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GLOSARIO

Citotoxicidad. Es la cualidad de ser téxico para las células.

Coloide. Sistema fisicoquimico formado por dos 0 mas componentes,
principalmente: hay una fase continua, normalmente fluida, y otra dispersa en
forma de particulas; por lo general sélidas. La fase dispersa es la que se halla en

menor proporcion.

Constante dieléctrica. La constante dieléctrica es la propiedad que describe el
comportamiento de un dieléctrico en un campo eléctrico y permite explicar, tanto el
aumento de la capacidad de un condensador como el indice de refraccion de un

material transparente.

Fototermicidad. Generacion de calor por parte de la nanoparticula al ser

sometida a una radiacion electromagnética especifica.

Funcionalizaciéon. Procedimiento de sintesis en el cual se une una molécula

especifica a la superficie de la nanoparticula para un determinado propdésito.

Hipertermia. Elevacién de la temperatura por encima de los valores normales.

Lisis. Destruccion de una célula por rotura de la membrana celular.

Nanoparticulas. Son una dispersién de una fase sélida en otra fase continua
como por ejemplo, agua, con una variacion en el tamafio de entre 1-100 nm.
Oscilacion. Variacion, perturbacion o fluctuacion en el tiempo de un medio o

sistema.

Plasmon. Puede referirse a la cuasiparticula, plasmon, el cual es un cuanto de
las oscilaciones del plasma. O también puede referirse al fendbmeno de absorcion
de plasmones de superficie, en el cual la radiacién electromagnética entra en
resonancia con la oscilacion de los electrones de conduccién de la nanoparticula

metalica, generando una fuerte absorcion.
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RESUMEN

TITULO: FOTOACTIVACION CON INFRARROJO CERCANO DE NANOPARTICULAS DE ORO
FUNCIONALIZADAS CON ACIDO FOLICO.*

Autor: Linda Esperanza Bertel Garay.**

Palabras claves: Nanoparticulas de oro, absorcion de plasmones de superficie, funcionalizacién,
fotoactivacion.

Esta investigacion describe la preparacion de nanoparticulas de oro funcionalizadas con acido
félico (AuNP-AF) y su posterior fotoactivacion con luz del infrarrojo cercano (IRC). Las
nanoparticulas de oro (AuNP) se obtuvieron por diferentes metodologias, las cuales permitieron
controlar su forma y tamafio. La caracterizacion de las AUNP se llevo a cabo por medio de técnicas
espectroscépicas (espectroscopias ultravioleta-visible, infrarroja y de fluorescencia), dispersién
dinamica de la luz y microscopia electrénica de barrido. Luego de la obtencién de las AuNP-AF con
las propiedades requeridas de forma y tamafio, estas se sometieron a radiacion IRC.

Para la preparacion de las AuNPs se usaron dos métodos reportados en la literatura: el método de
reduccion de acido cloroaurico por medio de citrato de sodio para producir AUNP esféricas, y la
sintesis de nanobarras de oro (AuNR) usando el molde hexadeciltrimetilamonio (CTAB). Para la
funcionalizaciéon de las AuNP con el AF se utilizé la sintesis de AuNP en un solo paso. Sin
embargo tras el estudio de las condiciones Optimas de sintesis de estos nanomateriales, se
realizaron dos novedosas metodologias fotoquimicas para preparar: AuNP no esféricas
estabilizadas con citrato y AUNP-AF esféricas, también se realiz6 un procedimiento para obtener
AuNR funcionalizadas con AF (AuNR-AF) partiendo de una solucion de AuNRs previamente
preparada usando CTAB.

Se obtuvieron AuNR-AF (ancho 20,1 nm; largo 51,1 nm) con la banda de plasmones longitudinal
en 832 nm, las cuales lograron un aumento de temperatura de 17,8°C al ser irradiadas con IRC
durante 10min. Este resultado es importante en el dmbito de la biomedicina ya que permite
proponer a las AUNR-AF como potenciales agentes para producir hipertermia en células infectadas
con leishmaniasis.

*Proyecto de grado
**Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Director Fernando Martinez. Codirector John Castillo
Leon.
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ABSTRACT

TITLE: PHOTOACTIVATION BY NEAR INFRARED OF GOLD NANOPARTICLES
FUNCTIONALIZED WITH FOLIC ACID*

AUTHOR: Linda Esperanza Bertel Garay**

KEYWORDS: Gold nanoparticle, surface plasmon absorption, functionalization, photoactivation.

This research describes the preparation of gold nanoparticles functionalized with Folic Acid (AuNP-
AF) and its photoactivation by near infrared light. The gold nanoparticles (AuNPs) were produced
by different methodologies which allowed controlling its shape and size. The characterization of
AuNPs was carried out by means of: spectroscopic techniques (Ultraviolet—visible, infrared and
fluorescence espectroscopies), Dynamic Light Scattering and Scanning Electron Microscopy. After
obtaining the AuNPs with the shape, size and properties required, then they were subjected to
radiation exposure.

Two methods reported in the literature were implemented to prepare the AuNPs: the gold
nanoparticles were prepared by reducing chloroauric acid with sodium citrate in order to produce
spherical AuNPs and synthesize gold nanorods (AuNR) by wusing the mold of
hexadecyltrimethylammonium (CTAB). The one-step synthesis of AUNPs was used to functionalize
the AuNPs with folic acid. However, the study of optimal conditions of the synthesis of these
nanomaterials, were performed two photochemical methods to prepare: non spherical AuNPs
stabilized by sodium citrate and spherical AUNP-AF. It also a method was performed for producing
AuNR functionalized with folic acid prepared from previously prepared AuNR solution by using
CTAB.

AuNR-AF were obtained (width 20,1 nm, length 51,1 nm) with a longitudinal band of surface
plasmons of 832 nm, which achieved a temperature increase of 17.8 ° C when were irradiated
under near infrared light during 10 min. This result is important in the field of biomedicine because
AuNR-AF particles are proposed as potential agents to induce hyperthermia in cells infected with
leishmaniasis.

* Undergraduate proyect
**Science Faculty. Chemistry School. Director Fernando Martinez Ortega. Codirector John Castillo
Leon.
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INTRODUCCION

La investigacion en nanotecnologia se centra en la busqueda de nuevas
aplicaciones de los nanomateriales obtenidos, aprovechando las propiedades
particulares que presenta este tipo de material comprendido entre 1y 100nm.

