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RESUMEN

Las nanobarras de oro (AuNBs) presentan propiedades dpticas Unicas que pueden ser
explotadas para utilizarlas en diversas areas, incluyendo la medicina, en particular, en el
diagnostico y el tratamiento del cancer. EI método de crecimiento mediado por semillas es el
protocolo mas utilizado para la sintesis de este tipo de particulas, en este método se prepara
una solucién de nanoparticulas esféricas de oro de alrededor de 1-2 nm (“semillas™) y luego
estas se adicionan a una solucion que promueve el crecimiento anisotropico de las “semillas”
hasta producir las AuNBs. En estudios previos se ha utilizado el HCI como aditivo para
mejorar el rendimiento de formacién de AuNBs asi como para ajustar el plasmén de
resonancia de las mismas, sin embargo, no es muy claro el papel que juega dicho compuesto
en el control de la relacion de aspecto. Por otro lado, se ha mostrado que el CTAB,
frecuentemente utilizado en la sintesis de AuNBSs, es muy toxico, y la completa remocion del
mismo es indispensable para aplicar estos sistemas en la practica médica. Por lo anteriormente
descrito, en este trabajo se sintetizaron AuNBs usando el método mediado por semillas a pH
acido y se estudio el papel que juega el HCI en el control de la relacion de aspecto. Después
estas particulas fueron recubiertas con quitosano para eliminar por completo el CTAB, ademas
el alginato y el PVA se utilizaron para proporcionarles mayor estabilidad, se estudi6 el efecto
de estas cubiertas poliméricas sobre la eficiencia de transduccion fototérmica y se evalud la
citotoxicidad de las AuNBs en una linea celular de cancer de mama. Los resultados muestran
que el efecto del HCI consiste aparentemente en detener el crecimiento de las nanobarras de
oro en etapas intermedias de su desarrollo debido a que ralentiza la deposicion de a&tomos de
oro. Se logré eliminar el CTAB y se reemplazé por quitosano, después se adsorbi6 alginato o
PVA sobre las nanobarras, con esto se disminuyo significativamente la citotoxicidad en
comparacion con las nanobarras cubiertas con CTAB. Ademas, las cubiertas poliméricas
utilizadas no afectaron la eficiencia de las particulas para transformar la luz absorbida en calor
y mostraron ser efectivas para disminuir la viabilidad celular a través de hipertermia producida

por irradiacion laser.
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INTRODUCCION

Las nanoparticulas de oro se han estudiado ampliamente en las ultimas décadas debido a sus
propiedades Opticas Unicas que surgen del fendmeno de plasmon de resonancia de superficie
(PRS) (la oscilacion colectiva del gas de electrones debido la interaccion con el campo
electromagnético). La energia absorbida se disipa en forma de calor induciendo un incremento
en la temperatura del medio circundante, esto se ha propuesto para promover la muerte de
células cancerosas o la destruccién de fibras amiloides por hipertermia, esto se ha Ilamado

terapia fototérmica®™.

Las nanobarras de oro (AuNBSs) son las nanoparticulas de oro mas estudiadas para la terapia
fototérmica debido a la relativa facilidad de manipular el PRS para aplicaciones biologicas
(700-900 nm) y a su gran eficiencia de conversion fototérmica®®. En general, las AuNBs
muestran dos picos de absorcion, que surgen de la oscilacion de los electrones a través de los
ejes transversal (510-530 nm) y longitudinal (600-1000 nm). El plasmon de resonancia de
superficie longitudinal (PRSL) es extremadamente sensible a la relacion de aspecto
(largo/ancho) de las AuNBs °.

El método quimico mas usado en la sintesis de AUNBSs es el crecimiento mediado por semillas,
desarrollado por Jana et al. (2001)** y modificado por Nikoobahkt y El-Sayed (2003)*, el cual
estd basado en la sintesis de particulas de oro de alrededor de 2 nm (“semillas™), estas son
colocadas en una solucion de crecimiento (Bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB),
HAuUCI,, acido ascorbico (AA) y AgNO;3) cuya composicion promueve el crecimiento
anisotrépico de esas semillas para producir las nanobarras. La relacion de aspecto de las
nanobarras de oro puede ser manipulado variando la concentracion de AgNOj3 en la solucion
de crecimiento®. Zhu et al. (2010)** reportaron que la relacién de aspecto de las AuNBs
también podia manipularse usando HCI como aditivo en la solucion de crecimiento, ellos
observaron que mientras la concentracion de HCI se incrementaba, el PRSL de las nanobarras
experimentaba un pronunciado desplazamiento hacia el rojo. El proceso mediante el cual el

HCI es capaz de manipular la relacion de aspecto de las AuNBs es desconocido.



Por otro lado, se ha demostrado que la presencia del CTAB en las AuNBs esta relacionada con
una alta citotoxicidad y la eliminacion completa de este es un requisito importante antes de

1418 " Generalmente, para

poder usar estas particulas en la investigacion y practica médica
eliminar el exceso de CTAB, se realizan varios pasos de centrifugacion y redispersion, sin
embargo, una bicapa del surfactante permanece adsorbida en la superficie de las AuUNBs aun
después del proceso de lavado. Eliminar esta bicapa puede causar la agregacion incontrolable
de las particulas®. Por esta razén, se han llevado a cabo una gran cantidad de investigaciones

para reemplazar o recubrir el CTAB con otro tipo de estabilizador biocompatible?®?,

Los polisacaridos son candidatos ideales para reemplazar el CTAB debido su

2223 Ademas, los

biocompatibilidad, bajos costos y facilidad para ser modificados
polisacaridos con comportamiento polielectrolitico permiten realizar un recubrimiento capa
por capa (LBL por sus siglas en inglés)®. El quitosano se ha utilizado anteriormente para
reemplazar el CTAB con resultados prometedores. La principal desventaja del uso de las
AuUNBs cubiertas con quitosano con fines médicos es que este polimero tiene un pK,=6.3, por
lo tanto, en el pH fisiolégico, los grupos amino del quitosano se encuentran
predominantemente desprotonados, el potencial zeta se acerca a cero y la repulsion
electrostatica entre las particulas es muy baja, disminuyendo la estabilidad coloidal®?". Esto
plantea la necesidad de recubrir las AUNBs cubiertas con quitosano con moléculas o polimeros
que les proporcionan més estabilidad”’. El alginato y el poli (vinil alcohol) (PVA) podrian ser

utilizados para este proposito.

En este trabajo se sintetizaron AuUNBs usando el método de crecimiento mediado por semillas
a pH &cido, se caracterizaron espectroscopicamente con el objetivo de elucidar el mecanismo
subyacente del control de la relacion de aspecto con la adicion de HCI. Después, estas
nanoparticulas fueron recubiertas con quitosano para la eliminacion completa del CTAB,
finalmente se usé alginato y PVA para cubrir las AuNBs recubiertas de quitosano con el
proposito de proporcionarles mayor estabilidad. Se determiné el efecto de estas cubiertas
poliméricas sobre la eficiencia de transduccion fototérmica y se evalud la citotoxicidad de las

AuNBs cubiertas con y sin irradiacion en una linea celular de cancer de mama.



ANTECEDENTES

Nanotecnologia y Nanomedicina.

La nanotecnologia implica el entendimiento y el control de la materia en la escala
nanométrica, en la cual los materiales presentan fendmenos unicos que posibilitan el
desarrollo de nuevas aplicaciones. Es un area multidisciplinaria en la que convergen la
quimica, la fisica, la biologia, la ingenieria y la tecnologia para medir, modelar, obtener
imégenes y manipular la materia con el objetivo de desarrollar dispositivos nanométricos que

posibiliten el desarrollo tecnolégico®.

Dentro de todas las posibles aplicaciones de la nanotecnologia, el desarrollo de nanomateriales
utiles para el diagnostico, tratamiento y prevencion de enfermedades ha recibido especial
atencion en las ultimas decadas, con ello ha surgido el concepto de nanomedicina, que
basicamente se refiere a la aplicacion de la nanotecnologia al cuidado de la salud®. En este
sentido se han desarrollado una gran cantidad de nanomateriales como los puntos cuanticos
(Quantum-Dots) de semiconductores, las nanoparticulas de magnetita, las particulas

poliméricas y diversos tipos de nanoparticulas metalicas.

Los puntos cuénticos han sido propuestos para ser utilizados con fines diagndsticos debido a
sus propiedades fluorescentes dependientes del tamafio®®; las nanoparticulas magnéticas de
oxidos de hierro pueden ser utilizadas para el diagndstico por imagen usando resonancia
magnética, para administracion de farmacos, asi como para terapia hipertérmica usando
campos magnéticos oscilantes® : las nanoparticulas poliméricas y lipidicas han sido utilizadas,
generalmente, para encapsular moléculas terapéuticas con el objetivo de incrementar su

biodistribucién y por lo tanto su eficiencia®.

Las nanoparticulas metalicas han sido ampliamente investigadas debido, principalmente, a la
facilidad de ser sintetizadas controlando su forma, tamarfio, composicion y estructura, asi como
la simplicidad para modificar su superficie con moléculas especificas para células diana;
dentro de las particulas metéalicas, las nanoparticulas de oro son de especial interés para ser
utilizadas en aplicaciones médicas debido a sus propiedades Opticas Unicas que posibilitan su

uso, especialmente, en el fotodiagnéstico y la fototerapia del cancer®>’®. Esto es de especial



interés en el presente trabajo por lo que se abundara en ello de manera mas detallada en las

secciones siguientes.

Nanoparticulas de oro.

El oro es un claro ejemplo del cambio en las propiedades fisicas de un material cuando esté es
Ilevado a un tamafio nanomeétrico; cuando el oro se encuentra en forma de nanoparticulas sus
propiedades Opticas son modificadas drasticamente debido, principalmente, al confinamiento
de los electrones de la banda de conduccion (estos no son capaces de moverse libremente
como en el material en bulto), provocando que las nanoparticulas de oro tengan, a simple
vista, una gama de colores desde el rojo hasta el azul, dependiendo de su tamafio y forma, los

cuales difieren claramente del color dorado caracteristico del material en bulto®,

Las intrigantes propiedades dpticas de las nanoparticulas de oro son atribuidas a su peculiar
forma de interactuar con la luz; cuando estas nanoparticulas son sometidas al campo
electromagnético oscilante, los electrones de la banda de conduccion en la superficie de las
particulas entran en resonancia con la frecuencia incidente, es decir, los electrones comienzan
a oscilar de manera colectiva y coherente con el campo electromagnético, a este fendmeno se
le conoce como plasmén de resonancia de superficie (PRS). Esto induce una polarizacion en la
particula debido a la separacién de cargas entre la nube electrénica (cargada negativamente) y
el nicleo metalico (cargado positivamente), lo cual a su vez ejerce una fuerza restauradora que
provoca que los electrones continden oscilando dando como resultado una oscilacion dipolar
(Figura 1 (a))*%3%.

La teoria completa para describir el comportamiento de una onda electromagnética que
interactlia con una particula metalica fue desarrollada por Gustav Mie en 1908. En esta teoria
el campo electromagnético es expandido en una serie de contribuciones multipolares y los
coeficientes de la expansion son determinados aplicando condiciones de frontera adecuadas
para el campo electromagnético en las interfaces de las nanoparticulas metélicas con el medio

circundante.



Figura 1. a) Representacion esquematica del fendomeno de resonancia del plasmon de

superficie en nanoparticulas metélicas. b) Valores de la parte real (e1) e imaginaria (e;) de la

funcion dieléctrica del oro en bulto en funcion de la longitud de onda de la luz incidente
(tomado de la referencia 37). ¢) Espectro de absorcion caracteristico de nanoparticulas de oro

de un tamafio de 30 nm calculado con la ecuacion (1) y los valores mostrados en b).




El procedimiento es bastante complejo, sin embargo, para particulas mucho mas pequefias que
la longitud de onda incidente, se puede considerar que la influencia del campo
electromagnético sobre la particula es uniforme, de esta manera, el problema se simplificay la
particula puede ser descrita como un dipolo eléctrico, esta simplificacién se conoce como la
aproximacion dipolar. Considerando que las bandas de resonancia que nos interesan en el caso
de las nanoparticulas de oro se encuentran en la region visible del espectro electromagnético
(360-720 nm), las particulas de un tamafio menor a 50 nm pueden cumplir con el tamafio

adecuado para ser modeladas usando ésta aproximacion®=°.

Considerando la aproximacion dipolar, la seccion eficaz de extincion (ley) esta dada por la

siguiente ecuacion:

3
247T2R3£7n/2 &y (1)
Oext = 2 2
A (&1 + 2ep)% + &5

Donde & es la longitud de onda, H; y H, son la parte real e imaginaria de la funcion dieléctrica
compleja del metal en bulto, Hy es la constante dieléctrica del medio, la cual esta relacionada

con el indice de refraccién del medio por Hy = nip?.

Es necesario detenernos un poco para analizar el significado de la ecuacion (1); cuando la luz
interactla con la materia, en este caso particular, con nanoparticulas de oro, pueden ocurrir
una serie de fendmenos asociados a dicha interaccion, la luz puede ser absorbida, dispersada o
transmitida dependiendo de las caracteristicas de la radiacion incidente y, por supuesto, de las
nanoparticulas involucradas. La intensidad de un haz de luz que incide sobre una suspension

de nanoparticulas sufre un decaimiento exponencial descrito por:
I(x) = Io. e_CGx (2)

Donde I es la intensidad de la luz después de recorrer una distancia x de la suspension de
nanoparticulas, I corresponde a la intensidad de la luz incidente, C es la concentracion de
nanoparticulas por unidad de volumen y { es la seccion eficaz de extincion de las
nanoparticulas. La extincion o atenuacion de la luz incidente es la suma de la luz absorbida

(determinada por la seccion eficaz de absorcion Uaps) Y la luz dispersada (determinada por la



seccion eficaz de dispersion Ugis), es decir Uex= Uapns+ Ugis. La seccion eficaz de extincion hace
referencia, basicamente, a la eficiencia de la particula para remover fotones de la luz incidente

(atenuar o extinguir la intensidad del haz de luz) tanto por absorcién como por dispersion®=°.

Por lo tanto, la ecuacion (1), nos indica que la eficiencia para atenuar la luz de una suspension
de nanoparticulas de oro varia con la longitud de onda de la luz incidente, es decir, existe una
determinada longitud de onda a la cual la seccion eficaz de extincion se maximiza; dado que la
funcion dieléctrica compleja de los metales (e (»)) muestra una dependencia con la frecuencia
de la radiacion electromagnética incidente, tanto €, Como ¢, varian con la longitud de onda (1.).
Por lo tanto, la absorcién de la radiacion electromagnética se maximiza y aparece una banda
de absorcion?, cuando Hy= -2Hn. En la Figura 1 b) se muestran los valores de H, y H, (desde 400
a 1050 nm) reportados por Johnson y Cristy®” y en la Figura 1 c) se muestra la posicion del
PRS de una particula de oro esférica de 30 nm calculada usando la ecuacién (1) y los valores
de H; y H, mostrados en la Figura 1 b). Es importante recalcar que conforme el tamafio de la
particula incrementa, esta aproximacion ya no es valida debido a que al campo eléctrico dentro
de la particula ya no es uniforme, por lo tanto, es necesario tomar en cuenta las contribuciones

multipolares consideradas en la teoria de Mie.

La posicion del PRS es altamente dependiente de la forma y del tamafio de las nanoparticulas
de oro, es por ello que una gran cantidad de investigadores han desarrollado diversas
metodologias con el objetivo de manipular esas dos caracteristicas para poder controlar la
posicion del PRS desde el visible hasta el infrarrojo cercano (500-1000 nm)****2 En ese
sentido se han obtenido nanobarras, nanocorazas, nanojaulas y nanoestrellas de oro, entre otras
estructuras (Figura 2). En este trabajo, en particular, estamos interesados en las nanobarras de

oro, por lo que solo nos enfocaremos en este tipo de particulas en lo que resta del texto.



