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Resumen de la tesis que presenta Jests Manuel Ortega Salazar como requisito parcial para la obtencion
del grado de Maestro en Ciencias en dptica con orientacién en Optica Fisica.

Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas con resonancias plasmoénicas en la primera ventana
bioldgica

Resumen aprobado por:

Dr. Jacob Licea Rodriguez
Director de tesis

La absorcién asociada a la resonancia del plasmén localizado de superficie (RPLS) de nanoparticulas
metadlicas produce efectos térmicos, los cuales se han utilizado para distintas aplicaciones en medicina,
como el tratamiento de cancer. En este tipo de aplicacién es importante realizar un calentamiento
localizado y selectivo, que no dafie a las células sanas, por lo que resulta importante sintonizarla dentro
del rango espectral que comprende la primera ventana bioldgica (700-900 nm) en donde la absorcién de
los tejidos es baja. La RPLS depende del tamafo, morfologia y material de las nanoparticulas. Existen
nanoparticulas con diferentes geometrias cuyas resonancias caen dentro de dicho rango espectral.
Particularmente, las nanoparticulas de oro con geometria de barras presentan una RPLS que puede
sintonizarse dentro del rango espectral que comprende la primera ventana bioldgica variando su razén de
aspecto (longitud/diametro). En esta tesis se sintetizaron nanobarras de oro con una resonancia alrededor
de 800 nm mediante el método quimico de crecimiento mediado por semillas y se realizd su
caracterizacion térmica, dptica y morfoldgica. Posteriormente se llevd a cabo el cargado de las nanobarras
en nanogeles termosensibles y se realizd la evaluacidn de los efectos térmicos de estos sistemas
producidos por la absorciéon de luz a 785 nm. Ademads, con la finalidad de identificar otras posibles
geometrias de nanoparticulas que puedan ser Gtiles para inducir los efectos térmicos deseados, se realizé
la caracterizacidon termo-dptica de nanoparticulas comerciales de diferentes geometrias con RPLS en el
rango espectral de interés (700-900 nm). Adicionalmente, se obtuvieron numéricamente los espectros de
atenuancia y absorbancia tanto de las nanoparticulas adquiridas comercialmente como de las nanobarras
de oro y se estimd el incremento de temperatura esperado de éstas Ultimas en estado estacionario
(considerando nanobarras aisladas).

Palabras clave: Nanoparticulas plasmoénicas, nanobarras de oro, nanogeles termosensibles



Abstract of the thesis presented by Jestis Manuel Ortega Salazar as a partial requirement to obtain the
Master of Science degree in Optics with orientation in Physical Optics.

Synthesis and characterization of nanoparticles with plasmonic resonance in the first biological
window

Abstract approved by:

Dr. Jacob Licea Rodriguez
tesis director

The absorption associated with surface localized plasmon resonance (LSPR) of metal nanoparticles
produces thermal effects, which have been used for various applications, such as cancer treatment. In this
type of application, it is important to perform a localized and selective heating, which does not damage
healthy cells, so it is important to tune the LSPR within the spectral range that comprises the first biological
window (700-900 nm) where tissue absorption is low. The LSPR depends on the size, morphology, and
material of the nanoparticles. There are nanoparticles with different geometries whose resonances fall
within this spectral range. Specially, gold nanoparticles with bar geometry have an LSPR that can be tuned
within the spectral range comprising the first biological window by varying their aspect ratio
(length/diameter). In this thesis, gold nanorods are synthesized with a resonance around 800 nm by the
chemical method of growth mediated by seeds and their thermal, optical, and morphological
characterization is carried out. The nanorods are loaded into thermosensitive nanogels and the thermal
effects of these systems produced by the absorption of light at 785 nm are evaluated. In addition, to
identify other possible nanoparticle geometries that may be useful to induce the desired thermal effects,
the thermo-optical characterization of commercial nanoparticles of different geometries is carried out
with LSPR in the spectral range of interest (700-900 nm). Additionally, the attenuation and absorbance
spectra of both commercially acquired nanoparticles and gold nanorods are obtained numerically and the
expected temperature increase of the latter at steady state is estimated (considering isolated nanorods).

Keywords: Plasmonic nanoparticles, gold nanorods, thermo-responsive nanogels.
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Capitulo 1. Introduccion

Las nanoparticulas metadlicas, principalmente las compuestas de metales nobles, han sido ampliamente
usadas debido a su potencial aplicacidon en diversas areas tales como la nanotecnologia, biologia y la
medicina, por mencionar algunas. De manera particular, las nanoparticulas de oro y plata se han estudiado
mas ampliamente debido a sus propiedades uUnicas tanto dpticas como térmicas y que han sido

aprovechadas en diversas aplicaciones, principalmente biolégicas.

Cuando un gas esta fuertemente ionizado, en estado de plasma, los portadores de carga libres pueden
interaccionar facilmente con el campo electromagnético de la luz oscilando en resonancia con este ultimo,
produciéndose asi un fenémeno vibratorio tipico de los plasmas, conocido como “plasmdén”. Aunque
existen varios tipos de plasmones, los relevantes en esta tesis son los llamados plasmones localizados de
superficie (PLS), que se deben a la excitacion de resonancias en la oscilacion colectiva de los electrones
libres del metal que conforman las nanoparticulas metalicas (Maier, 2007). Opticamente, estas
resonancias se manifiestan como picos de absorcién en la luz transmitida por coloides con nanoparticulas
metalicas y son las responsables del color que adquieren las soluciones coloidales. Un claro ejemplo de
este fendmeno se puede apreciar en los vitrales de las catedrales medievales, que deben su color a
resonancias de nanoparticulas metalicas embebidas en la matriz de vidrio (Sciau, 2012). Otro ejemplo de
este fendmeno estd presente en la legendaria copa de Licurgo fabricada en el siglo 1V, la cual adquiere un
tono rubi cuando es iluminada desde atrds (en transmisién) y verde cuando se ilumina frontalmente (en

reflexion) (Barchiesi, 2015).

Las nanoparticulas metalicas tienen la propiedad de convertir, bajo ciertas condiciones, la luz absorbida
en energia térmica. A esto se le conoce como efecto fototérmico. Especificamente, la absorcién asociada
a la resonancia del PLS (que de aqui en adelante denominaremos RPLS) es la responsable de producir
dichos efectos térmicos que pueden ser importantes (Baffou y Quidant, 2013; Govorov y Richardson, 2007;
Herzog et al., 2014). De alli que las propiedades plasmaénicas fototérmicas de las nanoparticulas metalicas
son de sumo interés, principalmente en las aplicaciones relacionadas con la terapia fototérmica, ya que es
posible manipular el efecto fototérmico mediante una fuente de luz externa (Abadeer y Murphy, 2016;
Huang et al., 2008; H. S. Kim y Lee, 2017; M. Kim et al., 2019). Dado que este efecto fototérmico se da
principalmente en la zona circundante a la superficie de las nanoparticulas, entonces resulta ser altamente
localizado; por lo tanto, este puede usarse como una fuente eficiente de calor en regiones con dimensiones
submicrométricas. Las nanoparticulas metdlicas se han utilizado, por ejemplo, para generar vapor

(Neumann et al., 2013) y de mayor interés para esta tesis, para el tratamiento de cancer (Ayala-Orozco
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et al.,, 2014; Cole et al., 2009; Liu et al., 2017). En este tipo de aplicacion es importante realizar un
calentamiento localizado y selectivo, que no dafie a las células sanas, por lo que resulta importante
sintonizar la RPLS a longitudes de onda en las que la absorcién de los tejidos es baja. Convencionalmente,

se han identificado dos ventanas bioldgicas que estdn separadas por una banda de absorcién del agua.

La RPLS depende del material, tamafio y geometria de las nanoparticulas. Existen nanoparticulas con
diferentes geometrias cuyas resonancias caen dentro del rango espectral que comprende la primera
ventana bioldgica. Particularmente, se ha demostrado que la RPLS de nanoparticulas de oro en forma de
barras se puede sintonizar dentro de dicho rango espectral variando su razén de aspecto (longitud
/didmetro) (Hinman et al., 2016; Mackey et al., 2014). Este tipo de nanoparticulas han sido las mas
estudiadas y de mayor relevancia para la terapia fototérmica debido a la relativa facilidad de manipular su
RPLSy a su eficiencia de conversion térmica (Hong et al., 2012; Huang et al., 2009; Pattaniy Tunnell, 2012;
Wang et al., 2013). En general, las nanobarras de oro presentan dos RPLS, la primera esta asociado a su
direccion transversal (~530 nm) y la segunda a la direccidn longitudinal (600-1000 nm). Esta ultima es la

mas intensa y es sintonizable variando solamente su razén de aspecto.

Existen diversos métodos fisicos y quimicos de sintesis de nanoparticulas metdlicas. En el caso particular
de las nanobarras de oro, el método quimico mas usado (y que se utilizard en esta tesis) es el crecimiento
mediado por semillas (Jana et al., 2001; Nikoobakht y El-Sayed, 2003). Este método quimico esta basado
en la sintesis de particulas de oro de alrededor de 2 nm denominadas “semillas”, las cuales son colocadas
en una solucién de crecimiento cuya composicidon promueve el crecimiento anisotrépico de esas semillas

para producir las nanobarras.

Por otro lado, en estudios recientes se ha demostrado que es posible administrar farmacos en regiones
localizadas utilizando polimerosomas (DiazDuarte-Rodriguez et al., 2019) y nanogeles (Chacko et al., 2012;
Langer, 1998; Raemdonck et al., 2009; Zha et al., 2011). Estos hidrogeles estan formados por polimeros
reticulados y sus tamafios son de decenas de nanémetros (Blackburn y Lyon, 2008; Soni et al., 2016). Estos
son biocompatibles y tienen la habilidad de hincharse para encapsular farmacos, que posteriormente
pueden ser liberados mediante la variacion de pH o la temperatura. Para este trabajo de tesis serdn
relevantes los nanogeles sensibles a la temperatura cercana a la corporal (37 °C), la cual serd la inducida
por la absorcién de luz de las nanoparticulas encapsuladas. Recientemente, y como parte de una
colaboracidn interinstitucional (CICESE e Instituto Tecnoldgico de Tijuana), se fabricaron polimerosomasy
se probd su eficiencia de liberacidn de un farmaco mediante el incremento de temperatura inducida por

la absorcion de luz en nanobarras de oro (DiazDuarte-Rodriguez et al., 2019). Sin embargo, al probar estos
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sistemas en células de cancer no se obtuvieron los resultados esperados. Esto se debid, por un lado, a que
los polimeros utilizados eran téxicos, y por si mismos mataban a las células y, por el otro, a que no se
alcanzd la temperatura requerida para liberar el fdrmaco por la baja concentracién de nanobarras. En este
sentido, la motivacidn de este trabajo de tesis es, por un lado, realizar la sintesis de nanoparticulas en
forma de barras con una mayor concentracién, asi como su respectiva caracterizacién dptica y térmicay,
por otro lado, realizar la evaluacién de los efectos térmicos producidos por la absorciéon de luz en
nanogeles cargados con las nanoparticulas para su uso futuro en lineas celulares cancerigenas. Ademas,
con la finalidad de identificar otras posibles geometrias de nanoparticulas que pueden ser utiles para
inducir los efectos térmicos deseados, se realiza la caracterizacidn térmica de nanoparticulas de diferentes
geometrias con RPLS en el rango espectral de interés (700-900 nm) adquiridas comercialmente.
Adicionalmente, se calculan las secciones transversales de absorcion de estas geometrias de
nanoparticulas para estimar el incremento de temperatura esperado en estado estacionario

(considerando nanoparticulas aisladas).

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo general

Realizar estudios para optimizar efectos térmicos inducidos por la absorcidn de luz en nanoparticulas,

enfocados al desarrollo de técnicas de administracién dirigida de farmacos en el tratamiento de céncer.

