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Resumen de la tesis que presenta Leidy Paola Quiroga Sanchez como requisito parcial para la
obtencién del grado de Maestra en Ciencias en Optica con orientacién en Optica Fisica.

Caracterizacion de nanogeles termosensibles cargados con farmacos y nanoparticulas con
resonancias plasmonicas en la primera ventana biolégica

Resumen aprobado por:

Dr. Jacob Licea Rodriguez Dr. Angel Licea Claverie
Co - Director de tesis Co-Director de tesis

Los efectos térmicos asociados a resonancias plasmdnicas en nanoparticulas metdlicas han
demostrado tener aplicaciones en diversas disciplinas, entre las que destaca la medicina y el desarrollo
de técnicas para el tratamiento del cancer. Este proyecto de tesis busca aportar al desarrollo de
métodos para la administracién dirigida de farmacos usando las propiedades dpticas de nanoparticulas
metalicas como agente activador en la liberacion de farmacos cargados en nanogeles termosensibles.
Para seleccionar el tipo de nanoparticula adecuada a esta aplicacidn, se realizd una revision
bibliografica y se evaluaron las propiedades dpticas, térmicas y morfoldgicas de nanoparticulas de oro
con geometria de barras y tetrdapodos. La respuesta térmica se midid utilizando termopares
comerciales, la caracterizacién éptica mediante espectroscopia dptica y la morfoldgica se realizé
mediante microscopia electrénica de transmisién (TEM) y dispersidn de luz dinamica (DLS). Aunque los
nanotetrapodos de oro mostraron una alta eficiencia de conversién fototérmica no fue posible
conservar su morfologia, y por ende propiedades dpticas, tras un par de semanas. Por el contrario, las
nanobarras de oro demostraron tener una alta eficiencia de conversion fototérmica y estabilidad
morfoldgica a temperatura ambiente hasta tres meses después del proceso de sintesis. Por esta razén
se decidid continuar el proyecto usando las nanobarras de oro como agente activador fototérmico.
Para evaluar la cinética de liberacion de farmaco con y sin irradiacion, se llevaron a cabo estudios de
carga y liberacién controlada del farmaco en experimentos in-vitro. En los que se comprobd una
aceleracién en la liberacion del farmaco debido a efectos plasmodnicos. Finalmente, se evalud la
aplicacion de estos sistemas en la linea celular NCI-H1437 (correspondiente a células de cancer de
pulman). Estos ultimos resultados permitieron concluir acerca de la biocompatibilidad del nanogel, la
conveniencia de la irradiacion, la citotoxicidad de los sistemas usados y su efecto directo sobre las
células.

Palabras clave: plasmdnica, nanoparticulas de oro, terapia fototérmica, sistemas de liberacion de
farmacos.



Abstract of the thesis presented by Leidy Paola Quiroga Sanchez as a partial requirement to obtain
the Master of Science degree in Optics with orientation in Physical Optics.

Characterization of thermosensitive nanogels loaded with drugs and nanoparticles with plasmonic
resonances in the first biological window

Abstract approved by:

Dr. Jacob Licea Rodriguez Dr. Angel Licea Claverie
Thesis Co-Director Thesis Co-Director

The thermal effects associated with plasmonic resonances in metallic nanoparticles have
demonstrated to have applications in various disciplines, including medicine and the development of
techniques for cancer treatment. This thesis project aims to contribute to the development of methods
for the targeted administration of drugs using the optical properties of metallic nanoparticles as an
activating agent in the release of drugs loaded in thermosensitive nanogels. To select the type of
nanoparticle suitable for this application, a bibliographic review was carried out, and the optical,
thermal and morphological properties of gold nanoparticles with rod and tetrapod geometry were
evaluated. The thermal response was measured using commercial thermocouples, the optical
characterization was performed by optical spectroscopy, and the morphological characterization by
transmission electron microscopy (TEM) and dynamic light scattering (DLS). Although the gold
nanotetrapods showed a high photothermal conversion efficiency, it was impossible to preserve their
morphology and optical properties after a couple of weeks. In contrast, the gold nanorods showed to
have high photothermal conversion efficiency and morphological stability at room temperature up to
three months after their synthesis process. For this reason, it was decided to continue the project using
the gold nanorods as a photothermal activating agent. Controlled drug release and loading
experiments were performed in in-vitro to assess drug release kinetics with and without irradiation. In
which an acceleration in the release of the drug was obtained due to plasmonic effects. Finally, the
application of these systems was evaluated using the NCI-H1437 cell line (corresponding to lung cancer
cells). These last results allowed us to conclude about the biocompatibility of the nanogel, the
convenience of irradiation, the cytotoxicity of the used systems and their direct effect on the cells.

Keywords: Plasmonics, gold nanoparticles, photothermal therapy, drug delivery systems.
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Capitulo 1. Introduccidn

El cdncer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial, segun los reportes de la organizacion
para las Naciones Unidas (ONU) en 2020 se diagnosticaron cuatro millones de casos nuevos vy
aproximadamente 1.4 millones de personas murieron por esta enfermedad, lo que representa una
problematica social sobre la que es importante trabajar desde el ambito cientifico (Naciones Unidas,
2021). Esta enfermedad se caracteriza por generar un aumento descontrolado en la proliferacion celular,
infiltracidn de células afectadas a tejidos vecinos y reduccién de la muerte celular, lo que genera tumores
y disfuncidn en los drganos afectados. El tratamiento por seguir depende tanto del tipo de cdncer como
de la etapa de la enfermedad en la que se detecte, los tratamientos mas usados son la cirugia para
extraccién de tumores, la radioterapia y la quimioterapia. Estos tratamientos poseen como desventaja ser
altamente invasivos y, por lo general, ocasionar importantes efectos secundarios en érganos sanos
(Manchun et al., 2012). Por esta razén, en las ultimas décadas grupos de investigacion de diferentes
disciplinas han sumado esfuerzos para desarrollar métodos mas eficientes y menos invasivos en la
denominada “lucha contra el cdncer”. Particularmente, en este proyecto se propone el uso de la
bioquimica y la nano foténica para, mediante sistemas de transporte altamente biocompatible y
resonancias plasmdnicas como agente activador en la liberacién del farmaco, realizar un ataque quimico

justo en la zona tumoral.

Existen diversos tipos de nanoacarreadores para el transporte y administracién de farmacos en zonas
microscopicas, los nanogeles son uno de ellos. Estos son hidrogeles formados de polimeros reticulados de
geometria esférica y poseen la habilidad de hincharse y comprimirse ante estimulos externos como
variaciones de temperatura, ultrasonido, campos magnéticos o cambios de pH. Justamente la elasticidad
gue presentan ante un estimulo determinado es la que les brinda la capacidad de encapsular, transportar
y liberar fdrmacos de manera controlada. Para los fines de este proyecto se propone usar nanogeles con
didmetros entre 30 — 300 nm formados por polimeros termosensibles y biocompatibles; la
termosensibilidad les brinda la propiedad de comprimirse y liberar farmaco ante un aumento de
temperatura, mientras que la biocompatibilidad les permite transportarse por el torrente sanguineo sin
ser detectados por el sistema inmune. Debido a sus tamafios, estos pueden alojarse en tumores
cancerigenos mediante el llamado efecto de permeabilidad y retencién incrementada (efecto EPR, por sus
siglas en inglés) y, adicionalmente, pueden ser funcionalizados para adherirse a un tipo especifico de célula

cancerigena (Chacko et al., 2012; Raemdonck et al., 2009; Soni et al., 2016; Suhail et al., 2019).
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Como agente activador en la liberacion del farmaco se propone usar el aumento de temperatura que se
puede inducir de forma controlada mediante la interaccidon de luz con nanoparticulas metdlicas. Estas
nanoparticulas son cargadas, junto con el fdrmaco, en el nanogel. De forma que al inducir un aumento de
temperatura en la nanoparticula (debido a la absorcién de la luz) también aumente la temperatura del
nanogel y éste se comprima liberando el farmaco en la zona de interés. El mecanismo por el cual una
nanoparticula puede aumentar su temperatura usando radiacidn se basa en la interaccién del campo
eléctrico de la luz con los electrones de conduccidn de la nanoparticula. Cuando se irradia una
nanoparticula (o un conjunto de estas), los electrones libres del metal que las conforman oscilan de
manera colectiva y coherente. Si la frecuencia de estas oscilaciones resonantes coincide con la frecuencia
de la onda electromagnética incidente (condicion de resonancia), entonces se generara lo que se conoce
como resonancia de plasmén de superficie localizado (LSPR, por sus siglas en inglés). Las LSPRs se
manifiestan dpticamente como picos de absorcién en la luz transmitida y son fuertemente dependientes
de la forma, tamafio, orientacion y medio en el que se encuentren inmersas las nanoparticulas. Para
algunos metales como el oro y la plata inmersos en vidrio o en agua la resonancia cae en el rango visible
del espectro electromagnético y, como consecuencia, el sistema exhibe colores brillantes tanto en
condiciones de luz transmitida como reflejada (Maier, 2007; Raether, 1988). En este proceso, la energia
adquirida por la nanoparticula puede decaer mediante dos procesos: de manera radiativa emitiendo
fotones con la misma longitud de onda de la luz incidente (esparcimiento), o bien, de manera no radiativa
generando fonones (absorcién). En este Ultimo proceso se da una transferencia de energia hacia la red
atémica de la nanoparticula a través de colisiones tipo electron-fondn la cual induce un calentamiento en
la superficie de la nanoparticula. El aumento de temperatura puede transferirse al entorno de la
nanoparticula de forma casi instantdnea en un intento de llegar al equilibrio térmico. Estos efectos
térmicos han demostrado tener importantes aplicaciones tanto bioldgicas como médicas, algunas
particularmente enfocadas al tratamiento de cancer (Baffou and Quidant, 2013; Dahlin et al., 2013; Ferry
et al., 2010; Maya et al., 2013). Entre las aplicaciones mas importantes destaca la terapia fototérmica, que
se basa en el uso de nanoparticulas con resonancias plasmdnicas para aumentar la temperatura de las
células tumorales e inducir en ellas un proceso de apoptosis 0 muerte celular (Govorov and Richardson,
2007). A diferencia de este tipo de terapia, en este proyecto se propone usar la conversién fototérmica
para inducir un leve aumento de temperatura que active la liberacién de un farmaco anticancerigeno de

forma controlada.

Teniendo en cuenta que lo que se desea es minimizar el dafio a tejidos sanos es necesario, ademas de usar
sistemas de transporte y liberacidon de farmacos biocompatibles, trabajar con fuentes de radiacién y

nanoparticulas con baja o nula citotoxicidad. En este sentido, suelen usarse ciertos intervalos de longitudes
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de onda llamadas ventanas bioldgicas en las que la luz presenta una menor absorcién en agua y una mayor
penetracion en el tejido vivo. En especifico, en el desarrollo de este proyecto se trabajé en la primera
ventana biolégica que comprende el intervalo espectral de 650 a 900 nm. Existen diversas geometrias de
nanoparticulas metdlicas, principalmente las compuestas de oro y plata, cuya LSPR cae dentro de este
intervalo de longitudes de onda, asimismo, debido a sus tamafos nanométricos son muy atractivas para
su cargado en sistemas de transporte nanométrico y en particular el oro es el material idéneo para
aplicaciones biolégicas debido a su alta estabilidad quimica y biocompatiblidad. La geometria de la
nanoparticula también es un factor de importancia a considerar, entre las geometrias mas estudiadas para
conversion fototérmica en aplicaciones bioldgicas destacan las nanobarras de oro (AuNRs, por sus siglas
en inglés). Las AuNRs se caracterizan por su bien establecido proceso de sintesis y alta eficiencia de
conversion térmica; presentan dos intervalos espectrales de absorcién, el primero asociado a la resonancia
de la direccién transversal de la nanoparticula (~530 nm) y el segundo asociado a la direccion longitudinal
de la nanoparticula y sintonizable en el intervalo de longitudes de onda de la primera ventana biolégica
(530 — 900 nm) (Choi et al., 2012; Huang et al., 2009; MacKey et al., 2014; Wang et al., 2013).
Recientemente se han reportado nanoparticulas de oro con geometria de tetrapodos y tamafios de
alrededor de 30 nm que presentan dos bandas de absorcidn similares a las de las nanobarras de oro. La

primera banda de absorcién corresponde al centro de la nanoparticula y la segunda se relaciona con los

“brazos” y también puede ser sintonizable en el intervalo de la primera ventana biolégica. Debido a su
. , 9 ” , e L
simetria de cuatro “brazos” estas nanoparticulas presentan una mayor probabilidad de iluminacion
eficiente de su seccién transversal geométrica y, por ende, una mayor eficiencia de conversion fototérmica

con respecto a las nanobarras.

En el desarrollo de este proyecto se usaron nanoparticulas de oro con geometria de barras y de tetrapodos,
se usaron nanogeles de tipo hidrogel compuestos por poly(N-vinylcaprolactama) (PNVCL) y Polietilenglicol
(PEG) que presentaron una alta respuesta térmica y biocompatibilidad. El farmaco encapsulado fue la
doxorrubicina (DOX) que es un tipo de farmaco anticancerigeno y la linea celular estudiada fue la NCI-
H1437 que corresponde a células de cancer de pulmédn. Para la sintesis de nanoparticulas metalicas se han
reportado distintos métodos fisicos y quimicos. EIl método comunmente usado, y que se usé en este
proyecto, fue el lamado crecimiento quimico mediado por semillas. Este método se basa en dos etapas;
la primera consiste en la sintesis de nanoparticulas de alrededor de 2 nm llamadas semillas y la segunda
se trata del crecimiento de las semillas en determinados ejes cristalinos preferenciales para producir una
geometria determinada (Nikoobakht y El-Sayed, 2003). Para la sintesis de los nanogeles se usé el proceso
de polimerizacion reportado por el grupo de polimeros del Instituto Tecnoldgico de Tijuana (Gonzalez-

Ayodn et al., 2015) y para el cargado de las nanoparticulas y farmaco en los nanogeles se usé el método de
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nanoprecipitacidn. Tanto la solucién de nanoparticulas como los sistemas cargados fueron caracterizados
Opticamente midiendo su absorbancia en funcidon de la longitud de onda incidente, térmicamente
cuantificando los cambios de temperatura de la solucidn en el tiempo y morfolégicamente mediante las
micrografias obtenidas por el microscopio de transmisidn de electrones (TEM) cuya informacién se
complementd con estudios de dispersion de luz dindmica (DLS). Para conocer la cinética de liberacion del
farmaco se realizaron experimentos in-vitro a condiciones de temperatura estable (37°C) y un valor de pH
determinado (7.4). También se realizan pruebas de citotoxicidad y liberacion de farmaco en la linea celular
NCI-H1437 de células de cancer de pulmdn. Este proyecto se realizé con el apoyo del departamento de
optica del CICESE, el laboratorio de polimeros del Instituto Tecnoldgico de Tijuana (ITT) y el departamento
de innovacion biomédica del CICESE quienes contribuyeron desde su experiencia en los temas

relacionados a éptica, quimica y biomedicina, respectivamente.

1.1 Hipotesis

e Que es posible aumentar la eficiencia de conversion fototérmica usando nanoparticulas de oro
con forma de tetrdpodos y pueden ser usadas para inducir el proceso de liberacion de farmaco en
nanogeles termosensibles.

e Que es posible usar nanogeles termosensibles y biocompatibles (PEG-NVCL) para cargar
nanoparticulas de oro y liberar el fdrmaco anticancerigeno Doxorrubicina mediante el aumento
de temperatura inducido por la absorcidn debida a las resonancias plasmodnicas de las
nanoparticulas metalicas.

e Que laviabilidad celular de la linea NCI-H1437, correspondiente a células de cancer de pulmdn, no
se reducird debido a la irradiacion de 785 nm vy al uso de nanogeles sin cargar, pero si ante la

liberacion de farmaco de nanogeles cargados.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo general

El objetivo general del proyecto es realizar estudios enfocados al desarrollo de técnicas de administracion

dirigida de farmacos en el tratamiento de cancer.



