeros, podemos mencionar el trabajo realizado por Shu 
et ál. (2022), donde se recubrieron Nps de CsPbBr3 con ácido poliacrílico modificado 
con octilamina (OPA), el cual es un polímero anfifílico que mejoró la estabilidad de 
las Nps en agua conservando el 80.13% de sus valores originales durante 15 días 
en agua. Anteriormente, el uso de polímeros anfifílicos como recubrimiento fue 
propuesto en el trabajo de Lee et ál. (2018), donde se probó una serie de 
copolímeros anfifílicos como el poli (etilenoxido), los cuales también mejoraron la 
estabilidad de las Nps en agua. Otro ejemplo del uso de polímeros es el trabajo 
publicado por Suhail et ál. (2022), donde se recubrieron a las Nps de CsPbBr3 con 
carboximetilcelulosa, donde se pudo observar una disminución de la degradación 
en comparación con las Nps sin recubrimiento. 

Por otro lado, otra de las estrategias más usadas para mejorar la estabilidad de las 
Nps de CsPbBr3 en medios acuosos es el uso de recubrimientos con sílice (Kumar 
et ál., 2020; Ma et ál., 2021; Mo et ál., 2020; Song et ál., 2020). Podemos resaltar el 
trabajo realizado por Song et ál. (2020), en el cual se recubrieron las Nps de 
CsPbBr3 con SiO2, lo cual mantuvo la estabilidad de las Nps en medio acuoso por 
un periodo de 48 h. 
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Finalmente, se ha reportado el recubrimiento con moléculas orgánicas más polares 
para mejorar la estabilidad de las Nps de CsPbBr3 en medios acuosos, se ha 
reportado el uso de QDs de (NH4)xCs1-xPbBr3 en la obtención de imágenes in vitro 
de cultivos de líneas celulares cancerígenas de HeLa, B16F1 y HepG2 (Getachew 
et ál., 2022). 

 

1.6.4.  Aplicaciones biológicas de las Nps de CsPbBr3   
 

Gracias a los trabajos realizados en los últimos años en torno  la estabilidad de las 
Nps de CsPbBr3 en medios acuosos, se ha empezado a plantear la posibilidad de  
utilizar estos materiales en aplicaciones biológicas, encontrando que pueden ser 
utilizadas para distintos propósitos dentro del área de las ciencias biomédicas.  

Se puede mencionar como ejemplo,  el trabajo de Ma et ál. (2021), donde se 
sintetizaron Nps de CsPbBr3 enlazadas a QDs de Fe3O4 que a su vez estaban 
recubiertas por microesferas de poliestireno y con una cubierta de sílica para formar 
un complejo CsPbBr3/Fe3O4@MPSs@SiO2, el cual presentó la característica de ser 
estable, seguro y no tóxico. Esto permitió su uso en la visualización de células 
tumorales de cáncer de mama y cáncer pulmonar en la sangre de los pacientes. De 
igual manera se ha reportado el uso de Nps de CsPbBr3 con cubierta de SiO2, las 
cuales presentaron la característica de no ser tóxicas y que permitieron la obtención 
de imágenes de cultivos celulares de HeLa. En este mismo trabajo se aborda la 
posibilidad de utilizar estas Nps como acarreadores y en sistemas de liberación de 
fármacos (Kumar et ál., 2020). Por otro lado, el uso de Nps de CsPbBr3 
funcionalizadas con grupos carboxílicos, las cuales se enlazaron  al DNA para 
aplicarlas posteriormente en la identificación de Mycobacterium tuberculosis con un 
límite de detección de 51.9 pM (X. Jiang et ál., 2022). Finalmente, la posibilidad de 
utilizar Nps de CsPbBr3 en un sistema de liberación de fármacos fue llevado a cabo 
por Kumar et ál. (2020), publicado en su artículo del 2020 en donde se hizo uso de 
Nps de CsPbBr3 con una cubierta de SiO2 y se adsorbió al material doxorrubicina 
encontrando una buena liberación cuando se inyectó en células HeLa. 

 

1.7. Células exfoliadas de la mucosa oral  
 

1.7.1.  Tejidos de la cavidad oral  
 

El epitelio de la mucosa oral es una barrera que separa los tejidos subyacentes del 
ambiente. Este tejido está conformado por dos capas, epitelio escamoso 
estratificado y una lámina propia más profunda. En la mucosa oral queratinizada, el 
epitelio está compuesto por cuatro capas, el estrato basal, el estrato espinoso, el 
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estrato granuloso y finalmente estrato corneo. En el epitelio oral no queratinizado 
se puede observar el estrato basal seguido de un estrato filamentoso y un estrato 
distendido. En la mucosa oral se pueden diferenciar distintos tipos celulares en 
mucosa de recubrimiento, mucosa masticatoria y mucosa especializada (Gartner, 
1994; Groeger y Meyle, 2019). La mucosa de recubrimiento se localiza sobre las 
estructuras móviles de la boca como el velo de paladar, las mejillas, los labios, la 
mucosa alveolar, el fornix vestibular y el suelo de la boca. Este tipo de mucosa tiene 
las características de que es extensible y se une de manera laxa a estructuras 
adyacentes por un tejido conectivo rico en elastina y un epitelio escamoso no 
queratinizado. La mucosa masticatoria es una cubierta rígida y resistente, esta se 
encuentra en la encía y en el paladar duro, esta mucosa se encuentra 
estrechamente unida por tejido conjuntivo denso al hueso adyacente. El epitelio de 
esta mucosa posee la característica de ser queratinizado. La mucosa especializada 
se encuentra presente en el dorso de la lengua, muestra un epitelio queratinizado e 
incluye las papilas linguales y papilas gustativas, así como distintas estructuras 
especializadas  (Gartner, 1994; Groeger y Meyle, 2019). 

 

1.7.2.  Uso de las células exfoliadas de la mucosa oral  
 

Este linaje celular se obtener de manera sencilla raspando el epitelio no 
queratinizado de la mucosa oral en el interior de la mejilla, siendo éste un 
procedimiento no invasivo para el paciente (Odio et ál., 2004). En adición, se ha 
reportado que las células epiteliales de la mucosa oral permiten una buena 
visualización de anormalidades nucleares como micronúcleos, picnosis, cariólisis 
entre otras, lo cual permite que este linaje celular sea un buen indicador de daño 
citogenético (Tolbert et ál., 1992). Por esta razón, el ensayo de micronúcleos ha 
sido ampliamente utilizado para determinar el grado de exposición a sustancias con 
características genotóxicas, ya que la presencia de micronúcleos es proporcional al 
grado de exposición sufrido por una persona  (DehghanNezhad et ál., 2020; Espitia-
Pérez et ál., 2018; Mosavat et ál., 2022).  

En resumen, las células exfoliadas de la mucosa oral son un linaje celular de fácil 
extracción, la cual no es invasiva para el paciente, que no requiere de realizar 
cultivos celulares. Por lo que su uso es relativamente económico en comparación 
con otras líneas celulares y que, a su vez, este tejido tiene valor diagnóstico por ser 
un buen indicador de daño citogenético.  