En el presente trabajo de grado se propuso la preparacién de nanoparticulas de
oro (AuNPs) funcionalizadas con &cido folico (AF) para generar un efecto de
calentamiento térmico al ser irradiadas con infrarrojo cercano (IRC). La
funcionalizacion consiste en la unién estratégica de una molécula de AF a la
nanoparticula (NP) y tiene como fin permitir la internalizacion selectiva en las
células que expresen receptores de folato, tal como algunas células cancerigenas
y/o células infectadas con Leishmania spp por ejemplo. Una vez se logré la
funcionalizacion, se evaluaron algunos parametros relacionados con la irradiacion
de las soluciones de AuNP-AF para medir el efecto de calentamiento de la
solucién que contiene el sistema AuNP-AF.

La generacion del efecto térmico local permite proponer el uso de este compuesto
para la destruccidn selectiva de células infectadas con el parasito, Leishmania
spp, la cual se propone como una alternativa terapéutica para combatir esta
enfermedad, especificamente para la leishmaniasis cutanea, principal cuadro
clinico de leishmaniasis presente en la gran mayoria de los departamentos de
Colombia [1].
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Las AuNPs han sido ampliamente utilizadas en investigaciones para el diagnostico
[2, 3] y tratamiento del cancer. Se han empleado radiaciones, como el infrarrojo
cercano (IRC) [4] y de radiofrecuencia (RF) [5].

En el presente trabajo de investigacion se busco inicialmente controlar el tamafio y
la forma de las AuNPs libres y funcionalizadas con AF (AuNP-AF), ensayando
algunos métodos de sintesis que permitieran obtener AUNPs capaces de producir
un aumento de la temperatura (al interactuar con IRC) y que ademas tuvieran un
tamafio entre: 1-100nm, de tal forma que sea posible su ingreso a las células para
posibles aplicaciones biomédicas. Finalmente, se determinaron las condiciones de
irradiacion que condujeron a un aumento en la temperatura de la solucion de
AuNP-AF, como ensayo previo a los experimentos que se realizaran directamente
en las células por miembros del CINTROP.
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1. JUSTIFICACION

El 90% de los casos de leishmaniasis cutanea ocurren en siete paises (Afganistan,
Argelia, Brasil, Iran, Perl, Arabia Saudita y Siria), mientras que el 90% de los
casos de leishmaniasis visceral ocurren en areas rurales y suburbanas de cinco
paises (Bangladesh, India, Nepal, Sudan y Brasil). Por otro lado, en Colombia, la
leishmaniasis se presenta en forma endémica (para los tres tipos de leishmaniasis:
visceral, cutdnea y nasal) y afecta al 91% del territorio ubicado por debajo los 1750
m.s.n.m [6]. Lo anterior incentiva la investigacion de tratamientos alternos y
selectivos para combatir la leishmaniasis. En este sentido la evaluacion de AuNPs
como una alternativa podria a permitir avanzar en el desarrollo de nuevas terapias
contra la leishmaniasis, y el presente trabajo esta relacionado con la preparacién
controlada de NPs funcionalizadas con el &cido folico como paso previo a los

estudios in vitro requeridos para evaluar su efecto toxico.

El estudio realizado en torno a la funcionalizacion de las AuNPs con AF,
representa un valioso aporte a la comunidad cientifica nacional e internacional
debido a que proporcionara los métodos de sintesis necesarios para controlar el
tamafio y la forma de las AuNP-AF. Estos procedimientos de preparacion
permitirdn que el conjugado AuNP-AF se use en medios biolégicos para generar
un efecto térmico focalizado al permitir la interaccion NP-radiacién en el interior de
la célula. ElI AF fue escogido para esta funcionalizacion debido a que las células
necesitan folatos para llevar a cabo varias reacciones bioquimicas, por ejemplo,
los cofactores folatos son requeridos para la formacion de precursores purina y

pirimidina para la sintesis de ADN y ARN [7]
Los receptores de folatos se expresan en la mayoria de las células de mamifero;

sin embargo, se ha determinado que se sobre-expresan en mas del 90% de los

carcinomas de ovario no mucinosos. También se encuentran altos niveles en los
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carcinomas de riiién, cerebro, pulmén y de mama, mientras que se producen
niveles muy bajos en la mayoria de tejidos normales [8]. Adicionalmente, el
parasito Leishmania spp ha desarrollado un sofisticado mecanismo de proteinas
integrales transportadoras, que le ayudan a ingresar los folatos. Razén por la cual

se espera que el parasito también internalice estos conjugados, AUNP-AF.

Los resultados de esta investigacion serviran de guia para otros trabajos en
nanomedicina, que busquen la aplicacion de las AUNPs en el tratamiento de otras
enfermedades (como la terapia para la lucha contra el cancer), 6 quizas para otro

tipo de aplicaciones.

Por otro lado, se ha demostrado que las AuNPs no presentan citotoxicidad, no son
inmunogénicas y presentan biocompatibilidad. Por ejemplo, se observé que las
AuNPs no son toxicas para las células macrofagas RAW264.7 [9]. Estas
propiedades corroboran su excelente potencial en nanoinmunologia,

nanobiotecnologia y nanomedicina.

Por ultimo, en la literatura los trabajos que estudian métodos de sintesis para
controlar la forma y el tamafio del conjugado AuNP-AF son escasos y alin mas
escasos los dedicados a estudiar la fotoactivacion de las nanoparticulas con IRC

con fines terapéuticos en casos particulares como la leishmaniasis cutanea.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar métodos para preparacion de nanoparticulas de oro (funcionalizadas con
acido félico) de tamafio y forma controlada y estudiar el efecto térmico generado

por su interaccién con la radiaciéon IRC.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
v’ Sintetizar y caracterizar nanoparticulas de oro con y sin funcionalizacién con el

acido folico.

v Estudiar el efecto térmico de las nanoparticulas de oro funcionalizadas con

acido folico al irradiar una solucion de nanoparticulas con IRC.
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3. MARCO TEORICO

3.1 NANOPARTICULAS DE ORO

El uso de AuNPs en aplicaciones biomédicas ha adquirido gran atencion e interés,
debido a sus significativas ventajas frente a otros agentes. Entre estas ventajas
esta su facil biocompatibilidad y biomodificacién, su propiedad de absorcion de

plasmones de superficie, etc.

Las AuNPs, también llamadas coloides de oro, son las nanoparticulas metalicas
mas estables. Presentan aspectos fascinantes tales como: sus mdltiples tipos de
ensambles, involucrando a la ciencia de materiales; el comportamiento de las
particulas individuales; propiedades magnéticas, Opticas (efecto del tamafio
cuantico) y electronicas (relacionadas con el tamafio) y sus aplicaciones en

catdlisis y biologia.