1.2.2 Objetivos especificos

> Caracterizar térmica, Optica y morfolégicamente nanoparticulas de oro con geometria de

tetrdpodos para optimizar efectos térmicos inducidos por absorcidn de luz.

» Cargar el farmaco doxorrubicina (DOX) en nanogeles termosensibles cargados con nanobarras o

nanotetrapodos de oro previamente sintetizados.

» Caracterizar la eficiencia de liberacién y viabilidad de los nanogeles cargados en experimentos in

vitro empleando la linea celular NCI-H1437.

1.3 Estructura de la tesis

Esta tesis comprende cinco capitulos y estd organizada de la siguiente manera: En el Capitulo 1. se presenta
la introduccidn, hipdtesis, objetivos y estructura de la tesis. En el Capitulo 2. se describen los antecedentes
y estado del arte del proyecto; se presenta la informacidn relacionada al esparcimiento y absorcién de luz
por nanoparticulas metdlicas, el uso de nanoparticulas para el tratamiento del cancer, los nanogeles
termosensibles como sistemas de administracién de farmacos y el trabajo hecho previamente en el grupo
de investigacion. En el Capitulo 3. se muestra la metodologia experimental utilizada; de forma detallada
se explica el proceso de sintesis de nanoparticulas, el proceso de sintesis de nanogeles, el proceso de
cargado de nanoparticulas y farmaco en nanogeles termosensibles, las metodologias de caracterizacion
Optica, térmica y morfoldgica, los experimentos para estudiar la cinética de liberacidn del farmaco vy las
pruebas de viabilidad celular en la linea celular NCI H1437, entre otros. Los resultados obtenidos en este
trabajo y su discusion se describen en el Capitulo 4. Y finalmente, en el Capitulo 5. se presentan las

conclusiones de esta tesis y el trabajo propuesto a futuro.



Capitulo 2. Antecedentes

En este capitulo se describe la informacién y trabajos realizados que anteceden al presente proyecto de
tesis. En especifico, se describe el fendmeno de esparcimiento y absorciéon de luz por nanoparticulas
metalicas, sus efectos térmicos y sus aplicaciones biomédicas. También se mencionan los trabajos
relacionados al uso de nanogeles termosensibles para el transporte y administracién dirigida de farmacos,
los desarrollos relacionados con procesos de liberacién, caracterizacién y cargado de nanobarras de oro
en nanogeles. Finalmente, se describe de manera breve el trabajo hecho por nuestro grupo de

investigacion al respecto.

2.1 Esparcimiento y absorcion de luz por nanoparticulas metalicas

Cuando una onda electromagnética (luz) incide en una nanoparticula metdlica, de dimensiones menores
a la longitud de onda de la onda incidente (1 — 100 nm), los electrones de conduccién del metal perciben
un campo eléctrico oscilante que los desplaza de su posicién original haciéndolos oscilar de forma
coherente (Ver Figura 1). Esta oscilacidn coherente y colectiva de los electrones de la banda de conduccidn
en la nanoparticula que se genera en la interfaz metal/dieléctrico es lo que se conoce como plasmones de
superficie localizados (LSP, por sus siglas en inglés). Si la frecuencia de la onda incidente coincide con la
frecuencia de resonancia de la nube electrénica, se producen las llamadas resonancias de plasmones
superficiales localizados (LSPR). En la LSPR, los plasmones tienen dos mecanismos de decaimiento; el
esparcimiento (o decaimiento radiativo) y la absorcion (o decaimiento no radiativo) de luz. El
esparcimiento se produce debido a que los electrones desplazados forman un dipolo oscilante con la carga
positiva, este dipolo emite radiacién con la misma frecuencia de la luz incidente y que generalmente suele
usarse como mecanismo de contraste para aplicaciones de microscopia. En la absorcidn, parte de la
energia del movimiento de los electrones se transforma en calor debido a interacciones con la red
metadlica, en este proceso los fotones incidentes se convierten en fonones. El aumento de temperatura y
la disipacidn térmica inducida por la absorcién de la luz se produce de forma casi instantanea (100 ps a 10
ns), localizada y controlada, lo que permite inducir efectos térmicos localizados que se han usado en
aplicaciones como la terapia fototérmica para tratamiento del cancer y la liberacién controlada de
farmacos en regiones microscdpicas, que es justo la aplicacidn a la que se enfocan los objetivos de este

trabajo.



Onda de luz

Campo eléctrico
L

Figura 1: Esquema representativo de la interaccion del campo eléctrico con nanoparticulas metalicas y excitacion de
plasmones superficiales localizados.

Debido a que los LSPs se originan a partir del movimiento de los electrones de conduccién en las
nanoparticulas metalicas, la LSPR depende de caracteristicas intrinsecas de la nanoparticula como la
densidad de electrones, la masa efectiva de los electrones, las propiedades dieléctricas del medio
circundante, el tamafio y la geometria de la nanoparticula (Kim et al., 2019b). Existen varios metales que
presentan LSPRs intensas en distintos rangos del espectro electromagnético; sin embargo, para
aplicaciones bioldgicas es importante usar radiacion de longitudes de onda cuya absorcién en tejidos sea
baja y asi disminuir los dafios que se puedan causar a estos. Existen algunas regiones del espectro
electromagnético, denominadas ventanas bioldgicas, en las que la penetracién en tejidos blandos es
maxima debido a la baja absorcion/dispersion de la luz por la hemoglobina y el agua (Frangioni, 2003). En
este proyecto se propone trabajar con luz cuyas longitudes de onda estén dentro del rango espectral de

la primera ventana bioldgica (650 a 900 nm).

También es importante que el material del que se compone la nanoparticula no genere dafos innecesarios
al medio en el que se encuentra, es decir, que sea biocompatible. Aunque metales como el cobre, la plata
o el niquel presentan LSPRs en la primera ventana bioldgica, las nanoparticulas de oro han sido las mas
usadas en aplicaciones de terapia fototérmica debido a su alta eficiencia de conversién fototérmica, alta
estabilidad quimica y su reducida toxicidad en tejidos biolégicos. Adicionalmente, las nanoparticulas de
oro han sido o&ptimamente funcionalizadas con diversos ligandos biolégicos como el &cido
desoxirribonucleico (ADN), proteinas y anticuerpos para diversas aplicaciones bioldgicas (Venkatesan et
al., 2013). Existen diferentes geometrias de nanoparticulas de oro que presentan resonancias plasmonicas
en la primera ventana bioldgica, entre estas se destacan las nanoesferas, nanoplacas, nanocajas, y

nanobarras, entre otras. En la Figura 2 se presentan algunas de las geometrias tipicas de nanoparticulas
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de oro con resonancias en la primera ventana bioldgica. La eleccién para el uso de una u otra de estas
geometrias depende de la aplicacion especifica que se desee, pero en general para aplicaciones biolégicas
se busca que tengan grandes secciones transversales de absorcidn en la region del infrarrojo cercano (NIR),
facilidad de sintonizar su LSPR en la longitud de onda de interés, facil funcionalizacién, eficiencia y
reproducibilidad de su proceso de sintesis, estabilidad de conservaciéon de morfologia en el tiempo, rango
de tamafio apropiado y alta biocompatibilidad (Azzazy et al., 2012). En nuestro caso, ademas de las
caracteristicas mencionadas anteriormente, es necesario que la nanoparticula tenga un tamafno adecuado

para su cargado en nanogeles termosensibles con didmetros en el rango de 30 a 300 nm.
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Figura 2. Imagenes de microscopia electrénica de transmision (TEM) y LSPR de nanoparticulas de oro de diferentes
geometrias con resonancias plasmonicas en la primera ventana bioldgica: nanohexapodos (a), nanobarras (b),
nanocajas (c), nano-octapodos (d), nanotetrapodos (e) y nanocascaras (f); (imagenes obtenidas de (Chang et al.,
2018, 2019; Fay et al., 2015; Wang et al., 2008).

Particularmente, para la aplicacion en este proyecto se consideran nanoparticulas de oro con geometrias
de nanobarras (AuNRs) y nanotetrapodos (AuNTPs). Las nanobarras (o “nanorods”) han sido ampliamente
estudiadas, por lo que su método de sintesis y propiedades dpticas son bien conocidas. Las nanobarras de
oro se destacan por presentar dos resonancias plasmaénicas; una corresponde a su direccidn transversal y
la otra a la direccidon longitudinal. La resonancia correspondiente a la direccidon transversal cae
aproximadamente en 530 nm y es debida a la seccién circular de la nanoparticula. La resonancia

longitudinal corresponde a la direccién longitudinal de la nanoparticula y puede sintonizarse en el rango
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espectral de 650 — 1000 nm variando simplemente su razén de aspecto (longitud/didametro), como se ve
en la Figura 3. Las nanobarras también se han destacado sobre otras geometrias de nanoparticulas porque
su naturaleza permite una facil funcionalizacion quimica superficial, por su tamafio, morfologia vy
monodispersidad, ademds estas pueden ser monitoreadas con exactitud durante el proceso de sintesis
mejorando sus propiedades dpticas (Wang et al., 2008). Cabe mencionar que en el proceso de sintesis de
las nanobarras de oro se usa como surfactante el bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB), que ha sido
reportado como un componente altamente téxico(Grabinski et al., 2011). Es por eso que, para aplicaciones
bioldgicas, tras el proceso de sintesis, es necesario realizar un riguroso proceso de purificacién a las
nanobarras o incluso funcionalizarlas con algln polimero biocompatible. En nuestro proyecto, ademads de

ser purificadas, las nanobarras seran cargadas dentro de nanogeles altamente biocompatibles.
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Figura 3. Simulacion de espectros de absorcion de nanobarras de oro con diferentes razones de aspecto (a),
dependencia del maximo de absorbancia longitudinal del plasmdn en funcién de la razén de aspecto de la nanobarra
de oro. (Graficas tomadas de Nanodots et al., 1999) (b) y esquema representativo en el que se indica la longitud y
didmetro de la nanobarra de oro (c).

Por otro lado, a diferencia de las nanobarras, los nanotetrdpodos de oro son una geometria de
nanoparticula relativamente poco estudiada. Estos se caracterizan por tener resonancias plasmonicas
intensas y estrechas en la primera ventana bioldgica, alta eficiencia de conversién fototérmica, baja
citotoxicidad y facilidad para circular por a través del torrente sanguineo (Guerrero-Martinez et al., 2011,
Sultana et al., 2015; Wang et al., 2013). Sin embargo, la sintesis controlada de “los brazos” del tetrdpodo

ha sido dificil ya que el proceso de crecimiento rompe la simetria de los cristales cubicos del centro de la
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cara (Wu et al., 2009). Por esta razén es complicado sintetizar los brazos (y por ende los nanotetrdapodos
con repetitividad) de manera controlada en términos de numero, tamafo y disposiciéon espacial. La
dificultad en la sintesis de nanotetrapodos es un factor importante ya que, al igual que con las nanobarras,
su resonancia plasmodnica depende de su razén de aspecto (ver Figura 4 ). Como salida a esta dificultad,
recientemente se presentd un método de crecimiento mediado por semillas que se basa en un delicado
control cinético de las tasas de deposicion y difusién de los atomos, para asi sintetizar AuNTPs
monodispersos con cuatro brazos alargados en cuatro direcciones (110) (Chang et al., 2019). Otra
dificultad que ha restringido el uso de este tipo de nanoparticulas en aplicaciones practicas es la
inestabilidad de los brazos del nanotetrapodo. Se ha demostrado que tras pocas horas de su sintesis, los
brazos tienden a colapsar dando como resultado cambios rdpidos en la morfologia de la nanoparticula 'y
por consecuencia en la LSPR (Chandra et al., 2017). Como solucion a dicho problema, Chang et al., 2019,
propone un método de estabilizacion usando monometoxi- poli(etilenglicol)-tiol (MPEG-H) que se logra
formando enlaces de Au-S. Tras este proceso de estabilizacidn se reporta que los nanotetrapodos mejoran
significativamente su estabilidad, mostrando pocos cambios en su resonancia plasmodnica durante

aproximadamente un mes.
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Figura 4. Simulaciéon FDTD de nanotetrapodos de oro (AuNTPs) con diferentes relaciones de aspecto (longitud del
brazo/diametro del brazo). Imagen tomada de (Chang et al., 2019).

2.2 Uso de nanoparticulas metalicas para el tratamiento del cancer

En las ultimas décadas se ha logrado un progreso notable en la aplicacidn de nanoparticulas metalicas para
el tratamiento del cancer. Esto ha despertado un interés cada vez mayor que radica en la posibilidad de

aplicarlas para resolver problemas asociados a la aplicacidn directa de farmacos o la cirugia de extraccion
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tumoral que se usan tradicionalmente para tratar esta enfermedad. La aplicacién directa de farmacos o
quimioterapia tiene como desventajas que algunos cuerpos pueden generar resistencia a los
medicamentos, ademas de la falta de capacidad de focalizacién del tratamiento, asi como la distribucién
inespecifica de farmacos y la toxicidad sistémica. Por su parte, la cirugia de extraccién solo se puede aplicar
en tumores sélidos de pacientes en etapas tempranas y las cirugias suelen ser dolorosas y de lenta

recuperacion.

Entre los avances mas importantes del uso de nanoparticulas para tratar el cancer, se destaca la terapia
fototérmica y la funcionalizacién de la superficie de nanoparticulas para usarlas como vehiculos de
administracién controlada de farmacos. En la terapia fototérmica se aprovecha la absorcién y disipacion
de calor que se produce debido a las LSPR de nanoparticulas para aumentar la temperatura de la zona
tumoral hasta llegar a la muerte de las células cancerigenas por hipertermia; lo que promete una minima
invasividad y baja toxicidad. En cuanto a la funcionalizaciéon de nanoparticulas, se ha logrado agregar
ligandos (péptidos, anticuerpos o acidos nucleicos) a la superficie de la nanoparticula para atacar
especificamente determinadas células cancerosas; también se han logrado adherir fdrmacos a la superficie
de la nanoestructura aumentando su tiempo de circulacidon en sangre y mejorando su administracion
(Venkatesan et al., 2013). Los actuales estudios estan enfocados en combinar la terapia fototérmica con
la quimioterapia, asi como el uso de vehiculos adecuados que permitan la administracién y liberacién

controlada de farmacos en tiempo manejable y dosis precisas.

2.3 Nanogeles como sistemas de administracion dirigida de farmacos

Uno de los fdrmacos mds usados para el tratamiento del cancer es la doxorrubicina, un fdrmaco altamente
eficiente para tratar sarcomas de tejidos suaves, cancer de vejiga, de seno, testicular, de ovario, gastrico
y de pulmodn. Sin embargo, si es suministrada via intravenosa, esta suele acumularse en tejidos y érganos
como intestinos, higado, rifién, vaso, pulmdn y corazén, ocasionando importantes efectos secundarios
entre los que destacan la mielosupresion y la cardiotoxicidad (Cai et al., 2019; Unverferth et al., 1982). Por
esta razén, suele suministrarse encapsulada en liposomas pegilados (lo que se conoce comercialmente
como Doxil), que le brindan un mayor tiempo de circulacion en el torrente sanguineo hasta acumularse en
tumores cancerigenos por el efecto EPR. Aunque el uso del Doxil disminuye los efectos secundarios que se
presentarian al usar DOX libre, la Doxil ha mostrado signos de resistencia farmacoldgica y tiene alto costo

con respecto a la DOX libre. Con el fin de suministrar de forma eficiente farmacos como éste, es importante



12

encontrar alternativas de vehiculos o nanoportadores capaces de mejorar el transporte, distribucion y

liberacion controlada y localizada en la zona tumoral.

En esta busqueda, se ha considerado la posibilidad de usar el efecto térmico inducido por la absorcién de
las resonancias plasménicas de nanoparticulas metalicas como una llave que active y desactive la
liberacion de farmacos mediante nanoportadores basados en polimeros termosensibles. Entre las
opciones de nanoportadores se destacan las micelas poliméricas, liposomas e hidrogeles (Lee and Nguyen,
2013; Priya James et al., 2014). Los parametros mas importantes a tener en cuenta para elegir un
nanoportador son: su composicién, tamaino y forma. Variando su composicién es posible cambiar sus
propiedades fisicas y quimicas ante estimulos externos tales como campos magnéticos, cambios de
temperatura o cambios de pH. El tamafio y la forma influyen en los procesos de cargado, liberacion y

estabilidad en experimentos in vitro e in vivo.