 

2. ANTECEDENTES   
 

Como ya se ha mencionado con anterioridad una de las Nps más prometedoras 
para las nanociencias son las perovskitas de CsPbBr3. Pese a las ventajas que 
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ofrecen las células exfoliadas de la mucosa oral, la evidencia de internalización de 
Nps a células exfoliadas de la mucosa oral humana es limitada. El trabajo de 
Cepeda-Pérez et ál. (2016) hace uso de la BSA (Albúmina de Suero Bovino) para 
corregir la toxicidad de Nps de CdTe en un protocolo de internalización de Nps a 
células exfoliadas de la mucosa oral, obteniendo como resultado una buena 
visualización celular inclusive con la ventaja de poder apreciar el núcleo de la célula. 
No obstante, el uso de Nps de CsPbBr3 en células exfoliadas de la mucosa oral no 
ha sido reportado con anterioridad. 

Una de las aplicaciones biomédicas para las perovskitas de halogenuros metálicos 
que se han obtenido a base de mejorar su estabilidad en medios acuosos es la de 
la obtención de imágenes (Getachew et ál., 2022; Talianov et ál., 2021). En base a 
estos dos antecedentes, surge la idea de hacer uso de Nps de CsPbBr3 como 
marcador fluorescente para la obtención de imágenes de alta calidad a través de la 
microscopía de fluorescencia. No obstante, debido a que no hay suficiente 
información del uso de Nps de CsPbBr3 en células exfoliadas de la mucosa oral, se 
desconoce si estas mismas poseen cierto grado de afinidad con las células 
exfoliadas de la mucosa oral. 

Sanjayan et ál. (2021) reporta el uso de Nps de CsPbBr3 con ácido succínico como 
ligando, para mejorar su estabilidad en medios acuosos encontrando solo una 
disminución del 15% en su intensidad de fotoluminiscencia. Posteriormente se puso 
a reaccionar con N-hidroxisuccinimida (NHS), la cual usaron para mejorar la 
reactividad del grupo carboxilo del ácido succínico. Para finalmente usar este 
complejo en la identificación de  albúmina de suero bovino (BSA) por medio de un 
enlace entre un grupo amino de la BSA y el grupo carboxilo del ácido succínico, 
obteniendo buenos resultados de conjugación con biomoléculas, mostrando un 
límite de detección de 55.47 mM. Con este artículo se resalta la posibilidad de 
funcionalizar a las Nps de CsPbBr3 con moléculas orgánicas sin alterar en gran 
medida sus propiedades ópticas y la importancia de los grupos funcionales la 
conjugación de Np-biomolécula.  

Como posible ligando para funcionalizar a las Nps de CsPbBr3 se tiene la propuesta 
del uso de la BSA.  La albúmina es la proteína más abundante en el suero sanguíneo 
y posee gran afinidad por ácidos grasos, moléculas orgánicas, drogas y algunos 
metales como el Zn. Por lo que sus principales funciones en el organismo son de 
actuar como ligando de distintas moléculas  (UniProt, s. f.). Por estas características, 
BSA ha sido ampliamente utilizada, ya que además es homóloga en conformación 
y secuencia con la albúmina humana, así como por su sencilla purificación y 
rentabilidad (Y. Lv et ál., 2022). La BSA es una proteína compuesta por 583 
aminoácidos, los cuales se dividen en tres dominios: dominio I (1-193), dominio II 
(194-384) y   dominio III (385-583) de los cuales cada dominio se encuentra dividido 
en los subdominios A y B. Los subdominios IIA (194-296) y IIIA (385-497) forman 
los sitios de unión a distintos compuestos endógenos y exógenos (Jahanban-
Esfahlan y Panahi-Azar, 2016; Y. Lv et ál., 2022), estos sitios de unión se les 
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reconoce como sitios de Sudlow, llamándose I y II respectivamente (Tayeh et ál., 
2009). La BSA es una macromolécula globular con forma de corazón con un peso 
molecular de 66.4 kDa, donde sus tres dominios homólogos (I, II y III) divididos por 
17 puentes disulfuro formando 9 bucles (L1-L9). Los estudios de cristalografía con 
rayos X han mostrado que la BSA está conformada principalmente por hélices α, y 
los polipéptidos remanentes  forman giros y regiones extendidas o flexibles entre 
dominios sin láminas β (Jahanban-Esfahlan y Panahi-Azar, 2016).  

 

2.1. Caracterización de Nps 
 

El proyecto fue una colaboración con el Departamento de Materiales Cerámicos de 
la Universidad Michoacana de San Nicolás de Hidalgo, donde se sintetizaron y 
caracterizaron las Nps de CsPbBr3. Los detalles de su síntesis y su caracterización 
se explican con mayor detalle en el trabajo de tesis de Aguilar Saldivar. (2023). La 
microscopia electrónica de barrido permitió determinar el tamaño promedio de las 
Nps siendo éste de 12 nm. Por otro lado, el uso de la difracción de rayos X permitió 
corroborar la estructura cúbica de las Nps. La figura 3 nos muestra el resultado de 
la caracterización utilizando UV-VIS de las Nps de CsPbBr3 base hexano.  

 

Figura 3 Espectro UV-VIS de la caracterización de Nps de CsPbBr3 base hexano 

 

El espectro de UV-VIS obtenido de la caracterización por UV de las Nps de CsPbBr3 
base hexano nos muestra un pico de emisión a 505 nm, lo cual contrasta levemente 
con la caracterización bibliográfica de Han et ál. (2017), en el cual se reporta el pico 
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a 506 nm. Como se mencionó con anterioridad en el punto 1.6.2 del presente 
trabajo, este pico de absorción corresponde a la absorción de la banda prohibida de 
las Nps de CsPbBr3. 

A continuación, la figura 4 nos muestra el pico de PL de las Nps obtenidos por medio 
de espectroscopia de fluorescencia. El espectro muestra un pico máximo a una 
longitud de onda a 520 nm indicativo de la emisión color verde en esta región del 
espectro y que ya ha sido reportado con anterioridad para este tipo de Nps 
(Protesescu et ál., 2015). 

 

Figura 4 Espectro de fotoluminiscencia de las Nps de CsPbBr3 base hexano 

 

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA  
 

Recientemente la investigación en torno a las Nps de CsPbBr3 se ha centrado en 
mayor medida en sus aplicaciones en celdas solares, diodos de emisión, foto 
detectores, entre otras. No obstante, las investigaciones que plantea su uso en las 
ciencias biomédicas son escasos, aún y cuando poseen características que podrían 
ser útiles en diversas aplicaciones biotecnológicas, que pudieran aportar mejoras 
en protocolos de marcaje celular, obtención de sus imágenes y en un futuro para el 
diagnóstico de enfermedades. Sin embargo, aún no se sabe si este tipo de Nps, 
poseen afinidad por las células exfoliadas de la mucosa oral, por lo que, evaluar su 
internalización a las células exfoliadas de la mucosa oral nos permitirá utilizarlas 
como marcadores celulares fluorescentes. 

3.1. Pregunta de investigación  
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¿Las Nps de CsPbBr3 base hexano pueden internalizarse en las células exfoliadas 
de la mucosa oral? 