En la antigliedad, los materiales eran usados en un sentido ecoldgico tanto para
propdsitos artisticos como curativos. El oro coloidal era usado para hacer vidrio
rubi y ceramicas coloridas, y adn estas aplicaciones contindan en la actualidad.
Tal vez el ejemplo mas famoso es la Copa de Lycurgus que fue manufacturada en
el siglo 5-4 a.c. Esta es de color rojo rubi con luz transmitida y verde con luz
reflejada, debido a la presencia de coloides de oro. La reputacién del oro soluble
en la edad media estaba asociada a fabulosos poderes curativos de varias
enfermedades, tales como: problemas venéreos y del corazon, disenteria,

epilepsia, tumores, y para el diagnostico de sifilis [10]
En cuanto a la citotoxicidad de las AuNPs, los trabajos reportados recientemente

muestran discrepancias, se ha encontrado que dicha citotoxicidad esta

fuertemente relacionada con el tamafio y la forma de las AuNPs investigadas, asi
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como con las distintas caracteristicas superficiales (dependientes del tipo de
moléculas estabilizadoras de la AUNP).

Pan et al. evaluaron el efecto del tamafio de la NP sobre la citotoxicidad de AuNPs
estabilizadas con trifenilfosfina (0,8-15 nm) en varias lineas celulares (fibroblastos
de tejido conectivo, células epiteliales, macréfagos y células melanoma). Estos
autores encontraron que la respuesta y el mecanismo de muerte celular dependen
del tamario, todas las células investigadas fueron muy sensibles a las AuNPs de
1,4 nm de didmetro, mientras que las AuNPs con un didmetro de 15 nm y de
tiomalato de oro resultaron ser no toxicas [11].

Se ha encontrado que el ambiente superficial de las AuNPs determina en gran
medida su toxicidad. Las AuNPs catidnicas presentan mayor toxicidad que las
anionicas: las AuNPs anibénicas con nucleo de tamafio 2 nm son practicamente no
toxicas mientras que las equivalentes catibnicas son moderadamente toxicas,
encontrandose que la toxicidad esta probablemente relacionada con la lisis celular
(mediada inicialmente por una unién electrostdtica) dependiente de la
concentracion [12].

3.1.1 Banda de plasmones de superficie. Las soluciones coloidales de AuNPs
esféricas exhiben un profundo color rojo debido a la bien conocida banda de
plasmones superficial (APS). Para las AuNPs esféricas la banda APS surge
alrededor de 520nm. La APS es causada por la oscilacion coherente de los
electrones de la banda de conduccion, los cuales interactian con el campo
electromagnético. La polarizaciéon de los electrones con respecto al nucleo iénico
mas pesado de una NP esférica es inducida por el campo eléctrico de la onda de
luz incidente. Se debe tener en cuenta que existe una diferencia de carga neta
solo en la superficie de la NP, que a su vez actia como una fuerza restauradora.
En un caso mas simple, se crea una oscilacion de todos los electrones en fase,

como muestra la figura 1. El color observado se origina por la fuerte absorcion de
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la NP metélica cuando la frecuencia del campo electromagnético entra en

resonancia con el movimiento coherente de los electrones [13].

Figura 1. Esquema de la interaccion de una AuNP con la luz. ElI campo
electromagnético (EM) de la luz induce una oscilacién coherente dipolar de los

electrones de conduccion a través de la NP.

nucleo de
Campo EM AuNP -

Fuente: Adaptada de JAIN, Prashant K.; EL-SAYED, Ivan H.; EL-SAYED, Mostafa
A. Au nanoparticles target cancer. En: Nano Today. 2007, Vol. 2, p. 19-29. [14].

La forma de las nanoparticulas, el ambiente dieléctrico, y la distancia entre
particulas, son probablemente los pardmetros mas importantes que determinan la
frecuencia del plasmon superficial, puesto que las oscilaciones de los electrones
libres son fuertemente dependientes del espacio disponible. Mientras que la forma
de oscilacion de las esferas metdlicas tiene muy poca variabilidad, los electrones
en las nanobarras pueden oscilar de una manera transversal o longitudinal, lo cual
permite la formacion de dos picos bien definidos debidos al plasmén de superficie,
ver figura 2. Otro parametro fundamental para la determinacion del plasmon de
resonancia es el ambiente en el cual las nanoparticulas estan embebidas. Todos
estos factores deben de ser tomados en cuenta para adaptar los nanomateriales

para una aplicacién en particular [13].
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Absorbancia

Figura 2. A) Espectro de absorcion de UV-Vis tipico de Nanobarras. B) Esquema
de la interaccién de una Nanobarra de Au con la luz, a la izquierda se muestra el

dipolo transversal y a la derecha el longitudinal.
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Fuente: LIZ-MARZAN, Luis M. Nanometals: formation y color. En: Materials Today.
2004, Vol. 2, p. 26-31. [15].

3.1.2 Métodos de sintesis y multifuncionalidad. Entre los métodos
convencionales de sintesis de AuNPs se usan los métodos de reduccion de
derivados de oro (lll), el mas popular, ha sido el uso del citrato para reducir el
HAuCl,; acuoso, el cual fue introducido por Turkevitch desde 1951. Esta sintesis
condujo a AuNPs de 20nm. Recientemente una preparacion de AuNPs
estabilizadas con 3-mercaptopropionato de sodio fue indicado, en la cual se
adopt6 la adicion simultdnea de citrato y de un surfactante anfifilico; el tamafio

podia ser controlado variando la relacion estabilizante/oro [10].

Sin embargo, los métodos de sintesis se han modificado, segun las nuevas

exigencias de las aplicaciones de AuNPs. Por ejemplo, para sintetizar AUNPs de
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formas diferentes a la esférica se pueden utilizar métodos quimicos (donde se
sigue usando el citrato para reducir el HAuCl,, pero se introduce un surfactante
qgue es el CTAB) y fotoquimicos (donde se lleva a cabo una reduccién fotoquimica
y no se utiliza citrato). El método quimico consiste en preparar una solucion
semilla de AuNPs esféricas (de alrededor de 5nm), a partir de HAuCl, y utilizando
el citrato de sodio para reducir la sal y borohidruro de sodio. Ademas, se prepara
una solucién stock mezclando: HAuCl,, bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) y
acido ascorbico. La sintesis termina cuando se mezcla la solucion semilla y la
solucién stock, obteniéndose nanobarras de oro (AuNRs). EI CTAB es el Unico
reactivo conocido que permite moldear a la NP en forma de barra [16]. El método
fotoquimico involucra una sal de oro (HAuUCl,; - 3H,0) y el oxalato de sodio. La
reaccion ocurre en presencia de radiacion (emitida por una lampara de mercurio
de 306 nm) y se producen NPs de forma poligonal. Ademas los autores
demostraron que la solucién de AuNPs poligonales sintetizada puede calentarse
rapidamente hasta ~50°C bajo iluminacion con luz IRC durante 5 min, usando un
diodo laser de 808 nm a una densidad de potencia de ~200 mW/cm?. Asi, estas
AuNPs son potenciales agentes fototérmicos para causar hipertermia en animales

mediante ensayos in vivo [17].