Los nanogeles se destacan, entre estas opciones, por tener una buena estabilidad quimica en un amplio
intervalo de temperaturas y un alto volumen para cargado de farmacos y/o nanoparticulas.

Particularmente, los nanogeles usados en este proyecto se componen por un nucleo formado por el

polimero termosensible poli(N-vinilcaprolactama) (PNVCL) y por el copolimero con N-vinilpirrolidona (VP)
y una coraza altamente biocompatible compuesta de cadenas de metacrilato de poli (etilenglicol)
metiléter (PEGMA) que sobresalen del nucleo. La alta biocompatibilidad del PEGMA les permitiria transitar
por el torrente sanguineo sin ser detectados por el sistema inmune de tal forma que puedan llegar al
tumor cancerigeno mediante una funcionalizacion adecuada o aprovechando el efecto EPR. La
termosensibilidad de los polimeros que componen el nanogel hace que a temperaturas mayores a una
determinada “temperatura de transicién (Tr,)”, los polimeros rompan los enlaces que tienen con el
hidrégeno del agua y se dé una interaccion Unicamente de polimero — polimero, haciendo que el nanogel
se contraiga y libere todo toda el agua liquida que tenga en su interior. A temperaturas inferiores a su
temperatura de transicién el nanogel favorece los enlaces de hidrégeno y la interaccidn predominante en
el nucleo es de tipo polimero — hidrégeno, esto quiere decir que el nanogel se hincha absorbiendo agua y
tiene la propiedad de almacenar agua o farmaco en su interior. Debido a que los polimeros se unen entre
si mediante enlaces covalentes el proceso es completamente reversible, por lo que el proceso de hincharse
y contraerse se puede repetir cuantas veces se desee (Gonzalez-Ayon et al., 2015). La forma de activar el
proceso de liberacién de forma controlada es mediante el aumento de temperatura, lo cual se puede
conseguir al irradiar las nanoparticulas que estén al interior del nanogel con una longitud de onda que
coincida con su resonancia plasmadnica. Un esquema representativo del mecanismo de accién propuesto

se muestra en la Figura 5.
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Figura 5. Esquema representativo del mecanismo de liberacion controlada de farmacos propuesto en este proyecto.

2.4 Trabajo hecho previamente en el grupo de investigacion

El desarrollo de este proyecto de investigacién se enmarca en una colaboracion interinstitucional (CICESE
e Instituto Tecnoldgico de Tijuana) que tiene como objetivo principal la realizacidon de experimentos que
contribuyan al desarrollo de técnicas de administracion dirigida de farmacos en el tratamiento de cancer.
En el marco de esta colaboracién, se han sintetizado nanobarras de oro con resonancias plasmdnicas en
la primera ventana bioldgica y se realizaron estudios de cargado y liberacion in-vitro de farmaco en
polimerosomas termosensibles (DiazDuarte-Rodriguez et al., 2019). Los resultados de estas pruebas
arrojaron que los polimerosomas usados fueron toxicos y que la concentracién de nanoparticulas cargadas
fue insuficiente para obtener la respuesta térmica necesaria para generar la muerte celular. Como solucién
a este problema, se propuso usar nanogeles biocompatibles en lugar de polimerosomas y aumentar la
concentracién de nanobarras en los nanogeles. Posteriormente, se realizd la sintesis y caracterizacién de
la eficiencia térmica inducida por la absorcién de luz de nanobarras de oro con LSPR alrededor de 805 nm
a diferentes concentraciones. Ademas, se realizaron pruebas de encapsulado de estas nanoparticulas en
nanogeles termosensibles y se caracterizd el efecto térmico de estos sistemas cargados inducido también
por la absorcion de luz (Gonzalez-Ayén et al., 2015; Ortega Salazar, 2021). Como continuacion del trabajo
previamente realizado y siguiendo la misma directriz, en este proyecto de tesis se propone realizar el
cargado del farmaco DOX en los nanogeles que han sido previamente cargados con las nanoparticulas de
oro y evaluar, tanto su eficiencia de liberacién debido al efecto térmico inducido por absorcién de luz,
como su viabilidad en una linea celular. Adicionalmente, se propone la caracterizacidon termo-dptica de
nanoparticulas de oro en forma de tetrapodos (previamente sintetizadas) con LSPR alrededor de 800 nm

en vias de optimizar los efectos térmicos que hasta ahora se han logrado con las nanobarras. Debido a la
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simetria de los cuatro “brazos” de los nanotetrapodos, se espera que su eficiencia térmica sea mayor con
respecto a la obtenida con las nanobarras, esto debido a que en las primeras es mas probable que se
ilumine de manera mas eficiente la misma seccién transversal, no asi en las nanobarras en donde su
orientacién (principalmente en solucidn coloidal) es aleatoria y que dificilmente coincide con la direccion

de la polarizacién.
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Capitulo 3. Metodologia

En este capitulo se presentan los métodos experimentales usados para el desarrollo del presente proyecto.
En especifico, se describe la sintesis y caracterizacion de muestras, se da una descripcion detallada de los
procesos de cargado de nanogeles, estudios de cinética de liberacién de farmaco y pruebas de

citotoxicidad en células.

3.1 Meétodo de sintesis de nanoparticulas

Para la sintesis de nanobarras y nanotetrapodos de oro se usé el método quimico denominado crecimiento
mediado por semillas (Chang et al., 2019; Nikoobakht and El-Sayed, 2003). Este método consta de dos
etapas: en la primera se realiza la reduccidn quimica del agente precursor de semillas de oro que es el
acido clorodurico (HAuCl,) usando borohidruro de sodio (NaBH,) como agente reductor y bromuro de
hexadeciltrimetilamonio (CTAB) como estabilizante, esta reducciéon quimica permite la formacion de
nanoparticulas de oro de aproximadamente 2 nm denominadas “semillas”. La segunda etapa consiste en
el uso de una solucién de crecimiento que promueve la atraccidon de semillas en ciertas direcciones
cristalograficas, favoreciendo asi el crecimiento en una direccidon preferencial de las mismas. A
continuacién, se describe a detalle el procedimiento para la sintesis de nanobarras y nanotetrapodos de
oro. Es importante mencionar que el proceso de sintesis de nanoparticulas fue realizado por Jesus Eduardo
Marquez Castro y Mirian Angelene Gonzalez Ayén en el marco de la colaboracidn cientifica que se tiene

con el grupo de polimeros del Instituto Tecnoldgico de Tijuana (ITT).

3.1.1 Sintesis de nanobarras de oro (AuNRs)

Para preparar la solucién de semillas de nanobarras se mezclé CTAB (7.5 mL, 0.1 M) con HAuCl,
(5 mL, 5 mM) en un vaso de precipitado y se dejo en agitacion durante 10 minutos. Posteriormente, se
agregé el agente reductor NaBH, (0.6 mL, 600 uM) y se dejé en agitacion 30 min a una temperatura

constante de 25°C (Figura 6a).

Para la solucion de crecimiento se mezcld CTAB (100 mL, 0.1 M) con HAuCl, (5mL,10 mM).

Posteriormente, se agrego nitrato de plata (AgN 03,1 mL, 10 mM) y &cido sulfurico (H,S0,,1 mL, 1 M)
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y se dejo en agitacion constante (125 RPM) en bafio de aceite a 30°C durante 30 min. Después de esto, se
agregd acido ascoérbico (A4, 0.8 mL, 100 mM) y justo en ese instante la mezcla pasé de una coloracién

ambar a un tono incoloro (Figura 6b).

Finalmente se afiadieron 250 uL de la solucidn de semillas a la solucion de crecimiento y la mezcla final se
mantuvo en agitaciéon constante a 200 RPM durante 6 horas (Figura 6c). Este proceso ha sido reportado
por Liu et al., 2014, es una variacion del reportado por Nikoobakht and El-Sayed, 2003 y también fue usado

por DiazDuarte-Rodriguez et al. 2019 y Ortega Salazar, 2021.

Con el fin de retirar la mayor cantidad posible de surfactante (CTAB) de la solucidn final de nanobarras
fue necesario realizar un proceso de purificacidon. Este proceso consiste en llevar a cabo dos ciclos de
centrifugado: el primero se realizé a 10000 RPM durante 30 minutos y el segundo a 6000 RPM durante
15 minutos. Al terminar cada ciclo de centrifugado se extrajo el sobrenadante con una micropipeta y se
redispersd el sedimento en agua destilada. Después del proceso de purificacion la solucién tomd una

coloracidn rojiza y se almacend a temperatura ambiente para su caracterizacidén posterior.

3.1.2 Sintesis de nanotetrapodos de oro (AuNTPs)

La sintesis de nanotetrdpodos se realizd mediante un método de crecimiento mediado por semillas, similar
al método usado para la sintesis de nanobarras descrito previamente en la seccién (3.1.1). La solucion de
semillas se preparé mezclando CTAB (3.5 mL, 0.14 M) con HAuCl, (0.125 mL,15 mM) y NaBH,
(0.5 mL, 10 mM). Esta mezcla se agité durante 20 min manteniéndose a una temperatura constante de
25°C. Posteriormente, la solucion de semillas se agregé en un vial de vidrio de 20 mL con hidréxido de
sodio (NaOH, 60uL) y agua desionizada (H,0, 6.0 mL); conformando la solucién A. Seguido a esto, se
prepard la solucion B que actué como solucidn de crecimiento. Esta consta de CTAB (3.0 mL, 0.10 M),
HAuCl, (0.38 mL, 15 mM), hexametilentetramina (HMT, 3.0 mL, 0.10 mM)), acido
ascorbico (A4, 1.0 mL, 10 mM) y agua desionizada (0.62 mL). Se mezclé la solucidn A con la solucién B,
agitandose constantemente y manteniéndose a una temperatura de 25 °C durante 5 min. Pasado este
tiempo, la solucién tomd una coloracién azulada oscura, lo que sugiere la formacidn completa de
nanotetrapodos. Este proceso que se esquematiza en la Figura 7 fue reportado en (Nikoobakht and El-

Sayed, 2003) y realizado por Jesus Eduardo Marquez en el ITT (Marquez-Castro, 2022).
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a. Solucion de semillas de oro:
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Figura 6. Esquema representativo del proceso de sintesis de nanobarras de oro. Solucién de semillas (a), solucion de
crecimiento (b) y crecimiento de semillas (c).
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Figura 7. Esquema representativo del proceso de sintesis de nanotetrapodos de oro. Solucidn de semillas (a), solucion
Ay solucion de crecimiento (b).

3.2 Sintesis de nanogeles

Los nanogeles usados en este proyecto son nanogeles termosensibles del tipo nucleo-coraza, sintetizados
mediante el método de copolimerizacidn en emulsién sin tensoactivos. El nucleo entrecruzado estd
formado por el polimero termosensible PNVCL y por el copolimero con VP. La coraza se compone por
cadenas altamente biocompatibles de PEGMA que emanan del nucleo. Estos polimeros se unen entre si
mediante enlaces covalentes que le brindan al nanogel una alta estabilidad para hincharse (cargando
farmaco y nanoparticulas) y comprimirse (liberando farmaco) al variar su temperatura. La temperatura a
la que se da la maxima compresion del nanogel es llamada temperatura de transicion (T¢,) y es
dependiente del contenido de VP en el copolimero. En especifico, el nanogel usado en este proyecto tiene
una temperatura de transicién de 38.5°C, una relacién masica de 55:12:40 de PNVCL:VP:PEGMA y un

didmetro hidrodinamico de entre 30 y 200 nm.
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El proceso de sintesis ha sido reportado en (Gonzdlez-Ayodn et al., 2015). De manera breve, consiste en un
proceso quimico que favorece el entrecruzamiento de los mondmeros NVCL, VP y PEGMA mediante la
accion del iniciador térmico APS (persultato de amonio) y el entrecruzante EGDMA (dimetacrilato de
etilenglicol). Para sintetizar este tipo de nanogeles se mezcla NVCL, VP, PEGMA y EGDMA en un matraz
con agua destilada. Esta mezcla de reaccién se burbujea con nitrégeno durante 30 minutos, se sella el
matraz y se deja en burbujeo lento durante 30 minutos mds. Posteriormente, se deja en un bafio de aceite
mineral a 85°C hasta que el matraz alcanza el equilibrio térmico con el bafio. A esta temperatura se
adiciona el iniciador APS disuelto en agua desionizada y se deja reposar durante 30 minutos mas. El
proceso debe realizarse a una temperatura controlada de 85°C, pues a esta temperatura el mondmetro
de NVCL es hidréfobo y forma pequefias gotas en solucién de agua que son estabilizadas por el polimero
de PEGMA. En este punto el entrecruzante viaja al interior de la parte hidréfoba y reacciona con la NVCL
formando la red de polimeros. Al finalizar el tiempo de reaccién, el matraz se retira del bafio de aceite y

se coloca en agua fria (T~5°C) para detener la reaccion quimica.

Normalmente, al finalizar la reacciéon quimica quedan restos del iniciador inactivo o mondmeros que no
alcanzan a reaccionar. Para separar estos restos del material de interés, el sistema pasa por un proceso de
purificacién mediante el método de didlisis. Finalmente, los nanogeles son congelados vy liofilizados para

trabajar con ellos en polvo.

3.3 Caracterizacion optica

Para caracterizar 6pticamente nanoparticulas en solucion coloidal es necesario conocer la potencia de luz
incidente y las pérdidas asociadas a absorcion y/o esparcimiento en el intervalo espectral de interés. Esta
informacidn se adquiere a partir de un breve tratamiento matematico a los datos experimentales de
transmitancia y reflectancia (difusa y direccional) que pueden obtenerse mediante el arreglo experimental
gue usa una esfera integradora (Figura 8), o mediante el espectrometro ultravioleta-visible (UV-VIS) que
se describe en la seccion 3.3.2. En el desarrollo de esta tesis se usé un arreglo u otro por facilidad en el

traslado de las muestras.

3.3.1 Caracterizaciéon dptica mediante esfera integradora

Como se ve en la Figura 8 este arreglo consiste en un haz de luz emitido por una lampara haldgena de

xendn (USHIO FDS 24V 150W) colimado (lente 1, L1, f; = 5 cm) y enfocado (lente 2, L2, f, = 15 cm) justo
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a la entrada de un espectrémetro (Ocean Optics 4000, UV-VIS). En el camino del haz entre las lentes y el
detector se ubica la cubeta de cuarzo que contiene la solucién de nanoparticulas y, seguida a esta, una
esfera integradora (ISP-50-8-R-GT de 50mm de diametro). La esfera integradora es un dispositivo éptico,
esférico y hueco cuyo interior se compone de un material altamente reflectante que permite colectar la
luz esparcida y homogeneizar el campo dentro de ella. Contiene un orificio en la parte frontal en el que se
ubica la muestra, un orificio en la parte trasera y un puerto conector a fibra éptica que se pueden habilitar

o deshabilitar seguin se desee obtener informacién de absorbancia o atenuancia.

a) Atenuancia

Salida a
fibra dptica
Diafragma
I Lente 2
. ‘ Espectrometro
Lampara Lente 1
Esfera Integradora
b) Absorbancia
Salida a Fibra dptica
fibra 6ptica
Diafragma
I & Lente 2
I . Espectrometro
Lampara Lente 1

Esfera Integradora

Figura 8. Esquema del arreglo para caracterizacidn dptica mediante esfera integradora. Configuracién de atenuancia
(a) y configuracion de absorbancia (b).