 

4. JUSTIFICACIÓN 
 

La principal razón de usar Nps como marcadores fluorescentes es que, los QDs 
hasta ahora utilizados, ofrecen muchas ventajas en comparación con los 
marcadores fluorescentes tradicionales, como el  bromuro de etidio o el DAPI (4,6-
diamidino-2-fenilindol). Algunas de estas ventajas son 1) tamaño modificable (1-10 
nm) que generan una amplia gama de picos de emisión fluorescente; 2) los QDs 
muestran una amplia gama de patrones de absorción que pueden excitarse lejos de 
sus espectros de emisión, lo cual es útil para evitar la dispersión de fondo; 3) los 
QDs poseen rendimientos cuánticos mayores en comparación con los colorantes 
convencionales anteriormente mencionados; 4) Los QDs poseen mayor foto 
estabilidad en comparación con los colorantes convencionales a longitudes de onda 
similares; 5) mayores tiempos de vida media de la fluorescencia, mientras que los 
marcadores convencionales poseen un tiempo de vida media de fluorescencia de 
1-10 ns con decaimiento mono exponencial, los QDs poseen tiempos de vida media 
de 10-100 ns con decaimiento multi exponencial  (Resch-Genger et ál., 2008), 
aunque este dato no se conoce con certeza para los QDs de perovskitas. Estas 
ventajas frente a los marcadores fluorescentes convencionales pueden ser 
aprovechadas para mejorar el desarrollo de distintas metodologías; más aún si los 
comparamos con los colorantes tradicionales que hoy son más utilizados en 
histología. Por esto mismo, la investigación y la búsqueda de aplicaciones 
biomédicas de las Nps de CsPbBr3 abre la posibilidad de una nueva área de 
investigación interdisciplinaria que promete encontrar distintas aplicaciones a estos 
materiales, con lo cual, se podrían tener técnicas de marcaje de daño celular más 
específicas y probablemente menos costosas con aplicación diagnóstica.  

 

5. HIPÓTESIS 
 
Las nanopartículas de CsPbBr3 base hexano si pueden internalizar en las células 
exfoliadas de la mucosa oral con lo cual será factible su uso en protocolos de 
marcaje celular fluorescente. 

 
 
 

6. OBJETIVOS  
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6.1. General  

 Evaluar la internalización de nanopartículas de CsPbBr3 base hexano sin 
modificar su fórmula y con modificación de su fórmula con el uso de ligandos 
orgánicos en células epiteliales de la mucosa oral. 

6.2. Específicos 

 Exponer a las células exfoliadas de la mucosa oral con las Nps de CsPbBr3 
base hexano sin modificar su formulación.  

 Observar mediante microscopia de fluorescencia la posible internalización de 
las Nps de CsPbBr3 base hexano sin modificar en células exfoliadas de la 
mucosa oral.  

 Desarrollar un protocolo de funcionalización de las Nps de CsPbBr3 base 
hexano mediante el uso de ligandos orgánicos  

 Exponer las células exfoliadas de la mucosa oral con las NPs de CsPbBr3 
funcionalizadas. 

 Valorar la internalización de las Nps de CsPbBr3 base hexano 
funcionalizadas en células exfoliadas de la mucosa oral. 

 Valorar el uso de Nps de CsPbBr3 como posibles marcadores fluorescentes.  

7. METODOLOGÍA   
 
7.1. Listado de materiales, equipo y reactivos  

 

7.1.1. Materiales  
 

 Cepillo para estudio citológico (citobrush. Harmony S.A. de C.V.).  
 Tubos de ensayo.  
 Tapones para tubo de ensayo de goma.  
 Pipeta volumétrica de 1 ml.  
 Probeta de 10 ml.  
 Vaso de precipitado de volumen variable.  
 Tubos Eppendorf de 1.5 ml.  
 Gradilla. 
 Portaobjetos electro cargados (StarFrost. 76 x 26 mm). 
 Tiras de pH. 

 
7.1.2. Equipo 

 
 Centrífuga Labnet. HERMILE Z 300. 
 Vortex (Vortex-Genie 2. Scientific Industries Inc. Modelo: G560. 
 Microscopio fluorescente Olympus BX51, Modelo BX51TF. 
 Micropipeta LabMate+ (10-100 μm). 
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 Micropipeta LabMate+ (100-1000 μm). 
 

7.1.3. Reactivos  
 

 Agua destilada (Teknia. NFPA= salud 0, peligro de incendio 0, reactividad 0) 
 Metanol (Jalmek M6125-13. CAS 67-56-1. NFPA= salud 1, peligro de 

incendio 3, reactividad 0.) 
 BSA (Sigma, A2153-50G, ≥96%. NFPA= salud 0, peligro de incendio 0, 

reactividad 0). 
 

 

7.1.3.1. Nanopartículas 

 
La figura 5, nos muestra el vial con las Nps de CsPbBr3 base hexano, sintetizadas 
y caracterizadas en el Departamento de Materiales Cerámicos de la Universidad 
Michoacana de San Nicolás de Hidalgo. El contenido del vial es una solución 
homogénea de un color verde fosforescente. Estas Nps fueron sintetizadas 
siguiendo el método de inyección caliente sin atmósfera controlada y (Aguilar 
Saldívar., 2023). Los resultados de la caracterización por UV-VIS y su intensidad de 
PL son presentados en el punto 2.1 del presente trabajo. 

 

 

Figura 5 Vial de nanopartículas de CsPbBr3 base hexano; A. Imagen frontal del vial; B. Imagen 

Posterior del vial 

 

7.2. Transporte de Nps  
 

El transporte de Nps al laboratorio se realizó a una temperatura de -4 a 4 °C. El 
transporte se realizó en una hielera con bolsas de gel refrigerante previamente 
congelados a -20 °C para proteger la estabilidad de las Nps. Así mismo se 

A B 
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transportaron en un vial color ámbar para proteger a las Nps de la luz. Finalmente, 
una vez recibidas en el laboratorio se almacenaron en un refrigerador a una 
temperatura media de 4 °C.  

7.3. Procedimiento experimental  
 

7.3.1. Exfoliación celular 
 

Con el objetivo de obtener una buena visualización celular se realizó un protocolo 
de exfoliación, el cual se basa en la realización de lavados celulares seguidos de 
una dilución para obtener mejores resultados visuales y facilitar el conteo celular. 
Este protocolo se describe a continuación. 

 
a) Se realizó una toma de muestra de células epiteliales provenientes de la 

mucosa bucal (revestimiento de labio y mejilla), con un cepillo para estudio 
citológico se raspó el interior de la mejilla.  

b) Se separó la brocha del vástago y se colocó dentro de un tubo de Eppendorff 
con 1ml de metanol.  

c) Posteriormente se tapó el Eppendorff rápidamente para evitar alguna 
contaminación y se agitó en el vortex durante 1-5 min hasta que se obtuvo 
una solución homogénea. 

d) Se retiró la brocha del tubo y se volvió a centrifugar a 3500 rpm durante 5 
min. 

e) Se descartó el sobrenadante evitando eliminar el material celular.  
f) Se agitó el sedimento por un minuto en el vortex hasta que se obtuvo una 

solución homogénea y con la menor cantidad de grumos posible. 
g) Se agregó 1 ml de metanol, posteriormente se volvió a agitar por 3-5 min en 

el vortex y se centrifugó por 5 min a 3500 rpm. 
h) Se decantó el sobrenadante evitando eliminar material celular.  
i) Se adicionaron 25 µL de material celular en otro tubo anterior con el fin de 

hacer una dilución 1:10 con metanol. 
j) De la mezcla obtenida colocar 50 µL sobre el portaobjetos previamente 

rotulado. 
k) Dejar secar a temperatura ambiente.  

 

7.3.2. Exposición preliminar de Nps  
 

Continuando con el propósito principal del proyecto, se expusieron las células 
previamente fijadas con metanol a las Nps de CsPbBr3 base hexano. Para evaluar 
distintos escenarios se prepararon dos portaobjetos, a los cuales se les llamo 1 y 2 
respectivamente, las cuales fueron preparadas siguiendo el protocolo de exfoliación 
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celular previamente mencionado. Al portaobjetos 1 se le realizó un proceso de 
hidratación celular, mientras que para el segundo portaobjetos la exposición se llevó 
a cabo sin hidratación previa de las células.  