1.1.2. Objetivos especificos

> Realizar la sintesis y caracterizacién de nanoparticulas de oro con resonancias plasmonicas en la

primera ventana bioldgica (700-950 nm), asi como su caracterizacion éptica y térmica.

» Realizar la introduccion de las nanoparticulas fabricadas en nanogeles termosensibles para

estudiar la respuesta termo-dptica de los nanogeles cargados con farmacos y nanoparticulas.



1.2 Estructura de la tesis.

La tesis comprende seis capitulos y esta organizada de la siguiente manera.

En el capitulo 1 se presenta una breve introduccion sobre el uso y sintesis de nanoparticulas de oro en
forma de nanobastones para inducir efectos térmicos mediante la absorcién de luz, enfocados al

desarrollo de técnicas de administracion dirigida de farmacos.

En el capitulo 2 se describen los antecedentes relacionados con este trabajo de tesis. De manera particular
los efectos térmicos inducidos por nanoparticulas metalicas, asi como los nanogeles termosensibles

usados para la administraciéon de farmacos.

En el capitulo 3 se abordan los fundamentos teéricos relevantes para este trabajo, tales como la absorcion
de nanoparticulas metalicas asociada a la RPLS para inducir efectos térmicos, los modelos usados para
calcular las secciones transversales de absorcion y esparcimiento de nanoparticulas de diferentes

geometrias y, finalmente, la estimacidn del incremento de temperatura en estado estacionario.

En el capitulo 4 se muestra la metodologia experimental utilizada, la cual involucra la sintesis y cargado de

las nanoparticulas en nanogeles termosensibles, asi como su caracterizacién térmica y dptica.

Los resultados obtenidos en este trabajo y su discusién se describen en el capitulo 5. Finalmente, en el

capitulo 6 se presentan las conclusiones de esta tesis.



Capitulo 2. Antecedentes

En este capitulo se describen de manera general los trabajos de investigacidn realizados y que anteceden
a este trabajo de tesis. De manera particular, aquellos enfocados en el uso de nanoparticulas metalicas
para inducir efectos térmicos que son aprovechados para aplicaciones biomédicas, principalmente en
terapia fototérmica. Asimismo, se muestran los trabajos que se han desarrollado en torno al uso de
nanogeles termosensibles para el encapsulamiento y la administracion dirigida y selectiva de fdrmacos

para el tratamiento de cancer.

2.1 Uso de nanoparticulas para inducir efectos térmicos

El brillo caracteristico de los metales, asi como sus propiedades de conduccion térmica y eléctrica, se
deben a la presencia de electrones libres en el material. Un ejemplo de esto se puede encontrar en los
vitrales de las catedrales medievales, que deben su color a resonancias de nanoparticulas metalicas
embebidas en la matriz de vidrio. Estas resonancias se conocen como RPLS. Si bien, este fenédmeno ya se
presentaba desde entonces, no se comprendia bien el origen fisico del mismo. No fue sino hasta 1908
cuando Gustav Mie(Mie, 1908) mostré por primera vez que al interaccionar la luz con nanoparticulas
metalicas se da una oscilacion colectiva coherente de los electrones libres del metal y en resonancia con

el campo electromagnético de la luz.

La absorcidn asociada a la RPLS produce efectos térmicos importantes. Estos efectos térmicos son debido
a las oscilaciones colectivas de las ondas eldsticas que se propagan a través del material producto de las
colisiones entre los electrones foto excitados y los fonones de la red cristalina del metal de la nanoparticula
(Brongersma et al., 2015; Link y El-Sayed, 2000). Muchos metales tales como el oro, plata, cobre, aluminio,
niquel, litio y paladio presentan fuertes RPLS dependiendo de la longitud de onda de la luz incidente (Le
Ru y Etchegoin, 2008). Sin embargo, para aplicaciones de terapia fototérmica, principalmente las
enfocadas al tratamiento de cancer, en donde se requiere realizar un calentamiento localizado, selectivo
y que ademas no dafie a las células sanas, es importante tener una RPLS de las nanoparticulas en
longitudes de onda en las que la absorcidn de los tejidos sea baja. La primera ventana es la mas utilizada

para dicho propdsito por tener baja absorcién en el infrarrojo cercano (700- 950 nm)
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Aungue nanoparticulas de metales como el litio, cobre y plata presentan resonancias plasménicas en la
region visible e infrarrojo cercano, estas no son las mas adecuadas para aplicaciones biomédicas
fototérmicas. El litio, por ejemplo, es altamente reactivo y el cobre presenta problemas de inestabilidad y
toxicidad (Rycenga et al., 2011). La plata, por su parte, tiene una alta conductividad eléctrica y térmicay
en principio puede utilizarse para aplicaciones fototérmicas (Wei et al., 2015; Wiley et al., 2007). Sin
embargo, las nanoestructuras de plata en altas concentraciones resultan ser toxicas debido a la alta

liberacion de iones Ag* (Wei et al., 2015).

Las nanoparticulas de oro han resultado ser las mas adecuadas en terapia fototérmica ya que, ademads de
presentar una alta eficiencia de conversién térmica debido a la absorcién asociada a su RPLS, tienen una
alta estabilidad quimica/biolégica y una reducida toxicidad en tejido biolégico. Ademads, debido a sus
propiedades quimicas particulares, permiten su funcionalizaciéon con diversos ligandos biolégicos tales
como el acido desoxirribonucleico (ADN), proteinas y anticuerpos, entre otros (Giljohann et al., 2010). Otra
ventaja de estas nanoparticulas es que su RPLS puede ser sintonizable en la primera ventana bioldgica
simplemente variando parametros fisicos tales como su tamafio y geometria. Ejemplo de estas
nanoparticulas son aquellas con geometrias en forma de nanoesferas, nanocajas, nanoestrellas y
nanobarras, entre otros (Hwang et al., 2014; Wang et al., 2013). En la Figura 1 se muestran las imagenes
de microscopia electronica de transmisién (TEM) y la RPLS de algunas de estas geometrias de

nanoparticulas.
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Figura 1: Imagenes de microscopia electrénica de transmision (TEM) y RPLS de nanoparticulas de oro de diferentes
geometrias: a) nanohexapodos, b) nanobarras y c) nanocajas; (imdgenes obtenidas de(Wang et al., 2013)). D)
Sintonizacion de la RPLS de nanobarras de oro variando su razén de aspecto (AR); imagen obtenida de (Huang et al.,
2009).
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Como ya se menciond anteriormente, las nanobarras (o “nanorods”) de oro presentan dos resonancias
plasmodnicas: una transversal y la otra longitudinal. La resonancia correspondiente a la direccién
transversal estd alrededor de 530 nm; mientras que la asociada a la direccidn longitudinal puede darse en
el rango espectral de 650-1000 nm dependiendo de su razén de aspecto (longitud/didametro)(Huang et al.,
2009). Conforme aumenta la razén de aspecto, la resonancia asociada a la direccidon longitudinal se
desplaza hacia longitudes de onda del infrarrojo cercano (ver Figura 1d). La absorcion asociada a esta
ultima resonancia, que resulta ser la mas eficiente, es la mas adecuada para terapia fototérmica ya que las
longitudes de onda en el infrarrojo tienen una mayor penetracion en tejidos bioldgicos. Es importante
mencionar que para usar las nanobarras de oro en este tipo de aplicacion, estos generalmente son
funcionalizados. Esto es debido a que en su sintesis se utiliza usualmente bromuro de cetiltrimetilamonio
(CTAB, por sus siglas en inglés), que es un surfactante catiénico que puede ser altamente toxico. En este
sentido, se han desarrollado diversas estrategias para funcionalizar la superficie de este tipo de
nanoparticulas. De manera particular, se ha utilizado polietilenglicol (PEG, por sus siglas en inglés) que es
un polimero biocompatible y ha resultado ser altamente eficiente para aplicaciones in vivo (Akiyama et al.,

2009; Niidome et al., 2006).

Existen diversos trabajos enfocados en el estudio y uso de nanobarras de oro para terapia fototérmica (Ali
et al., 2017; Choi et al., 2012; Dickerson et al., 2008; Okuno et al., 2013; Singh et al., 2016; Xia et al., 2015).
Dentro de los principales retos en este tipo de aplicacidn se encuentra el transporte y entrega selectiva de
las nanoparticulas a las regiones o células de interés para inducir el calentamiento fototérmico necesario
para producir el dafio requerido. En este sentido, se han utilizado diversos sistemas de transporte
funcionales en los cuales se encapsulan las nanoparticulas y farmacos para su transportacién y posterior
liberacion. Un ejemplo de estos sistemas, que en su mayoria estan hechos de polimeros biocompatibles,
son las micelas (Zhong et al., 2013), los polimerosomas (DiazDuarte-Rodriguez et al., 2019) y los nanogeles

(Maya et al., 2013).

Recientemente, y como parte de una colaboracidn interinstitucional (CICESE e Instituto Tecnoldgico de
Tijuana), se sintetizaron nanobarras de oro con una RPLS maxima en 846 y 761 nm (DiazDuarte-Rodriguez
et al., 2019) (ver Figura 2). Se realizaron experimentos in vitro de encapsulamiento de estas nanoparticulas
en polimerosomas termosensibles y de la liberacién del farmaco doxorrubicina (DOX) mediante el
incremento de temperatura inducida por la absorcidn de luz. Sin embargo, al probar estos sistemas en
células de cancer no se obtuvieron los resultados esperados. Esto se debid, por un lado, a que los polimeros
utilizados eran toxicos, y por si mismos mataban a las células y, por el otro, a que no se alcanzd la

temperatura requerida para liberar el farmaco por la baja concentracion de nanobarras.
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Figura 2: a) Espectro de absorbancia b) imagen TEM de nanobarras con RPLS maxima en 846nm. c) Espectro de
absorbancia y d) imagen TEM de las nanobarras con RPLS maxima a 761 nm. Imagenes obtenidas de (DiazDuarte-
Rodriguez et al., 2019).

2.2 Nanogeles termosensibles para la administracidon de farmacos

Los nanogeles son hidrogeles cuyos tamafos son de decenas de nandmetros y estan formados por
polimeros reticulados. Son diversas las propiedades que hacen a los nanogeles muy atractivos para el
transporte y entrega de farmacos para diversas aplicaciones, en particular las enfocadas al tratamiento de
cancer. Estos son biocompatibles, biodegradables y tienen la habilidad de hincharse para encapsular
farmacos, que posteriormente pueden ser liberados mediante la variacién de pH o la temperatura.
Ademas, su superficie puede funcionalizarse para que sean afines a moléculas especificas para optimizar
la administracion dirigida de dichos farmacos. Los materiales usados para su fabricacién pueden ser tanto
polimeros naturales (tales como la ovoalblimina o quitosano) asi como sintéticos (polietilenglicol, por
ejemplo). Una caracteristica importante de los nanogeles es que la parte interna (nucleo) es hidrofébica
mientras que su parte externa (coraza) es hidrofilica. Esto permite el encapsulamiento de farmacos

insolubles en agua y los protege de su interaccién con fluidos bioldgicos circundantes o externos
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(Gonzalez-Ayon et al., 2015; Maya et al., 2013). La hidrofilicidad de los nanogeles hace que estos se

dispersen facilmente en medios acuosos como puede ser el torrente sanguineo, por ejemplo.