En configuracidn de atenuancia (Figura 8a), la esfera integradora permite el paso directo de la luz que se
transmite de la muestra al espectrometro y no interfiere en la medicidn. Para esto se abre el orificio de la
parte frontal y el orificio de la parte trasera, justo antes del primer orificio se ubica la cubeta con
nanoparticulas y justo después del segundo orificio se ubica el espectrdmetro. Se mide la potencia en
ausencia de la muestra (Py) y la potencia que se transmite en presencia de la muestra (P,,). La resta de la
potencia transmitida y el incidente nos brinda una medida de las pérdidas por extincién (ocasionadas por

la absorcion y el esparcimiento). La transmitancia asociada a la extincidon se obtiene normalizando la
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potencia transmitida sobre la incidente (T, = P,,/Py) y la atenuancia queda definida como (Verhoeven,

1996):

D = —log(T,) (1)

Para la configuracién de absorbancia (Figura 8b) es necesario cerrar el orificio de la parte trasera de la
esfera integradora y dejar habilitados Unicamente el orificio de la parte frontal y el puerto conector a fibra
Optica. De esta forma toda la luz que atraviesa la muestra (tanto la luz esparcida hacia adelante como la
luz que pasa sin perturbarse) es colectada por la fibra que va al espectrédmetro y podemos conocer la
cantidad de luz absorbida por la muestra. Para el caso de nanoparticulas cuyos tamafos sean inferiores a

la longitud de onda, el esparcimiento es minimo y la absorbancia se puede aproximar como:

A = —log(Ty), (2)
donde T, es el cociente de la potencia medida en presencia de la muestra y la potencia incidente sin

muestra o potencia de referencia.

3.3.2 Espectrometro UV-VIS

El espectrofotometro usado en este proyecto es un modelo UV-VIS Cary 100. Este tipo de
espectrofotometro usa una fuente que emite luz desde la regidn del ultravioleta hasta el visible (190 — 900
nm) del espectro electromagnético. El haz emitido es separado por un monocromador que permite
seleccionar una longitud de onda determinada que pasa por un divisor de haz para obtener un haz de
referencia y un haz que ird directamente a la muestra. De esta forma se mide la referencia/blanco y
muestra al mismo tiempo, lo que permite corregir cualquier fluctuacién del instrumento en tiempo real.
Posteriormente, mide la luz atenuada por la muestra y el blanco de referencia en cada longitud de onda
mediante un detector éptico. Este equipo, al igual que el arreglo éptico con esfera integradora, se basa en
la ley de Beer-Lambert que relaciona directamente la absorbancia con la concentracién de determinada

sustancia, la longitud del medio y una constante de proporcionalidad (coeficiente de absorcién molar).

Mediante esta técnica fueron obtenidos los espectros de absorbancia de las nanoparticulas antes y
después de los procesos de estabilizacion y purificacién, con el fin de determinar la longitud de onda a la
que presentan resonancia de plasmén localizado. También se analizé la absorbancia de diferentes

concentraciones de doxorrubicina disuelta en solucién de fosfatos (pH 7.4) con el fin de obtener una
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relacidn directa entre estos dos parametros. La anterior relacion fue util para conocer la concentracién de
farmaco liberado en las pruebas in vitro (descripcién detallada en la Seccién 4.2.4) a partir de los cambios

del espectro de absorcidn.

3.4 Caracterizacion térmica

La caracterizacion térmica consiste en cuantificar el aumento de temperatura de la solucién de
nanoparticulas en funcién del tiempo de irradiacion, el diagrama de este arreglo experimental se muestra
en la Figura 9. El arreglo consta de un diodo laser (CNI, MDL-11-785 — 500 mW) con salida a fibra éptica de
785 nm y potencia variable de 0 a 500 mW. A la salida de la fibra se acopla un sistema dptico que consiste
en una lente de colimacién (Thorlabs, F240SMA-780) y una lente de enfoque asférica (Thorlabs, A397TM-
B); a su vez, este sistema dptico se coloca sobre un sistema de traslacion micrométrica xyz que permite
mover la posicion del haz de salida. La muestra a caracterizar se deposita dentro de una cubeta de cuarzo
(CV10Q35F) de 3500 pL la cual se ubica justo a la salida del haz laser. Para medir el aumento de
temperatura se usa un termdémetro comercial (RDXL4SD 4-Channel Datalogger Thermometer) cuyos
termopares se sumergen en la muestra a caracterizar y se posicionan aproximadamente a 5 mm del haz

laser.
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Figura 9. Esquema representativo del arreglo experimental usado para la caracterizacion térmica.
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El proceso de adquisicién de datos consistié en encender el diodo laser y aumentar la potencia del mismo
gradualmente hasta obtener la potencia deseada. Mientras se estabilizaba el laser, el haz fue bloqueado
con una tarjeta con el fin de que no incidiera en la soluciéon de nanoparticulas. Pasado el tiempo de
estabilizacidn, se desbloqued el haz permitiendo que incidiera en la solucidon con nanoparticulas mientras
se tomaba el tiempo de medicién con el crondmetro y, el termopar ubicado dentro de la solucidon
cuantificaba los cambios de temperatura promedio. Al terminar el tiempo de medicién se bloqued el haz
para disminuir gradualmente la potencia del laser y finalmente se apagé. Se tomaron datos 30 s después
de la medicion con el fin de evidenciar directamente que el aumento de temperatura se relacionara
Unicamente con la irradiacién laser. Finalmente, se extrajeron los datos de temperatura en funcién del
tiempo mediante una tarjeta SD y se depuraron quitando la informacién de temperatura relacionada al

tiempo en que el haz estuvo bloqueado.

3.5 Caracterizacion morfolégica

La caracterizacién morfoldgica se realizé mediante microscopia electrénica de transmisién (TEM, por sus
siglas en inglés) y mediante dispersion de luz dinamica (DLS, por sus siglas en inglés). A continuacidn, se

describen con detalle cada uno de estos métodos de caracterizacion.

3.5.1 Caracterizacién morfoldgica via TEM

La caracterizacion morfoldgica de las nanoparticulas y de los nanogeles termosensibles cargados se realizd
mediante microscopia TEM. Se usé un microscopio TEM H7500 (Hitachi Co. Ltd., Tokyo Japan) operando
en un voltaje de aceleracidn de alrededor de 80kV. Este microscopio permite obtener imagenes nitidas de
objetos con dimensiones menores a la longitud de onda de la luz visible, para esto usa un haz de electrones
con un voltaje lo suficientemente alto que permite atravesar la muestra a analizar. La emision se produce
mediante un filamento de tungsteno que es calentado hasta que los electrones de los orbitales mas lejanos
al nucleo adquieren la energia suficiente para liberarse de sus atomos. Posteriormente, el haz es focalizado
mediante un arreglo de lentes electromagnéticas, que también redirigen su trayectoria y angulo de
incidencia sobre la muestra. Dependiendo del grosor y tipo de &tomos que conformen la muestra, algunos
electrones son desviados y otros logran atravesarla. Los electrones capaces de atravesar e interaccionar
con la muestra son colectados en una pantalla fluorescente en la que se observa los puntos de incidencia

del haz. Finalmente, se usé un computador para complementar la visualizacién y almacenamiento de
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informacidn. El microscopio TEM cuenta con sistemas de refrigeracion debido a las altas temperaturas que
se generan en algunos procesos y para facilitar el flujo de electrones y evitar contaminacién de las

muestras la cdmara principal del TEM debe estar sellada al vacio.

El haz de electrones solo puede interaccionar de manera efectiva con muestras delgadas y compuestas de
algun material conductor. Por esta razén todas las muestras deben ser debidamente preparadas antes de
su andlisis. Las nanoparticulas metdlicas que se caracterizaron en este proyecto, se manejaron en solucion.
Se tomd 0.1 uL de la muestra, se ubicd sobre una “rejilla de cobre del 75” recubierta con una capa delgada
de carbdn y se retird el exceso de material. El proceso para las muestras de nanogeles es similar al de las
nanoparticulas metalicas, con la diferencia de que a las muestras compuestas de polimeros (nanogeles, en
nuestro caso) es necesario recubrirlas con una gota de acetato de uranilo al 4% para que los electrones
incidentes tengan un material con electrones libres con el que interaccionar. A este proceso se le llama

“tincidn”, cabe mencionar que a las muestras compuestas de materiales conductores no lo requiren.

3.5.2 Caracterizacion via DLS

La dispersién de luz dindmica es un método estadistico no invasivo que sirve para medir la distribucién de
tamafios de moléculas y particulas con dimensiones de hasta 1 nm. El método consiste en hacer incidir luz
en la solucién o muestra, medir fluctuaciones en intensidad causadas por la interferencia de la luz
dispersada por cada particula y a partir de esto determinar su diametro hidrodindmico. Si las particulas
estuvieran inmdviles se obtendria un valor de intensidad de luz dispersada constante, pero lo que se
obtiene es que la intensidad de luz dispersada varia en el tiempo. Esta fluctuacién en la intensidad de luz
esta relacionada con el movimiento aleatorio que tienen las particulas al interaccionar entre ellas mismas
o con moléculas de agua (movimiento Browniano). Y a su vez, la rapidez de este movimiento depende
directamente del tamafo de la particula, entre mas pequeiias mds rapidamente se mueven. A los datos
de dispersidn de luz en el tiempo se les hace una autocorrelacién; una correlacion rapida esta relacionada
con particulas pequefias y, una correlacion larga con particulas mas grandes. A partir de esto es posible
calcular el coeficiente de difusion traslacional y mediante la ecuacidn de Stokes — Einstein calcular el valor
del diametro hidrodindmico, que en realidad es el valor del didmetro de una particula esférica que se

difunde al mismo ritmo que la particula que se esta caracterizando.

Mediante esta técnica se estimaron los didmetros de las nanoparticulas y los nanogeles termosensibles

antes y después del proceso de cargado. El equipo que se uso fue el Zetasizer Nano-ZS ZEN3690 (Malvern
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Instruments) con un ladser de longitud de onda de 633 nm y un angulo de 90°. Este mismo equipo se usé
para determinar la temperatura de transicidn de los nanogeles con un barrido de calentamiento de 2°C/5

min en un intervalo de 25 a 50 °C.

3.6 Cargado de doxorrubicina (DOX) en nanogeles termosensibles

Usando una relacidon farmaco - nanogel de 1:2 se disolvieron 38 mg de DOX y 76 mg de nanogel
(NVCL:VP:PEG) en 19 mL de agua destilada, el sistema se dejé en agitacidon constante durante 48 h.
Transcurrido este tiempo, se elimind el farmaco residual mediante el proceso de didlisis. Para esto se
deposito la solucién en una membrana con peso molecular limite (MWCO, por sus siglas en inglés) de 12
a 14 Kilodaltons (KDa), que a su vez fue puesta dentro de un vaso de precipitado con 300 mL de agua
destilada y se dejé en agitacion durante 3 horas. Después de 1.5 h. de agitacion se realizd un cambio de
agua y se dejé nuevamente en agitacion para cumplir el tiempo deseado. La solucién que quedd tras el
proceso de didlisis fue congelada para su posterior liofilizacién. En el proceso de liofilizacion se extrajo el
agua del material congelado mediante la sublimacién del hielo a presion reducida, dejando Unicamente el
nanogel cargado con farmaco. El proceso de cargado de DOX en nanogeles (asi como el de

DOX+nanoparticulas, que se describe en la siguiente seccidn) se esquematiza en la Figura 10.
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Figura 10. Esquema representativo del proceso de cargado de nanoparticulas y doxorrubicina en nanogel (b) y
doxorrubicina en nanogel (a).
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Para cuantificar el contenido de doxorrubicina en los nanogeles se disolvié 1 mg del material en 3 mL de
solucidn de fosfatos PBS (pH 7.4), se obtuvo el espectro de absorbancia mediante espectroscopia UV-VIS
y se tradujo el valor de maxima absorbancia en un valor de concentracion de farmaco. Para esto se realizd
una gréfica de calibracion que relaciona la concentracidn del fdrmaco con su maximo valor en el espectro

absorbancia, que resultd ser en 481 nm como se muestra en la seccidn de resultados (seccién 4.2.4).

El porcentaje de DOX cargado en el nanogel se obtuvo a partir de la ecuacion:

Cpox * V, 3
% DOXcargada = Dox ~— "PBS % 100. 3)

mnanogel+DOX+AuNRDs

Mientras que la eficiencia del proceso de cargado se estimé mediante:

(4)

Cpox * Vpps .

%Eficiencia = 100

Mpox
donde Cppyx es la concentracion de doxorrubicina determinada a partir del espectro de absorcién, Vpgs es
el volumen de liquido (PBS) utilizado en la medicion por UV visible, My 4n0ge1+pox+aunrs €S 12 masa del
nanogel puesto en la solucidn de PBS y mpox es la masa de doxorrubicina en la soluciéon de PBS si se

hubiera cargado la totalidad del material.

3.7 Cargado simultaneo de doxorrubicina y nanoparticulas en nanogeles

termosensibles

En un trabajo de maestria previo (Ortega Salazar 2021), se exploraron dos métodos de cargado de
nanoparticulas en este tipo de nanogeles; el primer método (M1) consistié en utilizar los nanogeles en
solido y las nanobarras en solucién, en el segundo método (M2) se utilizaron los nanogeles en solucién y
las nanobarras en sélido. La conclusiéon de este proceso es que el método de cargado M1 es mas eficiente
que el método M2 ya que el usar nanoparticulas en sélido implica pasarlas por un proceso de liofilizacion
que hace que se produzcan cumulos, evitando un cargado de nanoparticulas monodisperso que si se
obtiene con el método M1. Por esta razén el proceso de cargado simultdneo de doxorrubicina y
nanoparticulas en nanogeles fue similar al proceso de cargado de doxorrubicina en nanogeles, la Unica
diferencia en el proceso es que, en lugar de usar agua destilada, se usé una solucién de nanoparticulas con

una concentracidn aproximada de 0.25 mg/mL (ver Figura 10b).
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La estimacion del porcentaje de cargado y eficiencia de farmaco en nanogeles se hizo de la misma forma
que se describiod en la seccién anterior. Para conocer el porcentaje de cargado de nanobarras se realizaron
analisis termogavimétricos, comparando el porcentaje de residuo del TGA de los nanogeles antes y

después del proceso de cargado con nanobarras.

3.8 Pruebas de cinética de liberacion de doxorrubicina

Las pruebas de liberacidn de farmaco in vitro de nanogeles con y sin nanoparticulas de oro se realizaron
en un bafio térmico a 37°C y diluyendo los nanogeles cargados en una solucién “Buffer” de fosfatos con
un pH 7.4 (solucidén amortiguadora) para simular las condiciones bioldgicas de la aplicacion deseada. El
estudio se centré en observar la aceleracién en el proceso de liberacién del fdrmaco debido al aumento
de temperatura producido por la absorcion de las resonancias plasmadnicas. Para esto se trabajé con seis

sistemas que se describen a detalle en la seccidn de resultados (seccidn 4.3).

Para empezar el proceso de liberacién controlada, se dispersaron 4 mg del sistema a usar en 5 mL de
solucién amortiguadora (PBS 7.4) y se colocé la dispersion dentro de una bolsa de didlisis Spectra/Por7
con MWCO de 15 kDa y un didmetro de 29 mm. Esta bolsa se ubicé dentro de un frasco de vidrio color
ambar (para que la luz no degrade el farmaco) con 200 mL de solucién amortiguadora y se puso en
agitacién oscilatoria a 70 oscilaciones por minuto durante 1 hora a una temperatura constante de 37°C.
Este proceso se realizé para cada uno de los sistemas por lo que dentro del bafio térmico se tenian cuatro
frascos. Pasado este tiempo de estabilizacidn, se destapd cada uno de los frascos y se irradié directamente
sobre la bolsa de didlisis con el laser con una longitud de onda de 785 nm a una potencia de 500 mW
(irradiancia de 13.15 W/cm?) de durante el tiempo determinado para cada sistema. Se dejé estabilizando
dentro del bafo térmico a 37°Cy 70 RPM durante 1 hora para que el fdrmaco liberado se dispersara en la
solucidn amortiguadora. Pasado el tiempo de dispersiéon se tomd una alicuota de 3 mL de la solucién de
PBS dentro del frasco (ahora también tendria farmaco liberado por los nanogeles a través de la bolsa de
didlisis) y se sustituyé por 3 mL de solucion amortiguadora (condiciones de sumidero). Este proceso se
repitié cada hora, realizandose un total de seis veces (6 h) y una ultima alicuota se toma transcurridas 24
horas después del momento en el que se sumerge por primera vez el frasco ambar cargado en el bafio

térmico, para esto también se irradié una hora antes de tomar la alicuota.