Figura 2. Diferentes formas de nanoparticulas de oro, se incluyen los colores y las bandas de

absorcion caracteristicas para cada una de ellas. a) Nanobarras de oro, b) Nanojaulas de oro, c)

Nanocorazas de oro y d) Nanoestrellas de oro. Tomado de las referencias 38-40 y 42.



Propiedades fotot®rmicas de las nanopart?culas de oro.

La energia absorbida por las nanoparticulas de oro, proveniente de la radiacion
electromagnética incidente, es disipada en forma de calor al medio ambiente circundante por
medio de una serie de procesos no radiativos, este fendmeno ha motivado el uso de estas
nanoparticulas para desarrollar la llamada terapia fototérmica>’. Los procesos fisicos
subyacentes a esta propiedad de las particulas de oro son bastante complejos, asi que los

abordaremos de manera un tanto superficial a continuacion.

Se deben considerar las siguientes cuestiones para comprender un poco la relacién existente
entre la luz absorbida y el calor disipado: 1) el fendmeno de resonancia del plasmon puede ser
considerado como un conjunto de transiciones electrénicas intrabanda (dentro de la banda de
conduccion de la particula de oro) que oscilan en fase; 2) el calor es el resultado de un
conjunto de vibraciones en un sélido y es transportado a través de particulas elementales como
los electrones, los fonones (modo cuantizado de vibracion que se presenta en los sélidos) y los
fotones, en los primeros dos casos el mecanismo involucrado es la conduccién y en el ultimo
el transporte de calor es a través de la radiacion; 3) los electrones y la red cristalina de la
nanoparticula pueden ser considerados como dos subsistemas acoplados, la separacion se

justifica debido a las grandes diferencias en sus capacidades calorificas®**®.

Cuando un haz de luz incide sobre una suspension de nanoparticulas de oro, parte de la luz es
absorbida e induce transiciones electronicas tanto intrabanda como interbanda (dependiendo
de la energia incidente). La forma apropiada para describir cambios en la distribucién
electronica dentro de la banda de conduccién de un metal es a través de la estadistica de
Fermi-Dirac. La distribucion electrénica, f, es descrita matematicamente como:

1
f= 1 + e B-EP/KT, (3)

donde T, es la temperatura electronica, definida como una medida que caracteriza a la energia
interna electrénica en el equilibrio, E; es la energia de fermi, que indica el nivel energético
mas alto ocupado por un sistema cuantico a 0 K y k es la constante de Boltzmann, por lo

tanto, cada distribucion electrénica esta asociada a una determinada temperatura electrénica®.



Imaginemos ahora que irradiamos la suspension de nanoparticulas de oro con un laser de 620
nm, lo cual equivale a una energia de 2 eV (Figura 3). Antes de la irradiacion, la temperatura
electronica (Te) es igual a la temperatura de la red cristalina (T)), es decir, ambos estan en
equilibrio térmico, es decir, T)=T, (temperatura inicial), esta situacion es mostrada en la Figura
3 a). Cuando iniciamos la irradiacion, los electrones con una energia menor o igual a 2 eV por
debajo de la Energia de Fermi son impulsados a niveles energéticos de hasta 2 eV por arriba
de la energia de Fermi, esto corresponde a la distribucion electronica descrita en la Figura 3 b).
Esta distribucion electronica en este momento no se encuentra en equilibrio de acuerdo a lo
que dicta la estadistica de Fermi-Dirac para los fermiones; para recuperar el equilibrio, la
energia es internamente redistribuida dentro del gas de electrones a traves de colisiones
electron-electron hasta que se alcanza una nueva distribucion de Fermi (Figura 3 ¢)) a una
temperatura mas alta (Te>To), es decir, se produce una termalizacién electronica como

resultado de la absorcién de la energia de la radiacion incidente®*°.

En este punto tenemos que la temperatura del gas de electrones es mayor que la temperatura
de la red cristalina de la nanoparticula de oro (Te >T)), por lo tanto, como ambos subsistemas
estan acoplados, el sistema completo tiende a alcanzar el equilibrio térmico a través de un
proceso denominado acoplamiento electron-fonén, de tal manera que la energia de los
electrones es transferida a la red cristalina, por lo tanto, T, incrementa mientras Te disminuye.
Esto es descrito a traves del denominado modelo de dos temperaturas (two-temperature model
(TTM)), desarrollado para metales en bulto y adaptado para nanoparticulas, este modelo
consiste en dos ecuaciones diferenciales acopladas que describen como varia la temperatura

del gas de electrones y de la red cristalina de la nanoparticula con el tiempo:

oT,
Ce a_te = _G(Te - Tl) + Pabs(t) (4)

aT,
Cior = G(T. = T) (5)

donde C. y C; denotan el calor especifico del gas de electrones y de la red cristalina,
respectivamente, G es la constante de acoplamiento electron-fondn (para el oro G =
3x10™Wm 3 K™) y Pays(t) representa la potencia del laser absorbida por unidad de volumen

del metal.
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El signo negativo en la ecuacion (4) hace referencia a una disminucién en la temperatura del
gas de electrones conforme transcurre el tiempo, el calor es transferido a la red cristalina de la
nanoparticula y por lo tanto la temperatura de esta incrementa, el indice de cambio de la
temperatura depende, como se observa en la ecuacién, de la diferencia de temperatura entre

los dos subsistemas®333,

Finalmente el calor de la red cristalina de la nanoparticula es disipado a los alrededores.
Generalmente las nanoparticulas estan suspendidas en una solucion acuosa, por lo tanto, el
calor disipado genera un incremento de temperatura de esta de acuerdo a Q=mcaT.
Considerando lo anterior, es posible hacer una estimacion del cambio de temperatura
aproximado de una suspension de nanoparticulas irradiadas con un laser; supongamos que
irradiamos 3 mL de una suspension de nanoparticulas con una absorbancia de 1 (a 808 nm)
usando un laser de 808 nm a una potencia de 1 W durante un periodo de 20 min, bajo estas
condiciones se suministrarian 1200 J de energia al sistema, la suspension atenta el 90 % de la
luz incidente lo cual corresponde a 1080 J, si consideramos que el 50 % de la extincion se
debe a la absorcién®® tendriamos un total de 540 J absorbidos; tomando en cuenta que Q = 540
J,m =3gyc=4.81J/g°C, considerando que el sistema esta aislado, entonces la temperatura

de la suspension de las nanoparticulas incrementarfa 37.5°C**.
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Figura 3. Representacion esquematica del proceso de calentamiento del gas de electrones
después de la absorcion de la radiacion electromagnética, siguiendo la distribucion de Fermi-

Dirac. Adaptado de las referencias 33 y 36.
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Nanobarras de oro (AuNBs).

Como se mencion0 en parrafos anteriores, la longitud de onda a la cual las nanoparticulas de
oro presentan un maximo en la atenuacién de la luz es altamente dependiente de la forma de
dicha particula. En este sentido, las nanobarras de oro son un claro ejemplo de este
comportamiento, en ellas, la oscilacion de los electrones puede llevarse a cabo tanto en el eje
transversal como en el longitudinal, esto provoca que estas particulas presenten dos bandas de
absorcidn, una alrededor de 510-530 nm debido al PRS transversal y la otra entre 600 y 1000
nm debido al PRS longitudinal (Figura 4).

Estas propiedades Opticas pueden ser descritas utilizando la teoria desarrollada por Gans para
particulas elipsoides utilizando la aproximacion dipolar’®®** la posicién de las bandas de

absorcion de AuNBs orientadas al azar es descrita por:

3
o 2nNVe? Z (1/P)e,
abs — 2 6
31 1- P, , (6)
G+t —Fpém) T&
j

donde P; corresponde a los factores de depolarizacion para los tres ejes de la nanobarra con

A>B=C, los cuales son definidos como:

1—e?71 1+4e
_ 1 _ 7
Fa e? [Zeln<1—e) 1] ()
1-P
PB=PC= 2A (8)
donde
B\ 2
= [1=(= 9)
e= |1 (A)
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Figura 4. Representacion esquematica del fendmeno de resonancia del plasmon de superficie
de nanobarras de oro, a) PRS transversal y b) PRS longitudinal, y bandas de absorcién

caracteristicas de las nanobarras de oro para diferentes c) relaciones de aspecto y d) constantes

dieléctrica del medio. Los espectros de absorcion de las Figuras c) y d) fueron calculados con

la ecuacion (6) y considerando los valores de H; y H, mostrados en la Figura 1 c).
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En la Figura 4 se muestran los espectros de absorcion para nanobarras de oro con diferente
relacion de aspecto y para diferentes constantes dieléctricas del medio calculadas usando la
ecuacion (6) y los valores de H; y H, reportados por Johnson y Cristy®’, el eje transversal de la
nanobarra se mantuvo constante (15 nm) y se varié el tamafio del eje longitudinal para obtener
diferentes valores de la relacion de aspecto (definida como la relacion largo/ancho). Se puede
notar claramente que la posicion del PRSL depende fuertemente tanto de la relacién de
aspecto de la nanobarra de oro, como de la constante dieléctrica del medio. La banda de
absorcion del PRSL experimenta un corrimiento muy pronunciado al rojo (de 680 a 850 nm)
cuando la longitud de la nanobarra de oro cambia de 45 nm (relacién de aspecto de 3) a 67.5
nm (relacién de aspecto de 4.5). Algunos autores®* han propuesto una relacion lineal entre el

PRSL vy la relacion de aspecto de las nanobarras de oro siguiendo la ecuacién:
Amax = 95R + 420 (10)

Este comportamiento del PRSL en funcion de la relacion de aspecto tiene una relevancia
importante para el uso de las AuNBs para el tratamiento y el diagnostico del cdncer debido a
que es posible obtener nanoparticulas que absorban la radiacién electromagnética dentro de la
Ilamada ventana biologica (700-900 nm), donde se presenta un minimo en la absorcién de los
tejidos*®*’, por ello se han realizado una gran cantidad de investigaciones con el objetivo de
optimizar las condiciones de sintesis para poder controlar la relacién de aspecto y por lo tanto
la posicién del PRSL*. El efecto de la constante dieléctrica del medio sobre la posicion del

PRS ha sido explotado, por ejemplo, para el desarrollo de biosensores®.

S2ntesis de AuNBs.

El protocolo mas utilizado para sintetizar AUNBs es el método mediado por semillas, este es
un proceso que consiste en dos pasos, primero se sintetizan unas particulas de oro de alrededor
de 2 nm (“semillas™) estabilizadas con CTAB, después, estas “semillas” son colocadas en una
solucién (solucion de crecimiento) que contiene CTAB, HAuUCl,, Acido Ascorbico y
generalmente AgNO;3, las semillas actian como centros de nucleacion para la deposicion de
nuevos atomos de oro, provenientes de la reduccion del HAuUCI, por el acido ascérbico, y la
composicion de la solucion de crecimiento promueve un incremento anisotrépico de las

“semillas” dando como resultado la formacion de las nanobarras *°.

15



Los primeros reportes de la sintesis de AuNBs por medio del método mediado por semillas
fueron publicados en 2001 por Jana et al.™>*, ellos sintetizaron nanoparticulas de oro de 3.5
nm cubiertas con citrato, después agregaron la solucion de semillas a una solucion de
crecimiento que contenia CTAB, HAUCI, y &cido ascorbico, después de un periodo de tiempo
corto, tomaron una alicuota de esa solucion y la agregaron a una nueva solucion de
crecimiento, finalmente una alicuota de esta Ultima fue transferida a una tercera solucion de
crecimiento. Este protocolo les permitio obtener AuNBs con relaciones de aspecto desde 10
hasta 25. EIl principal problema con este protocolo es que la proporcion de nanobarras es solo
de alrededor del 5 % y se requieren multiples pasos de centrifugacion y resuspension para la
purificacién de las mismas. Las nanobarras sintetizadas por este método presentan una
estructura cilindrica con caras cristalinas {111} en las puntas y {100} o {110} en la parte

lateral de la estructura (Figura 7 a))>%.

Posteriormente, Nikoobahkt y El-Sayed (2003) *? mejoraron el protocolo desarrollado por Jana
et al., ellos sintetizaron AuNBs de una relacion de aspecto mas pequefia (1.5 a 4.5) y con un
rendimiento mucho mayor. Para ello utilizaron “semillas” de oro de 1.5 nm cubiertas con
CTAB en lugar de citrato y ademas agregaron diferentes concentraciones de AgNO; a la
solucion de crecimiento para controlar la relacion de aspecto. Observaron que existia una
dependencia directa de la relacion de aspecto de las AuNBs con la concentracion de AgNO;
utilizada, por lo que la posicion del plasmén podria ser controlada simplemente variando la
concentracion de plata utilizada en la solucion de crecimiento. La estructura cristalina de las
AUNBs es diferente de la obtenida con el protocolo de Jana et al., aparentemente las partes
laterales de la AuNBs estan conformadas por caras {250} mientras las puntas estan formadas
por caras {111}, {110} y {100} (Figura 7 b)*.
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Figura 5. a) Forma y estructura cristalina de nanobarras de oro sintetizadas en ausencia de
AgNO;, b) Estructura cristalina y progresion del crecimiento de nanobarras de oro sintetizadas
en presencia de AgNO; (tomado de la referencia 52), ¢) Progresion de los espectros de
absorcion caracteristicos de las nanobarras de oro en sus diferentes etapas (tomado de la
referencia 57), d) Adsorcion de micelas cilindricas de CTAB sobre la superficie de oro
(tomado de la referencia 64), €) Resumen de los tres mecanismos propuestos para el efecto del
AgNO; sobre el crecimiento de las nanobarras y f) adsorcion del complejo [Br-Ag-Br] sobre

las caras cristalinas {100} de las “semillas” de oro (tomado de la referencia 62).
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Zhu et al. (2010)* reportaron que la relacién de aspecto de las AuNBs también podia
manipularse usando HCI como aditivo en la solucion de crecimiento, ellos probaron diferentes
concentraciones de HCI (0.01-0.25 M) y observaron que mientras esta incrementaba, el PRSL
de las nanobarras experimentaba un pronunciado desplazamiento hacia el rojo de la region
visible del espectro electromagnético, ellos lograron obtener desplazamientos de hasta 321 nm
(la posicién del PRSL se desplazé desde 764 nm hasta 1085 nm) cuando la concentracién de
HCI se incrementd de 0.01 a 0.25 M. El proceso mediante el cual el HCI es capaz de
manipular la relacion de aspecto de las nanobarras es totalmente desconocido, en esta tesis se
propone una posible explicacion para este mecanismo, la cual sera discutida més adelante en

la seccidn de resultados y discusiones.

Mecanismo de crecimiento de las AuNB:s.

Se han realizado un gran nimero de investigaciones para entender el proceso de crecimiento
de las AuNBs con el objetivo optimizar las condiciones de sintesis y con ello poder controlar
sus propiedades oOpticas, en particular la posicion del PRS longitudinal, sin embargo, el
mecanismo completo por el cual se forman estas estructuras no ha sido elucidado
completamente, sobre todo, en el punto donde se rompe el crecimiento isotrépico de las
“semillas” para promover el crecimiento anis6tropo caracteristico de las nanobarras®*. Como
resultado de estas investigaciones se han propuesto una serie de modelos que intentan
esclarecer el intrigante fendmeno involucrado en la formacion de estas estructuras
termodinamicamente desfavorables. Algunos de estos modelos son descritos brevemente a

continuacion.

Park et al. (2013)*? realizaron un estudio de la progresién del crecimiento de AuNBs
utilizando espectroscopia UV-Vis e imagenes de microscopia de transmisién electronica, en
base a sus resultados ellos proponen que el proceso de formacion de las nanobarras puede ser
dividido en 5 etapas (Figura 7 b)). Etapa 1 (0-2 min); en esta etapa las “semillas” de oro
crecen de manera isotropica hasta formar particulas esféricas de alrededor de 6 nm, las
“semillas” de oro consisten en una mezcla de particulas con diferentes estructuras cristalinas,

principalmente icosaédricas (solo con caras {111}) y cuboctaédricas (con una mezcla de caras
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{111} y {100}), las primeras solo forman particulas esféricas, mientras las segundas pueden

formar las nanobarras.