La liberacion del fdrmaco encapsulado en los nanogeles puede darse mediante diferentes estimulos
externos tales como la aplicacién de un campo magnético (Sivaram et al., 2015), potencial redox (Bae
et al., 2012), variacion de pH (Arunraj et al., 2013) y temperatura (Gonzalez-Aydn et al., 2015; Maya et al.,
2013). Los que responden a la variaciéon de temperatura se les conoce como nanogeles termosensibles
(Gonzdlez-Ayodn et al., 2015). Los de interés para los objetivos de esta tesis son los sensibles a la

temperatura cercana a la corporal (37 °C).
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Figura 3: Esquema de nanogeles termosensibles hechos mediante polimerizacién en emulsion sin tensoactivo con
coraza de polietilenglicol para el suministro controlado de 5-Fluorouracil (5FU). Imagen obtenida de (Gonzéalez-Ayon
et al, 2015).

Se han reportado nanogeles sensibles a la temperatura basados en N-isopropilacrilamida (NIPAAm) para
el tratamiento de diversos tipos de cancer (Serrano-Medina et al., 2018; Shang et al., 2013; Su et al., 2013).
Por otro lado, los nanogeles sensibles al pH basados en N,N-dietilaminoetil metacrilato (DEAEM), muestran

también sensibilidad a la temperatura a ciertos valores de pH cercanos a los valores fisiolégicos (Pikabea
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et al., 2014), asi como basados en N-vinilcaprolactama (NVCL) como se muestra en la Figura 3, donde se
presenta el proceso de sintesis del nanogel con NVCL, Polietilenglicol metacrilato (PEGMA), N-
vinilpirrollidona (VP) y acido 2-metacriloiloxibenzoico (2 MBA), el cual presenta una morfologia de nucleo-
coraza donde el ndcleo es hidrofébico basado en NVCL-2 MBA vy la coraza hidrofilica compuesta por
PEGMA, el nanogel se carga con un farmaco 5-fluorouracil (5FU), una droga para el cancer, la cual puede
ser liberada del nanogel a través de dos procesos, ya sea un cambio en la temperatura o el pH (Gonzalez-

Ayén et al., 2015)

Otros sistemas que se utilizan para la ministracidon de farmacos son los polimerosomas; estos, al igual que
los nanogeles, estan compuestos de polimeros reticulados. Actualmente, existe un gran interés en este
tipo de sistemas ya que su estructura es muy analoga a la de organelos vivos y a los liposomas. Como parte
de la colaboracién con el Instituto Tecnoldgico de Tijuana, se fabricaron polimerosomas y se probd su
eficiencia de liberacion del farmaco DOX mediante el incremento de temperatura inducida por la absorcion
de luz en nanobarras de oro (DiazDuarte-Rodriguez et al., 2019). Los polimerosomas que se obtuvieron
(con didmetros entre 100 y 200 nm) fueron hechos de los copolimeros polietilenglicol-b-poly N,N-
dietilaminoetil metacrilato (PEG-b-PDEAEM). Estos polimeros, debido a sus propiedades fisicoquimicas,
son sensibles tanto a la variacion de pH, asi como a la temperatura. En este trabajo se lograron encapsular
(en los polimerosomas) nanobarras de oro y el farmaco DOX con una buena eficiencia. Se realizaron
experimentos in vitro de la liberacién de DOX bajo diferentes condiciones de variacién de pH e incremento
de temperatura, esta Ultima inducida por la absorcién de luz debida a la RPLS de las nanobarras de oro. De
manera particular, se demostroé que la liberacidon de DOX fue mas rapida y eficiente cuando se tiene un pH
de 7.4 y se induce el calentamiento fototérmico mediante irradiacion laser en el infrarrojo cercano (808
nm). El rango de incremento de temperatura que se logré al irradiar los polimerosomas cargados fue de
entre 17 y 24 °C por encima de la temperatura ambiente. En la Figura 4 se muestra el esquema de un
polimerosoma encapsulando nanobarras y un farmaco (DOX), el cual puede ser liberado a través de dos
distintos procesos, el primer proceso (ver parte superior derecha) consiste en cambiar el pH del medio del
polimerosoma esto provoca un hinchamiento mediante el cual el farmaco es liberado. El segundo proceso
(ver parte inferior izquierda) consiste en irradiar el polimerosoma con luz de la longitud de onda cercana
a la cual las nanobarras presentan su pico de absorcion, dicha irradiacién genera un aumento en la
temperatura de lo que rodea las nanoparticulas, el aumento en la temperatura produce que los

polimerosomas se contraen liberando asi el fdarmaco encapsulado.
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Figura 4: Esquema de un polimerosoma encapsulando nanobarras y el farmaco (DOX). La liberacién del farmaco se
da mediante la variacidn del pH o temperatura. Imagen adaptada de (DiazDuarte-Rodriguez et al., 2019).

Cabe mencionar que para este proyecto seran relevantes los sistemas sensibles a la temperatura cercana
a la corporal (37 °C), la cual serd modificada por la absorcién de luz de las nanoparticulas encapsuladas.
Asi, por ejemplo, en estos sistemas termosensibles un calentamiento inducido épticamente cercano a los
37 °C puede liberar el farmaco; mientras que con una dosis adecuada de irradiacién con la que se alcancen
temperaturas superiores a los 43 °C, se puede causar dafio térmico dirigido y localizado en células
especificas. Es decir, se trata de un “arma selectiva” de doble accién que puede utilizarse en el tratamiento

contra el cancer de tumores sdlidos.

Como ya se mencioné anteriormente, los polimerosomas fabricados resultaron tener una buena eficiencia
de liberacidn del farmaco al incrementar la temperatura debido a la absorcién de luz en las nanobarras de
oro. Sin embargo, al probar estos sistemas en células de cdncer no se obtuvieron los resultados esperados.
Esto se debid, por un lado, a que los polimeros utilizados eran toxicos, y por si mismos mataban a las
células y, por el otro, a que no se alcanzé la temperatura requerida para liberar el fdrmaco por la baja

concentracion de nanobarras.
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Capitulo 3. Marco Tedrico.

Las propiedades épticas de los metales dependen fuertemente del movimiento espacial de los electrones
gue los constituyen. Cuando la dimensidn de los materiales metdlicos es menor a la longitud de onda de
la luz incidente, el confinamiento espacial del movimiento de los electrones da lugar a nuevas propiedades

Opticas que son muy diferentes de aquellas que se dan en el material en bulto.

En este capitulo se abordan los fundamentos tedricos relevantes para este trabajo tales como: la absorcion
de nanoparticulas metalicas asociada a la RPLS para inducir efectos térmicos; los modelos usados para
calcular las secciones transversales de absorcidon y esparcimiento de nanoparticulas de diferentes

geometrias y, finalmente, la estimacién del incremento de temperatura en estado estacionario.

3.1 Propiedades dpticas de nanoparticulas metalicas

Ya se ha mencionado que cuando una nanoparticula metalica con dimensiones menor es a la longitud de
onda (1-100 nm) es iluminada con una onda electromagnética, los electrones libres de la superficie se
excitan y generan un desplazamiento de la nube electrénica con respecto al nucleo, es decir, que se da
una separacion de cargas. Este desplazamiento electrénico produce una fuerza de restauracién tipo
coulombiana entre las cargas negativas y positivas, lo cual genera una oscilacion de la nube electrénica
dando como resultado un plasmdn localizado de superficie. De alli que un PLS no es mas que una oscilacion
colectiva coherente de los electrones libres del metal que conforman la nanoparticula y que se da en la
interfaz metal/dieléctrico. En la condicion de RPLS, los PLS experimentan dos procesos de decaimiento. El
primero es un decaimiento radiativo, en el cual se emiten fotones a la misma frecuencia que la luz
incidente (esparcimiento); el segundo es un decaimiento no radiativo el cual se da por una interaccién
entre los electrones fotoexcitados con los fonones de la red cristalina del material (absorcién). Ambos
procesos, esparcimiento y absorcion, asociados a la RPLS dependen fuertemente de las propiedades fisicas
de las nanoparticulas como son: tamafio, geometria, composicion y propiedades dieléctricas del metal;
también depende del medio circundante en el cual se encuentren inmersas las nanoparticulas. El
esparcimiento de nanoparticulas se utiliza cominmente como mecanismo de contraste para generar
imagenes, esto se ha utilizado en aplicaciones de microscopia de campo obscuro, por ejemplo. Por su

parte, el proceso de absorcidn, que es el de interés para esta tesis, se ha utilizado principalmente para
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inducir efectos térmicos localizados que resultan importantes en aplicaciones de terapia fototérmica,

principalmente las enfocadas al tratamiento de cancer.

Las propiedades dpticas mas importantes para la descripcidn de la respuesta éptica de las nanoparticulas
metalicas en presencia de un campo electromagnético son las secciones transversales de absorcion (Caps),
esparcimiento (Cs.), definidas en términos de las potencias esparcida y absorbida por la particula.

Definimos entonces

Pa S

Caps = Iob ) (1a)
Psca

Csca = o (1b)
Pex

Cext = Io : (1c)

donde I es la irradiancia de la luz incidente (potencia por unidad de area), Pyps, Psca ¥ Pext (Pabs + Psca)
son las potencias de absorcién, esparcimiento y extincidon, respectivamente. Ademas, se tiene que la
seccion transversal de extincién esta dada por la suma de las secciones transversales de absorcién y de
esparcimiento (Cext = Caps + Cscq)- EStas secciones transversales se pueden interpretar como las

secciones transversales efectivas presentadas por la particula ante la luz.

Por otro lado, considerando la seccidn transversal geométrica (G) de la nanoparticula, se pueden definir

las eficiencias de extincion (Q.y;), absorcion (Q,ps) Y esparcimiento (Qg.,) (Bohren & Huffman, 2008).

Cex

Qext = G :, (2a)
Cc

Qavs = aTbs' (2b)
CSCa

Qsca = G (2¢c)

Vale la pena resaltar que en resonancia estas eficiencias pueden ser mucho mayores que uno. También se
tiene que hablar sobre la distribucidén angular de la intensidad de luz esparcida 7 (8, ¢s), esta nos permite

expresar el potencial de la luz esparcida en total como
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b= f4,-[~7(95' @s) d. (3)

donde 6 y @, son los angulos polar y azimutal de esparcimiento respectivamente, y dQQ la diferencial de

angulo sélido. Asi normalizando esta ecuacidn y utilizando la ecuacién (1c) se puede escribir como

f4,n p(8s, ¢s) d2=1, (4)
donde
NICOR
p(@s, §os) = %' (5)

en donde p(fs, @) se conoce como la funcidn de fase que al estar normalizada se puede interpretar como
una funcidn de densidad de probabilidad que determina la probabilidad de la luz esparcida como funcién

de los angulos polar y azimutal sobre el dngulo sdélido (Bohren y Huffman, 2008).

Otra propiedad importante para las particulas es el parametro de anisotropia g, el cual se puede escribir

como

g = J,, p(6s, 5) cosbsdn, (6)

la cual es una integral sobre toda la esfera. Si la particula esparce mas luz hacia adelante, entonces g > 0,
si esparce mas hacia atras (hacia la fuente), entonces g < 0. Si toda la luz es esparcida en la direccion de
incidencia g = 1, en caso contrario g = —1 y si el esparcimiento es isétropo g = 0 (Calvillo Vazquez,

2020).

Asi pues, el problema de esparcimiento de luz por particulas se describe a través de la interaccion de estas
con un campo electromagnético, por lo que la solucidn a dicho problema se encuentra en las ecuaciones

de Maxwell, que en el caso de ondas monocromaticas se escribe de la forma:
V-D(r w)=p(r w), (7a)
VXE([r w)=iwB(r w), (7b)

VX H(r,w) =] w)—ivD(r, w), (7¢c)
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V-B(r,w) =0. (7d)

Las cuales se encuentran complementadas por las ecuaciones constitutivas que describen la respuesta del
material, la densidad de corriente eléctrica (J) y el vector de desplazamiento eléctrico (D) con el campo
eléctrico (E) y el vector de inducciéon magnética (B) con el campo magnético (H). Es decir ] = oE, D =
€E y B = uH donde g, u y € son la conductividad, permeabilidad magnética y la permitividad eléctrica.
Estos coeficientes dependen del material y de la frecuencia de la onda electromagnética. En un medio
lineal y homogéneo, estos pardmetros son independientes de la posicidn y si el material es ademas

isotrépico, no dependen de la direccion del campo eléctrico.