Otro método de sintesis es el de Brust-Schiffrin, publicado en 1994, el cual permite
producir AuNPs térmica y aéreamente estables y de tamafio controlado (1,5-5,2
nm). La sintesis es inspirada por el sistema de dos fases de Faraday y usa
ligandos tiol que se unen fuertemente al oro debido al caracter blando tanto del oro
como del azufre. EI AuCl es transferido al tolueno (usando bromuro de
tetraoctilamonio como la fase transportadora de reactivos) y reducido por NaBH4
en la presencia de dodecanotiol. La fase organica cambia de color naranja a
marron oscuro dentro de unos pocos segundos después de haber adicionado
NaBH, [10].
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Existen una variedad de métodos fisicos para sintetizar AuNPs, tales como: los
fotoquimicos, ya mencionados, en los cuales se irradia con UV o IRC; radiolisis, la
cual ha sido usada para el control del tamafio de las AuNPs o para la sintesis de
ellas en la presencia de radicales especificos; termdlisis de preparaciones crudas
de AuNPs sin remocion de la fase de transferencia de reactivos, bromuro de
tetraoctilamonio, a 150-25°C llevo a un incremento del tamafio de las particulas
(3,4-9,7 nm) [10].

Las AuNPs pueden ser funcionalizadas debido a que presentan una gran area
superficial. Las AuNPs con un didmetro del nucleo en el rango de 1,5 a 5,2 nm, y
gue contienen ~ 110 a 4800 atomos de Au, pueden establecer entre 53 y 520

interacciones con cadenas de alcanotiolatos [18].

La funcionalizacién de las AuNPs se ha realizado comunmente con ligandos tiol,
gue se ligan fuertemente al oro debido al caracter “blando” tanto del oro como del
azufre. Los tioles organicos, ligados a la superficie de las nanoparticulas, son
particularmente efectivos para la funcionalizacién por la presencia de un enlace
tipo o, en el cual el azufre es el donor de densidad electrénica y el atomo metalico
es el aceptor, adicionalmente un enlace tipo 1, en el cual los electrones del metal
estan parcialmente deslocalizados con los orbitales moleculares formados entre
los orbitales d llenos del metal y los orbitales d vacios del azufre [19]. Otros
ligandos que han sido utilizados y las NPs han mostrado afinidad, han sido:

fosfina, oxido de fosfina, amina y ligandos carboxilatos [10].

Se ha enlazado una diversidad de moléculas en la superficie de los nucleos de las
AuNPs, lo cual ha permitido su uso en un gran numero de aplicaciones. Fan et al.
mencionaron los detalles de la elongacion de péptidos al anclarlos a la superficie
de las AuNPs. Este estudio ha aportado las herramientas claves para aplicaciones

biomédicas, ya que tales moléculas de péptidos e incluso proteinas, al ser ligadas
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a las NPs mejoran la bioespecificidad y potencialidad de este tipo de sistemas
[20].

La funcionalizacion de AuNPs con paclitaxel, se ha utilizado para resolver tres
problemas asociados con el agente quimioterapéutico paclitaxel como una droga
efectiva contra el cancer: 1) la baja solubilidad en agua, 2) la baja biodisponibilidad
para atacar selectivamente a las células cancerigenas y 3) la falta de métodos
seguros para la deteccion y seguimiento de esta enfermedad. Los resultados
encontrados usando AuNPs-paclitaxel fueron promisorios para lograr una cura del
cancer [21].

3.1.3 Técnicas de caracterizacion.

3.1.3.1 Espectroscopia de absorcion en el Ultravioleta-Visible. Todos los
compuestos organicos absorben radiacion ultravioleta o visible. La energia UV-Vis
gue se absorbe puede promocionar un electron de un orbital c o 1 enlazante o
antienlazante, a un orbital antienlazante vacio [22]. Adicionalmente esta técnica
resulta conveniente para caracterizar a las NPs metdlicas, ya que por medio de
ella se puede detectar la banda APS que es propia de cada tipo de NP.

3.1.3.2 Espectroscopia de Fluorescencia. La fluorescencia es un proceso de
emisién en el cual las moléculas son excitadas por la absorcién de radiacion
electromagnética y, al relajarse a cualquiera de los estados vibracionales del
estado electrénico basal, liberan el exceso de energia en forma de fotones.

Un fluorimetro consta de una fuente de luz y de un sistema de seleccion de
longitud de onda de excitacion. Cuando la muestra es excitada con una radiacion
de energia apropiada, emite radiacion en todas las direcciones del espacio. No
obstante la luz emitida se detecta mejor en angulo recto con respecto al haz de
excitacion, ya que se evitan problemas de dispersiéon de la luz y también el haz de

luz excitante que es de mucha mayor intensidad que el haz de luz emitida. La luz
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emitida es recogida seleccionando una longitud de onda apropiada y conducida a
un detector, donde queda registrada por sistemas similares a los de un
espectrofotometro de absorcion [23].

En la figura 3, se muestran los espectros de emision de fluorescencia de AuNPs
con y sin funcionalizacién con diferentes compuestos funcionalizantes [24]. Se ha
observado que las AuNPs sin funcionalizacion no fluorescen significativamente en
comparacion con los espectros observados de las AuNPs funcionalizadas con

moléculas especificas.

Figura 3. Espectros de emision de fluorescencia de: (a) AUNPs no funcionalizadas
y (b-d) AuNPs funcionalizadas con trifenilfosfina, acido 3-mercaptopropionico
relacion molar acido/AuNP=1:1 y acido 3-mercaptopropionico relacion molar

acido/AuNP=100:1 respectivamente.
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Fuente: ZHANG, Zhi-juan; [et al.]. Fluorescent Property of Gold Nanoparticles with
Different Surface Structures. En: Chinese Journal of Chemical Physics. 2007, Vol.
20, p. 796-800. [24].