Etapa 2 (2-5 min); en esta se presenta un rapido crecimiento anisotropico, el indice de
crecimiento longitudinal es significativamente mas rapido que el transversal, es decir, las
particulas crecen en una sola direccién (longitudinal) mientras el diametro inicial (alrededor de
6 nm) se mantiene. Etapa 3 (5-20 min). La velocidad de crecimiento longitudinal disminuye
ligeramente mientras la velocidad de crecimiento transversal incrementa, a los 10 min de
reaccion se alcanza el maximo desplazamiento hacia el rojo del PRSL, lo cual corresponde a la
mayor relacion de aspecto de las AuNBs, después de este tiempo el PRSL comienza a
experimentar un corrimiento al azul como resultado del crecimiento transversal de las
nanobarras que provoca una disminucion de la relacion de aspecto, los extremos de la
nanobarra se vuelven ligeramente mas gruesos. Etapa 4 (20-45 min). La velocidad de
crecimiento tanto longitudinal como transversal disminuye significativamente, los &tomos de
oro comienza a depositarse lentamente en la parte central de las caras laterales devolviéndole a
la nanobarra su estructura cilindrica. Etapa 5 (a partir de los 45 min). La estructura de la

nanobarra se relaja y toma su forma final, la cual es termodinamicamente mas estable.

Diversos autores® >’ han estudiado la progresion del crecimiento de las AuNBs usando
espectroscopia de UV-Vis y sus resultados concuerdan perfectamente con la descripcién hecha
por Park et al., generalmente se observa que el PRSL de las nanobarras experimenta un
corrimiento al rojo en los primeros minutos de reaccion (8-15 min) y después un pronunciado
corrimiento al azul, que en algunos casos alcanza hasta los 150 nm. Este comportamiento se
muestra claramente en la Figura 7 c), donde también se observa la progresion en las diferentes

formas de las nanobarras y su relacién con su espectro de absorcion.

El papel del CTAB va mas alla de un simple estabilizante y se ha mostrado que juega un rol
primordial en el desarrollo de la anisotropia de las AuNBs. Se ha sugerido que las micelas de
CTAB tienen, inherentemente, una forma cilindrica bajo las condiciones de sintesis
normalmente utilizadas, y que estas micelas actian como molde para promover el crecimiento
anisotropico de las “semillas” y la consecuente formacién de las nanobarras de oro, ademas,

que la presencia de los iones Ag® y Br tiende a modificar la estructura micelar del CTAB
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ayudando de esta manera a la formacion de nanobarras con una relacion de aspecto mas
grande®®. Se ha reportado que el tamafio de las micelas de CTAB en solucién acuosa es de
alrededor de 4.2 nm de largo y 2.4 nm de ancho. Jana (2005)® observé que no se formaban
nanobarras cuando el tamafio de las “semillas” de oro era demasiado grandes (>5 nm), el
propuso que este comportamiento era debido a que las “semillas” eran demasiado grandes para
entrar a la micela y por lo tanto esta no podia actuar como molde para la formacion de las

nanobarras.

Por otro lado se ha propuesto que el CTAB podria dirigir el crecimiento anisotrépico debido a
que probablemente se adsorba de manera preferencial a ciertas caras cristalinas de las
particulas de oro, de tal manera que solo permite la deposicion de &tomos de oro en una sola
direccién promoviendo asi la formacién de las nanobarras®®. Aparentemente los iones Br
juegan un papel preponderante en este proceso, Garg et al. (2010)*' observaron que si se
reemplaza el CTAB por CTAC (cloruro de hexadeciltrimetilamonio) se inhibe
significativamente la formacién de AuNBs y, ademas, se pueden producir nanobarras de oro
usando concentraciones de CTAB por debajo de su concentracion micelar critica si se
incrementa la concentracion de iones Br’, esto claramente contrasta con el modelo que
considera a la micela cilindrica de CTAB como molde para el crecimiento de las nanobarras.
Ademas, Almora-Barrios et al. (2013)° determinaron teéricamente que la fuerza con al que se
adhieren los iones haluro a las caras cristalinas caracteristicas de las nanobarras es I'>Br>ClI’,
esto podria explicar la razén por la que los iones Br' son mas adecuados para la sintesis de
estas estructuras anisotropicas; los iones CI" no se adhieren con la suficiente fuerza como para
impedir la deposicién selectiva de oro en una determinada cara cristalina de la particula,
mientras que los iones I se adhieren demasiado fuerte e impiden el rompimiento del
crecimiento isotropico de las semillas para producir las nanobarras (se sabe que pequefias

trazas de este ion impiden la formacién de AuNBs®).

Meena y Sulpizi (2013)* utilizaron simulacién de dindmica molecular para entender el efecto
del CTAB sobre el crecimiento anisotropico de las AuNBs, sus resultados sugieren que el
CTAB, en lugar de formar una bicapa uniforme, forma micelas cilindricas desordenadas sobre
la superficie de las AuNBs y con espacios intermicelares (los iones Br se encuentran en
contacto con el agua y estabilizan las micelas) que hacen las veces de canales i6nicos por
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donde pueden difundir las moléculas de AuCl," hacia la superficie de la nanobarra (Figura 7
d)). Ademas, las micelas estan empaquetadas mas densamente en las caras {110} y {100} con
respecto a las {111}, lo cual esta relacionado con un mayor indice de adsorcion de atomos de
oro en esta Ultima cara cristalina y por lo tanto, con un crecimiento preferencial en esta
direccion. Siguiendo este modelo, este mismo grupo de investigacion propone que la
diferencia en la fuerza de adhesion de los iones Br'y CI™ sobre la superficie de oro modifica
drasticamente la estructura del CTAB, cuando se reemplaza el Br con CI, la capa del
surfactante se vuelve menos compacta y solo pocas moléculas de CTA" se unen a la superficie
de oro y lo hacen de manera desordenada (Figura 7 d)), lo que implica que el CTAC es
incapaz de proteger selectivamente la superficie de oro, y por lo tanto la deposicion
preferencial de oro en alguna cara cristalina determinada, impidiendo asi el crecimiento
anisotropico de las particulas de oro. Sus célculos teoéricos fueron relacionados con resultados
experimentales donde realizaron la sintesis de AuNBs usando CTAB y CTAC en diferentes
proporciones, observaron que conforme incrementaba la relacion CTAC/CTAB la proporcién
de AuNBs disminuia drasticamente y cuando el CTAB era reemplazado completamente con
CTAC solo se formaban particulas esféricas®. Por otro lado, otros estudios han mostrado que
la micela de CTAC es mucho més pequefia y menos cilindrica (2.9 nm de largo por 2.3 nm de
ancho) que la de CTAB®®, esto también podria explicar la disminucién en el rendimiento de
formacion de las nanobarras cuando se reemplaza el Br  por el CI" si consideramos como

correcto el modelo del molde micelar descrito por Jana (2005)%.

El control de la relacion de aspecto de las AuNBs por medio de la variacion de la
concentracion de AgNOs en la solucion de crecimiento es bien conocido desde el punto de
vista experimental, sin embargo, el proceso por el cual se logra este control aln sigue siendo
objeto de debate. Se han propuesto tres mecanismos para explicar este fenémeno; 1) los iones
Ag’, junto con los iones Br’, pueden alterar la forma micelar del CTAB para producir micelas
mas cilindricas que actian como molde para la formacion de las nanobarras, 2) la deposicion
de una mono capa de Ag metalica en las caras longitudinales de la AuNBs, (3) la formacién de
un complejo CTA-Br-Ag" que actla como agente protector de caras cristalinas especificas de

la particula de oro (Figura 7 €))®°.
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El modelo de la deposicion de plata metalica en la superficie de oro sugiere que se puede
reducir los iones Ag*a Ag® para producir una submonocapa de plata metalica en determinadas
caras cristalinas de las nanobarras, esto a pesar de que el potencial de reduccién de la solucién
de crecimiento no es suficiente para reducir los iones plata por si sola (se ha observado que los
iones Ag” en una solucion acuosa de CTAB pueden ser reducidos por el cido ascorbico solo a
pH muy altos™), posiblemente la superficie de oro catalice esta reduccion. Esta deposicion de
plata metalica en determinadas caras cristalinas impide la adsorcion de nuevos atomos de oro
y por lo tanto el crecimiento en una direccion determinada, se sugiere que este proceso es
favorecido en las caras laterales de las nanobarras (debido a su mayor energia libre de

superficie) y esto podria explicar el crecimiento anisotropico caracteristico de ellas®’.

La otra hip6tesis mencionada es un tanto similar a la anterior solo que la plata no se reduce a
Ag® sobre la superficie de oro, sino que forma un complejo de coordinacién con el Br.
Algunos estudios han confirmado experimentalmente que el complejo [Br-Ag-Br]” se
encuentra adsorbido en la superficie de las nanobarras de oro®®®. Este modelo sugiere que
este complejo se adsorbe con mayor fuerza sobre las caras cristalinas con mayor energia libre
de superficie ({100} o {110} dependiendo del estadio da la nanobarra), mientras que el CTA"
actlla como contraién estabilizando el sistema®®. Algunos investigadores sugieren que la
presencia de este complejo puede explicar el rompimiento de la isotropia de las “semillas” e
iniciar el crecimiento anisotropico®®®, Almora-Barrios (2014)% sugieren el modelo descrito
en la Figura 7 f) para explicar este fendmeno, se parte de la idea de que para que se produzcan
nanobarras es estrictamente necesario que las “semillas” tengan una estructura cuboctaedrica
(lo cual concuerda con lo observado por Park et al. (2013)*?), es decir, deben estar formadas
por caras {100} (en la figura aparecen de color verde) y {111} (en la figura aparecen de color
amarillo). La interaccion del complejo [Br-Ag-Br] es termodindmicamente mas favorable en
la cara {100} por lo que se adsorbe de manera especifica alli, después, las moléculas de CTA"
actGan como contraiones para estabilizar el sistema con el arreglo espacial mostrado en la
figura. Notese que bajo esta configuracién, y debido al impedimento estérico de las largas
cadenas alifaticas del CTA", solo cuatro de las seis caras {100} del cuboctaedro pueden ser
cubiertas simultdneamente, esto deja descubiertas dos caras perpendiculares entre si donde se

pueden depositar los 4tomos de Au’ con mayor facilidad, esto dirige el crecimiento
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anisotrépico en la direccion {100}, lo cual concuerda con los resultados de Park et al. (Figura
7 b)).

Aplicaciones de las AUNBs en el diagn-stico v la terapia del c8ncer.

Debido a sus propiedades fisicas y quimicas, las nanoparticulas de oro han sido ampliamente
utilizadas en la medicina para el desarrollo de tecnologia que permita el tratamiento y el
diagnostico de diversas enfermedades, sus aplicaciones en esta area incluyen la gendmica, el
inmunoanalisis, la quimica clinica, la deteccion y fototermolisis de microorganismos y células
cancerosas, el uso como biosensores, la administracion controlada de farmacos, antigenos y
ADN, imagenologia de células y tejidos, entre otros’. En este trabajo se tiene especial interés
en la terapia y el diagndstico del cancer, por lo tanto, la discusion en torno a las aplicaciones

médicas de las AuNBs se acotara solo a este topico.

Imagenolog?a diagn - stica.

Las nanobarras de oro han sido propuestas para ser utilizadas como agentes de contraste para
diversas técnicas de imagenologia diagnéstica debido a su propiedad de absorber y dispersar la
luz, asi como a su capacidad intrinseca de fluorescer bajo ciertas condiciones. Poseen
basicamente dos ventajas importantes en relacion a los agentes de contraste cominmente
utilizados para la obtencion de imagenes tanto in vitro como in vivo, primero, su seccion
eficaz de absorcion y dispersion es varios ordenes de magnitud mayor que las moléculas
organicas convencionales, y segundo, no pierden su capacidad fluorescente (photo bleaching)
tal como lo hacen los fluoréforos orgénicos™. En este sentido las AuNBs se han utilizado
como agentes de contraste para microscopia de campo oscuro, tomografia computarizada,

imagenologia fotoacustica y microscopia de fluorescencia de dos fotones.

Microscopia de campo oscuro.

En el microscopio de campo oscuro la imagen de la muestra se obtiene a partir de la luz
dispersada por la misma, por lo tanto, los lugares de la muestra donde no hay un agente que
disperse la luz se observan oscuros, mientras que aquellos donde si se dispersa aparecen

brillantes. Esta es una técnica muy versatil para obtener imagenes de muestras bioldgicas, sin
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embargo, presenta complicaciones para obtener imagenes de buena calidad debido a la baja
dispersion de la luz observada, lo que implica que la muestra debe ser iluminada con mucha
potencia, lo cual puede causar dafios en la misma. Es aqui donde las propiedades dispersivas
de las AuNBs han sido aprovechadas para utilizar este tipo de particulas como agentes de
contraste, por ejemplo, Huang et al. (2006)"? utilizaron nanobarras de oro funcionalizadas con
anticuerpos contra el receptor del factor de crecimiento epidérmico (anti-EGFR) para detectar
células cancerosas y diferenciarlas de queratinocitos (Figura 5 a)). Esta estrategia ha sido
utilizada con nanobarras de oro conjugadas con transferrina y péptidos de penetracién
celular™™, Yu et al. (2007)™ utilizaron nanobarras de oro de diferente relacién de aspecto
funcionalizadas con diferentes anticuerpos para detectar cuatro marcadores celulares de
metastasis diferentes al mismo tiempo en lineas de cancer de mama usando el microscopio de
campo oscuro, obtuvieron resultados muy similares en relacion a estudios control realizados
con citometria de flujo, ellos proponen que esta estrategia podria ser utilizada como una
herramienta para examinar la distribucion y evolucion de marcadores celulares que
potencialmente podria llevar a un mas adecuado diagnéstico del cancer de mama asi como

otros tipos de cancer.

Tomograf?a computarizada de rayos X.

Esta es una técnica muy utilizada actualmente en muchos hospitales, el paciente es irradiado
con rayos X, estos son absorbidos en diferente medida dependiendo de la composicion de cada
una de las partes del cuerpo y a partir de esas diferencias se obtienen iméagenes que sirven para
el diagndstico de diversas enfermedades. Con el objetivo de mejorar la visualizacion de
estructuras internas del cuerpo se han utilizado agentes de contraste con alto peso atomico, en
este sentido pequefias moléculas yodadas son comunmente utilizadas, sin embargo, estos
agentes de contraste solo permiten obtener iméagenes por lapsos cortos de tiempo debido a su
rapida excrecion renal. Las AuNBs pueden ser utilizadas como excelentes agentes de contraste
debido al alto peso atomico del oro, ademas de la posibilidad de proveerles mayor
especificidad funcionalizandolos con moléculas guia®, por ejemplo, Huang et al. (2011)"
utilizaron nanobarras de oro funcionalizadas con &cido félico como agentes de contraste para

obtener imagenes de rayos X de tumores sélidos en modelos animales (Figura 5 b)).
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Figura 6. Aplicaciones de las AuNBs en el diagndstico del cancer. a) Microscopia de campo
oscuro (tomado de la referencia 72), b) Tomografia computarizada de rayos X (tomado de la
referencia 76), ¢) Microscopia de fluorescencia de dos fotones (tomado de la referencia 83), d)
Imagenologia fotoacustica (tomado de la referencia 86).
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Microscopia de Fluorescencia de dos fotones.