Si tomamos las ecuaciones de Maxwell para ondas monocromaticas (7a-7d) es posible mostrar que, en
regiones libres de fuentes externas, los campos eléctrico y magnético satisfacen ecuaciones de Helmholtz
homogéneas. Por ejemplo, si suponemos un espacio sin fuentes, aplicamos rotacional a la ecuacién (7¢c) y

la combinamos con la (7a) se obtiene para el campo eléctrico:
V2E + k?’E = 0, (8)
y analogamente para el campo magnético se tiene que

V2H + k*H = 0, (9)
2 0)2 ,
donde k= = €u—; es el nimero de onda.
Asi pues, el problema de esparcimiento por particulas consiste en encontrar soluciones para las ecuaciones

de Helmholtz que coincidan con las condiciones de frontera para los campos electromagnéticos, y con esto

describir las propiedades de extincidn, absorcién y esparcimiento de la particula (Calvillo Vazquez, 2020).

3.1.1 Aproximacion cuasi-estatica.

Esta aproximacidn consiste en considerar a las particulas de un tamafio mucho menor a la longitud de
onda del campo eléctrico incidente de manera que el campo se considera uniforme sobre toda la particula

como se muestra en la Figura 5, donde se puede observar que el campo incidente genera el movimiento
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de las cargas dentro de la particula creando un polo negativo y uno positivo, por lo la polarizabilidad se
puede determinar a través de un calculo electrostatico. Para esto se considera que el campo aplicado
induce un momento dipolar el cual es proporcional al campo eléctrico incidente, en nuestro caso serd
interesante calcular el caso de elipsoides (Figura 6) que pueden aproximar los resultados de barras y placas.
Considerando que el campo aplicado coincide con alguno de los ejes de la elipse, se tiene que el momento
dipolar incidente, Pj = €na;Ey;, donde la polarizabilidad (aj) estaria asociada a los semiejes a, b, ¢ del

elipsoide como se muestra en la Figura 6.

i I
| campo
eléctricd

campo
 eléctrico

Figura 5: Representacidén esquematica de la aproximacién cuasi-estatica. El tamafio de la particula es mucho menor
a la longitud de onda del campo eléctrico incidente, por lo que éste ultimo se considera uniforme sobre toda la
particula.

Figura 6: Nanoparticula con geometria elipsoidal con centro en el eje coordenado.
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En este caso se tiene que la polarizabilidad esta dada como: (Bohren y Huffman, 2008)

_ €p—€m
a, = 4ra,a,a; Semt3ln(ep—en) (10)

donde €, y €, son las constantes dieléctricas de la particula y el medio, respectivamente y L; es un

pardmetro geométrico definido como

L- — aiazasz r dq . 11
/ 2 Jo (a?+q)f(@) (11)

en donde el factor depende de una integral sobre cada punto de carga g sobre la superficie y siendo n la

distancia de las particulas al centro para cada uno de los ejes x, y y z.

£(@) = {(q +a®)(q +ad)q + ad)}, (12)

asi se puede ver que otras geometrias pueden representarse como casos especiales del elipsoide, Las

secciones transversales pueden expresarse en términos de la polarizabilidad de la nanoparticula como

Ce(i)t = klm{aj}, (14a)
¢ =X |q | (14b)
sca = g 1%l -

Cavs = Cort = Cill (14c)

Para el caso mas general de una particula con geometria elipsoidal, es decir, al sustituir la ecuacién (10)

en las ecuaciones (14a)y (14b) se tiene que

€Ep—€m

Cg)zt = 4na1aza3k1m{—36m+3Ln(6p_em)}, (15a)
D 8,4 eem |
Csca = ma1003 ;k Sem+3Ln(ep—em)| ’ (15b)

. , L . 1
Para el caso particular de una particula esférica se tiene que ay = a, = a3,y L1 =L, = L3 = 3 por lo

tanto, la polarizabilidad esta dada por:
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a = 4mad 2—m (13)
€p+2€em

con lo que, las secciones transversales se pueden expresar de la forma

Coxr = ma’4xIm {;’:—;’;}, (16a)
— 28 4|~ €m
Cscq = TQ 5 X o 2em (16b)

donde x = ka representa el parametro de tamaiio de la particula.

De estas expresiones se puede ver que para particulas muy pequefias (x < 1), el esparcimiento es

despreciable y la extincidén estd dominada por los efectos de absorcion.

3.1.2 Calculo de Mie.

Para el caso de particulas mas grandes, se utiliza el procedimiento analitico implementado por Mie en
1908, el cual en principio es valido para esferas de cualquier tamafio e indice de refraccidn. El desarrollo
analitico se encuentra descrito a detalle en varios articulos y libros tales como (Bohren y Huffman, 2008;
Cooke y Kerker, 1969), por lo que aqui solamente se presenta de manera general dicho desarrollo para

llegar a las expresiones que son utilizadas en los calculos de nuestro interés.

Figura 7: Esquema de los ejes y los angulos utilizados para las coordenadas esféricas usadas para el calculo de Mie
(imagen adaptada de (Calvillo Vazquez, 2020)).
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Para una solucién formal se utiliza el caso de una nanoparticula esférica de radio “a” con una permitividad
eléctrica €,(w), inmersa en un medio isotrépico no absorbente €,,. Se supone la esfera situada en el
origen del sistema coordenado y es iluminada con una onda plana (Eo = Eoeikxéy)polarizada alo largo

del eje y y viajando en la direccién x como se muestra en la Figura 7.

Para resolver este problema se busca la solucion a las ecuaciones de Helmholtz vectoriales (8) y (9) para
los campos E y H en coordenadas esféricas. Para reducir el problema es conveniente plantearlo en
términos de soluciones de la ecuacién de onda en forma escalar. Para lo cual se define una funcién escalar
arbitraria Y de la cual se derivan funciones vectoriales que cumplen con todas las propiedades requeridas
para los campos electromagnéticos. Ademds de esto, se cumple que, si la funcidn escalar satisface la
ecuacion de onda escalar, también lo haran las funciones vectoriales derivadas de ella. Procediendo de
esta manera, el problema se reduce entonces a encontrar una solucidon de la ecuacidon de onda escalar que
satisfaga las condiciones del problema. Entonces se llega a que las secciones transversales de absorcién y
esparcimiento para esferas de cualquier material estan dadas por las siguientes expresiones (Bohren y

Huffman, 2008)
2 oo
Cext = 75 Zme1(2n + DR{ay + by}, (17a)
2 o
Csca = 5 2me1(@n+ D(lay|? + by |?), (17b)

donde a,, y b,, son coeficientes definidos por

@ = M mx)Yn () —thn () (ma)
T mPp(ma)En ()~ ()P (mx)

(18)

_ Pr(ma)r () —mapy ()P, (mx)
b = 2 e ) M GOV () (19)

donde Y, (x) y &, (x) son las funciones de Ricatti-Bessel, x = ka = nka es el parametro de tamafioy m =

ny, /Ny es el indice de refraccion de la particula (n,) en relacion del medio (n,,).
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3.1.3 Modelos para la funcion dieléctrica.

Para describir las propiedades dpticas de los metales se puede utilizar el modelo del gas de electrones
libres o modelo de Drude, el cual considera que cerca del nivel de Fermi los electrones dentro del metal
pueden ser excitados a otro nivel de energia por fotones con niveles muy bajos de energia, esto se
considera basicamente un electrén libre. De esta manera, la respuesta déptica de una coleccion de
electrones libres se puede obtener del modelo del oscilador armdnico de Lorentz, obteniéndose que la
funcion dieléctrica seria de la forma (Bohren y Huffman, 2008):
(4)2

e=1-— m, (20)
donde w, = N.e?/eym, es la frecuencia natural de oscilacién del gas de electrones o frecuencia de
plasma y N, el nimero de electrones, m, la masa efectiva del electrén y y, es la constante de
amortiguamiento, que para el caso clasico del modelo que se describe se debe al esparcimiento de los
electrones por su interaccién con fonones, electrones, defectos de la red o impurezas. En este caso (Calvillo

Vazquez, 2020).

v
yO = l_F/ (21)

0
donde vy es la velocidad de Fermiy [, es la trayectoria libre media de los electrones de conduccién en

bulto.

Sin embargo, aunque el modelo de Drude describe bien la respuesta 6ptica de los metales a frecuencias
mucho menores que la frecuencia de plasma w <« w,,. Para frecuencias mayores, como el visible y el
ultravioleta, el modelo pierde precisidon debido a las transiciones intrabanda, introduciendo correcciones
en la ecuacién de movimiento para el electrén ligado, se llega al modelo llamado de Durde-Lorentz. Se
tiene entonces que

%r

or 2 —iwt
Me =+ MeYo 5+ Mewor = —eEqe ™", (22)

y que la funcién dieléctrica es de la forma

e(w)=1+ “p (23)

(w3-w?)-iyow’
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3.1.4 Consideraciones en los calculos tedricos de las propiedades opticas.

El calculo tedrico de la absorbancia y atenuancia de las nanoparticulas con diferentes geometrias se
realizd con una versién modificada del programa encontrado en (Bohren y Huffman, 2008). Para el caso
de nanoesferas se utilizo el cdlculo de Mie, mientras que para las nanoplacas y nanobarras se utilizé el
modelo cuasi-estatica. El programa original estd desarrollado para obtener las secciones transversales de
absorcién y extincidon a partir de la polarizabilidad de la nanoparticula (ecuaciones 15a y 15b). La
modificacion al programa se realizd exclusivamente en la seccidén que corresponde al tipo de geometria
de la nanoparticula. Por lo tanto, para las nanoplacas y nanobarras se considerd una geometria elipsoidal.
Para calcular la absorbancia (A) y atenuancia (D) a partir de las secciones transversales de absorcion (C,ps)

y extincién (C,,;), se utilizaron las siguientes expresiones:

1 C
" In10 pypVin

CapsL, (24a)

1 c L
T In10 ppViy, XL

(24b)

donde C es la concentracion de nanoparticulas (mg/mL), py, la densidad del material, I, el volumen de la

nanoparticula y L la longitud de la cubeta de cuarzo donde estd contenida la soluciéon de nanoparticulas.

Cabe mencionar que en estos calculos se considerd la correccion de la funcidn dieléctrica determinada con

el modelo de Drude-Lorentz.

3.2 Incremento de temperatura debido a la absorcion en las nanoparticulas.

Cuando se ilumina una nanoparticula metadlica la absorcidn asociada a la resonancia del plasmén localizado
de superficie (RPLS) produce un calentamiento en ésta. La disipacion de la energia térmica hacia el medio
circundante se da mediante tres procesos: (i) difusidn, (ii) conveccion y (iii) radiacion. En nuestro caso,
dado que tenemos un sistema coloidal con nanoparticulas metdlicas inmersas en agua, el principal proceso

de transferencia de energia es la difusion. (Baffou, 2017).

La potencia dptica absorbida por la nanoparticula esta dada por la expresion (Bohren y Huffman, 2008)
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Paps = — fAS ‘NdA = Capslo, (25)

donde la integral es sobre la superficie que define a la particula, 1 es un vector unitario normal a la
superficie que apunta hacia afuera, S es el vector de Poynting y la segunda igualdad viene de la definicién
de seccidon transversal de absorcion. Esta absorcidén induce un cambio de temperatura tanto en la

nanoparticula como en su entorno y se modela como un proceso difusivo.