 

a) Se tomó el portaobjetos 1, a la cual se le añadieron 100 μl de una solución 
de etanol 70% en la parte superior del portaobjetos y se inclinó para que 
recorriera el portaobjetos, posteriormente se puso a incubar por 3 min a 37°C. 

b) Terminado el tiempo de incubación, se añadieron 100 μL de una solución de 
etanol 30% de la misma forma que la solución al 70% y se incubó por 3 min 
a 37°C. 

c) Se escurrió el sobrenadante del primer portaobjetos. 
d) Se agregaron 50 μL de Nps a los portaobjetos 1 y2.  
e) Finalmente se incubaron ambos portaobjetos por 5 min a 37°C. Pasado el 

tiempo de incubación se observaron ambos portaobjetos en el microscopio 
de fluorescencia. 
 

7.3.3. Variación de tiempo y temperatura 
 

Con el propósito de evaluar si la temperatura y el tiempo de incubación poseen 
algún efecto en la internalización de las Nps, se realizó una prueba que permitiera 
poder evaluar estas dos condiciones simultáneamente. Para ello se fijaron dos 
tiempos de 1 y 2 h de incubación a 37 y a 60 °C respectivamente. Esta última 
temperatura elegida en base a la metodología de la tinción de Feulgen utilizada para 
la observación de micronúcleos. Se tomó como máximo de tiempo las 2 h tomando 
como referencia el tiempo de incubación utilizado en el trabajo de Cepeda-Pérez 
et ál. (2016). De tal manera que se prepararon 3 portaobjetos. Los portaobjetos 1 y 
2 corresponden a un tratamiento de 60 °C con una y dos horas de incubación 
respectivamente, mientras que el portaobjetos 3 se incubó a 37 °C durante una hora. 
En adición es importante mencionar que se decidió trabajar con células sin hidratar, 
la razón de esta decisión se discute con mayor detalle en el punto 8.3 del presente 
trabajo.  

 

7.3.4.  Protocolos de lavados 
 

Con el objetivo de obtener una mejor visualización celular se realizaron dos 
protocolos de lavados de los portaobjetos para eliminar el exceso de Nps  poder 
mejorar de mejor manera las células. Para el primer método se realizó el protocolo 
de exposición correspondiente al punto 7.3.2 sin hidratar a las células y 
posteriormente se realizaron cuatro lavados con agua destilada dejando los 
portaobjetos con un tiempo de lavado de  5 min en cada uno. Posteriormente se 
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realizó un segundo método de lavado donde se sustituyó el agua destilada por 
hexano dejando los portaobjetos con un tiempo de lavado de  5 min en cada uno. 

 

7.3.5. Protocolo con uso de BSA 
 

Con el propósito de evaluar si el uso de BSA posee algún efecto significante en la 
internalización de Nps a las células exfoliadas de la mucosa oral se realizó el 
siguiente protocolo donde se evaluaron distintas matrices y tiempos de incubación. 

1. Se realizó una exfoliación y suspensión celular en 1 ml de agua destilada 
(I), metanol (II) o una mezcla de metanol:ácido orgánico pH=3 (III) 
(dependiendo del tratamiento). Se prepararon dos series de cada 
tratamiento marcando cada serie como a y b respectivamente. 
Posteriormente se centrifugó a 3500 rpm durante 5 min y desechar el 
sobrenadante. 

2. Al residuo se le agregaron 250 μL de I, II o III dependiendo del tratamiento. 
3. En un tubo Eppendorf de 1.5 ml agregar solución de BSA con 

nanopartículas de CsPbBr3 suficiente para cada tratamiento. 
PROPORCIÓN: por cada muestra debe de ir 50 μL de BSA 
+25 μL de NPs 

4. Se agitó el tubo Eppendorf en el vortex por un periodo de 10-15 min 
5. Se agregaron 75 μL de la solución del tubo Eppendorf a cada tratamiento 

buscando que la solución este lo más homogénea posible antes de 
pipetear. 

6. Con el propósito de evaluar si el tiempo de incubación posee un efecto en 
la internalización de Nps se trabajó con un periodo de incubación corto y 
otro más prolongado (serie a=5 min y serie b= 30 min) a 37 °C en la 
incubadora 

7. Pasado el tiempo de incubación se centrifugó a 3500 rpm durante 5 min. 
Posteriormente se recuperó el sobrenadante y medir el pH de cada uno. 

8. Se añadieron 0.5 ml de I, II o III dependiendo del tratamiento y finalmente 
se tomaron 50 μL de cada muestra en un portaobjetos, dejar secar y 
observar al microscopio en campo claro, fluorescencia y con ambos para 
evaluar la internalización de las Nps. 
 

 
8. RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

 

8.1. Exfoliación celular 

La figura 6 nos muestra los resultados de visualización celular realizada con el 
procedimiento anteriormente descrito para citología de células exfoliadas de la 
mucosa oral teñidas con azul de metileno con el propósito de contrastar estos 
resultados con la observación de células con Nps. En esta figura podemos apreciar 
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una buena identificación individual de las células, así como una clara visualización 
del núcleo, el cual es de un azul marino. Este color contrasta con el citoplasma de 
las células que se puede observar de un color azul más tenue en comparación del 
núcleo. Así mismo, es importante resaltar el contraste que existe entre las células y 
el fondo que facilita su observación. Así mismo, se puede apreciar la presencia de 
basura en la imagen provocada por el colorante en la célula ubicada en el cuadrante 
superior derecho de la figura. Es importante mencionar que la tinción con azul de 
metileno no es específica para contrastar el citoplasma del núcleo celular, existen 
tinciones específicas para la visualización del núcleo celular como la tinción de 
Schiff cuya preparación de los colorantes así como su protocolo, son largos y  hacen 
uso de una cantidad considerable de reactivos, de los cuales algunos son 
considerados carcinógenos y sus desechos son contaminantes para el ambiente. El 
uso de marcadores fluorescentes disminuye en gran medida dichos inconvenientes, 
más sin embargo aún hay marcadores como el bromuro de etidio que son 
catalogados como carcinógenos y dañinos para la salud humana. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 Resultados del procedimiento para citología de células epiteliales de la mucosa oral. 

Dilución 1:10. Tinción con azul de metileno. Objetivo de 40x 

 

8.2. Exposición preliminar 
 

La figura 7 nos presenta los resultados de la exposición preliminar de las Nps de 
CsPbBr3 base hexano a las células exfoliadas de la mucosa oral hidratando las 
células con dos baños de etanol previas a la exposición con las Nps. Por otro lado, 
los resultados de la incubación en seco se encuentran en la figura 8. 
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Figura 7 Nps de CsPbBr3  hidratadas con baños de etanol, observación en microscopio de 

fluorescencia filtro verde (500-560 nm), objetivo 10x; A. Círculo rojo indica un aglomerado de Nps; 

B. Zoom de la imagen A a 70x donde las flechas rojas indican la sospecha de células. 

 

 

Figura 8 NPs de CsPbBr3  secas, observación al microscopio de fluorescencia filtro UV (315-400 nm), 

objetivo  10x.  