El oro solido puede ser dpticamente excitado para emitir fluorescencia a traves transiciones
interbanda’’, esta emision es mas pronunciada cuando el oro se encuentra en forma de
nanoparticulas, particularmente en forma de nanobarras™ ™. La fluorescencia de dos fotones
se basa en que algunas moléculas son capaces de ser excitadas por la absorcion de dos fotones
con menor energia que el de la emision®; la excitacion por dos fotones es el resultado de la
absorcién simultanea (dentro de un lapso de tiempo de alrededor de 10™® segundos ) de dos
fotones provenientes de un laser pulsado. Cualquier combinacion de fotones de diferentes
energias cuya suma de como resultado la diferencia de energia entre el estado base y un estado
excitado puede ser utilizada, obviamente, por cuestiones practicas, se utilizan fotones con la
misma longitud de onda, por lo tanto, para poder excitar una molécula que normalmente
absorbe, por ejemplo, a 400 nm es necesario utilizar un laser con una longitud de onda 800
nm®-#2, Esta técnica es de particular interés en el diagndstico debido a que posibilita el uso de
laseres con longitudes de onda dentro de la ventana bioldgica. Por medio de esta técnica
Charan et al. (2012)® lograron visualizar células cancerosas que sobreexpresan EGFR y
diferenciarlas de células que no lo sobreexpresan. Para ello utilizaron AuNBs funcionalizadas
con anticuerpos anti-EGFR vy los excitaron usando un laser pulsado de 100 femtosegundos a
una longitud de onda de 780 nm (Figura 5 c)). Puvanakrishnan et al. (2012)** fueron capaces
de visualizar células de carcinoma epitelial in vitro asi como tumores in vivo usando AuNBs-
anti-EGFR y un laser de femtosegundos a una longitud de onda de 800 nm, las AuNBs fueron

visualizadas a profundidades de hasta 100 pm del tumor.

Imagenolog?a fotoac¥stica.

Esta técnica se basa en el llamado efecto fotoacustico, el cual implica la generacion de una
onda acustica como resultado de la absorcion de la energia Optica; la energia absorbida, por
cromoforos enddgenos o agentes de contraste exdgenos, causa una expansion termo elastica
del tejido resultando en la generacion de una onda de ultrasonido originada desde el agente
que absorbio la luz, este ultrasonido es detectado con un transductor que convierte la onda

21,85

actstica a una sefial eléctrica y posteriormente a una imagen Las AuNBs poseen
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propiedades fotoacusticas cuando son irradiadas con un laser pulsado, éstas generan una onda
ultrasonica mas fuerte que los cromdforos enddgenos de los tejidos, o que da como resultado
una mejora significativa en la imagen obtenida. Por ejemplo, Zhong et al. (2015) utilizaron
AuNBs funcionalizadas con acido folico para observar tumores in vivo usando el efecto
fotoacUstico obteniendo resultados prometedores®® (Figura 5 d)). Se pueden utilizar nanobarras
de diferente relacién de aspecto funcionalizadas con diversos anticuerpos e irradiarlos con
diferentes longitudes de onda para detectar simultdneamente distintas moléculas diana, un

principio parecido al mencionado anteriormente para la microscopia de campo oscuro®’.

Terapia fotot®@rmica contra el c8ncer.

En el campo de la oncologia, la hipertermia es un tratamiento que involucra un incremento
artificial en la temperatura corporal con el objetivo de eliminar células cancerosas o prevenir
su futuro crecimiento, generalmente se utilizan temperaturas de entre 40 y 48 °C por periodos
de 1 hora 0 més . Estas altas temperaturas causan dafio directo sobre las células y/o las
sensibiliza (las hace mas vulnerables) a otras modalidades de tratamiento (radioterapia,

89,90

quimioterapia e inmunoterapia)~~", es por ello que generalmente la hipertermia se utiliza

como adyuvante y no como tratamiento por si mismo.

Cuando la temperatura excede los 39 °C las proteinas comienzan a desnaturalizarse y tienden a
agregarse trayendo consecuencias negativas en la dinamica y la supervivencia celular. La
aplicacion de temperaturas de 41-42 °C por varias horas puede causar termo tolerancia
transitoria (relacionada con la sintesis de las proteinas (generalmente chaperonas) de choque
térmico). Bajo estos incrementos relativamente ligeros de temperatura se produce un
incremento en la perfusion y la reoxigenacion del tumor, esto incrementa la eficacia de la
quimioterapia y de la radioterapia®®. Cuando la temperatura se encuentra en 43-45 °C
(generalmente considerada como la temperatura dptima para la hipertermia) la velocidad de
las reacciones quimicas se incrementa significativamente, lo que desencadena estrés oxidativo,
las especies reactivas de oxigeno comienzan a oxidar a los lipidos, proteinas y acidos
nucleicos, lo que desencadena la muerte celular. Si la temperatura utilizada es de 45-48 °C se

produce muerte celular por necrosis®.
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Para el tratamiento térmico de tumores cancerosos es necesario inducir hipertermia localizada,
de tal manera que el incremento de temperatura sea alcanzada especificamente en el tumor
mientras que los tejidos alrededor del tumor se mantienen a la temperatura corporal, es aqui
donde las propiedades fototérmicas de las nanoparticulas de oro pueden ser explotadas para
inducir hipertermia de manera localizada de una manera no invasiva a traves de la irradiacion
laser, este método ha sido denominado terapia fototérmica plasmoénica. Las AuNBs tienen la
capacidad de absorber radiacion electromagnética dentro de la ventana bioldgica por lo que

han sido ampliamente investigadas para ser utilizadas para este tipo de terapia®>"4"2,

La terapia fototérmica usando nanobarras de oro ha sido probada en modelos animales
obteniéndose resultados bastante prometedores. Dickerson et al. (2008)* mostraron la
efectividad de AuNBs cubiertas con PEG para disminuir el tamafio de un tumor subcutaneo de
carcinoma de células escamosas injertado en un modelo animal. Ellos administraron las
AUNBs de dos formas, via intravenosa Yy directamente en el tumor, después irradiaron el sitio
del tumor con un laser de longitud de onda constante (808 nm) por 10 min con una densidad
de potencia de 0.9-1.1 W/cm? en el caso de la administracién directa y 1.7-1.9 W/cm? en el
caso de la intravenosa, observaron una disminucion significativa del tamafio del tumor

después de la irradiacion para las dos vias de administracion probadas.

von Maltzahn et al. (2009)° administraron, via intravenosa, AuNBs a ratones a los que
previamente se les habia inducido un tumor. Después de 72 h de la administracion, el tumor
fue irradiado con un laser de longitud de onda de 810 nm durante 5 min con una densidad de
potencia de 2 W/cm?, el tamafio del tumor disminuy6 significativamente y todos los ratones
tratados sobrevivieron (Figura 6 a)). Choi et al. (2013)* sintetizaron AuNBs funcionalizadas
con un aptamero anti-EGFR y probaron su eficacia para eliminar un tumor en un modelo
animal por medio de terapia fototérmica. Ellos reportan una reduccion significativa del tamafio
del tumor después de la irradiacion laser (Figura 6 b)). Heidari et al (2015)% administraron
AuNBs funcionalizadas con un analogo de la bombesina a ratones a los que se les habia
injertado células de cancer de mama, después de 6 h de la administracion el sitio del tumor fue
irradiado por 6 min con un laser de 830 nm usando una densidad de potencia de 2.5 W/cm?, el

tumor habia sido erradicado completamente 15 dias después del tratamiento (Figura 6 c)).

28



Figura 7. Aplicaciones in vivo de la terapia fototérmica usando nanobarras de oro e irradiacion
laser a) Disminucion del tumor después de la irradiacion laser 72 h después de la
administracion intravenosa de nanobarras de oro cubiertas con PEG (tomado de la referencia
6), b) Desaparicién completa del tumor después de la administracién de nanobarras de oro
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funcionalizadas y su posterior irradiacion laser (tomado de la referencia 94), ¢c) Completa
remocion del tumor después del tratamiento fototérmico usando nanobarras de oro

funcionalizadas (tomado de la referencia 95).
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Toxicidad y m@todos de eliminaci-n del CTAB.

Como hemos visto, las potenciales aplicaciones teranosticas de las AUNBs son abundantes, sin
embargo, su uso en la practica médica es limitado debido a su alta citotoxicidad. Este no es un
problema intrinseco de las particulas (las AUNBS no son citotoxicas per se) y ha sido asociada
exclusivamente a las moléculas de CTAB presentes en su superficie, de tal manera que la
eliminacidn, o pasivacion, de este surfactante es un requisito obligatorio antes de su aplicacion
clinica’***®. Se ha mostrado que las AuNBs cubiertas con CTAB provocan dafios en la
mitocondria y un incremento intracelular en las especies reactivas de oxigeno, induciendo la
muerte celular por apoptosis y autofagia, sin embargo, cuando la superficie de las AUNBs es
modificada y el CTAB es cubierto con diversos polimeros, la induccion de muerte celular

disminuye significativamente®®.

Se han utilizado tres estrategias para modificar la superficie de las AuNBs con el objetivo de
disminuir su citotoxicidad®: 1) remover el CTAB intercambiandolo con moléculas o
polimeros con grupos SH (generalmente PEG-SH)*%; 2) cubrir la superficie de las AUNBs
con una capa de silica y realizar lavados exhaustivos con etanol®**%; 3) cubrir el CTAB con
una serie de capas poliméricas (método de capa por capa) alternando polimeros anionicos
(generalmente sulfonato de poliestireno o acido poliacrilico) y cationicos (usualmente

polidialildimetilamonio o polialilamina)***>*2,

Los polisacéridos son candidatos ideales para reemplazar el CTAB de la superficie de las
AuUNBs debido a su biocompatibilidad, bajos costos y su facilidad para ser modificados

guimicamente?*?®

, ademas, los polisacaridos con comportamiento polielectrolitico pueden ser
utilizados para realizar el método de capa por capa, proveyendo una manera de manipular la
carga y las caracteristicas quimica de la superficie de las AuNBs®*. En este sentido, el

quitosano ha sido utilizado para reemplazar el CTAB con resultados prometedores®3:0+102,

El quitosano es un copolimero formado por glucosaminas y N-Acetil glucosamina, es obtenido
a partir de la desacetilacion parcial de la quitina (polimero abundante en el exoesqueleto de

103 Gracias a su

artropodos, principalmente en los crustaceos como el camardn)
biocompatibilidad, ha sido ampliamente utilizado en aplicaciones médicas, desde la formacién

de nanoparticulas para administracion de farmacos hasta la regeneracion de tejidos'®. Este
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polimero se comporta como policatién en solucidén acuosa debido a la protonacion de los
grupos NH, de los monomeros de glucosamina. Tiene grupos funcionales (OH y NHy)
susceptibles a reaccionar quimicamente, lo que lo hace muy facil de modificar para mejorar

sus propiedades fisicoquimicas™®.

Wang et al (2011)** sintetizaron un quitosano con grupos SH por medio de la formacién de
un enlace amida entre el acido mercaptoacético y los grupos amino del quitosano, después
afiadieron el polimero modificado a una suspension de AuNBs cubiertas con CTAB y agitaron
la mezcla por 2 dias, finalmente eliminaron el exceso de quitosano y CTAB realizando cuatro
ciclos de centrifugacion-resuspension. Charan et al. (2012)* reemplazaron el CTAB con é4cido
mercaptoundecanoico a través de la interaccion de los grupos SH con la superficie del oro,
estas AUNBs cubiertas fueron incubadas con quitosano para promover la formacion de un
enlace amida entre el grupo COOH del acido mercaptoundecanoico y los grupos NH, del
quitosano. Yang et al. (2015)'% sintetizaron AuNBs cubiertas con quitosano a través del
método de capa por capa, primero depositaron, por medio de interacciones electrostaticas, una
capa de sulfato de poliestireno sobre las nanobarras estabilizadas con CTAB con el objetivo de
obtener una carga negativa en la superficie de estas, despues de esto, ellos adsorbieron una
capa de quitosano sobre las AuNBs para finalmente realizar ciclos de centrifugacion-

resuspension para eliminar el exceso de CTAB.

La principal desventaja del uso de las AuNBs cubiertas con quitosano con fines médicos es

que este polimero tiene un pK;~6.3'%

, por lo tanto, en el pH fisiologico, los grupos amino se
encuentran predominantemente desprotonados, esto plantea un serio problema de estabilidad.
Se ha mostrado previamente que nanoparticulas de quitosano o particulas magnéticas cubiertas
con este polimero presentan un potencial zeta cercano a cero cuando el pH se acerca a 7, por
lo que la repulsion electrostatica entre las particulas es muy baja, esto disminuye

considerablemente la estabilidad coloidal y las particulas precipitan irreversiblemente? 2%,

Esto plantea la necesidad de recubrir las AuNBs cubiertas con quitosano con moléculas o
polimeros que les proporcionan mas estabilidad, tanto estérica como electrostatica, en este
trabajo de tesis se han explorado 2 polimeros que cumplen esta funcién, uno anionico (el

alginato) y otro neutro (el PVA).
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El alginato es un polisacarido abundante en la naturaleza que principalmente es extraido de
algas pardas, se trata de un copolimero de bloque compuesto de a-L-acido gulurénico (G) y B-
D-4cido manurénico (M), unidos por enlaces o 0 B (1-4) (Figura 8 b))?**®, los bloques estan
compuestos por residuos consecutivos de acido gulurénico (GGGGG), residuos consecutivos
de acido manuronico (MMMMM) vy residuos de gulurénico y manuronico alternados
(GMGMGM). Este polimero ha sido ampliamente utilizado en aplicaciones médicas,
principalmente para mejorar la cicatrizacion, en trasplantes y regeneracion de tejidos, para la
administracién de medicamentos, entre otras’. Se han desarrollado micro y nanoparticulas de
alginato (generalmente junto con el quitosano) para la administracion de diversas moléculas
bioactivas como insulina, cisplatino, doxorrubicina, ADN, antibi6ticos, entre otras'®"%. EI
alginato también se ha utilizado como agente estabilizante de nanoparticulas de oro para
administracion intravenosa en ratones'®, ademas, se han desarrollado nanoparticulas de oro
cubiertas con un complejo alginato-curcumina-metotrexato con potencial para ser utilizadas en
el tratamiento del cancer, se demostré tambien que esta nanoparticulas de oro cubiertas son

hemocompatibles y por lo tanto pueden ser administradas via intravenosa'°.

El poli(vinil alcohol) (PVA) es un polimero hidrofilico de estructura sencilla con grupos
hidroxilos a lo largo de toda la cadena (Figura 8 c)), es obtenido a partir de la hidrdlisis de los
grupos acetato del poli(vinil acetato) (PVAc), esta hidrolisis no es 100 % eficiente asi que, en

realidad, se obtiene un copolimero con mondmeros hidrolizados (OH) y no hidrolizados

111

(acetatos). Debido a su biocompatibilidad ha sido estudiado para ser utilizado en la

medicina, principalmente en el campo de la regeneracion de tejidos y como excipiente para la

administracion de farmacos por diferentes rutas*****2. EI PVA ha sido utilizado como agente

estabilizante en diversos tipos de nanoparticulas tanto poliméricas como metalicas™>**,

115,116

incluyendo nanoparticulas de oro , también se ha utilizado para reemplazar el CTAB de la

superficie de AuNBs proveyéndoles una estabilidad coloidal adecuada despues de la

eliminacion del surfactante®’.
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Figura 8. Estructura quimica del a) Quitosano, b) Alginato y c) PVA.
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HIPOTESIS

Las nanobarras de oro cubiertas con los polimeros quitosano, alginato y PVA presentan una
citotoxicidad menor comparada con aquellas cubiertas con CTAB, ademas, poseen

propiedades fototérmicas adecuadas para potencialmente ser utilizadas en terapia hipertérmica.
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OBJETIVOS

General

Evaluar la citotoxicidad y las propiedades fototérmicas de las nanobarras de oro cubiertas con

los polimeros quitosano, alginato y PVA.

Particulares

Sintetizar nanobarras de oro usando el método mediado por semillas.

Obtener nanobarras de oro cubiertas con quitosano.

Colocar una capa de Alginato sobre las nanobarras de oro cubiertas con quitosano.
Colocar una capa de PVA sobre las nanobarras de oro cubiertas con quitosano.

Evaluar la citotoxicidad de las nanobarras de oro cubiertas con los polimeros sobre la linea
celular MDA-MB-231.

Estudiar el efecto de la presencia de estas capas poliméricas sobre la eficiencia de

transduccion fototérmica.