Para un medio homogéneo, la distribucién de temperatura obedece la ecuacion de difusidn
aT
PCp o = kV?T = q, (26)

donde k es la conductividad térmica, p es la densidad de masa y ¢, es la capacidad calorifica especifica del
medio a presidn constante, mientras que q representa la fuente de calor (densidad de potencia calorifica).
Esta es la situacion que se tiene dentro de la particula, mientras que afuera se cumple una ecuacién de
difusién homogénea. La validez de la ecuacidn de difusidn para el caso que se esta estudiando ha sido
discutida por Baffou (Baffou, 2017), donde se concluye que para las dimensiones de las nanoparticulas que
se estan considerando, el concepto de temperatura y el modelo difusivo constituyen herramientas

apropiadas.

3.2.1 Estado estacionario.

Cuando se tiene una nanoparticula aislada en un medio uniforme y se utiliza iluminacién de onda continua
(cw) después de un cierto tiempo se llega a una situacion de equilibrio a lo que la temperatura no cambia;
una condicién de estado estacionario. En este caso, las ecuaciones de difusién térmica dentro y fuera de

la nanoparticula estan dadas respectivamente por:
K, V2T = q, (27)
V2T =0, (28)

donde k,, es la conductividad térmica del metal de las nanoparticulas. La ecuacion (26) se le conoce como

la ecuacion de Poisson mientras que la ecuacion (27) se le denomina la ecuacidn de Laplace. Considerando
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el caso de una fuente térmica puntual, es decir, que q(r) = Q&(r), donde la intensidad de la fuente
térmica Q estd dada por la potencia absorbida P,;s. La solucién para la ecuacién de Laplace se puede

escribir como

T(r) = Sabslo L 7 (29)

4TTK T

donde K, es la conductividad térmica del medio circundante y T,, representa la temperatura en puntos

muy alejados de la fuente.

Para el caso de particulas esféricas, la temperatura dentro y fuera de éstas estd dada por (Baffou, 2017):

_ Cabslo
T(r) = e + Ty, r<a (30a)
T(r) = Zabsho 4 1 r>a (30b)
AT A 0’

donde a es el radio de la nanoparticula. Entonces se puede estimar que el cambio de |la temperatura justo

en la superficie de la nanoparticula es.

Cabsl
AT = =250 (31)

AT A
Para el caso de nanoparticulas con geometria en forma de barra, el incremento de temperatura esta dado

por

_ _Capslo
AT = ATtk ao B’ (33)
donde a, representa un “radio equivalente” (el radio de una esfera con el mismo volumen de la nano
barra) y B es un factor de correccién, que para este caso en particular es § ~ 1+ 0.096587 In?(L/d),

donde L es la longitud de la nanobarra y d el didmetro (Baffou, 2017).

Considerando ahora el ejemplo de una nanobarra de longitud L = 50nm y didmetro d = 11nm en agua.
En este caso, ay, = 10.4nm, Kk, = 0.5918 Wm™1K™!, B =411y, en resonancia, Cgs ~ 1.5 X
10~'>m?2. De la ecuacidn (33), se encuentra que el cambio de temperatura de una nanoparticula en 1°K

se necesita una irradiancia
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4 w

Ip = 2meoB 47~ 2.1 x 1082, (34)
Cabs m

Por lo anterior, si se tiene un laser de 0.5W de potencia, se observa que para logar efectos apreciables de

temperatura es necesario enfocarlo a un didametro de alrededor de 27um. Resulta entonces claro que es

poco eficiente calentar las nanoparticulas individuales.

3.2.2 Efectos colectivos

En un sistema coloidal de nanoparticulas metalicas el incremento de temperatura es debido a un efecto
colectivo de éstas. Considerando N nanopatriculas idénticas de radio a, que aportan potencias Q; y que
estan localizadas en las posiciones r;. El incremento de temperatura que experimenta cada particula esta

dado por (Baffou, 2017)

8T) = ——+ Yh_ —2% — = 6T 4 6T, (35)

amKga P 4mics|r -]

donde 67}S€lfy 6Tje"t representan las contribuciones que provienen de la misma particulay delas N — 1

particulas vecinas, respectivamente. Dependiendo de la contribucién de estos dos términos, dos

. . . . l
regimenes pueden ser posibles. El primero, si 57}53 !

es dominante para cualquier nanoparticula j, se dice
que el sistema estd en el régimen de confinamiento de temperatura, es decir, el incremento de
temperatura ocurre solamente en la vecindad de la nanoparticula. Por el contrario, si STj"’Xt es dominante,
entonces se tiene un efecto colectivo en el cual la distribucidon de temperatura tiende a homogenizarse a

escala macrométrica. Este ultimo efecto es el que se presenta al tener un sistema coloidal de

nanoparticulas, como es el caso de nuestros experimentos.

Para determinar el tipo de régimen se utiliza un pardmetro adimensional dado por (Baffou, 2017)

& = i,sim=1 (36)

";m:aN(m+)/m’ simz=1, (37)
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donde p es la distancia promedio entre las nanoparticulas vecinas, a es el tamafio de la nanoparticula, N
el nimero de nanoparticulas en el sistema y m la dimensionalidad. Para el caso de nanoparticulas

dispersas en solucion, m = 3, y por lo tanto se tiene que
_ D
53 - a N2/3" (38)

En general, si &, > 1, el sistema estd en el régimen de localizacién y la distribucidn de temperatura esta
confinada alrededor de cada nanoparticula. Por el contrario, si &, < 1, se tiene el régimen de efectos
colectivos y en este caso se puede hablar de una homogenizacién de la temperatura a escala

macroscoépica.

En un sistema coloidal de nanoparticulas en solucidn, se tiene el régimen de efectos colectivos y por lo
tanto se tiene una homogenizacion de la temperatura. Esto induce un incremento de temperatura mucho
mayor al que se estima considerando solamente una nanoparticula, lo cual debe de considerarse en

experimentos donde diversas nanoparticulas son iluminadas.

Cabe mencionar que existen métodos computacionales para estimar el incremento de temperatura
debido a procesos colectivos bajo diferentes condiciones de iluminacion (Baffou, 2017). Sin embargo,
debido a su complejidad y a la naturaleza experimental de esta tesis, en este trabajo no se desarrollan

dichos calculos y solamente se consideran los valores obtenidos experimentalmente.
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Capitulo 4. Metodologia

En este capitulo se describe de manera general el método de sintesis quimico denominado crecimiento
mediado por semillas el cual se utilizd para la fabricaciéon de las nanobarras de oro. Se describe la
metodologia utilizada para el cargado de dichas nanobarras en nanogeles termosensibles. Ademads, se
presenta el arreglo experimental implementado para realizar la caracterizacién térmica y dptica de las
nanoparticulas y de los nanogeles cargados. Finalmente, se describe el proceso de la caracterizacién
morfoldgica de ambas muestras que se realizaron mediante Microscopia Electronica de Transmisidon

(TEM).

4.1. Sintesis de nanobarras de oro.

La sintesis de las nanobarras de oro se realizé mediante el método quimico de crecimiento mediado por
semillas o método de Turkevich (Gole et al., 2004), el cual consta de dos etapas: en la primera etapa se
sintetizan unas nanoparticulas de oro de alrededor de 2 nm que se les denominan “semillas”; en la segunda
etapa se utiliza una solucién de crecimiento la cual induce un crecimiento anisotrépico de las semillas
dando como resultado las nanobarras. A continuacion, se describen de forma mas detallada cada una de

estas etapas.

Las semillas de oro se prepararon mediante la reduccién quimica de acido cloro durico (HAuCl,) usando
borohidruro de sodio (NaBH,), misma que fue utilizado en (DiazDuarte-Rodriguez et al., 2019). Para esto,
se vertié en un vaso de precipitado 7.5 mL de Bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) a 0.1M y
0.25mL de HAuCl, a 10mM y se dejé en agitacion magnética durante 10 minutos, después se agregaron
600 uM de NaBH, a 10mM (Figura 8a). La solucién se dejé en agitacion constante a 20,000 RPM durante
30 minutos para permitir la descomposicién de NaBH, (Figura 8b). La solucidn de semillas obtenida se

cubre con papel aluminio.

Una vez generadas las semillas, se prepard una solucién de crecimiento para éstas, la cual consistid en
mezclar 100mL de CTAB a 0.1M, 5mL de HAuCl, a 10mM, 1mL de nitruro de plata (AgNO3) a 10mM y
1mL de acido sulfurico (H,S0,) a 1 M. Esta solucion se colocd en un bafio de aceite a 30°C en agitacién

constante (a 125 RPM, aproximadamente) durante 30 minutos (Figura 8c). Posteriormente, a dicha
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solucién se le agregan 0.8mL de acido ascérbico a 0.1M y 250uL de la solucion de semillas. La solucién final
se mantiene bajo agitacion térmica entre 5y 6 horas a 200 RPM aproximadamente (Figura 8d), este tiempo
es el estimado para obtener nanobarras con una RPLS longitudinal alrededor de 800 nm. A la solucién final
gue contiene las nanobarras de oro se le realizd un proceso de purificacién para eliminar el excedente de
CTAB, asi como también para eliminar nanoparticulas de dimensiones mds pequefias que pudieran
haberse formado durante el proceso de sintesis. El proceso de purificacién se realizé mediante un proceso
de centrifugacién de la muestra en dos ciclos: el primer ciclo a 10,000RPM por 30 minutos y el segundo a
6,000RPM por 15 minutos. Posteriormente se retira de la muestra el excedente y se redispersa el
sedimento en agua destilada. Finalmente, la solucién purificada de nanobarras de oro se almacena a

temperatura ambiente para su posterior caracterizacién termo-éptica.

HAuCl, + CTAB HAUCL, + CTAB + NaBH4

Acido ascérbico
/" HAuCl, + CTAB+ NaBH4

Bafio de aceitea

30°C por 30 min.
5-6horas

CTAB+ HAuCl, CTAB+ HAuCl,
+AgN03+ H2504 +A9N03+ HZSO4

Figura 8: Esquemas de los pasos de la sintesis de nanobarras a) y b) generacion de semillas y c¢) y d) crecimiento de
semillas.
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4.2. Cargado de nanobarras en nanogeles

El cargado de las nanobarras sintetizadas en nanogeles termosensibles (previamente sintetizados por

(Gonzalez-Aydn et al., 2015)) se realizd a través de dos métodos.

El primer método (M1) consistié en utilizar los nanogeles en sélido y las nanobarras en solucién. Se
tomaron 5 mL de la solucién purificada de nanobarras y a ésta se le agregaron 12.5mg de nanogeles en
solido (seco). Se dejd en agitacion durante 24 horas a temperatura ambiente como se muestra en la Figura
9a, después se le realizé un proceso de didlisis con una membrana de 12 a 14 KDalton en agua desionizada
por 30min (ver Figura 9b). Posteriormente, la solucion se dejé 24 horas en un recipiente para la
precipitacion de las nanoparticulas no encapsuladas. Finalmente, se retiré el sobrenadante y de la muestra
final de nanogeles cargados se congelaron 2.5mL para su posterior liofilizacidn y re-dispersién en agua

destilada (M1-L).

Nanogel en solido.
OO &

) O BRI 7 ——
—————— Nanogel y nanobarras en
. «— | bosa de diglisis
Nanobarras de oro en Nanobarras de oro en
solucién. solucion.

Figura 9: Esquema del proceso de encapsulado para el método 1 (M1).

El segundo método (M2) consistid en utilizar los nanogeles en solucién y las nanobarras en sélido. Para
esto se tomaron 12.5mg del nanogel en sdlido y se agregaron en 5mL de agua destilada, esta solucion se
dejé en agitacion por 24 horas como se muestra en la Figura 10a. Por otro lado, se liofilizd la solucidon
purificada de nanobarras para obtenerlas en sélido. Posteriormente, a la solucidon de nanogeles se le
agregaron las nanobarras en sélido y se dejaron en agitacién por 24 horas. Al igual que en el caso anterior,

a la solucién final también se le realizd un proceso de didlisis con una membrana de 12 a 14 KDalton en
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agua desionizada por 30min y se dejo 24 horas para la precipitacién de nanoparticulas no encapsuladas
(ver Figura 10b). Finalmente, se pipeted el sobrenadante y de la muestra final se congelaron 2.5mL para

su posterior liofilizacion y re-dispersidén en agua destilada (M2-L).
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Figura 10: Esquema del proceso de encapsulado para el método 2 (M2).