3.1.3.3 Microscopia de transmision electronica. La microscopia de transmision
electrénica 6 TEM (por sus siglas en inglés: Transmission Electron Microscopy) se
basa en un haz de electrones que es conducido a través de lentes

electromagnéticos y se proyecta sobre una muestra muy delgada situada en una
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columna de alto vacio. Debido a que los electrones tienen una longitud de onda

mucho menor que la luz, pueden mostrar estructuras mucho mas pequefias.

Generalmente las muestras organicas carecen de contraste suficiente para poder
ser visualizadas, y son atravesadas por los electrones con facilidad. Por este
motivo es necesario realizar un marcaje con soluciones de metales pesados. Las
muestras en suspension (microparticulas, nanoparticulas, virus, etc.) pueden
estudiarse facilmente aumentando el contraste mediante una tincion negativa.
Mediante esta coloracion se tifie el entorno de la muestra impidiendo el paso de
los electrones. Como resultado se obtiene imagenes con un fondo oscuro

adecuado para contrastar la fotografia y observar la imagen [25].

3.1.3.4 Microscopia electréonica de barrido. Esta técnica es conocida como
SEM (por sus siglas en inglés: Scanning Electron Microscopy). En el microscopio
electronico de barrido se construyen imagenes y contrastes, aprovechando la
emision de electrones (electrones secundarios) de una muestra, cuando sobre ella
incide un haz enfocado de electrones de alta energia. La muestra también emite
rayos X, los cuales pueden ser analizados para obtener informacién sobre la
composicion del material. Cada sefial obtenida del SEM es captada con un

detector apropiado.

Los electrones emitidos por la interaccion del haz incidente y la muestra son
recogidos por los correspondientes detectores para producir una sefial eléctrica, la
cual se utiliza para modular la intensidad de un haz de electrones que incide en la
pantalla de un tubo de rayos catédicos, de manera que mediante un barrido
sincronizado del haz incidente en la superficie de una muestra y del haz incidente

en la pantalla del tubo de rayos catddicos, se produce en ésta una imagen de la
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muestra. La emision de electrones y de los rayos X de la muestra se origina por
las colisiones de electrones del haz incidente con electrones de los atomos del

material de la probeta [26].

3.1.3.5 Microscopia de fuerza atomica. La microscopia de fuerza atébmica 0
AFM (por sus siglas en inglés: Atomic force microscopy) es una técnica
relativamente nueva que permite obtener imagenes de superficies a escala
molecular. En realidad el microscopio de fuerza atdbmica pertenece a una amplia
familia de microscopios basados todos ellos en la medida de las pequefias
interacciones existentes entre una punta acabada en un atomo y la superficie que

se quiere estudiar.

Una de las ventajas del microscopio de fuerza atémica frente al microscopio
electronico de barrido (aparte de su mayor resolucion vertical) es que su
funcionamiento no requiere condiciones de vacio, pudiendo operar con la muestra

en aire o inmersa en fluidos [27].

Las microscopias electronicas han permitido caracterizar las nanoparticulas de oro
con y sin funcionalizacion, de tal manera que estas permiten constatar si los

métodos de sintesis han sido o no apropiados para obtener el compuesto.

3.2 APLICACIONES BIOMEDICAS DE LAS NANOPARTICULAS DE ORO
FUNCIONALIZADAS

El interés creciente en la funcionalizacion de AuNPs, tiene sus raices en el amplio
abanico de aplicaciones biomédicas que las AuNPs proporcionan. Su propiedad
mMAas notoria y quizas mas promisoria, en cuanto a estas aplicaciones, es la

resonancia de plasmones de superficie. Esta propiedad permite utilizar las AUNPs
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en la deteccion y en terapias fototérmicas de enfermedades como el cancer. Por
ejemplo, Huang et al. lograron realizar simultineamente un diagnostico y una
terapia contra el cancer, utilizando nanobarras de oro (AuNRs) funcionalizadas
con el anticuerpo monoclonal del receptor del factor de crecimiento anti-
epidérmico (anti-EGFR) incubadas en cultivos con lineas celulares epidérmicas no
malignas (HaCat) y dos lineas celulares epidérmicas orales malignas (HOC 313
clon 8 y HSC 3). Las AuNR funcionalizadas con anti-EGFR, se unian
especificamente a la superficie de las células malignas con mayor afinidad, debido
a que los receptores del factor de crecimiento, EGFR son sobre-expresados en la
membrana citoplasmatica de las células malignas. Se observé por medio de un
microscopio el fuerte color rojo de este conjugado en campo oscuro, las células
malignas eran visualizadas claramente y distinguidas de las sanas. Ademas, se
observé que tras la irradiacion, durante 4 min de las células malignas con un laser

de 800 nm y una potencia de 120mW los tres tipos de células eran destruidas [28].

La terapia fototérmica de céncer usando AuNPs y AuNRs ha utilizado diversas
radiaciones como: visible [29], radiofrecuencias [5] e infrarrojo cercano. Esta Ultima
radiacion (IRC) especificamente, se ha usado en terapias in vivo debido a que
pueden penetrar profundamente la piel y tanto la hemoglobina como las moléculas

de agua en los tejidos presentan su absorciébn minima en esta regién del espectro.

Gaiping y et al., trabajaron en la preparacion y funcionalizacion de AuNPs con AF
por medio de un procedimiento de un solo paso y adicionalmente se evalué la
internalizacion del conjugado, AUNP-AF en células HelLa. Los resultados sugieren
que la superficie de las AuNPs funcionalizadas con AF facilita la internalizacion de
las NPs por las células HelLa, por medio de una endocitosis mediada por
receptores folatos (RF). Esto ultimo implicaria que el acople con la NP no afectara
el reconocimiento especifico del AF por los RF en la superficie celular. Por otro
lado esta investigacion indicé que se podria considerar que el AF no influye en la

37



viabilidad celular y que ademas los resultados de los ensayos de Bromuro de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) no indicaron ninguna toxicidad
después de la incubacion de células HeLa con las AuNP-AF. Esto puede ser
debido a la esencia inerte y no téxica del nucleo de Au y a la biocompatibilidad de

la superficie compuesta por AF [30].

La funcionalizacion de AuNPs también ha involucrado el uso de Glutation (GSH)
como agente estabilizador y acoplador en la sintesis de AuNP cubiertas por GSH
(AUNP-GSH). ElI GSH fue inmovilizado en la superficie de la AuNP a traves del
grupo tiol de la cisteina, y el AF fue enlazado a la AuNP por medio de una
reaccion entre el grupo carbonilo del GSH y el grupo amino del AF. A una
concentracion celular baja (10" células/mL), no hay ninguna diferencia significativa
de absorbancia relativa (AA) a 528 nm entre las células cancerosas y las células
de control (p> 0,05). En el intervalo de 10%-10° células/mL, las células HeLa y FB
se pueden distinguir claramente por una diferencia significativa de AA de los cuatro
grupos (p <0,05). Asi, la AUNP-GSH-AF mostr6 sensibilidad y selectividad para la

deteccién de células HelLa [2].