 

Se puede apreciar en la figura 7 que la emisión de las nanopartículas es color verde 
fosforescente. Para su visualización se utilizó el filtro verde del microscopio de 
fluorescencia, en el cual se encuentra el rango de absorción y emisión de las Nps 
de CsPbBr3 (505 y 520 nm respectivamente). De manera general se puede apreciar 
un aglomerado de Nps, el cual resalta por medio de un círculo rojo en la figura 7.A 
en el cuadrante inferior izquierdo de la figura. El aglomerado de Nps observado 
durante la exposición de las células con etanol junto a lo anteriormente mencionado 
en el punto 1.6.1 del presente trabajo, sugiere que la presencia de un solvente polar, 
como lo es el etanol, no ayuda a la internalización de las Nps provocando un 
aglomerado de las mismas. Por otro lado, la figura 7.B. corresponde a un zoom del 

A B 
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cuadrante superior izquierdo de la figura 7.A, donde las flechas rojas indican la 
presencia de, lo que se sospecha son células, debido a su forma y tamaño. No 
obstante no se alcanza a observar algún núcleo celular, por lo tanto, se puede 
sugerir que no se ha realizado una internalización de las Nps a las células sino una 
unión a la membrana plasmática. Sin embargo, el fenómeno de aglomeración de 
Nps observado en este mismo portaobjetos realza la duda de que estos cuerpos 
observados en la figura 7.B no sean células sino aglomeraciones de Nps.  

En la figura 8, podemos observar las células de un color blanco, mientras que las 
Nps se encuentran presentes de un color amarillo-verdoso opaco. Esto debido al 
uso del filtro UV del microscopio de fluorescencia que nos permite ver células, sin 
embargo, este rango no es útil para observar la emisión de las Nps puesto que estas 
mismas no absorben ni emiten en estas longitudes de onda. Como se puede ver, 
las Nps se encuentran alrededor de las células o por encima, pero no es apreciable 
ninguna internalización a las células. Así mismo se puede observar la disminución 
de aglomerados de Nps sin hidratar previamente a las células, facilitando en gran 
medida la observación de la placa.  

La membrana celular es una bicapa lipídica que posee la característica de ser 
selectivamente permeable, esto quiere decir que solo permitirá que pasen ciertos 
iones o moléculas. La membrana plasmática favorece el movimiento de sustancias 
de dos formas: un transporte pasivo o un transporte activo. El transporte pasivo 
consta en la difusión de las sustancias a través de la membrana celular de un medio 
de mayor concentración a uno de menor concentración sin la necesidad de utilizar 
energía. Este transporte pasivo se puede dar de tres maneras principalmente: 1) 
por difusión simple, donde las moléculas muy pequeñas sin carga neta, gases 
disueltos como el oxígeno y el dióxido de carbono, moléculas liposolubles, vitaminas 
(A, D y E) y las hormonas esteroides, se difunden a través de la bicapa de 
fosfolípidos por sus gradientes de concentración; 2) por difusión facilitada, la cual 
es la difusión iones o moléculas a través de una proteína de canal o portadora y 3) 
por ósmosis, la cual es la difusión de agua a través de una región de mayor 
concentración a una de menor concentración.  Por otro lado, en el transporte activo, 
las proteínas de membrana requieren de energía para mover moléculas o iones a 
través de la membrana celular (Audesirk et ál., 2013).  

Las Nps de CsPbBr3 poseen características que nos hacen pensar que este tipo de 
materiales pueden pasar la membrana celular por difusión simple pues cuentan con 
las características de ser pequeñas (12 nm), no poseen carga neta y son 
liposolubles. Sin embargo los resultados obtenidos en el protocolo de exposición 
preliminar parecen indicar lo contrario. En el caso de que las células epiteliales se 
encuentren hidratadas, el hexano al ser completamente inmiscible en etanol, el 
solvente con que se llevó a cabo la hidratación disminuyendo a interacción de las 
Nps con las células, así mismo la formación de aglomerados de Nps de gran tamaño 
impiden la internalización de las Nps en las células exfoliadas de la mucosa oral. 
Por otro lado, los resultados de la incubación en seco, aunque presentan una 
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disminución del número de aglomerado de Nps, parecen no indicar una afinidad e 
las Nps con las células y no muestran evidencia de internalización. Esto sugiere que 
las Nps no atraviesan la membrana celular por difusión simple y que requieran de 
algún ligando o de un transporte activo para poder atravesar la membrana 
plasmática.  

8.3. Variación de tiempo y temperatura de incubación  
 

Con el propósito de evaluar si la variación del tiempo y la temperatura de incubación 
tenían algún efecto significante en la internalización de las Nps a las células, se 
trabajó con diferentes tiempos y temperaturas de incubación (punto 7.3.3 de la 
metodología).Los resultados de la variación de los tiempos y temperatura de 
incubación se plasman en las figuras 9, 10 y 11. 

 

 

Figura 9 NPs de CsPbBr3  secas, portaobjetos 1, incubación de 1 h durante 60°C. Observación al 

microscopio de fluorescencia filtro UV (315-400 nm), objetivo 10x.  

 

En los resultados del portaobjetos 1 observados en la figura 9, obtenidos por 
medio del microscopio de fluorescencia con el filtro UV nos muestra a las 
células de un color violeta azulado y las Nps de un color amarillo-verdoso de 
fondo, a su vez se pueden apreciar como las Nps forman aglomerados y se 
encuentran rodeando las células sin evidencia de internalización de las Nps a 
las células, ya que el brillo proviene por fuera de las células y no por dentro de 
las mismas que es lo que se buscaría en la internalización de las Nps.   

. 
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Figura 10 Nps de CsPbBr3 base hexano secas, portaobjetos 2, incubación de 2 h a 60°C; A Nps de 

CsPbBr3 secas, observación con microscopio de fluorescencia,  filtro verde (500-560 nm), objetivo 

de 40x; B  Nps de CsPbBr3 secas, filtro UV (315-400 nm), objetivo de 40x.  

 

  

Figura 11 Nps de CsPbBr3 base hexano, secas, portaobjetos 3, incubación de 1 h a 37 °C; A Nps de 

CsPbBr3 secas, observación con microscopio de fluorescencia, filtro verde (500-560 nm), objetivo de  

40x;  B Nps de CsPbBr3 secas, observación con microscopio de fluorescencia,  filtro UV (315-400 

nm), objetivo de 40x. 

Las figuras 10 y 11 nos muestran los resultados de la placa 2 y la placa 3 
respectivamente. En la figura 10.A se puede apreciar a las Nps de CsPbBr3, que 
brillan de un color verde intenso de fondo. Así mismo, se puede apreciar muy 
claramente un hueco que corresponde a un par de células que se pueden visualizar 
de mejor manera en la figura 10.B la cual fue obtenida haciendo uso del filtro UV del 
microscopio de fluorescencia. En esta imagen podemos apreciar el núcleo de dos 
células una al lado de la otra. La figura 11 nos muestra los mismos resultados 
encontrados en la figura 10. En ambas imágenes podemos apreciar como las Nps 
rodean a las células sin mostrar afinidad por las mismas.  

A B 
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De los resultados de la variación del tiempo y temperatura de incubación 
observamos que las Nps de CsPbBr3 base hexano por si solas no logran 
internalizarse en las células exfoliadas de la mucosa oral.  

 

8.4. Protocolos de lavados 

Continuando con los resultados obtenidos de los protocolos de lavados es 
importante recordar que éstos se realizaron con el objetivo de obtener una mejor 
visualización celular eliminando el exceso de Nps de fondo para evaluar una posible 
internalización celular. La razón de plantear estos objetivos fue la sospecha de que 
algunos elementos observados en la figura 7.B. del punto 8.2 pudieran ser células.  