La concentracion del farmaco en cada una de las alicuotas tomadas se cuantificé a partir de los valores de
absorbancia medidos mediante espectroscopia UV-VIS en la longitud de onda de maxima absorcion para

la doxorrubicina y se tradujeron en concentracién de farmaco mediante la curva de calibracién para la
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DOX en PBS (pH 7.4). El diagrama del proceso de la cinética de liberacion del farmaco se muestra en la

Figura 11.

Alicuotas constantes

./—A-\\
® @

r Laser K y

(785 nm — 500 mW) b -

Memt.)rén.a Espectroscopia UV - VIS
de dialisis
PBS (pH 7.4) L, J\/\/\
Nanogeles }
cargados Farmaco
liberado

Figura 11. Diagrama representativo de las pruebas de cinética de liberacién de farmaco.

3.9 Estudios de citotoxicidad en células

3.9.1 Cultivo celular

La linea celular con la que se trabajé fue la NCI-H1437 que corresponde a células de cancer de pulmodn.
Estas se manejaron todo el tiempo en condiciones asépticas, usando material estéril y se manipularon

dentro de una campana de flujo laminar.

El proceso de preparacion de la linea celular inicié descongelando una alicuota de células NCI-H1437 y
colocdndola en una caja de cultivo celular con medio RPMI-1640. La caja de cultivo celular se agitd
ligeramente para homogeneizar la dispersién y se colocd en incubacién por 24 horas a 37°C en una
atmosfera con 5% de didxido de carbono, en esta etapa las células se fijan al sustrato e inicia el ciclo celular.
Transcurrido el tiempo de incubacidn, se observaron las células en un microscopio dptico invertido para

corroborar la correcta adherencia a la placa.

Una vez que las células fueron estabilizadas y presentaron una confluencia celular adecuada, fueron
desprendidas mediante un proceso llamado tripsinizacion. En este proceso se extrae el medio de cultivo y

se agrega la enzima tripsina a las células con el fin de inhibir la interaccion de las proteinas de la matriz
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extracelular que las anclan a la caja. Después, la caja se llevd a incubacién por cinco minutos y se agregd
nuevo medio de cultivo celular. Con el fin de cuantificar la cantidad de células con las que se trabajara se
tomoé una alicuota de las células desprendidas, se tifid con azul tripano y se llevé a una cdmara de Neubauer
que permitio cuantificar la cantidad de células por cuadrante. Con estos valores se obtuvo un promedio
de nimero de células por mL que nos permitié conocer la concentracién necesaria para tener las 10 000

células por 100 uL de medio de cultivo con las que se trabajaria en los ensayos de citotoxicidad.

3.9.2 Pruebas de irradiacién en células

Con el fin de evaluar el efecto de la irradiacién en los diferentes sistemas a trabajar se realizaron algunas
pruebas (ver seccidn 4.4.1) y se disefié un montaje que permite irradiar cada pozo de la caja de cultivo
celular sin afectar los sistemas adyacentes. Como se ve en la Figura 12, este montaje consiste en un soporte
hueco (con movilidad en los ejes x-y) sobre el que se coloca la caja de cultivo celular. El Iaser se ubica de
forma transversal a la caja y justo debajo del pozo irradiado se ubica un “black hole” para absorber la
irradiacién transmitida. Para cambiar de pozo a irradiar simplemente se mueve el soporte que contiene la
caja de cultivo celular mientras el laser y el “black hole” quedan estaticos. Cabe resaltar que el proceso de
irradiacién se realizd en condiciones asépticas, ubicando el montaje en una campana de flujo laminar a
temperatura ambiente y que se disefid el experimento tratando de minimizar el tiempo de exposicion de

las células fuera de la incubadora.
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Figura 12. Esquema representativo del montaje usado para procesos de irradiaciéon de células en pruebas de
viabilidad celular.
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3.9.3 Ensayo de citotoxicidad (MTS)

Se adicionaron 100 uL de medio de cultivo (RPMI-1640) en cada pozo (10000 células por pozo) y se
mantuvieron en incubacion durante 24 h. a 37°C con 5% de CO, para permitir la correcta adherencia de
las células a la placa. Pasado el tiempo de incubacién se aplicé el tratamiento correspondiente e
inmediatamente se inicié el proceso de irradiacion para los sistemas que lo requerian. Posteriormente la
placa fue puesta en incubacidn durante 24 h (este tiempo vario segln la prueba realizada como se explica
en la seccién 4.4.2), se retiré el medio de cultivo, se adicionaron 20 uL del reactivo MTS en cada pozo mas
80 uL de medio fresco y se dejo en incubacidn por 2 horas mas. Finalmente se midié la densidad dptica de
la placa de cultivo usando un micro lector Epoch a una longitud de onda de 490 nm. Un diagrama
representativo de este proceso se muestra en la Figura 13. El porcentaje de viabilidad celular fue

determinado mediante la ecuacion (5).

YViabilidad D.0.células tratadas 100 (5)
lavilidad = X
0 D. 0. Células control
2. Incubacion. 3. Adicién de tratamiento y/o 4. Incubacién.
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B =

X 24h, X 24h.
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= ¥ y
E 2h 7. Lectura de absorbancia
5. Adicion de reactivo MTS 6. Incubacién (490 nm).

Figura 13. Proceso para pruebas de viabilidad celular.
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Capitulo 4. Resultados

En este capitulo se describen y discuten los resultados del presente proyecto de tesis. Estos resultados
incluyen la caracterizacion éptica, térmica y morfoldgica de nanogeles, nanobarras y nanotetrapodos de
oro, asi como el proceso de cargado de nanoparticulas y fdrmaco en nanogeles, las pruebas de liberacién

de farmaco in vitro y las pruebas de viabilidad celular en la linea celular NCI-H1437.

4.1 Caracterizacion de nanobarras y nanotetrapodos de oro (AuNRs y AuUNTPs)

Se sintetizaron y caracterizaron nanoparticulas de oro con geometrias de barras y nanotetrapodos con el
fin de identificar la geometria dptima para su encapsulado en nanogeles y el posterior uso como agente
fototérmico. Aunque otras geometrias de nanoparticulas tienen resonancias plasmodnicas en el intervalo
de longitud de onda de interés (650 — 900 nm), en trabajos previos se demostrd que hasta el momento las
nanobarras son la geometria mas adecuada para la aplicacién deseada (Ortega Salazar, 2021). Estas
nanobarras poseen una resonancia plasménica sintonizable al variar su razéon de aspecto
(longitud/diametro), alta eficiencia de conversién fototérmica y dimensiones adecuadas para un proceso
de cargado en nanogeles, ademas su proceso de sintesis esta bastante bien estandarizado por el grupo de
investigacion. Por su parte, los nanotetrdpodos se presentan como una geometria novedosa vy
prometedora, pues debido a su geometria simétrica de los cuatro brazos, estos deberian presentar la
misma seccidn transversal geométrica sin importar el dngulo desde el que se irradien y su orientacién, lo
qgue conduce a tener, en promedio, una mayor seccion transversal de absorcidn con respecto a las
nanobarras. A continuacién, se presenta una comparacion de la caracterizacion Optica, térmica y

morfoldgica de estos dos tipos de nanoparticulas.

4.1.1 Caracterizacion éptica

La caracterizacidn dptica de las nanobarras de oro se realizé usando el espectrofotémetro comercial (UV-
Vis Varian Cary 100) justo después del proceso de sintesis y purificacion. La grafica de absorbancia
espectral muestra dos picos de absorcion o resonancias plasménicas (ver Figura 14); la primera asociada
a su direccion transversal cerca de 500 nm y la segunda correspondiente a su direccion longitudinal

alrededor de 760 nm. Esta ultima resonancia es la mas intensa e importante para la aplicacion deseada y
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es muy cercana a la longitud de onda del laser usado como fuente de irradiacidn (785 nm) representada

con la linea punteada.
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Figura 14. Espectro de absorcidn de las nanobarras de oro (AuNRs). La longitud de onda del laser esta representada
por la linea vertical punteada.

Los nanotetrdapodos (que denominamos AuNTPs A) también se caracterizaron mediante el
espectrofotdmetro comercial justo después del proceso de sintesis, el espectro de absorcién se muestra
en la Figura 15a. Al igual que las nanobarras, estos presentan una resonancia maxima cerca de 770 nm la
cual estd asociada a la longitud y ancho de sus brazos. Cabe mencionar que previamente ya ha sido
reportado que este tipo de nanoparticulas pierden su morfologia a pocas horas de su sintesis, por lo que
es necesario estabilizarlos con un polimero adecuado (Chang et al., 2019). En nuestro caso, estos se
estabilizaron usando monometoxi-poli(etilenglicol)-tiol (mPEG-SH) siguiendo la metodologia
anteriormente reportada. El espectro de absorcidn de los nanotetrapodos de oro estabilizados (AuNTPs
A-PEG) se muestra en la Figura 15b, el tiempo entre la sintesis y la estabilizacion fue de aproximadamente
tres horas. En este tiempo se realizd la purificacidn, la agitacién necesaria en el proceso de estabilizacidn
y la caracterizacién dptica correspondiente. Del espectro de absorciéon se deduce que este tiempo vy
procesos fueron suficientes para que los nanotetrapodos cambiaran su morfologia, lo cual se manifiesta
en la disminucién en la intensidad de la resonancia plasmdnica y el ligero corrimiento hacia longitudes de
onda mas cortas. Una vez estabilizados, se volvid a tomar su espectro de absorcién a los 70 dias, en donde

se puede observar que, si bien la forma del espectro se mantiene, aln existe una ligera disminucion y
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corrimiento de la resonancia principal. Esto nos indica que el proceso de estabilizacién efectivamente

ayuda a preservar la geometria de los nanotetrapodos, sin embargo, este no estd siendo del todo eficiente.

Con la finalidad de corroborar el resultado anterior, se sintetizd y caracterizd un segundo lote de
nanotetrapodos a los que denominamos AuNTPs B. Este nuevo lote de nanoparticulas resultd tener la
resonancia principal mds ensanchada y cercana a los 700 nm (Figura 16a). El ensanchamiento de la
resonancia se relaciona con un menor control de la simetria espacial y una amplia distribucién de tamafio
de los brazos de la nanoparticula. Para seguir el comportamiento de la absorbancia de esta solucién de
nanoparticulas, se tomaron los espectros de absorcidon a los 13 y 23 dias después del proceso de
estabilizacidn, los cuales se muestran en la Figura 16b. En este caso, al igual que en el caso anterior
(AuNTPs A), se tiene que la forma del espectro de absorcidn se mantiene, sin embargo, también hay una
disminucién en la intensidad de la resonancia principal y un ligero corrimiento de la misma hacia longitudes
de onda menor. Esto, nuevamente nos indica que el proceso de estabilizacién requiere ser ain mas
optimizado. Cabe mencionar que los espectros de absorcién de la Figura 16b se tomaron con el arreglo
experimental de caracterizacidon dptica usando la esfera integradora descrito en el Capitulo 3. (Seccion
3.3.1). Si bien, no se puede hacer una comparacion directa entre las absorbancias obtenidas con el
espectrometro comercial y el arreglo experimental que usa la esfera integradora, la caracterizacion con
este Ultimo sirve para tener una idea general de cémo cambia la intensidad de la absorcién en el tiempo y

su relacién con la caracterizacion térmica.
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Figura 15. Absorbancia espectral de la primera sintesis de nanotetrdpodos de oro (AuNTPs A) justo después del
proceso de sintesis (a) y después del proceso de estabilizacion (b).
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Figura 16. Absorbancia espectral de la segunda sintesis de nanotetrapodos de oro obtenida usando el
espectrofotémetro comercial (a). Seguimiento en el tiempo de la absorbancia espectral de la segunda sintesis de
nanotetrapodos de oro (AUNTPs B) usando el montaje dptico con la esfera integradora (b).

En la Figura 17 se muestra una comparacion de la caracterizacion dptica de las nanobarras y las dos sintesis

de nanotetrdpodos estabilizados. Aunque la concentracion y el volumen de las soluciones de

nanoparticulas es aproximadamente igual (~0.25 mg/mLy 3 mL), se observa una diferencia notoria en el

ancho y la intensidad de la resonancia principal que es la de interés.
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Figura 17. Comparacion de absorbancia espectral de nanobarras de oro (AuNRs), nanotetrapodos de oro
estabilizados primera sintesis (AuUNTPs-PEG A) y segunda sintesis (AuNTPs-PEG B).
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4.,1.2 Caracterizacion térmica

La caracterizacidn térmica se realizé depositando 1 mL de la solucién de nanoparticulas en una cubeta de
cuarzo (1 cm de ancho) e irradiando con un laser de longitud de onda de 785 nm y potencia variable de 0
a 500 mW. La distancia entre la salida del laser y la cubeta es de aproximadamente 1 cm (ver Figura 9). A
esta distancia, se midio el diametro del haz al valor medio del maximo de intensidad (FWHM, por sus siglas
en inglés) mediante el método de la navaja, el cual fue de 0.11 cm lo que resulta en un area de irradiacion
de 0.038 cm?. Una vez conocida el 4rea de irradiacién, se calcula la irradiancia correspondiente para cada

una de las potencias usadas (100, 200, 300, 400 y 500 mW) y cuyo valor se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Valores de irradiancia correspondientes a las potencias usadas a una distancia de 1 cm.

Potencia (mW) Potencia (W) Irradiancia (W/cm?)
500 0.5 13.15
400 0.4 10.52
300 0.3 7.89
200 0.2 5.26
100 0.1 2.63

En la Figura 18a se muestra la caracterizacién térmica de las nanobarras de oro para diferentes potencias
y durante un tiempo de irradiacion de 10 minutos. Como es de esperarse, el incremento de temperatura
es mayor conforme aumenta la irradiancia, alcanzandose un incremento maximo de temperatura de ~26°C
para la irradiancia mas alta (0.5 W — 13.15 W/cm?). Como referencia se usé agua destilada irradiada con
la maxima irradiancia. En este caso no se observa un incremento significativo de temperatura, como
también es de esperarse, ya que estamos irradiando con una longitud de onda dentro del rango espectral
que comprende la denominada primera ventana bioldgica, en donde la absorcion del agua es minima. En
la Figura 18b se muestra el incremento de temperatura que se alcanza para cada una de las potencias
usadas a un tiempo de irradiacién de 2.5, 5 y 10 minutos. De estas graficas se observa que el cambio de
temperatura (AT) tiene una relacion lineal con la potencia de irradiacidn y una mayor pendiente al

incrementar el tiempo de irradiacion.
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Figura 18. Caracterizacion térmica de nanobarras de oro (a) y relacion entre el aumento de temperaturay la potencia
de irradiacion para diferentes tiempos de irradiacion (b).
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Figura 19. Caracterizacion térmica de los nanotetrapodos estabilizados AUNTPs A-PEG (a) y AuNTPs B-PEG (b).

Las caracterizaciones térmicas para las diferentes potencias de irradiacién de los nanotetrdpodos

estabilizados AUNTPs A-PEG y AuNTPs B-PEG se muestran en las Figura 19a y Figura 19b, respectivamente.

Los nanotetrdpodos AUNTPs B-PEG alcanzan un aumento de temperatura mayor (23°C) con respecto a los

AuNTPs A-PEG (16°C) tras 10 minutos de irradiacion. Este comportamiento en la caracterizacién térmica

tiene congruencia con lo obtenido en la caracterizacién dptica, pues los nanotetrapodos AuNTPs B-PEG

presentan una mayor absorcion que los AUNTPs A-PEG (ver Figura 17). En el caso de los nanotetrapodos

AuNTPs B-PEG, se realizo la caracterizacion térmica después de 13 y 23 dias del proceso de estabilizacién.
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En este caso, se observa que hay una disminucidn en la eficiencia térmica a medida que pasa el tiempo, lo

cual se relaciona con la disminucién en la intensidad de la resonancia que se muestra en la Figura 16.
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Figura 20. Seguimiento en el tiempo de la caracterizacién térmica de la segunda sintesis de nanotetrapodos
estabilizados (AUNTPs B-PEG).