4.3. Caracterizacion térmica, 6ptica y morfologica.

4.3.1. Caracterizacion térmica

La caracterizacién térmica de las nanoparticulas y los nanogeles cargados con estas, se realizé utilizando
el arreglo experimental mostrado en la Figura 11. Se utilizé un diodo laser con salida a fibra (CNI, MDL-IlI-
785) de 785nm de longitud de onda con potencia de salida variable de 0-500mW. A la salida de la fibra se
acopld un sistema compuesto por una lente de colimacion (Thorlabs, F240SMA-780) y una lente asférica
(Thorlabs, A397TM-B), esto con la finalidad de enfocar el haz del laser sobre la muestra e inducir el
calentamiento debido a la absorcién asociada a la RPLS de las nanoparticulas. El cabezal del extremo final
de la fibra se monto sobre un sistema de traslacidén micrométrica xyz para ajustar el foco y la posicion del
haz de excitacion. Las muestras de nanoparticulas y nanogeles se colocaron dentro de una cubeta de
cuarzo para su caracterizacién térmica. La medicién del incremento de la temperatura se realizé a través
de un termdémetro comercial (RDXL4SD 4-Channel Datalogger Thermometer) cuyos termopares se

sumergieron en la solucién y se posicionaron a una distancia de aproximadamente 500 um del foco del
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laser. Los datos de la medicién de la temperatura se guardan en un archivo .xIs en una tarjeta SD que esta

integrada al termdmetro para su posterior procesamiento y analisis.

fibra optica —

i
N
- Termémetro
diodo laser Sistem.a‘de Cubeta de cuarzo digital
785nm (0-500mW) traslacion con muestra

Figura 11: Esquema de arreglo experimental para la caracterizacién térmica de las muestras.

4.3.2. Caracterizacion optica

La caracterizacion dptica de nanoparticulas en solucién coloidal consiste basicamente en la medicién
espectroscopica de su transmitancia y reflectancia (difusa o direccional) en la region visible del espectro.
Es decir, se mide la luz que atraviesa la muestra y a partir de ahi se obtienen las pérdidas por absorcion y
esparcimiento. En la Figura 12 se muestra el diagrama esquematico de las dos configuraciones del arreglo
experimental implementado para medir la extincién y absorcion de las muestras. En ambas
configuraciones (Figura 12ay Figura 12b) se utilizé una lampara de luz blanca (lampara halégena de xendn
USHIO FDS 24V 150W). El haz de luz blanca es colimado utilizando la lente L1 (lente colimadora) y después,
mediante la lente L2 (lente biconvexa con foco de 15cm), se enfoca en el espectrometro (Ocean Optics,
USB4000-VIS-NIR). La cubeta que contiene a la muestra se coloca a la entrada de una esfera integradora
(ISP-50-8-R-GT de 50mm de diametro), el tamafio del haz de luz que ilumina la muestra se ajusta con un

diafragma (D) colocado enfrente de ésta.

En el primer arreglo (Figura 12a), la luz que pasa a través de la muestra es captada por el detector. La sefial
es una medida de le extincion (que se reduce tanto por pérdidas de absorcién como de esparcimiento) y
permite estimar lo que se conoce como atenuancia (D), la cual se define como D = —log,o Tp, donde Tpes
la sefial normalizada que se obtiene del cociente de la medicidn de una muestra de nanoparticulas y la

muestra de referencia (agua).
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Para medir la absorbancia (A), que cuantifica sélo las pérdidas por absorcidn, es necesario colectar la luz
esparcida. Para esto, se tiene una esfera integradora con la abertura trasera cerrada, de esta manera toda
la luz que atraviesa la muestra es colectada (tanto la luz esparcida como la luz que pasa directamente por
la muestra). Este caso se muestra esquemdticamente en la Figura 12b. Para el caso de nanoparticulas
cuyos tamanos sean mucho menores a la longitud de onda, la absorbancia se puede obtener como A =
—logT,, donde Ty es la sefial normalizada del cociente de la muestra de nanoparticulas y la muestra de

referencia (agua) medidas a través de la fibra.
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Figura 12: Arreglos para la caracterizacidn optica de nanoparticulas para obtener a) Atenuancia y b) Absorbancia.

4.3.3. Caracterizacion morfoldgica

La caracterizacion morfoldgica de las nanobarras y de los nanogeles termosensibles cargados se realizd
mediante microscopia electrénica de transmision (TEM, por sus siglas en inglés). Para esto, se utilizé un
microscopio electrénico de transmisién H7500 (Hitachi Co. Ltd., Tokyo Japan) que opera a un voltaje de
aceleracién de 80kV. Las muestras fueron preparadas utilizando 0.1uL de la muestra, esta fue puesta sobre
una “rejilla de cobre del 75” recubierta con una capa delgada de carbdn, seguido de una remocidn de

exceso de liquidos a temperatura ambiente. Después, las muestras que contenian nanogeles fueron
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“tintadas” usando acetato de uranilo al 4% por un minuto, para luego retirar el excedente del liquido, en

el caso de las nanoparticulas solas no es necesaria la “tincion”.
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Capitulo 5. Resultados y discusion

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos en este trabajo de tesis y su discusidn, los cuales
son referentes a la sintesis de las nanobarras de oro y su cargado en los nanogeles termosensibles, asi

como su caracterizacidn térmica, 6ptica y morfoldgica.

5.1. Sintesis y caracterizacion de nanobarras de oro

La sintesis de las nanobarras de oro se realizé mediante el método quimico denominado crecimiento
mediado por semillas descrito previamente en el capitulo 4 (seccién 4.1). Se sintetizaron dos tipos de
nanoparticulas: una con RPLS en 820nm y la otra en 805nm. Cabe mencionar que con la metodologia de
sintesis ya establecida las concentraciones de nanobarras que se obtienen son de alrededor de 0.25
mg/mL. Para aumentar la concentracion de las nanoparticulas directamente a través del método de
sintesis se requeria de un cambio mayor en la metodologia, el cual hasta el momento no se ha hecho en
el grupo de Polimeros del ITT. En su lugar, se optd por probar un método para aumentar la concentracidn
a partir de la concentracidn original. Para esto, se utilizé la muestra purificada de las nanobarras con RPLS
en 820nm. A esta muestra se le realizé un proceso de liofilizacion, el cual consistid basicamente en
“desecar” la muestra; es decir, se retird la mayor cantidad posible de solucién liquida para dejar solamente
las nanoparticulas en estado sélido. Una vez se tuvo las nanobarras en sélido, se procedié a suspenderlas
en liquido con distintas concentraciones. Para obtener una concentracién de 1 mg/mlL se utilizd una
relacién de 1:1 (nanobarras en sélido: agua destilada), para el caso de la concentracién de 0.5 mg/mL se
utilizé una relacion de 1:2 (nanobarras en sélido: agua destilada) y finalmente para la concentracién de
0.25 mg/mL se utilizd una relacién de 1:4 (nanobarras en sélido: agua destilada). Experimentalmente las

concentraciones que se obtuvieron fueron de 1 mg/mL , 0.533 mg/mLy 0.233 mg/mL.

En la Figura 13a se muestran los espectros de atenuancia de las muestras de las nanobarras sin concentrar
y a las diferentes concentraciones, los cuales se obtuvieron con un espectrofotometro comercial (UV-Vis
Varian Cary 100). De estos espectros es claro que el método utilizado para aumentar la concentracién de
nanobarras no resultd ser muy eficiente ya que al aumentar la concentracidn la RPLS en 820 nm disminuye.
Esto se atribuye a una aglomeracidn de las nanobarras en forma de cimulos, lo cual incluso podia

apreciarse visiblemente. Por lo tanto, no es dificil deducir que una disminucién en la RPLS inducird un
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menor efecto térmico debido a la absorcién de las nanoparticulas. Por esta razdn, para el encapsulamiento
en los nanogeles (que se describe en la seccidn 5.2 se decidio utilizar las nanobarras purificadas obtenidas
directamente del proceso de sintesis, de manera particular las que presentan la RPLS en 805 nm cuyo

espectro de atenuancia se muestra en la Figura 13b).
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Figura 13: Espectro de atenuancia de las nanobarras sintetizadas. a) con RPLS de 820nm a distintas concentraciones
y b) con RPLS a 805nm.

La caracterizacidon térmica de las nanobarras sin concentrar con RPLS a 805 y 820 nm, asi como las
diferentes concentraciones que se realizaron (1, 0.533 y 0.233 mg/mL) se muestra en la Figura 14. Para la
caracterizacién térmica la potencia de irradiacién fue de 500 mW y la medicién de la temperatura se
adquirioé cada 2 segundos por un tiempo de 10.5 minutos. Dentro de este lapso, los primeros 30 segundos
no se irradié la muestra con la finalidad de tener la referencia de la temperatura ambiente, después de
este tiempo se comenzé lairradiacion de manera continua durante 10 minutos. De la Figura 14 se observa
que la mayor eficiencia térmica se obtuvo con las nanobarras sin concentrar con RPLS a 805 nm,
lograndose un incremento de temperatura de aproximadamente 16 °C. Para el caso de las nanobarras con
RPLS a 820 nm, la eficiencia térmica de las nanobarras para la concentracion de 0.533 mg/mL es muy
similar a las nanobarras sin concentrar que se obtienen directamente de la sintesis (0.25 mg/mL), con una
diferencia menor a 1 °C. Sin embargo, para la muestra de 1 mg/mL la eficiencia térmica no aumentd
significativamente (menos de 1 °C), siendo muy similar a las nanobarras sin concentrar. La baja eficiencia
térmica de esta Ultima concentracidén, como ya se menciond anteriormente, se debe a la aglomeracion de
las nanoparticulas que se obtuvo al utilizar el método para realizar las concentraciones. De hecho, esto se

observa en el espectro de atenuancia (Figura 13a), en donde a 785 nm (longitud de onda del laser de
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irradiacion) el valor es muy cercano entre la muestra sin concentrar y la concentrada a 1 mg/mL. Por su
parte, para la muestra de 0.233 mg/mL, la diferencia fue mas notoria, en este caso el incremento de
temperatura estuvo por debajo de 4 °C con respecto a las nanobarras sin concentrar. Esto, también tiene
congruencia con lo que se observa en el espectro de atenuancia de la Figura 13a, en donde el valor a 785
nm esta muy por debajo del resto. Cabe mencionar que la muestra sin concentrar se mantuvo sin
precipitarse alrededor de 3 meses, mientras que las que se obtuvieron con el método de concentracién se
empezaban a precipitar al cabo de un par de horas. Por esta razén, se determind que para el encapsulado
en los nanogeles es mds conveniente utilizar las nanoparticulas que se obtienen directamente de la
sintesis, ya que presentaron una mayor eficiencia térmica y estabilidad. Finalmente, en el caso del agua
(usada como referencia), practicamente no hubo un calentamiento significativo, lo cual es de esperarse

debido a la ausencia de nanoparticulas.
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Figura 14: Caracterizacion térmica de las nanobarras de oro con RPLS a 805 y 820 nm. La irradiacidn se realizé durante
10 minutos con el diodo Iaser de 785 nm a 500 mW.