En el caso del primer protocolo de lavado haciendo uso de agua destilada. Los 
resultados obtenidos se plasman en las figuras 12-13.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12  Tercer lavado con agua; Células con Nps de CsPbBr3 base hexano observadas objetivo de  

40x. A y C. Campo claro; B y D. Fluorescencia filtro 3 

A 
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Figura 13 Cuarto lavado con agua;  A. Células con Nps de CsPbBr3 base hexano observadas a 40x. 

Campo claro; B. Fluorescencia filtro 3 

 

Los resultados de los lavados realizados con agua destilada no muestran ninguna 
evidencia de internalización de las Nps, poniendo en evidencia que la elección del 
agua destilada no fue la más adecuada para eliminar el exceso de Nps. Se 
sospecha que debido a la naturaleza no polar del hexano, no se pudo retirar el 
exceso de Nps correctamente. De estas imágenes podemos resaltar el hecho de 
que las Nps no parecen tener interacción alguna con las células, ya que se puede 
comprobar que forman aglomeraciones y presencia de micelas alrededor de las 
células sin entrar en ellas. Esto se muestra en la figuras 12.A y 12.B, donde se 
puede apreciar en la captura de campo claro una célula epitelial justo en el centro 
de la figuras. No obstante, podemos observar en la figura que utilizando la emisión 
de fluorescencia, esta célula no se alcanza a visualizar confirmando el hecho de 
que estas Nps no logran entrar en las células y no parecen tener alguna interacción 
con las mismas. Es importante mencionar que en el caso de la figura 12.D podemos 
observar el mismo fenómeno reportado con anterioridad en la figura 7.B del punto 
8.3, en el que pareciera ver una internalización por parte de las Nps en las células. 
No obstante, en la micrografía de campo claro plasmada en la figura 12.C, podemos 
observar que estos cuerpos no corresponden a células, sino que podrían ser 
resultado de la aglomeración de Nps.  

Por parte del protocolo de lavados utilizando hexano los resultados se presentan en 
las figuras 14 y 15. 

 

 

A B 
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Figura 14 Segundo lavado con hexano; A. Células con Nps de CsPbBr3 base hexano, objetivo de 40x. 

Campo claro; B. fluorescencia filtro 3 

 

  

Figura 15 Tercer lavado con hexano; A. Células con Nps de CsPbBr3 base hexano objetivo de 40x. A 

Fluorescencia filtro 3; B. Fluorescencia junto con luz visible  

 

En los resultados de los lavados realizados con hexano, podemos observar que  el 
uso de hexano en el protocolo presentó una mejor limpieza de la muestra en 
comparación del agua disminuyendo la cantidad de micelas. Por otro lado, en este 
punto del proyecto se utilizó el campo de luz visible en conjunto a la fluorescencia 
para poder apreciar la fluorescencia de Nps en conjunto con la visualización celular.  
Esto se puede apreciar con mejor detalle en las figuras 14 y 15 correspondientes al 
segundo y tercer lavado. En estas imágenes podemos confirmar que las Nps forman 
aglomeraciones alrededor y encima de las células sin mostrar signos de 
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internalización. Gracias a estas observaciones se puede confirmar sin la necesidad 
de un cuarto lavado que las Nps de CsPbBr3 base hexano por si solas no logran 
internalizarse en las células exfoliadas de la mucosa oral y por lo tanto no parecen 
ser afines con las células. 

8.5.  Protocolo con uso de BSA 
 

Con el propósito de evaluar si BSA es un buen ligando o proporciona grupos 
funcionales que pudieran proporcionar carga a las Nps que permitan su 
internalización a las células exfoliadas de la mucosa oral,  se realizó la evaluación 
de su uso variando tiempos de incubación.  

Para evaluar el efecto del tiempo de incubación se realizaron dos series (a y b), de 
las cuales la serie a se sometió a una incubación de 5 min, mientras que la serie b 
se sometió a una incubación de 30 min, ambas a 37 °C. La temperatura y los 
tiempos cortos de incubación se eligieron en base al trabajo de Cepeda Pérez y col. 

A continuación se evaluó la matriz en la que se encuentran suspendidas las Nps 
para ver si posee un efecto significativo en la internalización a las células. Durante 
el desarrollo del experimento se utilizaron tres matrices diferentes:  

I. Agua destilada  
II. Metanol  

III. Metanol- ácido orgánico pH=3 proporción 3:1 

Tomando esto en cuenta se realizaron los siguientes tratamientos:  

I. Células + agua destilada + BSA + Nps  
II. Células + metanol + BSA + Nps  

III. Células + ácido orgánico pH= 3 proporción 3:1+ BSA + Nps  

La razón de usar metanol y la mezcla de metanol: ácido orgánico es que estos funjan 
como fijadores de las células a las laminillas. Por otro lado, la razón de usar un ácido 
orgánico es que en el artículo de Sanjayan et ál., (2021) el ácido succínico resultó 
ser el ligando más afín a las Nps y resalta la importancia del grupo carboxilo para el 
enlace con un grupo amino de la BSA. Teniendo esto en cuenta, se optó el usar un 
medio ácido como suplente del ácido succínico con la finalidad de que su efecto en 
la posible internalización de las Nps sea significativo.  

 A su vez, suponiendo que el pH posee algún efecto significativo en la internalización 
de las nanopartículas, se midió el pH de los sobrenadantes recuperados durante el 
protocolo. Encontrando que para el tratamiento 1 la serie <a= presentó un pH de 4, 
mientras que la serie <b= presentó valores entre 3 y 4. Por otro lado, tanto el 
protocolo 2, como el 3, tanto las series <a= como la <b= mostraron valores de pH de 
3. 

Las figuras 16 a 21 nos muestran los resultados del protocolo con uso de BSA. De 
estos resultados, las figuras 16-17 corresponden al uso de agua destilada como 
matriz. Las figuras 18-19 muestran los resultados obtenidos del uso de metanol 
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como matriz. Finalmente, los resultados de las figuras 20-21 muestran los 
resultados obtenidos utilizando una mezcla de metanol con un ácido orgánico pH=3 
como matriz. 

 

Figura 16 Tratamiento 1a: 5 min de incubación, objetivo  10x; A. Fluorescencia; B. Campo claro junto 

con fluorescencia 

 

  

Figura 17 Tratamiento 1b: 30 min de incubación,  objetivo  10x; A. Fluorescencia; B. Campo claro 

junto con fluorescencia 
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Figura 18 Tratamiento 2a: 5 min de incubación, objetivo de  40x; A. Fluorescencia; B. Campo claro 

junto con fluorescencia 

 

  

Figura 19 Tratamiento 2b: 30 min de incubación, objetivo de  40x; A. Fluorescencia; B. Campo claro 

junto con fluorescencia 
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Figura 20 Tratamiento 3a: 5 min de incubación, objetivo de 40x; A. Fluorescencia; B. Campo claro 

junto con fluorescencia 

 

  

Figura 21 Tratamiento 3b: 30 min de incubación, objetivo de 40x; A. Fluorescencia; B. Campo claro 

junto con fluorescencia 

Como resultado del desarrollo de los distintos tratamientos se tomaron una serie de 
micrografías plasmadas en las figuras 16-21. Por parte de los resultados del 
tratamiento 1 (plasmados en las figuras 16-17), podemos observar que hay poca 
internalización de las nanopartículas a las células. Esto se puede ver muy 
claramente en la combinación del campo claro junto con la fluorescencia (figuras 
16.B y 17.B). En los resultados de este tratamiento se observó una baja densidad 
de Nps en comparación de resultados obtenidos con los protocolos anteriores.  