Estudiar el efecto citotdxico de las nanobarras de oro recubiertas sobre la linea celular MDA -

MB-231 con y sin irradiacion.
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MATERIALES Y METODOS

Materiales.

En los estudios experimentales se utilizaron los siguientes reactivos: Bromuro de
hexadeciltrimetilamonio (CTAB) quitosano oligosacarido lactato (5000 Da), Alginato de
sodio de baja viscosidad, poli (vinil alcohol) (31,000 Da), PEG-SH (5000 Da) é&cido
mercaptopropionico (AMP), 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC), N-
Hidroxisuccinimida (NHS), N,N-dimetilformamida (DMF), 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol (MTT), medio de cultivo Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), todos ellos
adquiridos en Sigma-Aldrich.

Primera Parte
S2ntesis de Nanobarras de Oro.

Las AuNBs fueron sintetizadas por el método mediado por semillas a pH &cido (1.25), de
acuerdo al protocolo descrito por Zhu et al. (2010)*. Toda la cristaleria se lavé con agua regia
para remover cualquier contaminacion que pudiera interferir con la sintesis. Todo el proceso
de sintesis se llevo a cabo a una temperatura de 33 °C. Las semillas de oro se prepararon
afiadiendo 0.5 mL de NaBH,4 (10 mM) a 5 mL de una solucion que contenia CTAB (0.1 M) y
HAuCI,4 (0.48 mM) bajo agitacion magnética. Después de 2 min la agitacion se detuvo y la
solucién de semillas se dej6 en reposo durante 0.5 h. Adicionalmente, se prepar6 una solucion
de crecimiento constituida por CTAB (0.1 M), HCI (0.08 M), HAuCl, (0.5 mM), AgNOs3 (0.08
mM) y diferentes concentraciones de acido ascérbico (AA) (0.75, 1, 1.25, 1.5, 1.75y 2 mM)
que corresponden a relaciones molares AA/Au™ de 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5 y 4. La solucién
resultante se dejo en reposo durante 0.5 h y transcurrido ese tiempo se agregaron 10 pL de la

solucion de semillas, la mezcla se agito levemente y se dejé reposar durante 3 h.

Caracterizaci-n espectrosc- pica.

Para realizar la cinética de crecimiento de las AUNBSs se tomaron espectros de UV-Vis cada 30

s durante un periodo de 3 h usando el equipo Agilent 8453. Para determinar las velocidades
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aparentes de crecimiento de las nanobarras se realizO un ajuste no lineal a los datos
experimentales usando la funcion de Boltzmann (ecuacion (1)), de acuerdo a lo reportado por
Bullen et al. (2011)°*;

Ar — A

A= T s

+ A; (11)

Donde A; y A: corresponden a la absorbancia inicial y final del LPRS, t es el tiempo
transcurrido durante el crecimiento, t, es el tiempo al cual el 50 % del valor maximo de

absorbancia es observado y 1/7 representa la constante aparente de crecimiento de las AUNBs
(Kapp)-

Microscopia de transmisi - n electr - nica.

La suspension de AuNBs fue centrifugada y resuspendida en agua para eliminar el exceso de
CTAB, este proceso se repitié dos veces, después se tomaron 10 uL de ella y se colocaron en
una rejilla para luego dejarla secar toda la noche. Las imagenes fueron obtenidas utilizando el

equipo FEI "Inspect F-50” en su modo STEM.

Segunda Parte

S?ntesis de quitosano tiolado (Chi-SH).

El quitosano tiolado fue sintetizado de acuerdo al protocolo descrito por Zhu et al. (2012)*%..

Se realizd un enlace amida entre el grupo carboxilico del AMP y los grupos aminos de
quitosano, para ello se mezclaron 21 mg de AMP, 13 mg de EDC y 15 mg de NHS en 2 mL de
DMF con el objetivo de activar los grupos carboxilos del AMP, esta solucion fue afiadida a 40
mL de quitosano al 2.5 % en 0.1 M de HCI (pH 5.5). La mezcla se agité durante 5 h y
finalmente se lavd 3 veces con etanol, el producto fue liofilizado y almacenado a temperatura

ambiente.

38



S2ntesis de AUNBs cubiertas con Chi-SH.

Las AuNBs usadas para cubrirlas con quitosano fueron aquellas preparadas con una
concentracion de 1 mM de acido ascorbico, en este caso se prepararon 100 mL de solucién. La
solucion de AuNBs fue centrifugada para eliminar el exceso de CTAB y fue suspendida en 10
mL de agua, a estos se le agregd 10 mL de una solucion de Chi-SH (1 mg/mL en 0.1 M de
HCI) y se agito durante 3 h. Finalmente las AuNBs cubiertas con quitosano (AuNBs-Chi-SH)

fueron dializadas por 2 dias contra una solucion de HCI 0.01 M.

S2ntesis de AuNBs cubiertas con PEG-SH.

Para fines comparativos se utilizd6 un método cominmente reportado en la literatura para
cubrir las nanobarras con PEG-SH: 10 mL de la suspension de AuNBs fueron centrifugados
dos veces y finalmente resuspendidos en 10 mL de CTAB (10 mM), a esta solucion se
agregaron 1 mL de carbonato de sodio (2 mM) y 500 puL de PEG-SH (5000 Da, 2 uM), la
solucion fue agitada durante 24 h y finalmente dializada contra agua durante 24 h*.

S?ntesis de AUNBs cubiertas con Alginato y PVA.

Se agregaron 0.5 mL de la suspension de las AuNBs cubiertas con quitosano a 0.5 mL de una
solucion que contenia alginato (0.5 mg/mL) o PVA (10 mg/ml), después de 10 min de
agitacion la suspension fue centrifugada a 6000 rpm por 30 min y el precipitado fue

resuspendido en agua (el protocolo completo es esquematizado en la Figura 9).

Mediciones de Potencial Zeta.

El potencial zeta de las AuNBs fue determinado usando un Nano Zs (Nanoseries, Malvern
Instruments, UK). Las particulas fueron suspendidas en agua (pH~5) o una solucion
amortiguadora de fosfatos (pH 7.4, 10 mM) y cargadas en una celda para potencial zeta. Los
valores de potencial zeta son reportados como media * desviacion estandar de tres mediciones

independientes.
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Figura 9. Representacion esquematica del proceso de modificacién del quitosano y del

recubrimiento de las AuNBs con los polimeros.
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Microscopia de Fuerza At-mica (MFA).

Un equipo JEOL (JSPM 4210, Japan) fue usado para obtener las imagenes, se depositaron 10
uL de una suspension diluida de AuNBs en una mica y la muestra preparada se dejé secar a

temperatura ambiente, las imé&genes fueron obtenidas en el modo de no contacto.

Experimentos Fotot®rmicos.

Las propiedades fototérmicas de las AuNBs cubiertas con CTAB, quitosano tiolado, alginato y
PVA fueron determinados llevando a cabo el siguiente experimento: se colocaron 3 mL de la
suspension de las nanobarras, a diferentes densidades dpticas (0.25, 0.5, 1 y 2), en una celda
de cuarzo, la suspensién fue irradiada con un laser de longitud de onda constante de 808 nm
(CNI, China). El incremento de temperatura fue determinado usando un termopar tipo k
conectado a un termometro digital (AMPROBE TMD-51), el sensor de temperatura se inserto
en la solucién y la celda fue sellada para evitar la evaporacion del agua durante el
experimento. Las muestras fueron irradiadas usando diferentes potencias (1, 1.5y 2 W) por un

periodo de 40 min.

Eficiencia de conversi-n fotot®rmica (d).

La eficiencia de conversion fototérmica (d) fue determinada usando un modelo descrito
previamente por Roper et al. (2007)**°. El incremento de temperatura de la solucién puede ser
determinado por un balance entre, por un lado, el calor suministrado por la irradiacion laser
via las nanobarras (Q)) y el sistema (celda de cuarzo y agua) (Qo), y por el otro, la disipacién

de calor al ambiente externo por conveccion (Qex:), €sto puede ser expresado por:

Zm-C-d—T—Q + Qo - 0
. lldt_ 1 0 ext (12)

Donde m; y Cjson la masa y la capacidad calorifica de los componentes i del sistema (la celda
de cuarzo, el agua utilizada, etc.), respectivamente, T es la temperatura y t es el tiempo. El

41



término Q, corresponde al calor producido por las AuNBs irradiadas debido a la disipacién de

la energia absorbida producto del PSR y puede ser expresado de la siguiente manera:

Qr=1(1—-10"*"n (13)

Donde | es la potencia del laser, d representa la eficiencia para convertir la luz incidente a
energia térmica (es decir, la porcién de la luz que es absorbida por las particulas) y A, es la
absorbancia de las nanobarras a la longitud de onda del laser utilizado (808 nm). El calor

disipado al ambiente externo (Qex:) esta dado por:

Qext = hA(T — Tamp) (14)

Donde h es coeficiente convectivo de transferencia de calor y A es el area superficial de la

celda de cuarzo, entonces se puede escribir la ecuacion (12) como:
dT L
D miC 7= 1= 107 + Qg = AT = Tymy) (15)
i

Roper et al. (2007) define un parametro denominado constante de velocidad caracteristica o
constante de tiempo del sistema (z) como:

Xi mG

v (16)

Ts

Tomando en cuenta las ecuaciones (15) y (16) y considerando T = (T-Tamp), S€ puede

resolver la ecuacion diferencial para obtener:

_ [1a=10"n+ 0 "
AT(b) = 1, St Ol (1-e") (17)

Esta ecuacion es utilizada para obtener z y d, simplemente, ajustando los datos experimentales

obtenidos, para calcular Qg el ajuste debe ser hecho en la curva de calentamiento sin AuNBS,

en este caso Q;= 0y la ecuacién (17) se simplifica a:
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ar(t) = 7, [ 2] (1~ )

i mG; (18)

Ensayos citot- xicos.

La linea celular de cancer de mama MDA-MB-231(triple negativo) fue utilizada como modelo
para evaluar el efecto citotoxico de las AuNBs cubiertas y cuando ademas son sometidas a
irradiacion laser. Las células fueron mantenidas en medio Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM) suplementado con suero fetal bovino (10 %), y 1 % de penicilina/estreptomicina, las

células fueron incubadas a 37 °C, con 5 % de CO,y 90 % de humedad.

Los ensayos de viabilidad celular se realizaron mediante un método colorimétrico basado en la
reduccion del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) por la enzima
mitocondrial succinato-deshidrogenasa, este proceso produce un compuesto hidrofébico de
color azul (formazan), la cantidad de células metabolicamente activas es proporcional a la
cantidad de formazan producido. Para ello, las células fueron subcultivadas en una placa de 96
pozos a una densidad de 5x10° células/pozo, después de 24 horas de incubacién, fueron
tratadas con las AuNBs a concentraciones de 4.8x10%, 3.6 x10%, 2.4 x10" and 1.2 x10"
particulas/mL o los polimeros a concentraciones de 1, 0.5, 0.25 y 0.125 mg/mL. En el caso del
ensayo con irradiacion se utilizaron las mismas concentraciones de AuNBs pero en esta
ocasion las células tratadas fueron irradiadas por 5 min con un laser de 808 nm usando las
potencias de 1, 1.5y 2 W. La citotoxicidad fue medida 48 h después agregando 10 uL de MTT
a cada pozo e incubando por 4 horas. Después de transcurrido ese tiempo, se agregaron 100
uL de isopropanol acidico (HCI 50 mM en isopropanol) a cada pozo para solubilizar los
cristales de formazéan y finalmente la densidad Optica fue medida a 570 nm. La viabilidad
celular fue determinada tomando en cuenta la cantidad de MTT convertida a formazan y

calculada como porcentaje de viabilidad comparada con el grupo control.
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Primera Parte
Caracterizaci-n espectrosc-pica de las AUNBs.

En la Figura 10 se muestra la progresion del crecimiento de las AuNBs para las cinco
concentraciones de acido ascorbico utilizadas. En los primeros minutos de reaccion, la
intensidad de las bandas de absorcion para el plasmén de resonancia de superficie transversal
y longitudinal es imperceptible debido al tamafio pequefio de las semillas de oro en esta etapa
del crecimiento. Después de unos minutos, la intensidad de ambas bandas comienza a
incrementar de manera progresiva hasta alcanzar un valor constante antes de llegar a las tres

horas de experimento.

En esta figura se muestran los dos picos de absorcidn caracteristicos para las AuNBs, el
primero localizado alrededor de 520 nm y el otro que oscila entre 730 y 830 nm dependiendo
de la concentracion de AA utilizada. También se observa la aparicion de una banda de
absorcion alrededor de los 570 nm y la intensidad de esta se incrementa concomitantemente
con la concentracion de AA, este pico corresponde a productos secundarios de la sintesis, tales
como particulas cubicas y esféricas (Figura 12); generalmente estos productos indeseable
aparecen en la sintesis de AuNBs y se requieren pasos adicionales de purificacion para
eliminarlos. Sin embargo, de acuerdo a los resultados mostrados en la figura 10 estos
productos pueden evitarse controlando la velocidad de deposicion de los atomos de oro
durante el crecimiento, esto puede observarse claramente en las Figuras 10 a) y 10 b) en
donde, para las relaciones molares AA/Au*® de 1.5y 2, el pico de 570 nm es imperceptible, lo

cual indica que la presencia de estos productos secundarios se ha minimizado.

Otro aspecto que se observa en la Figura 10 y que se muestra mas claramente en la Figura 11
a) y b) es que al incrementar la relacién molar de AA/Au*® se promueve un corrimiento al rojo
del PRSL, las longitudes de onda maximas observadas fueron 741, 782, 812, 823, 827 y 833

nm para las relaciones molares de 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5 y 4, respectivamente.
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Figura 10. Evolucion de los espectros de UV-Vis en la solucion de crecimiento después de la

adicion de las semillas, los espectros fueron tomados cada 30 s durante un periodo de 3 h. La
concentracion de acido ascérbico se ajustd a: a) 0,75 mM, b) 1 mM, ¢) 1,25 mM, d) 1,5 mM,
e) 1,75 mM y F) 2 mM, que corresponden a relaciones molares de AA/Au*® de 1.5, 2, 2.5, 3,

3.5y 4, respectivamente.




Figura 11. a) Espectro de UV-Vis de las AuNBs para las concentraciones de acido ascérbico

utilizadas. b) Desplazamiento hacia el rojo de PRSL con el incremento de la concentracion de

acido ascorbico c) Posicion del PRSL en funcién del tiempo para las concentraciones de acido




ascorbico usados. d) La absorbancia del PRSL en funcién del tiempo para las concentraciones
de acido ascérbico, la linea continua corresponde al ajuste de los datos experimentales con la
ecuacion (17). e) Constante aparente de crecimiento en funcion del acido ascérbico afiadido a
la solucién de crecimiento. (Codigo de color: negro (&cido ascérbico 0,75 mM), rojo (&cido
ascorbico 1 mM), azul (&cido ascorbico 1,25 mM), magenta (acido ascorbico 1,5 mM), verde

(&cido ascérbico 1.75mM) y azul marino (&cido ascérbico 2 mM).
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Figura 12. Imagenes de STEM de AuUNBs sintetizadas en una solucion de crecimiento

preparada con diferente concentracién de acido ascorbico; a) 0,75 mM, b) 1 mM, ¢) 1,25 mM,
d) 1,5 mM, e) 1,75 mMy f) 2 mM.




Crecimiento de las AuNBs y efecto del 8cido asc-rbico.

La Figura 11 c) muestra el comportamiento del PRSL en funcion del tiempo para cada
relacion molar de AA/Au*® usada. Se puede observar un corrimiento al rojo hasta alcanzar la
méaxima longitud de onda, y después de esto, el PRSL presenta un ligero cambio al azul.
Numerosos estudios han mostrado que el crecimiento de las AUNBs en ausencia de HCI tienen
un comportamiento diferente, sobre todo en la ultima etapa del crecimiento donde se presenta
un corrimiento al azul mucho mas pronunciado que en algunos casos llega a ser de hasta 150
nm°*™’. Los corrimientos hacia al rojo implican un incremento en la relacién de aspecto,
mientras que los corrimientos al azul son determinados por una disminucién de la misma, lo
cual esta relacionada con una etapa de maduracion en donde el eje transversal de las AUNBs
tiende a incrementar considerablemente mientras el eje transversal esencialmente permanece

del mismo tamafio®’.