Recientemente Wei et al. demostraron que las AuNRs funcionalizadas con
ligandos folatos podian ser usadas para terapias hipertérmicas de células
cancerosas orales KB con un laser tipo Ti:Sapphire. Se disefiaron areas en una
placa de cultivo que contenian células KB tratadas con AuNR-AF, las cuales
fueron expuestas a irradiacion continua durante 30 segundos y a densidades de
potencia que iban desde 22 hasta 176 W/cm? (potencias de laser incidente que
iban desde 7,5 hasta 60mW). Estas células sufrieron grandes dafios en sus
membranas después de los 30 segundos de irradiacion, a densidades de potencia
tan bajas como 44 W/cm?. Como control, células KB no tratadas se irradiaron
durante 30 segundos a 176 W/cm?, sin evidencia visible de lesién hipertérmica.
Las células fueron incubadas con bromuro de etidio y examinadas por microscopia

de fluorescencia lineal y TPL para identificar el grado de hipertermia. Las células
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KB que contenian nanobarras eran impermeables al bromuro de etidio antes de la
irradiacion IRC, pero sus nudcleos se tifieron fuertemente después de una
exposicion de 30 segundos, confirmando que el tratameinto fototérmico pone en

peligro la integridad de la membrana celular [31].
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4. SECCION EXPERIMENTAL

4.1 SINTESIS Y CARACTERIZACION DE LAS NANOPARTICULAS DE ORO

4.1.1 Sintesis de nanoparticulas de oro esféricas. Para la sintesis de AuNPs
se utilizé una metodologia basada en la reaccion de Mcfarland et al. [32]. Se tomo
una solucién de HAuCl;.3H,O (ImM; 10mL) y se calenté hasta ebullicion, con
agitacibn magnética constante. Posteriormente se adicion6 gota a gota una
cantidad de citrato de sodio (38,8mM; 0,3-2,5mL), continuando con el

calentamiento y la agitacion durante 10 minutos.

4.1.2 Sintesis de nanoparticulas de oro por un método fotoquimico. En este
caso se tomo una solucion acuosa de citrato (38,8mM; 158 pL) y se disolvié en
9,7/mL de agua MiliQ en un micro reactor de cuarzo (15 mL). El micro reactor
(figura 4-C) permite el uso de una lampara de longitud de onda de 254nm (UV,
P/N: 90-0012-01 (Model 11SC-1), colocada dentro de un tubo cilindrico de cuarzo
rodeado por una chaqueta que facilita la circulacion de agua para controlar la
temperatura. Posteriormente, una solucion acuosa de HAuCI4.3H,O 0,01M
(158pL) se adicion6 al micro reactor. La mezcla se irradié durante 4 y 40 min, con
agitacion magnética constante. Durante la irradiacion la temperatura se mantuvo
constate ,19°C, mediante un bafio termostatado, con el fin de evitar reacciones

fotoquimicas no deseadas, debido al calentamiento de la lampara.
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Figura 4. Equipo usado para la sintesis fotoquimica de AuNP estabilizadas por
citrato. (A) micro reactor, (B) bafio termostatado y (C) producto de AuNP
estabilizadas con citrato.

Fuente: Autora.

4.1.3 Sintesis de nanobarras de oro. Esta sintesis requiere la presencia de un
molde, que actia como un agente orientador de la estructura, para obtener las
nanobarras. En este caso se usa el hexadeciltrimetilamonio (CTAB). Se usé un
procedimiento para sintetizar nanobarras cortas (largo=46,4nm) y nanobarras un
poco mas largas (largo=51,1nm) Las AuNRs cortas se denominaran AuNR703 y
las “largas” AUNR832 por sus bandas APS longitudinales. Para la sintesis de las
AuNR703 se utiliz6 una metodologia similar a la empleada por Alekseeva et al.
[33], la cual comprendié las siguientes dos etapas:

a. Preparacion de una solucion semilla.

Se mezclé una solucion de CTAB (0,1M; 1mL) con una solucién HAuCl,;.3H,0

(0,01M; 25 uL). Se inicié la agitacidbn magnética después de adicionar a la mezcla
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de reaccion, una solucion de NaBH,4 (0,01M; 100 pL) previamente preparada. La

solucion semilla fue sometida a agitacion magnética por 1 minuto mas.
b. Crecimiento de las nanobarras de oro.

Se mezclé una solucién de CTAB (0,1M; 9,5 mL) con una solucion de AgNO3;
(0,004M; 100 pL) y se agitd magnéticamente. Posteriormente se adiciono la
solucion de HAuCl,.3H,O (0,01mM; 500 pL) y una solucion de acido ascorbico
(0,0788 M; 100 puL), bajo agitacion. Finalmente para iniciar el crecimiento de las
nanobarras, se adicionaron 12 pL de la solucion semilla manteniendo la agitacion

durante 20 minutos.

Para la sintesis de las nanoparticulas: AUNR832 se usé el mismo procedimiento
pero cambiando las cantidades y las concentraciones de los reactivos. Asi, para la
preparacion de la solucién semilla se usaron soluciones de: CTAB (0,2M; 5mL),
HAuCl4;.3H,O (0,5mM; 5mL) y NaBH4 (0,01M; 0,6mL). Posteriormente para la
preparacién de la solucion de crecimiento se usaron las soluciones: CTAB (0,2M,;
5mL), AgNO3 (0,004M; 250 uL), HAuCI4.3H,O (1mM; 5mL), acido ascérbico
(0,0788M; 70 uL) y 12uL de la solucién semilla [34].

4.1.4 Caracterizaciéon de los tres tipos de nanoparticulas de oro preparadas.
Las tres soluciones de AuNPs preparadas (AuNPs esféricas, AuNRs y las
sintetizadas por el MFQ) fueron caracterizadas por espectroscopia de absorcion
UV-Vis, en la region de 200 a 900 nm, utilizando un espectrometro Shimadzu de
doble canal modelo 2401PC.