En la Figura 15a se muestra la imagen TEM de las nanobarras con RPLS en 805 nm, en la cual se usé un
voltaje de aceleracion de 80kV y un tiempo de exposicion de 2 segundos. Notese que existe un nimero
reducido de nanoparticulas con geometria de paralelepipedo y esferas, esto puede ser debido a que
durante la sintesis en éstas no se dio de manera eficiente el crecimiento anisotrépico que da origen a la

formacién de las nanobarras. También cabe la posibilidad de que algunas de estas geometrias sean debido
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a nanobarras que estén orientadas de manera vertical. En la Figura 15b se muestra la grafica de dispersion
de tamafios de 70 nanoparticulas, en donde la longitud esta representada en el eje de las abscisas y el
didmetro en el eje de las ordenadas. De esta grafica se observa que la mayoria de las nanobarras tienen
dimensiones de entre 50 y 70 nm de longitud y un didmetro entre 12 y 20 nm, lo cual corresponde a un
rango de razon de aspecto de 3 a 4. Esto coincide con el trabajo reportado (Huang et al., 2009) en donde
obtuvieron que para nanobarras con una razén de aspecto de 4, la RPLS esta alrededor de 800 nm. Las

dimensiones de las nanoparticulas con geometria de paralelepipedo y esferas estan alrededor de 30 nm.
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Figura 15: a) Imagen tomada por TEM de las nanobarras con RPLS en 805nm y b) grafica de dispersién de tamafios
de las nanobarras. En la adquisicién de las imagenes se usé un voltaje de aceleracién de 80kV y un tiempo de
exposicién de 2 segundos.

La caracterizacion dptica de las nanobarras de oro sintetizadas con RPLS a 805 nm se muestra en la Figura
16. Los espectros de atenuancia y absorbancia obtenidos mediante el arreglo experimental de
espectroscopia implementado (descrito en el capitulo 4, seccién 4.3.2) se muestran en la Figura 16a. En
estos espectros se observan las dos resonancias plasmaénicas tipicas de este tipo de geometria, la que estd
alrededor de 520 nm es debida a la contribucidn transversal y la principal que esta alrededor de 805 nm
es debida a la contribucién longitudinal de las nanobarras. La diferencia entre los espectros de atenuancia
y la absorbancia es minima (similar a las nanoplacas), lo que indica un grado de esparcimiento minimo.
Esto se corrobora con los resultados obtenidos numéricamente y que se muestran en la Figura 16b, en
donde se obtiene un espectro cuya resonancia se encuentra localizada alrededor de los 800nm de la misma
forma que en la Figura 16a, con la diferencia que el programa arroja un espectro normalizado a diferencia

del resultado obtenido de manera experimental. En este caso, al igual que las nanoplacas, se utilizé la
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aproximacion cuasi-estatica y una geometria elipsoidal con las dimensiones de las nanobarras obtenidas

experimentalmente (50 nm de longitud y 12 nm de didametro).
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Figura 16: Caracterizacion oOptica de las nanobarras de oro sintetizadas. a) Espectros obtenidos con el arreglo
experimental de espectroscopia implementado. b) Espectros obtenidos numéricamente utilizando la aproximacion

cuasi-estatica.

5.2. Caracterizaciéon de nanoparticulas con otras geometrias

Con la finalidad de identificar otras posibles geometrias de nanoparticulas con RPLS en el rango espectral
de interés (700-900 nm) y que pudieran ser Utiles para inducir los efectos térmicos deseados, se realizé la
caracterizacion Optica y térmica de nanoparticulas con geometria de nanoesferas (de oro) y nanoplacas

(de plata) adquiridas comercialmente.

De acuerdo con los datos proporcionados por el proveedor, las nanoesferas presentan una RPLS en 800
nm vy las dimensiones del nucleo (silice) y de la coraza (oro) son 120 nm + 4 nm y 20 nm + 7 nm,
respectivamente. Las nanoplacas de plata tienen una RPLS maxima en 750 nm y su tamafio promedio es

alrededor de 100 nm, estas tienen una coraza de silice de aproximadamente 20 nm.

Enla
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Figura 17 se muestran las imagenes de ambas nanoparticulas también proporcionadas por el proveedor.

Figura 17: Imagenes de nanoparticulas adquiridas comercialmente. a) nanoesferas de oro. b) nanoplacas de plata.
Imagen proporcionada por el proveedor (Sigma-Aldrich).

5.2.1 Caracterizacion optica

La caracterizacidon optica de las nanoparticulas en solucién coloidal se realizd mediante el arreglo
experimental de espectroscopia implementado descrito previamente en el capitulo 4 (seccién 4.3.2).

Asimismo, se obtuvo el espectro utilizando el modelo numérico descrito en la seccién 3.1.4 del capitulo 3.
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En la Figura 18a se muestra el espectro de atenuancia y absorbancia de las nanoesferas de oro obtenido

experimentalmente, en donde se puede apreciar que la RPLS principal esta alrededor de 800 nm lo cual
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coincide con el dato proporcionado por el proveedor. De esta grafica se observa que el espectro de
atenuancia es ligeramente mayor que el de absorbancia, esto indica que estas nanoparticulas presentan
esparcimiento, lo cual es de esperarse dadas sus dimensiones (~ 150 nm). En la Figura 18b se muestran los
espectros de absorbancia (A) y atenuancia (D) obtenidos numéricamente para una sola nanoesfera de las
mismas caracteristicas (dimensién y composicion) de la muestra adquirida comercialmente. En este caso
se utilizd el calculo de Mie descrito en el capitulo 3 (secciones 3.1.2 y 3.1.4). La RPLS principal esta cercana
a los 800 nm, la cual es cercana a la obtenida experimentalmente y a la proporcionada por el fabricante.
No obstante, a diferencia del caso experimental, en los espectros obtenidos numéricamente existe una
diferencia bastante considerable entre el espectro de atenuancia y absorbancia, lo que indica un mayor

esparcimiento.

Figura 18: Caracterizacion dptica de las nanoesferas obtenidas a) experimentalmente y b) numéricamente utilizando
el cdlculo de Mie.

Los espectros de atenuancia y absorbancia de las nanoplacas de plata obtenidos experimentalmente se
muestran en la Figura 19a. La resonancia maxima esta cercana a los 750 nm que es el valor proporcionado
por el fabricante. Nétese que la diferencia entre ambos espectros es minima (visiblemente equiparable) y
mucho menor que en las nanoesferas, lo que indica que el esparcimiento que presentan las nanoplacas es

minimo, lo cual tiene sentido ya que sus dimensiones son menores (~ 100 nm).
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Figura 19b se muestran los espectros de atenuancia y absorbancia obtenidos numéricamente. En este caso
se utilizd la aproximacién cuasi-estatica descrita en el capitulo 3 (seccion 3.1.1) y fue debido a que las
dimensiones de las nanoplacas se encontraban justamente en el limite para las cuales dicha aproximacion
aun es aplicable. La geometria que se utilizé para modelar las nanoplacas fue un elipsoide con las
dimensiones proporcionadas por el fabricante. La resonancia maxima esta alrededor de 800 nm, es decir,
50 nm mas desplazada hacia el infrarrojo con respecto a la obtenida experimentalmente. Esta diferencia
se atribuye a que en la simulacién se utilizé una geometria elipsoidal, mientras que en realidad las

nanoplacas es una combinaciéon de varias geometrias como se puede observar en la (

Figura 17b), lo que indica un menor esparcimiento debido a los tamarios de las nanoplacas (~100 nm).
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Figura 19: Caracterizacion dptica de las nanoplacas de plata obtenidas a) experimentalmente y b) numéricamente
utilizando la aproximacion cuasi-estatica.

5.2.2 Caracterizacion térmica

La concentracién original de las nanoparticulas adquiridas comercialmente (nanoesferas y nanoplacas) fue
de 1 mg/mL. A partir de esta concentracidn, se realizaron adicionalmente dos concentraciones en agua
destilada: 0.5 y 0.25 mg/mL. La caracterizacidn térmica de las nanoesferas y nanoplacas a las diferentes
concentraciones se muestra en la Figura 20. La potencia de irradiacion fue de 500 mW y la medicion de la
temperatura se adquirié durante 10.5 minutos cada 2 segundos. Dentro de este lapso, los primeros 30
segundos se obturd el laser para tener la referencia de la temperatura ambiente, después de este tiempo
se comenz6 la irradiacién de manera continua durante 10 minutos. Para el caso de las nanoplacas (Figura
20a), se obtuvo un incremento de temperatura de 20 °C para la concentracién de 1 mg/mL. Como es de
esperarse, este incremento disminuye conforme se reduce la concentraciéon. Para la muestra de
nanoesferas (Figura 20b), la eficiencia térmica para la mayor concentracidon es muy similar. Sin embargo,
para la menor concentracion (0.25 mg/mL), las nanoplacas presentaron ligeramente una mayor eficiencia
térmica de aproximadamente 2 °C con respecto a las nanoesferas. Finalmente, en el caso del agua (usada

como referencia), no hubo un calentamiento significativo debido a la ausencia de nanoparticulas.
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Figura 20: Grafica de la caracterizacion térmica de a) nanoplacas y b) nanoesferas a distintas concentraciones a lo
largo de 10 minutos con un laser de 785nm a 500mW.

Como ya se menciond anteriormente, la concentracién de nanobarras que se obtiene directamente de la
sintesis es de 0.25 mg/mL. Por esta razén se realizd la concentraciéon a este mismo valor de las
nanoparticulas comerciales. En la Figura 21 se muestran las graficas de la caracterizacidén térmica de las
nanobarras (con RPLS a 805 nm), nanoesferas y nanoplacas a dicha concentracion. De estas graficas se
observa que, por debajo de los 5 minutos de irradiacion, las nanobarras presentan ligeramente una mayor
eficiencia térmica con un incremento de aproximadamente 1 °C con respecto a las otras dos. Sin embargo,
después de 5 minutos las nanoplacas son las que presentan ligeramente una mejor respuesta térmica
(incremento de ~ 1 °C). Si bien, la eficiencia térmica de las nanoesferas y nanoplacas es muy similar a la de
las nanobarras sintetizadas, las dos primeras no serian la mejor opcidn para su encapsulamiento en los
nanogeles, ya que sus dimensiones son muy cercanas a la de los nanogeles cuyos tamafos estan en el

rango de 200 a 400 nm. Por esta razdn, se optd por cargar las nanobarras en los nanogeles termosensibles.
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Figura 21: Caracterizacion térmica de las nanoparticulas con distintas morfologias a una misma concentracién de
0.25 mg/ml adquirido durante 10 minutos con un laser de 785nm a 500mW.

5.3. Cargado de nanobarras en nanogeles termosensibles.

El cargado de las nanobarras con RPLS a 805 en los nanogeles se realizé a través de los dos métodos
descritos a detalle en el capitulo 4 (seccion 4.2). De manera breve, el primer método (M1) consistio en
utilizar los nanogeles en sélido y las nanobarras en solucién; en el segundo método (M2) se utilizé los
nanogeles en solucidn y las nanobarras en sélido. Ademads, a las muestras obtenidas con ambos métodos

se le realiz6 un proceso de liofilizacidn y se les etiqueté como M1-Ly M2-L.

A los nanogeles se les realizé una medicidén de dispersion de luz dindmica (DLS, por sus siglas en inglés)
para determinar su distribucién de tamafios antes y después del proceso de cargado con las nanobarras.
En principio, se espera que debido al cargado de las nanoparticulas el tamafo del nanogel aumente. De
hecho, esta es una prueba preliminar que cominmente se realiza después del proceso de cargado para
predecir de manera cualitativa si hubo o no cargado de nanoparticulas. En la jError! No se encuentra el
origen de la referencia. se muestra la grafica de distribucion de tamafnos obtenida por DLS de los

nanogeles antes del cargado. De esta grafica se obtiene que la distribucion predominante del tamafio estd
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alrededor de 150 nm. Cada una de las curvas de distribucién corresponde a una medicidon, estas se
obtienen directamente del equipo y es con la finalidad de garantizar la reproducibilidad de la medicién, o

bien, para tener la posibilidad de promediarlas.
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Figura 22: Grafica de distribucidn de tamafios obtenida por DLS de los nanogeles antes del encapsulado.