Posteriormente, en los resultados del tratamiento 2 (plasmados en las figuras 18-
19), podemos apreciar ya una afinidad de las Nps a las células. Esto se puede 
sospechar viendo la figura 19, donde el brillo ya no parece provenir solo de 
alrededor de la célula sino también sobre ella. De manera similar en ambas 
imágenes podemos ver que las nanopartículas se encuentran a su vez en un 

A B 
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precipitado alrededor de las células. Anteriormente se preparó la solución de BSA, 
pero utilizando como matriz el metanol, encontrando que la BSA no era soluble en 
está matriz. La aparición de un precipitado en los resultados del segundo 
tratamiento, así como el antecedente de la solución de BSA previamente preparada, 
aportan evidencia de que sea BSA precipitado y el hecho de la presencia de 
fluorescencia nos confirma el hecho de que las nanopartículas se relacionan en 
primera estancia con BSA. Este precipitado es más evidente en la figura 18, donde 
se puede observar en el centro una célula rodeada de una gran cantidad de 
precipitado. No obstante, estos resultados difieren en gran medida con los 
resultados obtenidos en los puntos 8.4 y 8.5 del presente trabajo donde se podía 
apreciar el fondo con una gran cantidad de Nps, mientras estás no presentaban 
ninguna interacción con las células epiteliales mientras que en los resultados de la 
figura 19 podemos observar una interacción de las Nps con las células, puesto que 
se puede apreciar una célula en el centro de la imagen con Nps en ella.  

Finalmente, las figuras 20-21 muestran los resultados del tratamiento 3, apreciando 
principalmente en la figura 20 una buena internalización de las Nps. La imagen 
permite la visualización del núcleo celular, lo cual es un indicativo de que las Nps 
no se encuentran alrededor de la célula sino dentro de ella. En la figura 21 se puede 
observar una muy alta concentración de nanopartículas, a tal punto de que no se 
llega a apreciar el núcleo de las células como en el caso del tratamiento de 5 
minutos. Por lo que se sospecha que para el protocolo de internalización el manejo 
de tiempos cortos de incubación favorece la visualización celular. Por último, cabe 
resaltar la disminución del precipitado que se llegó a observar con el tratamiento 
con solo metanol. En el trabajo realizado por Sanjayan et ál. (2021) se comenta que 
BSA reacciona con el grupo carboxilo a partir de un grupo amino. La hipótesis es 
que la interacción del grupo carboxilo del ácido orgánico con un grupo amino de la 
BSA disminuye el efecto sobre el metanol, provocando una disminución del 
precipitado.  

Con el objetivo de corroborar los resultados obtenidos se repitió el procedimiento 
anterior utilizando como base la mezcla de metanol: ácido orgánico pH=3 en una 
proporción 3:1, así como un tiempo de incubación de 15 min. Los resultados se 
plasman en la figura 22 a continuación. 
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Figura 22 Repetición de protocolo; Nps de CsPbBr3en células exfoliadas de la mucosa oral objetivo 

de 40 x; A. Fluorescencia filtro 3; B. Campo claro junto con fluorescencia 

 

La figura 22, obtenida de la repetición del protocolo, se corrobora los resultados 
anteriormente observados, donde se puede apreciar una disminución de la emisión 
de las Nps en el fondo de la imagen. Al contrario de los protocolos iniciales del 
presente trabajo, ya se puede apreciar la emisión de las Nps provenientes de las 
células. Por otro lado, la repetición del protocolo resalta la importancia que tiene el 
medio ácido junto con BSA para la internalización de Nps de CsPbBr3 en células 
exfoliadas de la mucosa oral.  

Con la presente metodología podemos resaltar dos observaciones importantes, la 
primera de ellas es que la BSA logra mejorar la internalización de Nps a células 
exfoliadas de la mucosa oral y la segunda, que el medio ácido posee un efecto 
significativo en la obtención de resultados.  

La BSA posee una estructura que puede ser fácilmente alterada cambiando el pH 
del medio. La estructura normal o nativa de la proteína es conocida como forma N 
y se muestra a pH neutro. La forma B es la forma básica de la proteína, la cual se 
observa a pH por encima de 8; se le denomina como forma F a la estructura de la 
proteína  que poseen una migración rápida (fast migration), la cual se manifiesta en 
pH menor a 4.3. La forma E es la forma desnaturalizada de la proteína, la cual se 
puede observar a pH menor a 2.7 y finalmente la forma A es producida a un pH 
superior a 10 (Ahmad et ál., 2004; Cao et ál., 2013; Carter y Ho, 1994; Sogami et ál., 
2002). El pH del medio medido durante el desarrollo de las pruebas con BSA se 
encontró entre un valor de 3-4, lo cual correspondería al rango de pH de la forma F 
de la proteína. Ha sido reportado con anterioridad que valores de pH menores a 3.5 
se da una transición entre la forma F y la forma E de la proteína, es decir que a 
valores bajos de pH la proteína se desnaturaliza produciendo cambios 
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conformacionales en la estructura terciaria y secundaria de la proteína (Cao et ál., 
2013; Jr, 1995).  

 Basándonos en los resultados obtenidos en el trabajo de  Cao et ál. (2013), parece 
indicar que el enlace entre Nps y la BSA se da de manera más sencilla cuando la 
estructura de la proteína se encuentra desnaturalizada. Esto indica que el pH del 
medio es entonces un factor importante para que la BSA se enlace junto con las 
Nps de CsPbBr3. 

No obstante, el mecanismo mediante el cual la BSA logra ingresar dentro de las 
células, así como su afinidad a componentes dentro de las mismas se desconoce 
hasta el momento.  

Por otro lado, los resultados obtenidos  ponen en evidencia la posibilidad de usar 
las Nps de CsPbBr3 como posibles marcadores fluorescentes para las células 
exfoliadas de la mucosa oral con la obtención de buenas imágenes por medio del 
microscopio de fluorescencia. Esto puede favorecer el diagnóstico de fenómenos 
citotóxicos en este tipo de tejido o inclusive abrir la posibilidad de utilizar estos 
materiales en otros linajes celulares en la búsqueda de aplicaciones biomédicas 
para las Nps de CsPbBr3. No obstante, aún es necesario realizar más 
investigaciones con respecto a esta aplicación, puesto que aún falta por evaluar 
factores como el grado de internalización, la intensidad de PL obtenida, el tiempo 
de vida media, la estabilidad en medio acuoso, entre otros aspectos importantes. 
Estos factores son indispensables para poder aplicar estas Nps como marcadores 
fluorescentes con una posible aplicación diagnóstica. Sin embrago, los resultados 
obtenidos en este proyecto son prometedores con respecto al uso de estos 
materiales como marcadores fluorescentes con posible mejora de procedimientos 
de diagnóstico de enfermedades.  