El tiempo al cual se alcanza la méxima longitud de onda del PRSL depende de la relacion
molar AA/Au* utilizada, por ejemplo, en el caso de la relacién molar de 1.25 esa longitud de
onda es alcanzada alrededor de los 100 min de reaccidon, contrario a lo observado para la
relacion molar de 4, donde solo le toma 40 min alcanzar la maxima longitud de onda. Para los
otros casos el tiempo necesario para alcanzar esa etapa fue de 65, 60, 55 y 47 min para las
relaciones molares de 2, 2.5, 3 y 3.5, respectivamente. Este comportamiento es muy diferente
a lo reportado previamente para sintesis de AuNBs realizada en ausencia de HCI, donde el
maximo corrimiento al rojo es alcanzado entre 1 y 10 min después de que las semillas son
agregadas a la solucion de crecimiento®®*®*". Esta diferencia, entre lo observado en este
trabajo y los resultados reportados previamente, se debe a que el pH acido al cual se realiza la
sintesis incrementa drasticamente el potencial de reduccion del AA (tiene mayor preferencia

120

por reducirse en lugar de oxidarse)™", y por lo tanto la velocidad del crecimiento de las

AUNBs disminuye considerablemente, como se discutira mas adelante.

La alta sensibilidad del PRSL a cambios en la relacion de aspecto permite determinar el
progreso del crecimiento de las AuNBs siguiendo la intensidad de esa banda de absorcion en
funcién del tiempo de reaccion, esto es mostrado en la Figura 11 d). En ella se observa que la

velocidad de crecimiento es mayor cuando la concentracion de AA incrementa, la intensidad
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de absorbancia alcanza un valor maximo de alrededor de 3 a las 3 h de experimento (excepto
para la concentracion de 0.75 mM donde aparentemente el crecimiento no se completa y la

absorbancia es de alrededor de 2).

Interesantemente los resultados muestran grandes diferencias en el tiempo requerido para
alcanzar la maxima longitud de onda (Figura 11 c)) y la méaxima absorbancia (figura 11 (d)),
por ejemplo, en el caso de las AuNBs preparadas con 1.5 mM de AA se necesitaron 55 min
para alcanzar el maximo desplazamiento al rojo del PRSL en contraste con los 110 min
requeridos para alcanzar la saturacion de la absorbancia. Esto puede deberse a que no todas las
semillas crecen al mismo tiempo, tal vez una proporcién de ellas alcanza la relacion de aspecto
mas alta cuando se alcanza el méaximo desplazamiento, luego el crecimiento se detiene
mientras el resto de las semillas continta creciendo y la intensidad de absorbancia incrementa

concomitantemente con la concentracion de AuNBs.

El crecimiento de las AuNBs puede ser dividido en tres etapas de acuerdo a las Figuras 11 ¢) y
d):

a) Fase de Latencia. Esta es caracterizada por la ausencia de las bandas de absorcidn, esta
etapa es més evidente para las relaciones molares AA/Au™ de 1.5 y 2. La ausencia de
las bandas de absorcidn esté relacionada con el tamafio pequefio de las particulas en
esta etapa temprana del crecimiento, previamente se ha mostrado que el PRS es
fuertemente reducido cuando el tamafio de las particulas de oro se encuentra por

debajo de los 5 nm?3®*?

Durante esta etapa, las semillas de oro crecen
isotropicamente (la velocidad de crecimiento transversal y longitudinal es

esencialmente la misma) hasta alcanzar un tamafio critico de alrededor de 5-6 nm*.

b) Fase de elongacion. Las bandas de absorcion caracteristicas de las AUNBs comienzan a
ser perceptibles, las intensidades de ambas bandas incrementan progresivamente
acompariadas por un continuo desplazamiento hacia el rojo del PRSL hasta alcanzar la
méaxima longitud de onda, después se observa un leve corrimiento al azul. El
comportamiento anterior se presenta en todas las concentraciones de AA probadas,

solo que el proceso es mas réapido cuando dicha concentracion se incrementa. Esta
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etapa inicia cuando las semillas han alcanzado un tamafio critico (5-6 nm) a partir del
cual el crecimiento isotropico cesa para dar lugar al crecimiento anisotropico, donde la
velocidad de crecimiento longitudinal es mucho mayor que la transversal, esto es
evidenciado por el rapido corrimiento al rojo observado, que es un indicativo de un
incremento en la relacion de aspecto de las AuNBs. El tiempo que le toma a las
AuUNBs alcanzar la maxima longitud de onda es de 100, 65, 60, 55, 47 y 40 min
dependiendo de la concentracion de AA utilizada en la solucion de crecimiento, en
contraste con los 10 min reportados en la literatura en experimentos realizados en
ausencia de HCI®***>"; estas diferencias se deben a las condiciones de reaccién bajo
las cuales se llevd a cabo el crecimiento de las AuNBs en el presente trabajo,
particularmente el pH &cido utilizado, la acidez en la solucion de crecimiento
promueve una disminucion en la velocidad de crecimiento tanto transversal como

longitudinal.

Fase de estabilizacion. Durante esta fase el corrimiento al rojo cesa y se observa un
ligero desplazamiento del PRSL hacia menores longitudes de onda, esto contrasta con
resultados previos donde se reporta un desplazamiento més pronunciado del PRSL>%*".
Esto puede ser explicado considerando que cuando la velocidad de crecimiento
longitudinal cesa, el crecimiento transversal es mas prominente, sin embargo, este
crecimiento es muy lento (debido al pH acido de la solucion de crecimiento) e impide
la maduracion completa de las AuNBs previniendo la disminucion drastica de la
relacion de aspecto. La relacion de aspecto disminuye y por lo tanto se observa un
desplazamiento al azul de alrededor de 100 nm solo después de una semana de

crecimiento (datos no mostrados).

CinBtica de crecimiento de las AuUNBs.

Las constantes aparentes de crecimiento (Kapp) de las AuNBs se obtuvieron realizando un
ajuste de los datos experimentales utilizando un modelo de Boltzmann no lineal (ecuacién
(11)), de acuerdo a lo descrito por Bullen et al. (2010)*. Los resultados son mostrados en la

Figura 11 e), se puede observar una dependencia lineal de Kap con el incremento de la
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concentracion de AA en la solucion de crecimiento, hasta que una especie de saturacion es
alcanzada a las concentraciones de 1.8 y 2 mM, este comportamiento también se observa en
las Figuras 3 c) y d) donde las graficas que corresponden a estas dos concentraciones se
muestran sobrepuestas, esto claramente muestra que mientras mayor sea la concentracion de
AA mas rapida es la deposicion de los atomos de oro y por lo tanto la velocidad de

crecimiento incrementa.

Los valores de Kap, Obtenidos se encuentran entre 0.034 min™ y 0.078 min™ para todas las
concentraciones de AA probadas, estos valores son menores a los reportados por Bullen et al.
(2010), ellos obtienen una constante de crecimiento de 0.15 min™ para una relacién molar
AA/AU™® de 1.5 (esta relacion corresponde a la concentracién mas baja de AA utilizada en
este trabajo), es decir, la Ky reportada por ellos es alrededor de 4 veces mas grande que la
obtenida en el presente estudio, esta importante diferencia se debe, como se ha mencionado en
parrafos anteriores, al pH acido utilizado durante el proceso de sintesis, Bullen et al. (2010)

realizaron sus experimentos en ausencia de HCI.

Previamente Zhu et al. (2010)** habian mostrado que el PRSL de las AuNBs podia ser
controlado por la adicion de HCI a la solucién de crecimiento, sin embargo, no se tenia claro
cual era el mecanismo involucrado en tal efecto; los resultados obtenidos en este trabajo
sugieren que la obtencion de AuNBs de mayor relacion de aspecto es el resultado de que el pH
acido, al cual se realiza la sintesis, disminuye la capacidad de reduccion del AA y por lo tanto
la velocidad de crecimiento de las AuNBs, esto previene el desplazamiento dréstico al azul
comunmente observado en la sintesis realizadas en ausencia de HCI; es decir, la sintesis a pH
acido detiene el crecimiento de las AuNBs en etapas intermedias, antes de que ocurra el

engrosamiento de estas.

Segunda Parte.
S?ntesis de AUNBs cubiertas con quitosano-SH.

En este trabajo se plantea el uso de un método muy facil y reproducible para la eliminacion del
CTAB remplazandolo con quitosano-SH. Se ha empleado un método basado en dialisis para la

completa eliminacion del CTAB y ademas como una prueba preliminar para determinar si la
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sustitucion y el proceso de recubrimiento de las AuNBs han sido llevados a cabo de manera
adecuada. La Figura 13 muestra las AuNBs cubiertas con CTAB (AuNBs-CTAB) y las
AUNBs cubiertas con PEG-SH (AuNBs-PEG) después de 3 h de didlisis, asi como las AuNBs
cubiertas con quitosano-SH (AuNBs-Chi-SH) después de 48 h de dialisis.

Se puede observar la utilidad del quitosano-SH para remover el CTAB de la superficie de las
AuNBs manteniendo, a su vez, la suspension coloidal estable; la inestabilidad observada en las
AuNBs-CTAB es producto de la difusion de las moléculas de CTAB hacia fuera de la
membrana de dialisis, esto disminuye la concentracion del estabilizante dentro de la
membrana de dialisis, como la bicapa de CTAB sobre la superficie de las AUNBS se encuentra
en equilibrio dindmico con las moléculas de CTAB en la solucion*?, cuando la concentracion
de estas disminuye por debajo de un punto critico comienza a producirse un proceso de
desorcidon de las moléculas de la superficie de las AuNBs, provocando la inestabilidad debido

a la carencia del agente estabilizador, entonces las particulas precipitan irreversiblemente.

En el caso de las AuNBs-PEG se esperaria que si las particulas estuvieran cubiertas
completamente con PEG la suspension fuera estable a pesar de la desorcion del CTAB, sin
embargo, se observa el mismo comportamiento que en el caso de las AuNBs-CTAB,
probablemente las moléculas de PEG-SH desplazan al CTAB solo parcialmente, de tal manera
que cuando la concentracion de CTAB disminuye por debajo de su valor critico, las moléculas
de PEG adheridas a la superficie no son suficientes para proveer a las AUNBs de la estabilidad
coloidal necesaria. Esto concuerda con reportes previos donde se ha demostrado que las
moléculas con grupos SH interactdan preferentemente con los extremos de la AUNBs mientras

las moléculas de CTAB permanecen sobre las partes laterales de las particulas*®*%".
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Figura 13. Imagen de las AuNBs después del proceso de diélisis. a) AuUNBs-CTAB, b)
AUNBs-PEG, c) AuNBs-Chi-SH.
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Por otro lado, cuando el quitosano-SH es utilizado para estabilizar las AUNBSs, no se observa
aglomeracion o precipitacion incluso después de periodos relativamente largos (48 hrs) de
dialisis. Los grupos SH que se encuentran a lo largo de la cadena de quitosano juegan un papel
primordial en el proceso de reemplazamiento del CTAB; al igual que en el caso del
recubrimiento con PEG-SH, el quitosano-SH se une en los extremos de las AuNBs, en esta
etapa, las moléculas de CTAB aun permanecen adsorbidas sobre la superficie lateral de las
particulas, esto evita que nuevas moléculas de quitosano-SH o grupos SH de las cadenas de
quitosano-SH ya adheridas se unan a dicha superficie. Durante la diélisis ocurre el proceso de
desorcion de las moléculas de CTAB, dejando la superficie lateral de las AuNBs disponible
para que se adhieran mas moléculas de quitosano-SH o mas probablemente las partes de las
moléculas de quitosano-SH ya adherido que no interactuaban directamente con la superficie de
oro (Figura 14), este proceso es lento y progresivo hasta que todo el CTAB es reemplazado
por el quitosano-SH, los grupos aminos protonados del quitosano proveen suficiente
estabilidad electrostatica para mantener la suspension coloidal (pH~4), la cual fue estable

durante 6 meses.

La Figura 15 muestra los espectros de UV-Vis de las AUNBs-CTAB y de las AuNBs-Chi-SH,
se puede observar un ligero incremento del PRSL hacia mayores longitudes de onda (de 798
nm a 807 nm) debido a la unién de las moléculas de quitosano a la superficie de las AuNBs.
Este comportamiento ha sido reportado previamente (usando diferentes polimeros) y se ha
sugerido que puede ser el resultado de cambios en el indice de refraccion local debido a la

presencia de los polimeros utilizados'**™**",
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Figura 14. Representacion esquematica del proceso de reemplazamiento del CTAB por el

quitosano-SH.
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Figura 15. Espectros UV-Vis de AuNBs después del recubrimiento con los polimeros.
AuUNBs-CTAB (linea Negro), AuNBs-Chi-SH (linea roja), AuNBs-Chi-SH-Alg (linea azul) y
AUNBs-Chi-SH-PVA (linea magenta).
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S?ntesis de las AuNBs-Chi-SH cubiertas con alginato o PVA.

En este trabajo se ha utilizado el método conocido como capa por capa (LBL por sus siglas en
ingles) para obtener las AuNBs cubiertas con alginato (AuNBs-Chi-SH-Alg) o con PVA
(AuNBs-Chi-SH-PVA). La Figura 14 muestra los espectros de UV-Vis de las AuNBs-Chi-SH
antes y después de ser recubiertas con los polimeros en cuestion, se puede observar claramente
un cambio en el PRSL hacia mayores longitudes de onda (=9 nm) tanto para las AUNBs-Chi-
SH-Alg como para las AuUNBs-Chi-SH-PVA,; estos resultados concuerdan con estudios previos
donde se han sintetizado nanoparticulas de oro cubiertas con multicapas poliméricas y por
cada capa adsorbida el PRSL experimenta un corrimiento hacia al rojo™****!. Este cambio en el
PRSL ha sido atribuido, como ya se menciono anteriormente, a cambios en el indice de

refraccion en la superficie de las AUNBs como resultado de la adsorcién de los polimeros.

Los espectros de FTIR de las AuNBs cubiertas con los polimeros son mostrados en la Figura
16. En la Figura 16 a), correspondiente a las AUNBs-CTAB, se pueden observar picos intensos
a 1480 cm™ y 2800-2900 cm™, los cuales pueden ser atribuidos a doblamientos y estiramientos
de los enlaces C-H de la cadena alifatica del CTAB, también se presentan picos a 910, 964 y
un doblete a 725 cm™ asociados al enlace C-N***'*, a Figura 16 b) corresponde al espectro
de las AuNBs-Chi-SH, se observa claramente que los picos correspondientes al CTAB son
reemplazados por aquellos caracteristicos al quitosano, la banda ancha localizada a 3200 cm™
se debe a los estiramientos de los grupos NH, y OH, los picos localizados a 1571 cm™y 1620
cm™ se pueden atribuir al doblamiento del enlace N-H, mientras que lo estiramientos de los
enlaces C-O y C-O-C de los alcoholes secundarios y de los enlaces glucosido de la estructura

del polisacarido aparecen entre 950 y 1100 cm™ *3+1%¢,

El espectro de las AuNBs-Chi-SH-PVA se muestra en la Figura 16 c), en este se observa una
banda a 3300 cm™ debido a la presencia de los grupos OH del PVA, ademés aparece un pico a
1730 cm™ debido al estiramiento del C=0 de los grupos acetato remanentes del PVA (se
utiliz6 un PVA con 86.7-88.7 % de hidrolisis)™*’. El espectro de las AuNBs-Chi-SH-Alg
aparece en la figura 16 d), en este se observan tres picos importantes a 1730, 1600 y 1400 cm’,
los cuales pueden ser asignados al estiramiento del carbonilo y a los estiramientos anti

simétrico y simétrico de los carboxilatos del alginato, respectivamente™®.