Las técnicas de electroforesis y velocimetria Laser Doppler se utilizaron para

determinar el valor del potencial Z de las soluciones estudiadas. Ademas, las
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soluciones de AuNPs y AuNRs fueron analizadas por medio de la técnica:
dispersion dindmica de la luz 6 DLS (Dynamic Light Scattering), la cual permitio
conocer el diametro promedio de las mismas. Estas dos ultimas técnicas son
medidas en un equipo Zetasizer Nano Malver modelo ZS90. Para realizar estas
medidas, se ingreso en el software del equipo Zetasizer el valor de la absorbancia
en la banda APS, obtenida por espectroscopia UV-Vis, para el caso de las AuNPs
esféricas se uso la absorbancia en la Unica banda APS observada, mientras que
para las AuNPs sintetizadas por el MFQ y las AuNRs se usé la absorbancia en la
banda APS longitudinal.

El tamafio de las AuNPs esféricas también fue determinado por las ecuaciones de
Wolfgang Haiss et al. [35] y se compar6 con el medido por DLS. Las ecuaciones
Wolfgang Haiss et al. permiten el célculo del tamafio y la concentracion de las
AuNPs esféricas, utilizando el dato de absorbancia a la longitud de onda APS.
Entonces, el andlisis del espectro UV-Vis de las soluciones preparadas y el valor
obtenido de las ecuaciones de Wolfgang Haiss et al., permitieron estimar el
diametro y la concentracion de las AuNPs .esféricas. Para calcular el didmetro se

tuvieron en cuenta dos casos:

Primer caso. Para AuNPs mayores de 35 nm se obtuvo como resultado de la

regresion de los datos reportados por Wolfgang Haiss, la siguiente ecuacion:

d = _OIOZAAPS 2 + 23,393114[)5 - 6731,5 (EcuaCién 1)

Donde d es el diametro y A4ps €s la longitud de onda a la maxima absorcion
(banda APS). El valor R cuadrado fue de 0,9968.
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Segundo caso. Para NPs menores de 35 nm, al hacer la regresion de los datos

tabulados, se obtuvo la siguiente ecuacion:

2,9986(AAP5/A450)

d=0,112e (Ecuacion 2)

Donde A,pses la absorbancia a la longitud de onda de la APS. El valor R cuadrado
fue de 0,9999.

La concentracion (c) de las AuNPs también pudo calcularse usando una de las
ecuaciones de Wolfgang Haiss:

c= A45°/€450 (Ecuacion 3)

Donde ¢,5, €s el coeficiente de extincion molar a la longitud de onda de 450nm.

Por otro lado, se obtuvo informacion sobre la forma y tamafio promedio de las
AuNRs mediante la microscopia electrénica de barrido, en un equipo Quanta™
650 FEG.

4.2 FUNCIONALIZACION Y CARACTERIZACION DE LAS NANOPARTICULAS
DE ORO

4.2.1 Sintesis de nanoparticulas de oro esféricas funcionalizadas con acido

félico

v’ Método quimico (MQ). Se adicion6 (gota a gota y con agitaciébn magnética
constante) una solucion de &cido félico (2,7mM; 1,02mL) a una solucion de
HAuCl;.3H,O (ImM; 5 mL). Posteriormente un pH de 9,12 fue ajustado
adicionando una pequefia cantidad de una solucién de NaOH 0,1M, hasta un
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pH de 10,41. La mezcla de reaccion, luego se sometid a un calentamiento
cercano a 50°C durante 8 horas [30].

En la figura 5 se observan las fotografias tomadas durante el procedimiento

experimental de la sintesis de AUNP-AF.

Figura 5. Procedimiento experimental. (A) Soluciéon de HAuCI;.3H,0. (B)
adicion de la solucion de AF con agitacion durante 1h. (C) fin de la adicion de la

solucion de AF. (D) Ajuste del pH. Y (E) Calentamiento de la mezcla de

reaccion.

Fuente: Autora.

v’ Método fotoquimico (MFQ). Una solucion acuosa (330uL) de AF 5mM se
diluyé a 9,7mL con agua miliQ en el foto-reactor de cuarzo. Luego, una solucién
acuosa (300uL) de HAuCl4.3H,0 0,01M se adicion6 al micro reactor. La mezcla
se irradi6 con una lampara UV de 254nm por 10 minutos con agitacion
magnética constante, utilizando el bafio termostatado. En ese momento se
observo la aparicién de un precipitado. Posteriormente se realizd una filtracién
de esta mezcla y el filtrado (fotografia del lado izquierdo de la figura 6) fue
analizado por espectroscopia IR utilizando un equipo Infrarrojo Bruker Tensor

27. Las aguas de lavado fueron analizadas por UV-Vis.
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Por ultimo se ajusto el pH de la mezcla de reaccion, adicionando una pequefa
cantidad de una solucion de NaOH 0,1mM, hasta un pH de 10,41. El producto

obtenido se muestra en la fotografia del lado derecho de la figura 6.

Figura 6. Fotografias tomadas durante la sintesis de AuNP-AF por el método

fotoquimico.

Fuente: Autora.

4.2.2 Sintesis de nanobarras de oro funcionalizadas con acido félico.
Partiendo de una solucion de nanobarras de oro previamente preparadas por
meétodo de Alekseeva et al [33] y Nikcobakht [34], se realizé la funcionalizacién de

las mismas con el AF.

5mL de la solucion de AuNRs se mezclaron con una solucion de AF 5mM (294puL
para el caso de las cortas o con 420uL para las “largas”). La mezcla se someti6 a
agitacion magnética por 1 hora. Las nanobarras funcionalizadas con AF se
denominardn AuNR703-AF y AuNR800-AF, con relacion a las nanobarras de las

cuales se parti6é para la funcionalizacion.
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4.2.3 Caracterizacion de las nanoparticulas de oro funcionalizadas con &cido
folico esféricas y en forma de barras.

La caracterizacion de las soluciones de AuUNP-AF esféricas y AUNR-AF se realiz6
también por espectroscopia de absorcion en el UV-Vis, realizando un barrido de
200 a 900 nm.

Se determind el potencial Z y el diametro promedio de las AUNP-AF esféricas por
medio del equipo Zetasizer, este valor del didmetro fue comparado con el diametro
obtenido usando las ecuaciones de Wolfgang Haiss et al. Se obtuvieron imagenes
de las AuNP-AF (sintetizadas por el MFQ) y las AuNR-AF, por medio del

microscopio electronico de barrido Quanta™ 650 FEG.

Se determinaron los espectros de emisién de fluorescencia de: las AuNP-AF
(sintetizadas por el MFQ), las AuNR-AF y de una solucién de AF, con el fin de
comparar los dos primeros espectros con el del AF. Estas mediciones se hicieron

en un Espectrofluorimetro Perkin Elmer L-55.