 

9. CONCLUSIÓN 
 

En este proyecto se evaluó si las Nps de CsPbBr3 podían internalizarse en células 
exfoliadas de la mucosa oral, encontrando que, por la naturaleza no polar del 
hexano, las Nps, por sí mismas, no se internalizaron en las células, observándose 
aglomeraciones de Nps alrededor y sobre las mismas células. No obstante, 
haciendo uso de la albúmina de suero bovino (BSA), como ligando y en un medio 
ácido (pH=3) se pudo apreciar una buena internalización de las Nps a las células 
abriendo la posibilidad de usar estos materiales como marcadores fluorescentes 
que pudieran ser utilizadas para aplicación diagnóstica,  debido a que las 
nanopartículas ofrecen ventajas ante marcadores convencionales como el DAPI o 
el bromuro de etidio. Esta nueva metodología cumple con las características de ser 
sencilla y económica, así mismo, permitirá ampliar las investigaciones en torno a las 
perovskitas de halogenuros metálicos y ampliar la búsqueda de utilizar estos 
materiales con buenas propiedades ópticas y físicas en aplicaciones biomédicas.  
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ANEXO 1. Bases de UV-VIS   

 

La espectroscopia UV-VIS puede definirse como la técnica espectroscópica que 
hace uso de longitudes de onda correspondientes a la región UV (10-400 nm) y 
visible (400-800 nm) del espectro electromagnético. El principio básico de la 
espectroscopia UV-VIS es el fenómeno de absorción de la luz, de tal manera que la 
cantidad de luz absorbida es directamente proporcional a la concentración del 
analito presente en la muestra, por consiguiente, si se incrementa la concentración 
del analito la absorbancia incrementará de manera linear mientras que la 
transmisión de la luz disminuye exponencialmente. Este fenómeno se plasma de 
manera muy clara en la ley de Lambert-Beer la cual describe la relación linear entre 
la absorbancia de la luz y la concentración de especies absorbentes en la muestra:  

 � = ��� 
Donde: 

 A= absorbancia  

 α= coeficiente de absorción  

 l=distancia que la luz atraviesa por el cuerpo  

 c= concentración de la sustancia absorbente en el medio  

 

En la región UV-VIS, el grado de absorción de la luz depende de la configuración 
electrónica de las especies absorbentes como átomos, moléculas iones o 
complejos. Un nivel energético consiste en varios niveles vibracionales energéticos, 
mientras que un solo nivel vibracional consiste en varios niveles rotacionales. 
Cuando un fotón (hv) interactúa con una molécula puede producir la transición en 
los niveles energéticos de los electrones si la energía provista por el fotón coincide 
con la diferencia de estos niveles energéticos. La cantidad de radiación absorbida 
por el analito se mide y se grafica contra la longitud de onda del espectro 
electromagnético. De esta manera, un espectro típico de UV-VIS se representa con 
la longitud de onda contra el grado de absorbancia de la muestra.  

La absorción de radiación UV-VIS por una especie absorbente se asocia con la 
excitación de los electrones de valencia los cuales se encuentran en un estado basal 
los cuales pasan a un estado de excitación de mayor energía. Después de la 
absorción de energía, se da una transición electrónica del estado basal (E2) al 
estado de excitación (E1) que contiene el orbital molecular más alto (este fenómeno 
se conoce como antibonding).   
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Figura 23 Fenómeno de excitación de un electrón durante el proceso de absorción de la radiación 

UV-VIS 

 

Elementos del espectrofotómetro UV-VIS  
 

COMPONENTE  DESCRIPCIÓN  

FUENTE DE LUZ Proporciona la suficiente luz en forma de luz policromática para llevar a 

cabo las mediciones. Usualmente la fuente de luz proporciona luz 

policromática sobre una amplia región del espectro.  

MONOCROMADOR  Dispositivo que recibe la luz policromática en frente de la lámpara y 

proporciona luz monocromática de salida. Este aparato se utiliza para 

dispersar las radiaciones de luz policromática según la longitud de onda. 

CUBETA Las cubetas están diseñadas para sostener la muestra para su análisis 

espectroscópico. Las cubetas están disponibles en plástico, vidrio o de 

cuarzo de grado óptico que no absorban las longitudes de onda de nuestro 

interés.  

DETECTOR  Dispositivo que mide la cantidad de luz que pasa por la muestra y convierte 

la luz recibida en señales eléctricas. Para UV-VIS existen tres tipos: celdas 

fotovoltaicas, fototubos y tubos fotomultiplicadores  

UNIDAD DE 
PROCESAMIENTO  

El espectrofotómetro provee la señal al registrador y la intensidad de las 

señales son amplificadas por el amplificador y elabora la respuesta por la 

computadora para su interpretación  

 

 

Referencia  
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ANEXO 2. Fundamentos de la microscopía de fluorescencia 
 

La microscopia de fluorescencia, también llamada de epi-fluorescencia, es una 
técnica ampliamente en el campo de la biología debido a que permite la 
visualización selectiva de distintos componentes celulares, subcelulares o 
moleculares, por medio del uso de fluoróforos (moléculas con la capacidad de emitir 
fluorescencia) lo cual ha permitido el amplio uso de esta microscopía en las áreas 
de la biología como de las ciencias de la salud con la obtención de imágenes 
(Lichtman y Conchello, 2005). 

La técnica se basa en la epi-fluorescencia de los fluoróforos utilizados y al contrario 
de la microscopia de luz transmitida donde la luz ilumina la muestra, posteriormente 
esta luz se transmite a través de nuestra muestra y es detectada del otro lado, en la 
microscopia de fluorescencia la iluminación y la detección se lleva a cabo del mismo 
lado del microscopio. En adición, otra diferencia significativa entre la microscopia de 
fluorescencia y la de luz transmitida es el uso de filtros de excitación, los cuales 
seleccionaran el rango de longitud de onda necesario para la excitación del 
fluoróforo de interés. Posteriormente, el filtro dicroico refleja la luz de excitación 
hacia la muestra. Finalmente, el filtro de emisión deja pasar de forma selectiva la 
emisión del fluoróforo hacia el ocular para la observación de la muestra (López-
Saavedra et ál., 2019).  

 

 

Figura 24 Diferencia entre microscopia de luz transmitida y la microscopia de fluorescencia; A. 

microscopia de luz transmitida; B. Microscopia de fluorescencia, donde 1 corresponde al filtro de 

excitación, 2 al filtro dicroico y 3 al filtro de emisión.  
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Fundamentos de la fluorescencia  
 

Cuando un compuesto fluorescente en estado basal absorbe energía de la luz 
(fotón) se llevan a cabo alteraciones en los estados electrónicos, vibracionales y 
rotacionales de la molécula. La energía absorbida puede mover un electrón de un 
estado basal (S0) a un orbital de mayor energía (S2 o S1) como se puede observar 
en la figura 25. Esta transición a un estado de excitación también pone en 
movimiento vibraciones moleculares en las que las distancias internucleares varían 
con el tiempo. Una vez excitada, la molécula utiliza diferentes caminos para perder 
la energía perdida y regresar a su estado basal. La conversión interna, es una 
transición entre los estados electrónicos del orbital (de S2 a S1). Estrictamente 
hablando la conversión interna permite transiciones isoenergéticas por lo que no se 
pierde energía durante este tipo de transición, no obstante, la energía adicional se 
elimina a través de la relajación vibracional. En buenos fluoróforos, después de 
realizar la relajación vibracional se pierde la energía y se regresa al estado basal 
por medio de la emisión de un fotón cuya energía cubre la brecha entre el estado 
vibratorio más bajo de S1 y cualquiera de los estados vibracionales o rotacionales 
de S0. El espectro de emisión de un fluoróforo solo es el rango de longitud de onda 
que emite el fotón expulsado. La relajación vibracional y la emisión de fluorescencia 
son las maneras en las que los fluoróforos retornan a su estado basal de baja 
energía (Lichtman y Conchello, 2005). 

 

 

Figura 25 Diagrama de Jablonksi del proceso de absorción y emisión donde S0 se refiere al estado 

basal de la molécula y representa la energía de la molécula sin excitación de la luz. S1 y S2 son 

estadios de singuletes donde un electrón es impulsado por la excitación de la molécula. S2 posee 

más energía que S1 y a su vez S1 posee mayor energía que el estado basal S0 
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