58



a)

b)

c) I

d)

v
y | ' | ' | ' | ' | ' | y
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

Figura 16. FTIR de las diferentes AUNBS; a) AUNBs-CTAB, b) AuNBs-Chi-SH, ¢) AuNBs-
Chi-SH-PVA y d) AuNBs-Chi-SH-Alg.
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Estos resultados confirman, en primer lugar, que las moléculas de CTAB fueron exitosamente
removidas de la superficie de las AUNBs y reemplazadas por el quitosano, y en segundo lugar,

que las capas de alginato y PVA fueron adsorbidas en la superficie de las AuUNBs-Chi-SH.

Por otro lado, se realizo un estudio del comportamiento del potencial zeta (s) después de que
las capas de alginato o de PVA se adsorbian en la superficie de las AuNBs, estas mediciones
fueron hechas a un pH =5 para asegurar que los grupos aminos del quitosano se encontraran
protonados. Las AuNBs-Chi-SH-PVA y AuNBs-Chi-SH-Alg fueron medidas a ese mismo pH
para poder realizar comparaciones; por lo tanto, los cambios en los valores del potencial zeta

pueden ser usados como parametro para confirmar el éxito de la adsorcion de los polimeros

Los resultados son mostrados en la Figura 17, se observa una inversion del potencial zeta de
las AUNBs-Chi-SH de +35 mV a -17 mV despueés de la adsorcion del alginato, mientras que
en el caso del PVA solo se presenta una disminucion a 18 mV. Este comportamiento puede ser
explicado considerando las caracteristicas ionicas de cada polimero a pH 5, el pK, de los
grupos carboxilicos a lo largo de la cadena de alginato es de alrededor de 3.5, por lo tanto,
dichos grupos se encuentran desprotonados al pH que se realizo la lectura; estos grupos
permiten la asociacién electrostatica con los grupos amino protonados expuestos en la capa de
quitosano adsorbida en la superficie de las AuNBs, ademas, algunos carboxilatos permanecen
disponibles en la superficie, esto provoca la inversién del potencial zeta observada'®®**. por
otro lado, en el caso del PVA, la adsorcion es promovida traves de puentes de hidrogeno entre
los grupos hidroxilo del PVA y la capa de quitosano que recubre a las AuNBSs, esto ocasiona
un apantallamiento de la carga de los grupos amino del quitosano y, por lo tanto, una

reduccion del potencial zeta™”.

Los estudios de potencial zeta también se realizaron a un pH de 7.4 (solucién amortiguadora
de fosfatos 10 mM), los resultados también se muestran en la Figura 16. Los valores de
potencial zeta obtenidos fueron +2 mV, -24 mV y -3 mV para las AuNBs-Chi-SH, AuNBs-
Chi-SH-Alg y AuNBs-Chi-SH-PVA, respectivamente. EI comportamiento de las AuNBs-Chi-
SH se debe a la desprotonacion de los grupos amino (pKz=6.3), a un pH de 7.4, estos grupos

25-27

estan predominantemente desprotonados y las particulas se vuelven inestables™ ", se observo

la precipitacion de estas en unos cuantos minutos.
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Figura 17. Potencial zeta de AuNBs dispersas en agua (pH=5) (Rojo) o en buffer de fosfatos
10 mM (pH 7.4) (Azul).
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En el caso de las AuNBs-Chi-SH-Alg, un potencial zeta mas negativo es producto de un
mayor grado de desprotonacién de la cadena de alginato™®. Las AuNBs-Chi-SH-PVA
presentan un potencial zeta ligeramente negativo, probablemente debido a la adsorcion de
iones fosfato sobre los grupos aminos aun expuestos en la superficie, sin embargo, la
suspension permanecié estable presumiblemente debido a la estabilizacion estérica provista
por el PVA.

La adsorcion de los polimeros sobre las AuNBs fue confirmada adicionalmente a traves de
imagenes de microscopia de fuerza atomica, en la Figura 18 se presentan las imagenes de
MFA de las AuNBs cubiertas con sus respectivos andlisis de tamafio tanto de la longitud como
del ancho de las particulas cubiertas. Las AuNBs-Chi-SH presentan un tamafio representativo
de 100 nmy 50 nm para la longitud y el ancho, respectivamente, en el caso de las AUNBs-Chi-
SH-Alg y AuNBs-Chi-SH-PVA se observa un incremento de alrededor de 50 nm en
comparacion con las AuNBs-Chi-SH tanto en la longitud como en el ancho. Sin embargo, las
AuUNBs presentan, vistas por microscopia electronica, un tamafio longitudinal de 57 nm y
transversal de 15 nm (para la relacion de aspecto de 3.8) (Figura 19), los polimeros no pueden
ser facilmente visualizados por el haz de electrones debido a su baja densidad electrénica y
aparecen transparentes o semitransparentes en las micrografias, sin embargo, en el MFA se
puede visualizar la topografia de las AuNBs incluyendo la capa polimérica, por lo tanto, la
diferencia en el tamafio observado por ambas técnicas puede ser atribuido a las capas de

quitosano y Alginato/PVA, sugiriendo que la adsorcion se llevo a cabo de manera adecuada.

Eficiencia de conversi-n fotot®rmica (d).

La eficiencia de conversion fototérmica de las AuNBs-CTAB, AuNBs-Chi-SH, AuNBs-Chi-
SH-Alg y AuNBs-Chi-SH-PVA se determind utilizando el modelo de transferencia de calor

descrito por Roper et al. (2007)**

, para ello los datos experimentales de calentamiento de las
particulas, por efecto de la irradiacion laser, se ajustaron utilizando la ecuacion (17) con el
objetivo de determinar los valores de la constante de velocidad caracteristica (s) y de la

eficiencia de transduccion fototérmica (d).
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Figura 18. Imégenes de MFA y perfiles representativas longitudinales y transversales de
AuNBs; a) AuNBs-CTAB, b) AuNBs-Chi-SH-Alg, c) AuNBs-Chi-SH-PVA, d), e) y f)
perfiles longitudinales representativos, g), h) e i) perfiles transversales representativos (cada

perfil corresponde a la imagen de MFA mostrada arriba).
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Figura 19. Imégenes de TEM y SEM de AuNBs; a) y d) Chi-SH- AuNBs, b) y e) Alg-Chi-SH-
AuNBs, ¢) y f) de PVA-Chi-SH-AuUNBs, g) y h) distribucién de tamafios transversal y
longitudinal AuNBs. (Escala de las imagenes de SEM 100 nm).
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Es importante notar que Us depende solo del arreglo experimental (dimensiones de la celda,
volumen de solucion, etc.), mientras d puede ser considerada como una propiedad intrinseca
de las AuNBs, es decir, la eficiencia de transduccién fototérmica solo depende de la forma y

del tamafio de las particulas®*4***,

Las Figuras 20-23 muestran las curvas de calentamiento de las AuNBs para diferentes
absorbancias (0.25, 0.5, 1y 2) y diferentes potencias (1 W, 1.5 Wy 2 W), estos resultados se
ajustaron adecuadamente a la ecuacion (17) (linea continua). EI comportamiento de la curva
de calentamiento es similar al reportado en estudios previos**'!°14142: se observa un
incremento pronunciado en la temperatura los primeros minutos de irradiacion hasta que se
alcanza una especie de saturacion, después de la cual, el incremento de temperatura es casi
nulo, en este punto el sistema alcanza un equilibrio entre el calor generado producto de la
irradiacion (Q; y Qo) vy el calor disipado a los alrededores como resultado de un proceso de

conveccion (Qext).

Los resultados obtenidos para los valores de Us y d son mostrados en el Anexo 2, los valores de
la eficiencia de transduccion fototérmica para las cuatro tipos de AuNBs son mostrados en la
Figura 24, estos resultados son similares a los reportados por Pattani et al.® y Cole et al.**, los
primeros reportaron una eficiencia de 0.5 para unas AuNBs de un tamafio de 7x26 nm (PRSL
770 nm) usando un laser de 808 nm, mientras que los segundos obtuvieron una eficiencia de
0.55 para unas AuNBs de un tamafio de 13x44 nm (PRSL 780 nm), ambos usaron el modelo
|.119

de transferencia de calor descrito por Roper et a
CTAB.

, Y las AuNBs estaban cubiertas con

La eficiencia de transduccion fototérmica puede ser entendida como la relacion
absorcién/extincion de las nanoparticulas y es frecuentemente usada como un parametro
importante para describir la eficiencia de estas para convertir la luz absorbida en calor. El
calor producido por estas AuNBs sujetas a irradiacion laser fue suficiente para producir

muerte celular como resultado de la hipertermia, como se mostrara en la siguiente seccion.
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Figura 20. Perfiles de calentamiento de las AUNBs-CTAB a diferentes absorbancias; a) 0.25,
b) 0.5, ¢) 1y d) 2, y usando diferentes potencias; A (1 W), e (1.5 W) y m (2 W). La linea

continua representa el ajuste de los datos experimentales usando la ecuacion (17).
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Figura 21. Perfiles de calentamiento de las AUNBs-Chi-SH a diferentes absorbancias; a) 0.25,
b) 0.5, ¢) 1 y d) 2, y usando diferentes potencias; A (1 W), @ (1.5 W) y m (2 W). La linea

continua representa el ajuste de los datos experimentales usando la ecuacion (17).
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Figura 22. Perfiles de calentamiento de las AuNBs-Chi-SH-Alg a diferentes absorbancias; a)
0.25, b) 0.5, ¢) 1 y d) 2, y usando diferentes potencias; A (1 W), @ (1.5 W) y m (2 W). La
linea continua representa el ajuste de los datos experimentales usando la ecuacion (17).
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Figura 23. Perfiles de calentamiento de las AUNBs-Chi-SH-PVA a diferentes absorbancias; a)
0.25, b) 0.5, ¢) 1 y d) 2, y usando diferentes potencias; A (1 W), @ (1.5 W)y m (2 W). La
linea continua representa el ajuste de los datos experimentales usando la ecuacion (17).
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Interesantemente, no se observan diferencias significativas en los valores de d para las cuatro
tipos de AuNBs (Fig. 24), lo cual sugiere que la cubierta polimérica no afecta en absoluto la
capacidad de las nanoparticulas para transformar la radiacién electromagnética en calor, es
decir, aparentemente la cubierta polimérica, a pesar de ser relativamente grande, no
incrementa de manera significativa la dispersion de la luz, lo cual es positivo dado que estas
AuUNBs cubiertas pueden ser utilizadas para la terapia foto térmica sin detrimento en su
capacidad para producir calor. Este comportamiento se puede deber a que la cubierta
polimérica es transparente a la longitud de onda utilizada (808 nm), o bien, a que la porcion de
la luz extinguida por la cubierta polimérica es muy pequefia, y por lo tanto despreciable,

comparada con aquella atenuada por las AuNBs per se.

Ensayos citot- xicos.

En este trabajo se utilizaron tres polimeros considerados como biocompatibles para recubrir
las AuNBs con el objetivo de disminuir la citotoxicidad asociada al CTAB adsorbido en la
superficie de las mismas***™%. Estas particulas pueden ser utilizadas potencialmente para la
aplicacion en terapia fototérmica, en particular para el tratamiento contra el cancer, en este
sentido, es necesario determinar si son efectivas para inducir muerte celular cuando son
sometidas a irradiacion laser, es por ello que realizamos algunos estudios de citotoxicidad
utilizando la linea celular MDA-MB-231.

En la Figura 25 se muestran los resultados de citotoxicidad de los polimeros alginato y PVA
(el quitosano no fue utilizado en estos estudios debido a la insolubilidad asociada a él a pH
fisioldgico), se observa claramente que ninguno de los polimeros ejercen algun efecto tdxico
incluso a concentraciones tan altas como 1 mg/mL. En la Figura 26 se muestra la citotoxicidad
asociada a las AuNBs-CTAB, AuNBs-Chi-SH-Alg y AuNBs-Chi-SH-PVA, se puede notar
que ésta disminuye de manera significativa cuando el CTAB se ha reemplazado por los
polimeros, estos resultados concuerdan con estudios previos donde se ha mostrado que la
toxicidad asociada a las AuNBs esta directamente relacionada al CTAB y no a un efecto

intrinseco de las mismas**?’

, en este sentido, la modificacion de la superficie de las particulas
realizada en el presente trabajo presentan una ventaja importante y mejora el panorama para

futuras aplicaciones médicas.
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Figura 24. Eficiencia de transduccion fototérmica de las AUNBs.
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Figura 25. Citotoxicidad de los polimeros Alginato y PVA sobre la linea celular MDA-MB-
231.
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Figura 26. Citotoxicidad de las AuNBs sobra la linea celular MDA-MB-231.
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También se evaluo la citotoxicidad de las particulas sometidas a irradiacion laser a diferentes
potencias, los resultados se muestran en la Figura 27. A primera instancia se puede observar
que la potencia de 2 W disminuye de manera significativa la viabilidad celular, mientras las
potencias de 1 Wy 1.5 W no afectan en absoluto la supervivencia celular, esto se debe a que
la potencia de 2 W induce, por si sola, un incremento en la temperatura del medio de cultivo y

por lo tanto la supervivencia de las células se ve comprometida debido a la hipertermia.

Durante la hipertermia, la velocidad de las reacciones quimicas se incrementa
significativamente provocando estrés oxidativo, lo cual promueve la oxidacion de los lipidos,
proteinas y acidos nucleicos, ademas se produce la desnaturalizacion de proteinas, todo ello
desencadena la muerte celular®. La hipertermia puede producir muerte celular por apoptosis o
por necrosis dependiendo de la temperatura utilizada, por ejemplo, Harmon et al.**
observaron que al incrementar la temperatura a 42-44 °C durante 30 min en un cultivo celular,
las células comienzan a morir principalmente por apoptosis, la cual es mas pronunciada a 44
°C. Cuando utilizaron una temperatura de 45 °C observaron muerte celular tanto por apoptosis
como por necrosis, mientras a temperaturas de 46 y 47 °C las células murieron solo por
necrosis. Por otro lado, se ha mostrado que las células con alta tasa de division celular son méas
susceptibles a presentar apoptosis inducida por hipertermia'*®, ademas, se ha reportado que
células en la fase M y S del ciclo de division celular son mas susceptibles a la hipertermia que
células en la fase G1, aparentemente debido a dafios en el aparato mitético y en los

cromosomas durante la mitosis y la replicacién del ADN.

En la Figura 27 también se puede apreciar que no existen diferencias significativas entre
AuNBs-Chi-SH-Alg y AuNBs-Chi-SH-PVA sometidas a irradiacion en ninguna de las tres
potencias utilizadas, lo cual concuerda perfectamente con los resultados mostrados en la
Figura 24 donde no se muestran diferencias en la eficiencia de transduccion fototérmica, esto
significa que, bajo las mismas condiciones experimentales, ambas particulas generan la misma
cantidad de calor y por lo tanto las células son sometidas a condiciones de hipertermia
similares. No existen diferencias significativas entre las células tratadas con las AuNBs e
irradiadas con potencias de 1y 1.5 W, pero ambas son diferentes de aquellas irradiadas con 2
W, este comportamiento se debe, como ya se menciond anteriormente, a que esta Ultima

potencia tiene la capacidad intrinseca de elevar la temperatura del medio de cultivo e inducir
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muerte celular por hipertermia, esto provoca que el incremento de la temperatura en las células
tratadas con AuNBs sea mayor cuando se usa esta potencia, promoviendo ampliamente la
muerte celular por necrosis. Esto nos indica que esta potencia no es adecuada para futuras

aplicaciones tanto in vitro como in vivo, asi como en potenciales aplicaciones médicas.
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CONCLUSIONES

La sintesis de AuNBs mediante el método mediado por semillas puede ser optimizada usando
HCI como aditivo para controlar la relacién de aspecto debido al incremento del potencial de
reduccion del &cido ascérbico, esto provoca una disminucion en la velocidad de crecimiento
tanto transversal como longitudinal, originando que el crecimiento de las AuNBs se detenga
en etapas intermedias del proceso, de tal manera que no se produce el corrimiento al azul del
PRSL caracteristico en las sintesis realizadas en ausencia de HCI. El incremento en la
concentracion del acido ascorbico en el rango utilizado provoca un desplazamiento del PRSL
hacia longitudes de onda més altas, esto proporciona una manera adicional de manipular la
posicion de dicho plasmon, sin embargo, mientras mas alta es la concentracion del agente
reductor se producen una mayor cantidad de productos secundarios (particulas cubicas y
esféricas). En este sentido, el estudio presentado en este trabajo proporciona nuevas pistas en

relacion al control del crecimiento de las AuNBs.