En la Figura 21 se muestran las graficas de eficiencia térmica de las nanobarras AuNRs y los nanotetrapodos
estabilizados AUNTPs A-PEG y AuNTPs B-PEG a la maxima potencia de irradiaciéon (500 mW), en donde se
observa que las nanobarras presentan la mayor eficiencia térmica, lo cual es de esperarse ya que la

absorcién de éstas a la longitud de onda de irradiacién es mayor.
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Figura 21. Comparacién de la caracterizacion térmica de nanobarras (AuNRs), primera sintesis de nanotetrapodos
(AuNTPs-PEG- A) y segunda sintesis de nanotetrapodos (AuNTPs-PEG B).
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4.1.3 Caracterizacion morfoldgica

En la Figura 22a se muestran las imagenes TEM de las nanobarras de oro en dos zonas de la muestra a
diferente magnificacidn, en las cuales se usé un voltaje de 80 kV y un tiempo de exposicidon de 2 s. En estas
imagenes se observa la geometria muy bien definida de las nanobarras, algunas de ellas con diferentes
tamanios, asi como algunas nanoparticulas con forma de paralelepipedos. En la Figura 22b se muestra la
relacidn de distribucién de tamafios de las nanobarras, de donde se tiene que la mayoria de las nanobarras
tienen una longitud promedio de 60+ 6.5 nm y didametros de alrededor de 18 +6.9 nm, lo que da una razén
de aspecto de alrededor de 3.3. De acuerdo a lo reportado en (Kim et al., 2019a), esta razén de aspecto
corresponde a una resonancia plasmonica de 740 nm, lo que coincide con lo obtenido en el espectro de
absorcion de la Figura 14. La distribucidon de tamanos fuera del rango promedio esta asociado a las
nanoparticulas que estan en forma de paralelepipedos, asi como a la orientacién vertical de alguna de

ellas.
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Figura 22. a) Caracterizacion morfoldgica mediante TEM de las nanobarras de oro. b) Relacion de distribucién de
tamafios.

La caracterizacion morfoldgica de los nanotetrapodos AuNTPs A-PEG y AuNTPs B-PEG se muestra en la
Figura 23 y Figura 24, respectivamente. En las micrografias TEM de la muestra AuNTPs A-PEG se observan
algunas nanoparticulas con los cuatro brazos caracteristicos de los nanotetrapodos; sin embargo, también
se tienen algunas con mas y otras con menos de cuatro brazos, ademas se observan algunas con geometria
esférica. De hecho, alrededor de la nanoparticula indicada con el circulo blanco se aprecian fragmentos
alrededor de ella, lo que indica la descomposicion de la geometria de los brazos de los nanotetrapodos.

Con la informacién de las nanoparticulas que aun tenian forma de tetrapodos se realizd la gréfica de
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distribucidon de tamafios, la cual se presenta en la Figura 23b. La mayoria de estos tiene un diametro de
brazo de aproximadamente 8 nm y una longitud del brazo entre 20 y 30 nm. Esto corresponde a una razén
de aspecto de aproximadamente 3.1, que segun lo reportado en (Chang et al., 2019) corresponde a una
resonancia plasménica de 872 nm. En la Figura 15, donde se muestra el espectro de absorcién de dichas
nanoparticulas, la resonancia plasmdnica esta cerca a los 750 nm, esta diferencia se atribuye a que en
nuestro caso la suspensién de nanoparticulas contiene nanotetrapodos con brazos de diferente tamario,
ademas de las otras geometrias con mayor y menor nimero de brazos y las de geometria esférica. Cabe
mencionar que en la distribucion de tamanios de la Figura 23b se consideraron nanoparticulas que no estan

en las imagenes de la Figura 23a.

Las imagenes TEM de los nanotetrapodos AuNTPs B-PEG se muestran en la Figura 24, en donde se
observan nanoparticulas con una distribucién de tamafios mayor que los nanotetrdpodos AuNTPs A-PEG
y diferentes geometrias, esto se relaciona con el ensanchamiento de la resonancia la caracterizacién dptica
(ver Figura 16). En este caso, la razdon de aspecto varia de 1.5 a 3.5, lo que de acuerdo a (Chang et al.,

2019), corresponderia a resonancias entre 689 y 900 nm.
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Figura 23. a) Caracterizacion morfoldgica via TEM de los nanotetrapodos AUNTPs A-PEG. b) Grafico de distribucion
de tamafios.

A partir de los resultados de las caracterizaciones dpticas, térmicas y morfoldgicas de las nanobarras y
nanotetrapodos, se llega a la conclusién de que el uso generalizado de los nanotetrapodos para la
aplicacion deseada aln esta limitado por la optimizacidon en el proceso de sintesis que garanticen una
adecuada estabilidad morfoldgica adecuada en el tiempo, precision y reproducibilidad. Por lo tanto, se

decidid continuar el proyecto usando nanobarras de oro.
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Figura 24. a) Caracterizacion morfoldgica via TEM de los nanotetrdpodos AuNTPs B-PEG. b) Grafico de distribucion
de tamafios.

4.2 Nanogeles termosensibles y proceso de cargado

Siguiendo la metodologia descrita en la seccidn 3.7, se cargaron nanobarras de oro y doxorrubicina en
nanogeles termosensibles compuestos de los copolimeros NVCL:VP:PEG (55:12:40). Este proceso de
sintesis y cargado se realiz6 en dos ocasiones con el fin de completar el material necesario para realizar
las pruebas de liberacidon controlada de farmaco y las pruebas de viabilidad celular. El primer lote de
nanogeles cargados (Lote 1) se uso6 para las pruebas de liberacién controlada de DOX (seccién 4.3) y el
experimento 1 de viabilidad celular mientras que el segundo lote (Lote 2) se usé para el experimento 2 de
viabilidad celular. Los sistemas se caracterizaron dptica, térmica y morfolégicamente antes y después del
proceso de cargado; a través de espectroscopia UV-VIS se determind el porcentaje y eficiencia del proceso
de cargado de doxorrubicina y, mediante analisis termogravimétrico se determiné el porcentaje de

cargado de nanobarras en nanogeles. Los resultados obtenidos se discuten a continuacion.

4.2.1 Caracterizaciéon 6ptica mediante espectroscopia UV-VIS

En la Figura 25 se muestra la absorbancia espectral de nanobarras de oro antes y después de ser cargadas
en nanogeles. La disminucion en la intensidad de la resonancia plasmdnica estd relacionada con la
disminucién en la concentracién de nanoparticulas que se cargan en los nanogeles. Por su parte, el
corrimiento de la longitud de onda se relaciona con el cambio de indice de refraccion que se presenta

debido a los polimeros que conforman el nanogel y recubren las nanoparticulas (este corrimiento de la
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resonancia se ha reportado anteriormente (DiazDuarte-Rodriguez et al., 2019)). Para estimar dicho
cambio, se midid el indice de refraccién de nanogeles disueltos en agua destilada y se comparé con el
indice de refracciéon del agua mediante un refractémetro de Abbe. El indice de refraccién para los
nanogeles disueltos en agua destilada (3 mg/mL) fue de 1.3334, mientras que para el agua destilada de
1.3330. Aunque la variacién del indice de refraccidn es en la cuarta cifra significativa, atribuimos este
cambio como el causante del corrimiento en la resonancia plasmdnica. Justamente la alta sensibilidad que
presentan la LSPR de nanoparticulas metdlicas a cambios en el indice de refraccién del medio, ha sido
estudiada previamente y es el principio del funcionamiento de los sensores basados en resonancias

plasmodnicas (Rossi et al., 2018).
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Figura 25. Espectro de absorcién de las nanobarras (AuNRs) y de los nanogeles cargados con nanobarras (AuNRs+NG).

La caracterizacién éptica del Lote 1 y Lote 2 de nanogeles cargados se presenta en la Figura 26a y Figura
26b, respectivamente. En estas graficas se muestra la absorbancia espectral de los nanogeles cargados
simultdaneamente con DOX y AuNRs, nanogeles cargados exclusivamente con DOX y las nanobarras de oro
cargadas en cada lote de nanogeles. En ambos casos, el sistema de nanogel cargado con DOX (NG+DOX)
presenta una Unica banda de absorcion cercana a los 480 nm que se atribuye a la absorcién de la
doxorrubicina y, en ningln caso se observa absorcidén cercana a la longitud de onda del laser. El primer
lote de nanogeles cargados con nanobarras y doxorrubicina (NG+DOX+AuNRs) presenta un maximo de
absorcién cercano a 480 nm que corresponde a la contribucion de la absorcién de la doxorrubicina y la
resonancia transversal de las nanobarras. Este sistema también posee una segunda banda de absorcion

alrededor de los 840 nm que se relaciona con la resonancia de la seccién longitudinal de las nanobarras.
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Esta banda de absorcion se recorre a longitudes de onda mayor debido al cambio del medio que recubre
las nanobarras y/o a la posible formacion de aglomeraciones de nanoparticulas después del proceso de
cargado. El segundo lote de nanogeles cargados con nanobarras y DOX también muestra la banda de
absorcién cercana a 480 nm que se relaciona con la absorbancia de la DOX y la absorbancia transversal de
las nanobarras. En este sistema no se ve con claridad la absorcidn correspondiente a la resonancia
longitudinal de las nanobarras. Esto puede atribuirse a que la solucidn contenga una gran cantidad de
nanoparticulas con forma esférica cuya resonancia plasmodnica cae en longitudes de onda cercanas a los

500 nm, o bien, a una alta presencia de DOX en la muestra.

a) b)
0.6 ; ; ; . 354

——AUNRS .~ '
e NG+DOX @ AR
i 3,04 == NG+DOX+AuNRs@
- Longitud de onda del laser

0.5 1 —— NG+DOX+AUNRs (5))
- - - - Longitud de onda del laser

0.4 251

2.0
0.3 1

1.54

Absorbancia

0.2+

0.1

0.0
400

T
500

T
600

T
700

Longitud de onda (nm)

T
800

900

Absorbancia

1.0

0.5 1

0.0
400

T
500

T
600

T
700

Longitud de onda (nm)

L T
800

900

Figura 26. Caracterizacion éptica de nanobarras en solucidon (AuNRs), nanogeles cargados con doxorrubicina
(NG+DOX) y nanogeles cargados con nanobarras y doxorrubicina (NG+DOX+AuNRs); Lote 1 de sistemas usados (a) y
Lote 2 (b).

4.2.2 Caracterizacion térmica de nanogeles antes y después del proceso de cargado

En la Figura 27 se muestra la caracterizacion térmica de las nanobarras de oro (AuNRS), nanogeles
cargados con nanobarras (AuNRs+NG), nanogeles cargados con DOX (NG+DOX), nanogeles (NG) y agua.
Notese que el agua, los nanogeles disueltos en agua (NG) y los nanogeles cargados con doxorrubicina
(NG+DOX) no presentan un incremento de temperatura apreciable tras 10 minutos de irradiacién continua
a la maxima potencia de irradiacion (500 mW). Este comportamiento es de esperarse pues estos sistemas
presentan una absorbancia minima en la longitud de onda de irradiacién (785 nm) como se ve en la Figura
26. Debido a que el sistema de nanogel cargado con nanobarras (AuNRs+NG) no contiene doxorrubicina,
no fue necesario realizar el proceso de liofilizacidn. La solucidn de este sistema, sin liofilizar, (AUNRs+NG)

presenta un incremento de temperatura de 22.5°C mientras que el de las nanobarras en solucién (AuNRs)



es de 27.5°C. Esta diferencia esta relacionada con

mostrado en la Figura 25.
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Figura 27. Caracterizacion térmica de nanobarras en solucion (AuNRs), nanobarras cargadas en nanogel antes de
pasar por el proceso de liofilizacién (AuNRs+NG), nanogel (NG), nanogel cargado con DOX (NG+DOX) y agua. Estos
datos se obtienen usando la maxima irradiancia permitida (13.15 W/cm?).
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Figura 28. Caracterizacion térmica de nanobarras de oro en solucion (AuNRs), nanogeles cargados con doxorrubicina
(NG+DOX) y nanogeles cargados con nanobarras y doxorrubicina (NG+DOX+AuNRs).

La caracterizacion térmica de los sistemas usados en las pruebas de liberacién controlada de doxorrubicina

y primeros experimentos de viabilidad celular se muestra en Figura 28. Como era de esperarse, el sistema
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de nanogel cargado con doxorrubicina (NG+DOX) no genera un incremento significativo de temperatura
tras 10 minutos de irradiacion. El sistema de nanogel cargado simultaneamente con farmaco vy
nanoparticulas (NG+DOX+AuNRs) tiene un incremento de aproximadamente 12°C tras 10 minutos de
irradiacién. Aunque las nanobarras en solucidn (AuNRs) aumentan la temperatura casi el doble que el
sistema de NG+DOX+AuNRs en el mismo tiempo de irradiacién y usando la misma irradiancia, se debe
tener en cuenta que la concentracidén de nanobarras cargadas es menor que la concentracidn de las

nanobarras en solucion.

4.2.3 Caracterizacion morfoldgica de nanogeles antes y después del proceso de

cargado

La solucion de nanogeles que se usé en este proyecto se caracterizé morfolégicamente mediante TEM y
DLS antes y después del proceso de cargado. Estas caracterizaciones nos permiten conocer de manera
cualitativa que tan eficiente fue el proceso de cargado y el comportamiento de los nanogeles ante cambios
en latemperatura. En la Figura 29a se muestra la grafica de distribucién de tamafios de los nanogeles antes
del proceso de cargado. El diametro hidrodindmico (D;,) predominante de estos se encuentra alrededor

de 80 nm con una distribucién de tamafios entre 30 y 300 nm.
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Figura 29. a) Caracterizacidn via DLS de la solucion de nanogeles usados en el proyecto antes del proceso de cargado.
b) Caracterizacion via DLS de la solucion de nanogeles en funcién del aumento de temperatura (T).
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Esta informacion se confirma con las micrografias TEM de los nanogeles (ver Figura 30) que contienen
nanogeles con didmetros entre 50 y 300 nm. Para obtener informacién sobre el comportamiento de los
nanogeles ante cambios de temperatura, se midié el didmetro hidrodindmico con un barrido de
calentamiento de 2 °C/5 min en un intervalo de 25 a 50°C (Figura 29b). Se observa una disminucidn en el
Dy, de 84 a 76 nm, es decir, el 9.5% con respecto a su valor inicial. La derivada del cambio de didmetro con

respecto a la temperatura muestra que la temperatura de transicidn de fase es de 38.5 °C.

Figura 30. Caracterizacion morfoldgica via TEM de los nanogeles antes de su cargado con nanobarras de oro.

En la Figura 31a se muestran las graficas obtenidas por DLS tanto de los nanogeles (sin cargar) como de las
nanobarras de oro en solucion. En el caso de éstas Ultimas, se obtienen dos picos de intensidad que
representan dos didmetros hidrodinamicos predominantes; uno de aproximadamente 2 nm, que puede
estar relacionado con semillas que no lograron formar nanobarras, y otro de aproximadamente 60 nm que
representaria la seccién longitudinal de las nanobarras. EI DLS de los nanogeles sin cargar muestra

didmetros hidrodindmicos mayores a los presentado por las nanobarras.

En la Figura 31b se presentan las graficas DLS de los nanogeles después del proceso de cargado; en gris el
nanogel sin cargar (NG), en rojo el nanogel cargado con doxorrubicina (NG+DOX) y en azul el nanogel
cargado con nanobarras y doxorrubicina (NG+AuNRs+DOX). Como es de esperarse, la grafica del nanogel
cargado con nanobarras y doxorrubicina (NG+AuNRs+DOX) tiene una mayor distribucion de tamafios de
Dy,. Esto se debe a que tras el proceso de cargado el nanogel debe hincharse, aumentado su tamafio para
albergar en su interior tanto las nanoparticulas como el farmaco. En la grafica de nanogel con DOX la
distribucién de tamaiio de Dy, son similares a las del nanogel sin cargar y esto se debe a que el fadrmaco,

por si solo, tiene un peso molecular muy bajo.
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Figura 31. Caracterizacion morfoldgica via DLS para nanobarras y nanogeles antes del proceso de cargado (a).
Caracterizacién morfoldgica via DLS de nanogeles cargados con DOX (NG+DOX), nanogeles cargados con nanobarras
y DOX (NG+AuNRs+DOX) y nanogeles sin cargar (NG) (b)

En la Figura 32 se muestran las micrografias TEM del primer lote de nanogeles cargados. En estas se
observan algunos nanogeles cargados con nanobarras, algunas nanobarras y paralelepipedos aislados

similares a los observados en las micrografias TEM de la solucién de nanobarras.