En la Figura 23 se muestran las curvas de dispersion de tamafios obtenida por DLS y las imagenes TEM de
los nanogeles cargados mediante el método M1. De las curvas de dispersion (Figura 23a) se observa que
el tamano predominante es similar al obtenido con los nanogeles antes del proceso de cargado (alrededor
de 150 nm), lo que en principio indicaria que no hubo tal cargado de las nanoparticulas. Sin embargo, al
observar las muestras por microscopia electrénica de transmision (TEM), se encontré que, contrario a lo
indicado por DLS, si hubo cargado de nanobarras en los nanogeles como se puede observar en la Figura
23b. Un aspecto bastante interesante que se encontré es el que se muestra en la Figura 23c, en donde se
observé un cimulo de nanobarras en el nucleo de lo que parece ser un gel de dimensiones de alrededor
de 6 um. Sobre esto, existen dos posibilidades: 1) dado que las imagenes TEM se realizaron hasta tres
meses después de su cargado (por cuestiones técnicas con el microscopio TEM), entonces durante este
lapso de tiempo pudo haberse dado un proceso de fusién o aglomeracién de los nanogeles, en cuyo caso
seria un indicativo del intervalo de tiempo en el cual los nanogeles cargados pierden su estabilidad; 2) los
geles con estas dimensiones micrométricas pudieron generarse durante el proceso de cargado, esto lo
soporta el hecho de que en la curva de dispersién de tamafios por DLS aparecen estructuras entre 5y 6

pum. Para corroborar o descartar lo dicho anteriormente, se tendria que tomar las imagenes TEM en un
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lapso mas corto (1-5 dias) después de su cargado, o bien, realizar un estudio previo de la estabilidad de los

nanogeles encapsulado, esto es algo que se contempla realizar en un futuro (no incluido en esta tesis).

En esta misma muestra de nanogeles cargados con el método M1 también se encontraron zonas en las
gue se observaron algunas nanobarras sin encapsular, o bien, algunas de ellas incrustadas en los nanogeles
(ver Figura 23d). En este sentido, cabe la posibilidad de que la banda entre 10 y 20 nm en la curva de
dispersidn por DLS esté asociada a las nanobarras sin encapsular. Finalmente, de las imagenes TEM se

observa que los didametros de los nanogeles estan entre 300 y 600 nm.
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Figura 23: a) Grafica de dispersién de tamafios obtenida por DLS. b-d) imagenes TEM de los nanogeles cargados con
nanobarras mediante el método M1 (nanogeles en sélido y nanobarras en liquido).

A la muestra de nanogeles cargados con nanobarras con el método M1 se le realizd6 un proceso de
liofilizacidn y después se volvieron a dispersar en agua destilada. En la Figura 24 se muestra la curva de

dispersion de tamafios por DLS, asi como las imagenes TEM. De la curva de dispersidn por DLS (Figura 24a)
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se tiene una distribucion maxima de tamanos entre 250 y 300 nm, este incremento de tamafio con
respecto a los nanogeles sin cargar indica que en este caso hubo cargado de las nanobarras. En efecto,
esto se corrobora en la imagen de la Figura 24b, donde de hecho se observa una aglomeracién de
nanobarras. Entonces, esto nos lleva a pensar que tanto los nanogeles como las nanobarras se acumulan
al liofilizarse y dispersarse, lo cual también observamos cuando se realizé la caracterizacidn dptica de las
nanobarras al intentar aumentar su concentracion, De manera similar a la muestra sin liofilizar, también
se encontraron zonas en las que se observaron algunas nanobarras sin encapsular (Figura 24d) y cimulos
de mayor tamano (~5 um) de nanogeles (ver Figura 24c). Cabe la posibilidad de que estos cumulos

pudieran estar asociados a la banda de 5 um de la curva obtenida por DLS.
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Figura 24: a) Grafica de dispersién de tamafos obtenida por DLS. b-d) imagenes TEM de los nanogeles cargados con

nanobarras mediante el método M1 (nanogeles en sélido y nanobarras en liquido) después del proceso de
liofilizacion y re-dispersion en agua destilada.

En la Figura 25 se muestran los resultados obtenidos mediante el método de cargado M2. De las curvas de

dispersion de tamanfios obtenida por DLS (Figura 25a) se tiene que la distribucidn méaxima de tamafios estd
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alrededor de 200 nm, lo que en principio indicaria que hubo cargado y que se comprueba con las imagenes
en las Figura 25b y d. En esta muestra, al igual que las del método M1, también se observaron nanobarras
sin encapsular como se aprecia en la Figura 25c. De estas imagenes se deduce que la eficiencia de cargado
con este método resultd ser menor que con el método M1, incluso se observa que la estructura de los

nanogeles resultd deteriorada.
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Figura 25: a) Grafica de dispersion de tamafios obtenida por DLS. b-d) Imdgenes TEM de los nanogeles cargados
mediante el método M2 (nanogeles en liquido y nanobarras en sélido).

Los resultados de la muestra de nanogeles cargados con nanobarras a través del método M2 después del
proceso de liofilizacion se muestran en la Figura 26. En este caso, la gréfica de la Figura 26a indica una
distribucion maxima de tamafios alrededor de 200 nm. Sin embargo, lo que se observa en las imagenes

TEM (Figura 26b-d) son cimulos de nanogeles y nanobarras fuera de estos.
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La caracterizacidn térmica de los nanogeles cargados a través de los dos métodos se muestra en la Figura
27. La potencia de irradiacion fue de 500 mW y la medicidn de la temperatura se adquirié durante 10.5
minutos cada 2 segundos. En este lapso, los primeros 30 segundos se obturd el Iaser para tener un “offset”

de referencia de la temperatura ambiente, después de este tiempo se comenzd la irradiacién de manera

continua durante 10 minutos.
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Figura 26: a) Grafica de dispersion de tamafios obtenida por DLS. b-d) imagenes TEM de los nanogeles cargados con

nanobarras mediante el método M2 (nanogeles en liquido y nanobarras en sdlido) después del proceso de
liofilizacion y re-dispersion en agua destilada.

En la Figura 27a se muestra el incremento de temperatura de las nanobarras (sin encapsular) y de los
nanogeles cargados con éstas mediante el método M1. Con las nanobarras sin encapsular se alcanzé un

incremento de temperatura (AT) de 16 °C en el lapso de 10 minutos. La muestra de nanogeles cargados
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sin liofilizar fue la que presentd un mayor incremento de temperatura que fue cercano a los 14 °C, mientras
que con la muestra liofilizada (M1-L) el incremento fue de alrededor de 3 °C. Con el método M2 el
incremento de temperatura que se logrd fue alrededor de 5 °Cy 1.5 °C para la muestra sin liofilizar (M2) y
liofilizada (M2-L), respectivamente. En el caso del agua, usada como referencia, practicamente no hubo
un calentamiento significativo, lo cual es de esperarse debido a la ausencia de nanoparticulas.
Considerando la Figura 27a y las imagenes TEM de las Figura 23b y Figura 24b, entonces se deduce que el
calentamiento inducido por la absorcién de luz de las nanoparticulas es mayor cuando se tienen varias
nanobarras mono dispersas en el nanogel, lo que se atribuye a efectos colectivos entre éstas. Si bien, en
el caso del método M1 liofilizado (M1-L) se tiene una mayor cantidad de nanobarras (ver Figura 24b); sin
embargo, al estar de manera aglomerada, esto hace que la RPLS de las nanoparticulas disminuya (similar

a lo observado en la Figura 13a) y por lo tanto también su eficiencia térmica.

En el caso del método M2, con la muestra sin liofilizar el incremento fue alrededor de 5 °C, mientras que
con la muestra liofilizada (M2-L) fue menor a 2 °C (Figura 27b). De manera general, el incremento de
temperatura fue mucho menor comparado con el método M1, esto es de esperarse ya que como se ve en
las imagenes TEM de la Figura 25 y Figura 26, el cargado de las nanobarras en los nanogeles con el método

M2 fue minimo.

Finalmente, es importante mencionar que posteriormente se pretende cargar un farmaco en estos
nanogeles cargados con las nanoparticulas y realizar experimentos de liberacion en lineas celulares. De
manera particular, estos nanogeles son sensibles a temperatura cercana a la corporal (37 °C). Por lo tanto,
un calentamiento inducido épticamente puede liberar el fdrmaco y mas aun, con una dosis adecuada de
irradiacién, se puede causar dafio térmico dirigido y localizado en células cancerigenas, el cual se sabe que
ocurre a una temperatura mayor a 40 °C. En este sentido, los nanogeles cargados con el método M1

parecen ser los mas prometedores.
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Figura 27: Grafica de la caracterizacidn térmica de las nanobarras y los nanogeles cargados con nanobarras a) a través
del método M1 (nanogeles en sélido y nanobarras en liquido) antes y después de la liofilizacion y b) a través del

método M2 (nanogeles en liquido y nanobarras en sélido) previo y posterior a la liofilizacidn a lo largo de 10 minutos
con un laser de 785nm a 500mW.
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Capitulo 6. Conclusiones.

En este proyecto de tesis se planted la realizacidn de estudios para optimizar efectos térmicos inducidos
por la absorcion de luz en nanoparticulas con resonancias plasmodnicas en la primera ventana bioldgica
(700-900 nm), enfocados al desarrollo de técnicas de administracion dirigida de farmacos en el
tratamiento de cancer. Sobre los resultados obtenidos en este trabajo se deducen las siguientes

conclusiones.

e El método quimico de crecimiento mediado por semillas resultd ser adecuado para la sintesis de

nanobarras con resonancias en el rango espectral de interés (700-900nm).

e El método de concentracién mediante el proceso de liofilizacién no resulté ser muy eficiente ya que
se obtuvieron aglomeraciones de las nanobarras en forma de cumulos. Esto generd una disminucion
de la resonancia plasmodnica de las nanobarras y como consecuencia una baja eficiencia térmica de

éstas.

e La eficiencia térmica de las nanoparticulas comerciales resulté ser muy similar a la de las nanobarras
de oro sintetizadas. Sin embargo, dado que sus dimensiones (~140 nm) son cercanas al tamafio de los
nanogeles (200-400 nm), dichas nanoparticulas no resultaron ser la mejor opcién para su
encapsulamiento. Por esta razon, se optd por realizar el cargado de las nanobarras en los nanogeles

termosensibles.

e El método de cargado M1 resultd ser el mas eficiente, ya que se obtuvo un buen cargado de
nanobarras distribuidas de manera monodispersa lo que indujo un incremento de temperatura mayor
(cercano alos 14 °C) con respecto al método M2 (alrededor de 5°C). Con el proceso de liofilizacion, el
cargado (y por lo tanto el incremento de temperatura) para ambos métodos fue mucho menor con

respecto a las muestras sin liofilizar.

e Finalmente, es importante mencionar que, como continuacién a este trabajo de tesis, posteriormente
se pretende cargar un farmaco en estos nanogeles cargados con las nanobarras y realizar
experimentos de liberacion en lineas celulares. De manera particular, estos nanogeles son sensibles
a temperatura cercana a la corporal (37 °C). Por lo tanto, un calentamiento inducido épticamente

puede liberar el farmaco y mas aun, con una dosis adecuada de irradiacidn, se puede causar dafio
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térmico dirigido y localizado en células cancerigenas, el cual se sabe que ocurre a una temperatura
mayor a 40 °C. En este sentido, los nanogeles cargados con las nanobarras de oro mediante el método

M1 parecen ser los mas prometedores.
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