Por otro lado, el quitosano-SH puede ser utilizado para modificar la superficie de las AUNBs
y, a su vez, eliminar totalmente las moléculas de CTAB, a través de un procedimiento
sumamente simple y altamente reproducible, la adsorcion del quitosano-SH en la superficie de
las AuNBs produce un nanosistema muy versatil con grupos funcionales muy reactivos (-NH;
y -OH) susceptibles de ser modificados, sin embargo, la aplicacién de las AuNBs-Chi-SH en
medicina es limitada debido al pK, (6.3) del quitosano, lo cual provoca que los grupos aminos
estén predominantemente desprotonados a pH fisioldgico. Es posible mejorar la estabilidad a
pH 7.4 cubriendo las AuNBs-Chi-SH con polimeros como el PVA vy el alginato, estas
cubiertas poliméricas no afectan en absoluto la eficiencia de transduccion fototérmica (d) de
estas particulas de oro, los estudios celulares muestran que estos sistemas recubiertos
disminuyen la citotoxicidad de manera considerable (en comparacion con las AUNBs-CTAB),
ademas de ser eficaces para producir muerte celular por hipertermia cuando son sometidos a
irradiacion laser. Basados en estos resultados se puede considerar que las AuNBs cubiertas
con quitosano-alginato y quitosano-PVA tienen potencial para ser utilizados en aplicaciones

médicas debido a sus propiedades fisicoquimicas y fototérmicas.
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PERSPECTIVAS

El nanosistema sintetizado en el presente trabajo es bastante versatil y presenta varias
oportunidades para desarrollar futuras investigaciones, en particular, las AuNBs-Chi-SH-AIg.
Es posible adicionar agentes quimioterapéuticos como el cisplatino, en este caso se plantea la
posibilidad de unir quimicamente al cisplatino con los grupos carboxilos del alginato a través
de enlaces de coordinacion, ademas los grupos carboxilos también pueden ser utilizados para
unir quimicamente moléculas guias (péptidos, anticuerpos, etc.) para proveer al sistema de una
mayor especificidad por las células blanco. Este nanosistema también puede ser utilizado
como agente de administracion de oligonucleotidos antisentido o de RNA de interferencia,
aprovechando la presencia del quitosano en la superficie de las AuNBs, en este sentido, es
posible hacer interaccionar electrostaticamente estos acidos nucleicos con los grupos amino
del quitosano para posteriormente ser cubiertos con el alginato, de nuevo, los grupos
carboxilos del alginato quedarian expuestos para la unién quimica de moléculas guias.
Finalmente, es necesario realizar estudios in vivo, para probar la toxicidad, la biodistribucion y

la eficacia de estos sistemas en un modelo animal.
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Valores obtenidos a partir del ajuste de los datos experimentales usando la ecuacion (17).

Error Error
Valor Estandar R? Valor Estandar R?
AuNBs-CTAB Absorbancia 0.25 AuNBs-Chi-SH Absorbancia 0.25
1W q 0.4708 0.0026 099932 1W o[ 0.48761| 0.00554 0.99725
Ug 9.85039 0.07293 Ug 9.75124 | 0.14777
15W q 0.44053 0.00256 0.09913| 1.5W o[ 0.50091 0.0078 0.9956
Ug 9.44909 0.07796 Us 9.30353| 0.17319
oW q 0.47171 0.00169 099971 2w q 0.50464 | 0.00607 0.99711
Ug 9.81112 0.04713 Us 9.68123| 0.14923
AUuNBs-CTAB Absorbancia 0.5 AUNBs-Chi-SH Absorbancia 0.5
1W q 0.4674 0.00431 099671 1w o[ 0.4929 | 0.00289 0.99924
Ug 9.38317 0.12634 Ug 9.4047 | 0.08321
15W q 0.44792 0.00317 0.999 15W q 0.48797| 0.00213 0.99961
Ug 9.33077 0.08384 Us 9.02387| 0.05666
> W q 0.49766 0.00606 099741 2w q 0.49105| 0.00545 0.99693
Ug 9.03412 0.12917 Ug 9.16819| 0.16652
AuNBs-CTAB Absorbancia 1 AuNBs-Chi-SH 1 Absorbancia 1
1W q 0.4995 0.00638 099339 1W o[ 0.4905| 0.00211 0.99941
Ug 8.94419 0.27807 Us 9.317| 0.07241
15W q 0.5181 0.00279 099936 15w q 0.44151| 0.00146 0.99977
Ug 8.60999 0.05784 Us 9.89412| 0.04254
oW q 0.48458 0.00208 099965 2w q 0.46905| 0.00211 0.99941
Ug 9.17662 0.04707 Us 9.317| 0.07241
AuNBs-CTAB Absorbancia 2 AuNBs-Chi-SH 2 Absorbancia 2
1W q 0.50867 0.00856 099283 1W q 0.4688 | 0.00298 0.99913
Us 8.98718 0.16894 Us 9.82662 0.0836
15W q 0.50597 0.00507 099797 15w q 0.46164 | 0.00424 0.99827
Ug 9.26383 0.13592 Ug 9.57685| 0.11317
oW q 0.48894 0.00416 099858 2w q 0.5178 0.0066 0.99695
Ug 8.90258 0.09067 Us 8.97587| 0.13784
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Error Error
Valor Estandar R? Valor | Estandar R
AUNBs-Chi-SH-Alg Absorbancia 0.25 AUNBs-Chi-SH-PVA Absorbancia 0.25
1W q 0.4781 0.0042 0.99835 W q 0.46748 0.0017 0.99971
Us| 9.15009 0.12079 Us| 9.91537| 0.04848
15W q 0.44663 0.00508 099732 | 15w q 0.39688 0.0017 0.99959
U | 9.36371 0.17793 Us| 10.18162| 0.05922
oW q 0.52407 0.00496 0.99861 oW q 0.47329| 0.00168 0.99972
Us| 8.37957 0.06985 U | 9.75421| 0.04615
AuUNBs-Chi-SH-Alg Absorbancia 0.5 AUNBs-Chi-SH-PVA Absorbancia 0.5
1W q 0.46425 0.00312 0.99883 W q 0.46042 | 0.00355 0.9987
Us | 10.02749 0.11308 U | 9.88129| 0.11648
15W q 0.4839 0.00196 0.99967 | 1.5W q 0.48797| 0.00213 0.99961
Us [ 10.23819 0.05393 Us| 10.02387 | 0.05666
oW q 0.51034 0.00453 0.99861 oW q 0.47086 | 0.00243 0.99954
Us| 9.43379 0.0991 Us| 9.82543 0.0603
UNBs-Chi-SH-Alg Absorbancia 1 AUNBs-Chi-SH-PVA Absorbancia 1
1W q 0.45594 0.00297 0.99892 W q 0.49383| 0.00295 0.99884
Us| 9.45401 0.08522 Us| 10.12713| 0.11679
15W q 0.50304 0.00824 0.99455 | 1.5W q 0.46868 | 0.00144 0.9998
Us| 9.68283 0.16203 U | 9.34555| 0.03669
oW o[ 0.47007 0.00402 0.99859 oW q 0.51722| 0.00395 0.99892
Us[210.12761 0.11112 U | 9.45066| 0.07314
AUNBs-Chi-SH-Alg Absorbancia 2 AUNBs-Chi-SH-PVA Absorbancia 2
1W q 0.45703 0.00335 0.99866 W q 0.46433| 0.00536 0.99679
Us| 9.34892 0.09443 U | 8.87965| 0.13387
15W q 0.48396 0.00143 099982 | 1.5W q 0.47823 | 0.00506 0.99762
Us| 9.82889 0.03774 Us| 10.62421| 0.15028
oW o[ 0.47866 0.00557 0.99753 oW q 0.47987 | 0.00245 0.9995
Us [ 10.15888 0.14741 U | 9.23481| 0.05693

81




ANEXO 2

82



Copyright © 2016 American Scientific Publishers
gcl\:nlgﬁll'?;\lg Al.l rigth reserve(.i .
PUBLISHERS  Printed in the United States of America

Journal of

Nanoscience and Nanotechnology
Vol. 16, 7707-7714, 2016

www.aspbs.com/jnn

Growth Kinetics of Gold Nanorods Synthesized by a
Seed-Mediated Method Under pH Acidic Conditions

M. Almada’, E. D. Ruiz', J. Ibarra-Hurtado’, N. Hassan?, M. J. Kogan?3,
R. D. Cadena-Nava*, M. A. Valdés', and J. Juarez'*

' Departamento de Fisica, Universidad de Sonora, Hermosillo, Sonora, 83000, México
2| aboratorio de Nanobiotecnologia, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas,
Universidad de Chile, Santiago de Chile, 8380494, Chile
8 Advanced Center for Chronic Diseases (ACCDIS), Santiago de Chile, 8380492, Chile
“Center for Nanosciences and Nanotechnology, Universidad Nacional Auténoma de México,
Km. 107 Carretera Tijuana-Ensenada s/n, Baja California 22800, México

A systematic study of the effect of ascorbic acid concentration on the growth kinetics of gold
nanorods under pH acidic conditions was done. We employed the seed-mediated approach at pH
1.25 using different ascorbic acid/Au*® molar ratios. We monitored the gold nanorods growth using
UV-Vis spectroscopy and the apparent growth rates were determined fitting the experimental data
with a theoretical non-linear Boltzmann function. We found that, under the conditions proven, an
increase of the ascorbic acid/Au*® molar ratio induces a red-shift in the longitudinal surface plasmon
resonance, as well as the formation of undesirable by-products. The apparent growth rates show
a linear dependence with the increment of ascorbic acid concentration. We determined a range of
growth rates from 0.034 to 0.078 min~', from the lowest to the highest molar ratio used, respec-
tively; which corresponds to deposition rates from 0.128 to 0.235 atoms per second. A low pH in
the growth solution promotes a slower growth nanorods rate, which prevents the drastic blue-shift
observed in the synthesis at higher pH and provides an aspect ratio tuning.

Keywords: Gold Nanorods, Kinetic Growth, Anisotropic, SPR.

1. INTRODUCTION

The exceptional physical and chemical properties of metal
nanoparticles, such as optical, electronic, magnetic and
catalytic, have promoted their potential uses in different
areas of chemistry, physics, biology, and medicine, among
others.! For over a decade, many research groups have
paid great attention in gold nanoparticles (GNP) because
of their peculiar localized surface plasmon (SPR), which
can be exploited in the production of innovative devices,
especially in biomedicine areas, for sensing, diagnostic
and photothermal treatments,* where the SPR of metallic
nanoparticles play an important role in their potential med-
ical uses. It is known, that the SPR behavior of GNP is
strongly dependent on their size, shape, composition and
local surrounding environment.*® Therefore, non-spherical
gold nanoparticles are one of the most interesting nanosys-
tem for technological application, because of their optical

*Author to whom correspondence should be addressed.

J. Nanosci. Nanotechnol. 2016, Vol. 16, No. 7

1533-4880/2016/16/7707/008

features, showing multiple SPR bands that have correlated
with the shape of the nanoparticle. Moreover, the adsorp-
tion of electromagnetic radiation by non-spherical gold
nanoparticles can be manipulated from the visible to the
near-infrared region (600-1000 nm).” For instance, gold
nanorods (GNR) show two different SPR modes, which
arise from the oscillation of electrons across the transverse
and longitudinal axes of the surface nanorod. The longi-
tudinal surface plasmon resonance (LSPR) of the GNR is
extremely sensitive to the aspect ratio of the rod. This fact
provides great opportunities in a wide range of innovative
applications of GNRs in biomedical areas such as sens-
ing, imaging, or, photothermal therapy.® These properties
have generated great interest of many research groups, who
realized great efforts for controlling the anisotropy growth
of GNRs.”™1®

The most common chemical method used in the syn-
thesis of GNRs is the seed-mediated approach, developed
by Jana et al.'® However, this method have been suf-
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Gold nanorods (GNR) use has been proposed in medical applications because of their intrinsic photothermal
properties. However, the presence of CTAB molecules adsorbed onto the surface of GNRs results in a highly
cytotoxic GNR system. In this work we replace the CTAB molecules with a thiolated chitosan. Once chitosan
coated GNRs (Chi-SH-GNR) were attained, a film of alginate (Alg-Chi-SH-GNR) or polyvinyl alcohol (PVA-Chi-
SH-GNR) was deposited onto the surface of Chi-GNR by a layer-by-layer process. The photothermal conversion
efficiency for the GNR systems was determined irradiating the GNRs suspended in aqua media with a CW
808 nm diode laser (CNI, China). The cytotoxicity effect and the photothermal cellular damage of GNR systems
were evaluated on a breast cancer cell line. Results show that polymer coats did not affect the transduction

Keywords:
Gold nanorods
Photothermal efficiency

Chitosan photothermal efficiency. Values around 50% were obtained for the different coated gold nanorods. The cytotox-
Alginate icity of coated gold nanorods diminished significantly compared with those GNR stabilized with CTAB. The laser
Cytotoxicity irradiation of cells treated with gold nanorods showed a decrease in their viability compared with the cells

treated but no irradiated.

© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

In the last decades, gold nanoparticles (GNP) have been extensively
studied due to their unique optical properties that arise from the surface
plasmon resonance phenomena (the collective oscillation of the elec-
tron gas due the interaction with the electromagnetic field) [1,2].
When electromagnetic energy is absorbed by GNPs, commonly, a
nonradiative mechanism is carried out to dissipate the absorbed energy,
inducing a rise in the temperature of the local environment, called
photothermic effect. Photothermic properties of GNP systems can be
used to promote the death of cancer cells or stimulate the destruction
of aberrant functional protein by hyperthermia; this has been called
photothermal therapy [3-5].

In particular, gold nanorods (GNRs) are one of most studied
nanoparticle systems because of the ease of theirs synthesis in aqueous
media [6-9]. Moreover, the experimental protocols used in the
synthesis of GNRs allow tuning their surface plasmon resonance
into the biological window of the electromagnetic spectrum.
Generally, GNRs are synthesized by seed-mediated growth assisted by

* Corresponding author.
E-mail address: josue.juarez@correo.fisica.uson.mx (J. Judrez).
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cetyltrimethylammonium bromide (CTAB), however, it has been dem-
onstrated that the presence of CTAB adsorbed onto the surface of
GNRs is related with a high cytotoxicity, limiting the potential use of
this nanoparticles in biological applications [10-14]. The excess of
CTAB can be eliminated by several steps of centrifugation; although, it
is advisable to keep the remaining CTAB absorbed onto the surface of
nanorods to avoid the uncontrollable aggregation of gold nanorods
[15]. Thus, it is recommendable replace the CTAB by a biocompatible
stabilizer to maintain stable the GNR suspension. At this regard, many
efforts have been carried out to replace the CTAB from the surface of
gold nanorods with different biocompatible and biodegradable
polymeric materials in order to enhance the biocompatibility of nano-
systems, allowing the use of GNRs in medical fields [16-23]. Polymers,
synthetic or natural, such as polyethylene glycol (PEG), polyvinyl
alcohol (PVA), chitosan, among others, have been used to stabilize and
replace the CTAB from the GNR, the chemical and physical properties
of this kind of polymers have been widely used on the preparation
of polymeric nanodevices and to overcoat the surface of inorganic
nanoparticles [18,21,23-25].

Polysaccharides are ideal candidates to replace the CTAB from gold
nanorods surface due to their biocompatibility, low costs and easiness
to be modified [26,27]. Furthermore, polysaccharides with poly-
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