Figura 32. Caracterizacion morfoldgica via TEM de nanogeles cargados con nanobarras de oro correspondientes al
Lote 1.

Las micrografias del segundo lote de nanogeles (Figura 33) exhiben una gran cantidad de nanoparticulas

de forma esférica. Esto puede relacionarse con la ausencia de la resonancia alrededor de los 785 nm de
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los nanogeles cargados con DOX y nanobarras (Figura 26) y con el aumento de la resonancia cercana a los
500 nm. En la mayoria de las micrografias TEM se logra apreciar la presencia de nanoparticulas cargadas

en un nanogeles, pero también se observa una cantidad de nanoparticulas dispersas o aglomeradas de

diversas formas y tamanios.

Figura 33 Caracterizacion morfoldgica via TEM del Lote 2 de nanogeles cargados con nanobarras de oro vy
doxorrubicina.

4.2.4 Porcentaje y eficiencia de cargado de doxorrubicina en nanogeles

El proceso de cargado de la doxorrubicina en los nanogeles se realizé usando el método de
nanoprecipitacién que se describié en la seccion 3.7. Usando las ecuaciones (3) y (4) se obtuvo el valor de

porcentaje y la eficiencia de cargado, los valores se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Valores de porcentaje de cargado y eficiencia de cargado de doxorrubicina en nanogeles.

Lote 1 Lote 2

NG+DOX NG+DOX+AuNRs NG+DOX NG+DOX+AuNRs
@j\a

% cargado de DOX 14.64 + 4.07 14.48 + 0.87 14.45+1.9 56.73 £6.99

% eficiencia de
29.41+3.41 29.46 +1.77 28.8+ 3.8 90+ 13.9
cargado de DOX




48

Para conocer la cantidad de doxorrubicina presente en la muestra de nanogeles fue necesario realizar una
grafica de calibraciéon que nos permitiera conocer la concentracion de DOX en funcién del valor de
absorbancia medido en el espectrometro UV-VIS. La gréfica de calibracién se obtiene diluyendo una
solucion madre de DOX en PBS (pH 7.4), y a partir de esta, se obtienen determinadas concentraciones del
farmaco en solucién; después se obtiene el espectro de absorbancia de cada una de estas soluciones, se
toma su valor a 482 nm (mdaximo valor de absorbancia para la DOX) y se grafica en funcién de la

concentracion de farmaco.
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Figura 34. a) Grafica de calibracidon de DOX. b) Esquema de las diluciones a partir de la solucién madre.

En la Figura 34 se presenta la grafica de calibracién que relaciona la absorbancia (medida a 482 nm) en
funcién de la concentracién de farmaco. De esta grafica se obtiene una relacién lineal con un R? de 0.99 y
se ajusta a la ecuacién y = 0.01549 x + 0.02378, siendo y la absorbancia a 482 nm y x la concentracion
de DOX en pg/mL. Esta relacion también fue usada para calcular el porcentaje de liberacién acumulada

de DOX en los experimentos in vitro que se describen mas adelante.

4.2.5 Analisis termogravimétrico para nanogeles que contienen nanobarras de oro

Comparando el porcentaje de residuo del andlisis termogravimétrico (TGA, por sus siglas en inglés) de los

nanogeles antes y después del proceso de cargado se determind el porcentaje de cargado de nanobarras.

En el TGA para el nanogel sin cargar (Figura 35) se muestran dos etapas de descomposicion; la primera en
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la que se descompone el 2.18% del nanogel en aproximadamente 68.38°C, y la segunda en alrededor de

378.82°C en la que se descompone el 91.94%. Después de estabilizarse aproximadamente a los 450 °C se

obtiene un residuo de 4.539%.
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Figura 35. Termograma de TGA para el nanogel NVCL:VP:PEG (55:12:40).

En la Figura 36ay Figura 36b se presenta el andlisis por TGA para el Lote 1y Lote 2 de nanogeles cargados
con nanoparticulas y doxorrubicina. Puede observarse que, a diferencia del nanogel sin cargar, estos
nanogeles presentan principalmente tres etapas de descomposicidn. La primera etapa alrededor de los
46.73 °C en la que se descompone alrededor del 2.38%, este porcentaje es similar al que presentd el
nanogel puro en la primera etapa. La segunda etapa es cerca de los 182.46°C en la que se descompone
3.29% mas del sistema, esta etapa no se observd en la caracterizacién del nanogel sin cargar y puede estar
relacionada a la presencia de doxorrubicina. Y la tercera etapa, en la que se da la mayor descomposicién,
alrededor de 396.48°C se descompone otro 79.82% del nanogel. Después de los 450°C el sistema se
estabiliza dejando un residuo de 13.09% para el Lote 1y 16.4% para el Lote 2, este porcentaje de residuo
es ligeramente mayor al obtenido en el TGA de los nanogeles sin cargar. Teniendo en cuenta que el oro
tiene su punto de ebullicion en 2856°C (una temperatura mucho mas alta a la alcanzada en el TGA), la
diferencia entre los porcentajes de residuo del nanogel sin cargar y el nanogel cargado corresponde al
porcentaje de cargado de nanobarras en el nanogel. Finalmente, se concluye que el porcentaje de cargado

de nanobarras en el nanogel es de aproximadamente el 8.55% para el Lote 1y de 11.9% para el Lote 2 de

nanogeles.
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Figura 36. Termograma de TGA para el Lote 1 a) y Lote 2 de nanogel cargado con nanobarras y doxorrubicina b).

4.3 Liberacion controlada de doxorrubicina

Como se explicé en la seccidn 3.8, el proceso de liberacidn in vitro se realizé a 37°C, con un valor de pH de
7.4 y tomando alicuotas constantes una vez cada hora por seis horas y una final a las 24 horas. Se trabajo
con el Lote 1 del sistema compuesto por nanogel cargado con doxorrubicina (NG+DOX) y el sistema de

nanogel cargado con nanobarras y doxorrubicina (NG+AuNRs+DOX).
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Figura 37. Porcentaje de liberacion acumulada de doxorrubicina a) para el sistema de nanogel cargado con DOX
(NG+DOX) y b) sistema compuesto de nanogel cargado con nanobarras y DOX (NG+AuNRs+DOX). La linea azul
representa los sistemas que fueron irradiados y la gris los sistemas que no se irradiaron.

Cada uno de estos sistemas se evalud sin irradiacion e irradiando durante 5 minutos a una hora antes de

tomar la alicuota. Tal y como se observé en las graficas de DLS (Figura 29), a temperaturas mayores a 37°C
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el didametro hidrodinamico del nanogel disminuye, de esta forma se libera la solucién en su interior y, por
consiguiente, aumenta el porcentaje de liberacién. Por esta razén, es de esperarse que al irradiar los
nanogeles cargados con nanobarras de oro, aumente el porcentaje de liberacién de fadrmaco como efecto

secundario al aumento de temperatura debido a la resonancia plasmodnica.

En la Figura 37a se presenta la grafica de liberacién de doxorrubicina para el sistema de nanogel cargado
con doxorrubicina (NG+DOX) y en la Figura 37b la misma grafica para el sistema cargado con doxorrubicina
y nanoparticulas (NG+AuNRs+DOX); los puntos grises representan los datos de los sistemas que no fueron
irradiados y los puntos azules los datos del sistema que se irradiaron durante cinco minutos cada hora.
Estos datos se ajustan a una curva tipo asintética con un R? = 0.99. En el caso del sistema de NG+DOX
(Figura 37a) puede observarse un comportamiento similar sin importar si el sistema fue irradiado o no,
este comportamiento es de esperarse ya que el nanogel se encuentra exactamente en las mismas
condiciones de temperatura y pH, y no hay ningun factor externo que pueda variar alguno de estos dos
pardmetros. También es importante destacar que en las primeras 3 horas se da una etapa de liberacion
rapida, en la cual es liberado cerca del 30% del farmaco cargado; esta etapa es seguida por una liberacion

lenta y finalmente una estabilizacion en la que se libera cerca del 40% del farmaco cargado.

La curva de liberacién del sistema de nanogel cargado con nanobarras y doxorrubicina (NG+AuNRs+DOX)
de la Figura 37b muestra que, aunque este sistema tiene las mismas condiciones de temperatura y pH que
el sistema sin nanobarras, las nanobarras actian como agente fototérmico incrementando la temperatura
del nanogel y acelerando el proceso de liberacién. Para el sistema NG+AuNRs+DOX que no fue irradiado
se ve un comportamiento similar al sistema de NG+DOX con y sin irradiacién que se presenta en la Figura
3743, alcanzando un porcentaje de liberacién acumulada cercana al 40% del farmaco cargado. La grafica
gue mas destaca es la de NG+AuNRs+DOX (5 min) que fue irradiada por cinco minutos cada hora, aunque
la tendencia de comportamiento es similar, pues también presenta una etapa de liberacion rapida en las
tres primeras horas, una de liberacidn lenta y una de estabilizacion, se ve que el porcentaje de liberacidn
es mayor con respecto a las que no tenian nanobarras. El sistema que fue irradiado presenta una liberacidn
acumulada del 42.5% de DOX cargada tras las primeras 3 horas, en la etapa de liberacidn lenta llega al 54
% vy finalmente se estabiliza en el 57%. Estos valores de liberacién evidencian un efecto directo de la
irradiacién infrarroja y la absorcién de esta debida a la resonancia plasmodnica de las nanobarras en la

aceleracion de la liberacion de DOX.
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4.4 Experimentos de viabilidad celular

En esta seccidn se presentan algunas pruebas de control previas a los experimentos de citotoxicidad y los
experimentos de citotoxicidad que permitiran evaluar la efectividad de la aplicacién de nanogeles
cargados para liberar DOX de forma controlada y acelerar el proceso de muerte celular en células

cancerigenas.

4.4.1 Pruebas de control

Las pruebas de control son pruebas previas a los experimentos en la linea celular y se realizaron con el fin
de evaluar variables que podrian afectar la correcta realizacién del experimento. La primera prueba de
control busca evaluar la transferencia de calor en la caja de cultivo celular después del proceso de
irradiacién de AuNRs, esto se hace con el fin de asegurar que pozos adyacentes al pozo irradiado no sean
afectados por aumentos de temperatura externos. La segunda prueba consiste en identificar el dafio que
le podria causar la irradiacidn por si sola a las células con las que se estd trabajando, para esto se realizan
pruebas de viabilidad celular después de irradiar directamente las células con distintos tiempos de
irradiacién y distintas irradiancias. La tercera busca cuantificar la dosis letal media (LD50) de la
doxorrubicina en la linea celular con la que se estd trabajando, este valor es necesario para calcular la

cantidad de material que se debe usar en las pruebas de citotoxicidad finales.

4.4.1.1 Prueba de control 1: Transferencia de calor en una caja de cultivo celular

Para identificar si la irradiacion de un pozo con nanoparticulas afectaria la temperatura de los pozos
adyacentes en una placa de cultivo celular, se realizaron dos pruebas. La primera consistié en irradiar
durante 10 minutos un pozo con 0.4 mL de solucién de nanobarras y cuantificar la temperatura en los
pozos adyacentes, uno con agua y el otro vacio tal y como se esquematiza en la Figura 38a. Los resultados
de esta prueba se presentan en la Figura 38b, el pozo que contiene nanoparticulas muestra un incremento
de temperatura de aproximadamente 22.5°C tras 9.5 minutos de irradiacion, en este mismo tiempo los
dos pozos adyacentes incrementan su temperatura en aproximadamente 10°C. El punto en el que la
temperatura empieza a descender es justo cuando se apaga el laser y las nanoparticulas no son excitadas
Opticamente (linea negra vertical). El incremento de temperatura de los pozos adyacentes no es un

fendmeno conveniente, pues implica que existe una transferencia de calor por medio del material de la
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placa de cultivo celular y esto puede afectar los resultados de la viabilidad celular en otros sistemas. Con
el fin de conocer hasta qué pozo es posible colocar otro sistema sin que se presente una transferencia de
calor apreciable que afecte los resultados, se repitid la prueba anterior, pero esta vez dejando un pozo
intermedio vacio sin evaluar como se muestra en la Figura 38c. Al cuantificar el aumento de temperatura
en los pozos de interés (1 y 3) se encuentra que no hay cambio en la temperatura, esto quiere decir que
existe una disipacion de energia térmica en el medio antes de llegar a estos pozos. Por lo tanto, se concluye
que para las pruebas de viabilidad celular es conveniente ubicar los sistemas a irradiar dejando un pozo

intermedio vacio entre cada sistema irradiado.
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Figura 38. Prueba de control 1: transferencia de calor en una placa de cultivo celular.

4.41.2 Prueba de control 2: Efecto de la irradiacién sobre células de la linea celular NCI-H1437

Aunque la luz de longitud de onda de 785 nm entra en la llamada “primera ventana biolégica” en la que el

fotodafio en tejidos vivos es minimo, se realizaron pruebas de viabilidad celular en la linea celular NCI-
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H1437 tras someterse a irradiacion directa. La distribucion de las células en la caja de cultivo celular se
realizd teniendo en cuenta los resultados de la prueba de control 1 (Seccién 4.4.1). El proceso de cultivo
de la linea celular y su depésito en la caja se describe en la seccién 3.9.1, mientras que el procedimiento
de las pruebas de citotoxicidad realizadas se describe en la seccidn 3.9.3. Para esta prueba se usaron 6
cajas de cultivo celular, todas siguiendo la distribucidn que se presenta en la Figura 39a. Las células de la
primera caja fueron irradiadas de forma continua por dos minutos dosis Unica y se continud el proceso
para evaluar la viabilidad celular como se describe en la seccién 3.9.3. La segunda, tercera, cuarta quinta
y sexta caja fueron irradiadas dos, tres, cuatro, cinco y seis veces, respectivamente. Cada irradiacién con
una duracion de dos minutos y un intervalo entre irradiacidn de una hora. Las primeras cuatro cajas se
irradiaron sin usar el “black hole” que se describe en la seccidn 3.9.2, en estos resultados se observd un
efecto importante de la reflexion de la luz principalmente en los bordes de la caja; es decir, la columna 1
y la fila A. Este efecto de borde disminuyd notoriamente el porcentaje de viabilidad celular de las células
ubicadas en el borde de la caja, lo que produjo desviaciones estdndar elevadas y un porcentaje de
viabilidad celular bajo para las células de la primera columna que fueron irradiadas a 500 mW (Figura 39b-

e).

Tras observar este efecto de borde, se redisefié el montaje experimental y se incorporé el uso del “black
hole”, tal y como se describe en la seccidon 3.9.2. Con este arreglo experimental se realizaron las
irradiaciones de la caja 5y 6. En los resultados de estas mediciones (Figura 39f y Figura 39g) se observa
una disminucién en la desviacidn estandar y un porcentaje de viabilidad celular cercano al 100% para
potencias de 100, 300 y 500 mW (las irradiancias correspondientes a estas potencias se encuentran en la
Tabla 1). Estos resultados indican que la irradiacién a potencias menores o iguales que 500 mW a una
longitud de onda de 785 nm, no genera un efecto significativo en la viabilidad celular de esta linea celular

durante dos minutos de irradiacién.

En la Figura 40 se presenta el porcentaje de viabilidad celular segun la potencia de irradiacién y el nimero
de veces que fue irradiado cada pozo. En estos datos se eliminé la informacién brindada por la primera fila
en las cajas que presentaban efecto de borde (cajas de la 1 a la 4) con el fin de disminuir la desviacion

estandar y obtener un resultado mas cercano al comportamiento real del sistema tras ser irradiado.
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Figura 39. Prueba de control 2: Efecto de la irradiacion sobre células de la linea celular NCI-H1437. Descripcién de la
ubicacién de los sistemas en la caja de cultivo celular (a), pruebas de viabilidad celular tras 1, 2, 3, 4,5y 6

irradiaciones (b), (c), (d), (e), (f) y (g) respectivamente.
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Figura 40. Prueba de control 2: Efecto de la irradiacidn sobre células de la linea celular NCI-H1437. Porcentaje de

viabilidad celular en funcién del nimero de irradiaciones y de la potencia del I3ser.

4.4.1.3 Prueba de control 3: Estimacién de DL50 para doxorrubicina en células NCI-H1437

Se conoce como dosis letal media o LD50 a la cantidad de la dosis de una sustancia que es capaz de matar

la mitad de un conjunto células (o animales) de prueba después de un tiempo determinado. Con el fin de

conocer la LD50 de la doxorrubicina en la linea celular NCI-H1437 tras 24 h de contacto, se realizé una

prueba de viabilidad celular. Para esto, se prepard una solucién madre de DOX disuelta en PBS 1x (pH 7.4)

con una concentracién de 2300 ug/mL (2,3 pg/uL). Teniendo en cuenta que los pozos de la placa de cultivo

celular tienen una capacidad de 100 plL que serd ocupada por el medio de cultivo celular, los tratamientos

y las células; se realizaron los calculos para obtener 5 pug, 10 ug y 20 ug de DOX en cada pozo y cuyos

valores se muestran en (Tabla 3.).
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Tabla 3. Cdlculos para pruebas de LD50.

Cantidad de DOX en Volumen de solucidn Volumen de solucidn medio de cultivo
cada pozo (ug) madre (uL) celulary células (uL)
5 2.17 97.83
10 4.34 95.66
20 8.69 91.31

Como control positivo se tomaron las células sin tratamiento y como control de muerte celular se usé
DMSO al 6%. Ya que los sistemas no requerian un proceso de irradiacion, se ubicaron en la placa de cultivo
celular como se muestra en la Figura 41a. Después de aplicar el tratamiento y dejar en incubacién por 24
h., se realizé la prueba de viabilidad celular (ver seccidn 3.9.3) arrojando los resultados que se presentan
en la Figura 41b. A partir de estos resultados se concluye que la DL50 de la doxorrubicina tras 24 h de

contacto en la linea celular NCI-H1437 es de 10 pg/100 pL.
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Figura 41. Prueba de dosis letal media para la doxorrubicina en esta linea celular. Descripcidn de los sistemas usados
y su distribucién en la caja de cultivo celular (a) y porcentaje de viabilidad celular para los diferentes sistemas usados

(b).

4.4.2 Experimentos de viabilidad celular en |la linea celular NCI-H1437

Para evaluar la aplicacién de los sistemas propuestos se realizaron estudios de citotoxicidad en la linea

celular NCI-H1437. Los sistemas para evaluar fueron nanobarras solas (AuNRs), nanogeles solos (NG),
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nanogeles cargados con DOX (NG+DOX) y nanogeles con DOX y nanobarras (NG+DOX+AuNRs); como
control negativo se usaron las células sin tratamiento y como control positivo o de muerte celular se usaron
las células tratadas con la LD50 del DOX. La viabilidad de todos los sistemas fue evaluada con y sin
irradiacién (785 nm — 500 mW). Partiendo de la dosis letal media de la DOX para la linea celular utilizada
y conociendo el porcentaje de cargado de cada sistema, se realizaron los cdlculos necesarios para lograr
la concentracidn final de farmaco en los pozos que fueran a ser tratados con DOX. En todos los casos los

sistemas aplicados sobre las células, no fueron mas de 5uL (5% del volumen total).

La primera prueba se realizd usando el lote 1 de los nanogeles cargados y, acorde a las pruebas de cinética
de liberacion del farmaco (Seccion 4.3), se les aplicaron seis sesiones de irradiacién (785 nm — 500 mW)
de 2 min cada una con intervalo de 1 hora entre irradiacién. La distribucion de los sistemas en la placa de
cultivo celular y los resultados de dicha prueba se presentan en la Figura 42. En estos resultados se puede
observar que los nanogeles por si solos no presentan efecto citotéxico alguno, lo que comprueba su alta
biocompatibilidad. Con la aplicacion de nanobarras en solucién se obtiene el menor porcentaje de
viabilidad celular (~ 30%) con o sin irradiaciéon; por la indiferencia que muestra este resultado ante el
proceso de irradiacidn se descarta un efecto meramente fototérmico y el bajo porcentaje de viabilidad
celular se relaciona con posibles restos de CTAB (altamente tdoxico) que pueden quedar después de la
sintesis de AuNRs, aun después del proceso de purificacion. En el caso de los sistemas de nanogeles
cargados con DOX, no se aprecia una diferencia significativa entre los sistemas que fueron irradiados y los
no irradiados, adicionalmente puede observarse que el porcentaje de viabilidad celular es similar al de
células a las que se les trato directamente con DOX. Esto indica que los sistemas NG+DOX y
NG+DOX+AuNRs liberaron todo el fdrmaco cargado por difusién en el medio acuoso, posiblemente, debido

al tiempo que estuvieron en incubacion a 37°C.

Para minimizar el efecto de liberacién de farmaco por difusidn se repitio el experimento realizando una
Unica irradiacion (785 nm — 500 mW) de 2 min. Después de la irradiacidn los sistemas fueron puestos en
incubacién y, posteriormente, se evalud el porcentaje de viabilidad celular. En este caso no se trabajo ni
con los sistemas de nanogeles (NG) ni con los AuNRs en solucidn. La distribucion de los sistemas usados se
puede ver en la Figura 43ay los resultados de esta prueba en la Figura 43b. Tras un tiempo de contacto de
24h. se puede observar que los sistemas de nanogeles cargados con DOX presentan un porcentaje de
viabilidad celular similar al de la LD50 de la DOX puesta directamente sobre las células. Esto indica que el
farmaco se sigue liberando por difusion en medio acuoso a 37°C. Sin embargo, se alcanza a apreciar una
ligera disminucién en el porcentaje de viabilidad celular para el sistema de NG+DOX+AuNRs que fue

irradiado con respecto al mismo sistema sin irradiacién. Esto se puede atribuir a que la conversion
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fototérmica en las nanoparticulas acelerd el proceso de liberacién del farmaco, haciendo que este pasara
un mayor tiempo de contacto con las células y, por ende, se presente un menor porcentaje de viabilidad
celular después de 24h. Buscando observar con claridad el efecto de aceleracién en la liberacidn, se repitié
la prueba dejando los sistemas en incubacién Unicamente 2 h después del proceso de irradiacién (Figura
43b). Lo que se obtuvo es que tras este tiempo ninguno de los sistemas afecto las células. Esto no quiere
decir que no se haya liberado DOX, lo que indica es que el farmaco en las células no es suficiente para

tener un efecto citotéxico después 2h de contacto.
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Figura 42. Prueba de citotoxicidad 1. a), b), c) descripcidn y distribucidn de los sistemas tratados en la caja de cultivo
celular. d) Porcentaje de viabilidad celular para los diferentes sistemas analizados.
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Figura 43. Pruebas de citotoxicidad. a) descripcion y distribucion de los sistemas tratados en la caja de cultivo celular.
Porcentaje de viabilidad celular para los diferentes sistemas realizando una Unica irradiacién (785 nm — 500 mW) de
2 min y después de b) 24 h de incubacién y 2 h de incubacién.

Con el mismo objetivo se realizé una tercera prueba que consistié en evaluar la viabilidad celular de las
células tras 6, 12 y 24 horas de contacto, después de aplicar los tratamientos con y sin irradiacion. Para
esta prueba se usaron los sistemas del lote 2 ya que el material de los sistemas que se usaron en la primera
sintesis (lote 1) no fue suficiente. Por lo tanto, para esta prueba se repitio el proceso de sintesis de
nanobarras, cargado de nanobarras y farmaco en nanogel y cdlculo de porcentajes de cargado como se
describe en la seccidn 4.2. Los sistemas a evaluar y su ubicacién en la placa de cultivo celular fueron los

mismos que el de la prueba 2 (ver Figura 43a). Los resultados obtenidos se presentan en la Figura 44.
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Figura 44. Porcentaje de viabilidad celular para los diferentes sistemas realizando una Unica irradiacién (785 nm —
500 mW) de 2 min y después de a) 6 h de incubacion, b) 12 h de incubacién y c) 24 h de incubacién.

Estos resultados muestran que el sistema de nanogel cargado con doxorrubicina (NG+DOX) sigue
presentando un efecto citotdxico similar que la LD50 de la doxorrubicina puesta directamente sobre las
células. Este efecto puede atribuirse a que el nanogel liberd, por difusién, la totalidad del farmaco tan
pronto fue puesto en incubacion a 37°Cy, después de 12h de contacto se empieza a evidenciar un efecto
citotéxico que se completa después de 24h. Por su parte, el sistema de nanogel cargado con farmaco y
nanoparticulas (NG+DOX+AuNRs) muestra un bajo porcentaje de viabilidad celular sin importar el tiempo
de incubacion y si el sistema es irradiado o no. La alta citotoxicidad de este sistema, que no fue observada
en el lote de sistemas usado en pruebas anteriores, puede atribuirse a un alto nimero de nanobarras de
oro fuera del nanogel y posibles restos de surfactante CTAB. En estas condiciones es dificil observar un
efecto fototérmico ya que la mayor parte del efecto citotdxico la esta causando un agente externo a la

irradiacion.

La razon por la que en estos experimentos no se evidencié con claridad la aceleracion en la liberacion del
farmaco se relaciona con que la temperatura de respuesta del nanogel (38.5°C) no fue lo suficientemente
alta para contener el farmaco en su interior cuando se ponia el sistema en el medio de cultivo con células
a 37°C, independientemente de si el sistema contenia nanoparticulas. Para observar este comportamiento
sera necesario usar nanogeles con una temperatura de transicion mayor (aprox 42°C) y evaluar el proceso

de cargado vy liberacidn del farmaco en el nanogel.



62

Capitulo 5. Conclusiones

Este proyecto de tesis tuvo como objetivo principal aportar al desarrollo de técnicas de administracion
dirigida de farmacos para el tratamiento del cancer. Para alcanzar este objetivo se propuso realizar
experimentos de liberacidn controlada del farmaco doxorrubicina (DOX) usando nanogeles termosensibles
como nanoportadores y nanoparticulas de oro con resonancias plasmédnicas en la primera ventana
bioldgica como agente activador fototérmico. Se selecciond la geometria de nanoparticula adecuada tras
una revision bibliografica y la caracterizacion dptica, térmica y morfoldgica de nanoparticulas de oro con
forma de barras y tetrapodos. Se realizé el cargado de nanoparticulas y DOX en nanogeles vy
posteriormente, se hicieron pruebas de liberacidon controlada (en condiciones estables de temperaturay
pH), para estudiar la cinética de liberacién de los sistemas propuestos. Finalmente, se llevaron a cabo
experimentos de viabilidad celular en la linea celular NCI-H1437 (correspondiente a células de cancer de

pulmoén) utilizando los nanogeles cargados a diferentes condiciones de irradiacién.

Se encontrd que los nanotetrdpodos de oro poseen excelentes propiedades de conversién fototérmica
gue dependen fuertemente de su morfologia y, por ende, también de su estabilidad morfoldgica en el
tiempo. Estos deben ser sintetizados de forma cuidadosa y pasar por un estricto proceso de estabilizacion
en el menor tiempo posible después de su sintesis. Pese a las precauciones tenidas, gran parte de los
nanotetrapodos perdieron su morfologia al poco tiempo de sintesis. Por lo que se concluye que el uso
generalizado de los nanotetrdpodos para la aplicacién deseada aun esta limitado y que se requiere una
optimizacion en el método de sintesis que garantice estabilidad morfoldgica en el tiempo, precision y
reproducibilidad. Por su parte, las nanobarras de oro resultaron ser altamente estables a temperatura
ambiente, durante aproximadamente tres meses, y presentaron una alta eficiencia de conversion

fototérmica. Por estas razones se decidié continuar el proyecto usando éstas ultimas.

Se logré cargar nanogeles termosensibles con nanobarras de oro y el fdirmaco DOX. Los experimentos in
vitro de liberacién de DOX muestran un porcentaje de liberaciéon acumulada de aproximadamente un 60%
para los nanogeles cargados con nanoparticulas e irradiados durante 5 minutos cada hora por seis horas,
estos mismos sistemas sin irradiar tuvieron un porcentaje de liberacidon acumulada de aproximadamente
40%. Los nanogeles cargados Unicamente con doxorrubicina (sin nanoparticulas) muestran un porcentaje
de liberacién acumulada de aproximadamente 40% con y sin irradiacion. Estos resultados muestran un
efecto directo en la aceleracion de la liberacidon de farmaco debido a la irradiacion de los sistemas que

contienen nanoparticulas de oro. Este efecto de aceleracién se debe a la termosensibilidad del nanogel y
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la conversidon fototérmica inducida por la absorcién debida a la resonancia plasmdnica en las

nanoparticulas.

Los estudios de citotoxicidad en la linea celular NCI-H1437 mostraron que la irradiacidn por si sola a 785
nm a irradiancias por debajo de 13.15 W /cm? y tras seis irradiaciones (2 minutos cada unay con intervalos
de 1 hora entre irradiacién) no afecta la viabilidad de células. Con esto se comprueba que la luz con esta
longitud de onda (dentro del rango de la primera ventana biolégica) no induce dafos significativos en las
células. Estos estudios también demostraron que no hay una disminucion significativa en la viabilidad
celular debido a los nanogeles sin cargar, siendo estos altamente biocompatibles. Por el contrario, las
nanobarras de oro suministradas directamente sobre las células presentan una alta citotoxicidad que se
relaciona con restos del surfactante CTAB presentes aln después del proceso de purificacién. Por esta
razon, al usar nanobarras de oro en aplicaciones bioldgicas es necesario realizar un proceso de purificacion
eficiente y, preferiblemente, una correcta funcionalizacién o cargado en un material altamente
biocompatible. Los resultados de las pruebas de viabilidad celular en los sistemas de nanogeles cargados
muestran que la doxorrubicina se libera por difusién tan pronto el nanogel es puesto en medio acuoso a
37°C, sin importar si el sistema contiene nanoparticulas o si es irradiado. Esto indica que la temperatura
de respuesta del nanogel (38.5°C) no es suficientemente alta para contener el fdirmaco en su interior al ser
puesto en contacto con células (normalmente a 37°C) lo que impide ver un efecto de aceleracidon en la
liberacion debido al efecto fototérmico. En la ultima prueba de viabilidad celular se observé que los
sistemas cargados con nanoparticulas tenian un efecto citotéxico mayor que la LD50 de la doxorrubicina
tras 24h de contacto. Esto se atribuye a la presencia de cierta cantidad de nanoparticulas fuera del nanogel
y restos del surfactante altamente téxico CTAB. Sin embargo, este efecto no se observd en todas las

pruebas realizadas. Lo que sugiere que hubo diferencias en el proceso de cargado.

5.1 Trabajo a futuro

Como trabajo a futuro se plantea lo siguiente:

e Optimizar el proceso de sintesis y estabilizacion de nanotetrapodos de oro.

e Realizar estudios complementarios de cinética de liberacién del farmaco y pruebas de viabilidad
celular usando un nanogel con una temperatura de respuesta superior a 42°C, de tal forma que el

farmaco no se libere por difusién en medio acuoso a 37°C.
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Optimizar el proceso de purificacion de nanobarras evaluando el porcentaje de CTAB residual

mediante analisis via TGA y su efecto en estudios de viabilidad celular.

Llevar a cabo pruebas de funcionalizacién de los nanogeles cargados con ligandos (anticuerpos de
tiburdn, por ejemplo) afines a tumores cancerigenos especificos y, finalmente, realizar pruebas de

aplicacion del tratamiento in vivo en dichos tumores.
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