4.3 DETERMINACION DE LAS CONDICIONES ADECUADAS PARA LA
FOTOACTIVACION DE LAS NANOPARTICULAS DE ORO-ACIDO FOLICO

Las soluciones de AuNR-AF (cortas y “largas”) fueron irradiadas con un diodo
laser de 808nm. Para la primera solucion de AuNR se evaluaron tres valores de
potencia del laser: 400; 600 y 800 mW. Se observd que el mayor calentamiento se
obtenia cuando se usaba la potencia de 800mW y por lo tanto esta fue la potencia
utilizada para la irradiacion de las siguientes soluciones. Se ensayaron tres
concentraciones distintas para cada solucion de AuNRs, llamadas solucion 1, 2 y

3, la concentracion es mayor para la solucion 1 y disminuye en orden para las
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soluciones 2 y 3. De esta forma, los experimentos de irradiacion se hicieron
midiendo la temperatura (con un termémetro digital con sonda de acero inoxidable
sumergida en la solucion estudiada) cada 30 segundos durante 10 minutos. La
distancia de la solucién de NP al laser fue de 2mm en todos los experimentos. La
temperatura del laser se mantuvo constante (20°C). El montaje experimental

usado para esta etapa de la investigacion se muestra en la figura 7.

Figura 7. Montaje experimental para la irradiacion de las soluciones de AuNRs.
(A) Sensor de temperatura, (B) solucion de AuNR, (C) laser IRC (808nm), (D) y (E)

reguladores de temperatura y potencia respectivamente.

Fuente: Autora.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1 ESTUDIO DE LAS NANOPARTICULAS DE ORO
5.1.1 Nanoparticulas de oro esféricas

5.1.1.1 Caracterizacion de las nanoparticulas de oro esféricas. Las AuNPs
sintetizadas utilizando el método de sintesis quimico (reduccién con citrato)
mostraron un espectro UV-Vis con una banda intensa de APS alrededor de 520
nm, lo cual es caracteristico de AuNPs esféricas [13]. La figura 8 muestra los
espectros UV-Vis de varias soluciones de AuNPs sintetizadas con diferentes
cantidades de citrato de sodio. La tendencia observada fue un desplazamiento
hacia longitudes de onda mayores de la banda APS, al utilizar menor cantidad del

agente reductor citrato de sodio.

Figura 8. Espectros de absorcion UV-Vis de las soluciones de AuNP estabilizadas

con soluciones 38,8mM citrato.
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Fuente: Autora.
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Se determiné la estabilidad de la solucion AuNP preparada (midiendo el potencial
Z) con 1mL de citrato de sodio y manteniendo el resto de las condiciones de
sintesis constantes como concentracion y cantidad de las soluciones utilizadas,

calentamiento y tiempo de reaccion.

El potencial Z es una medida de la estabilidad de una particula e indica el
potencial que se requiere para penetrar la capa de iones circundantes en la
particula para desestabilizarla [36]. La capa de liquido que rodea la particula se
divide en dos partes; una region interior, llamada capa de Stern, donde los iones
se unen fuertemente a la particula y una exterior, en la region difusa, donde estan
unidos con menos fuerza, por lo que una doble capa eléctrica existe alrededor de
cada particula. Dentro de la capa difusa hay un limite teérico dentro del cual los
iones y particulas forman una entidad estable. Cuando una particula se mueve, los
iones dentro del limite se mueven con ella, pero los iones mas alla del limite no
viagjan con la particula. Este limite se llama superficie de deslizamiento. El

potencial que existe en este limite se conoce como el potencial Z.

Si todas las particulas de una suspensién tienen un gran potencial Z negativo o
positivo, entonces ellas tenderan a repelerse unas a otras y no habra tendencia a
la floculacion. Sin embargo, si las particulas tienen un bajo valor de potencial Z
entonces no habré fuerzas que prevengan que las particulas empiecen a unirse y
a flocular [37]. En general suspensiones con potencial Z dentro del intervalo
comprendido entre +30mV y -30mV son consideradas inestables, mientras que las
gue tengan un potencial Z por fuera de este intervalo seran estables. La solucion
de AuNPs preparada con 1mL de citrato presenté un valor de potencial Z de -
39,8mV, es decir un poco mas negativo que -30mV. Asi, la solucién presenta un
valor alto de potencial Z que prevendra la floculacion de las AuNPs y mantendra la

solucién estable.
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5.1.1.2 Determinacion del tamafio y concentracion de las nanoparticulas de
oro esféricas. El didmetro promedio de las AuNPs fue determinado de las

siguientes formas:

* Por medio del espectro UV-Vis y las ecuaciones de Wolfgang Haiss et al.
Para poder usar las ecuaciones de Wolfgang Haiss et al., se necesitaron los
siguientes valores obtenidos por espectroscopia UV-Vis: longitud de onda de la
banda APS y su absorbancia respectiva y la absorbancia en 450nm. En la tabla 1
se consigna el diametro y la concentracion de las soluciones de AuNPs
estabilizadas con citrato, calculados por medio de las ecuaciones de Wolfgang et

al.

Tabla 1. Tamafio y concentracion de las AuNPs en solucion calculados por las

ecuaciones de Wolfgang Haiss et al.

Cantidad de citrato Diametro de Concentracion de la
usada para la sintesis AuNP, solucion de AuNP,
de AuNPs (mL) (nm) (nM)
2,5 23,4 6,5x107
0,75 44,3 1,1x10%
0,5 53,1 6x10°

Fuente: Autora.

* Por medio del analisis DLS. DLS también conocida como espectroscopia de
correlacion de fotones (Photon Correlation Spectroscopy, PCS) mide el
movimiento Browniano y lo relaciona al tamafio de las particulas. Esto se hace
iluminando las particulas con un laser y analizando la intensidad de las

fluctuaciones en la luz dispersada. Si una pantalla es colocada cerca a la particula,
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la pantalla seré& iluminada por la luz dispersada. Ahora, si se reemplaza la particula
individual por miles de particulas estacionarias la pantalla mostrara entonces, un
patron de manchas (areas brillantes y oscuras), ver figura 9. Pero en la practica,
las particulas suspendidas en un liquido nunca son estacionarias. Las particulas
estan en constante movimiento debido al movimiento Browniano. EI movimiento
Browniano es el movimiento aleatorio de las particulas debido a que su superficie
es bombardeada incesantemente por las moléculas del fluido [37]. En la tabla 2 se
indica el diametro de la AUNP medido en el equipo para la solucién preparada con

1mL de citrato de sodio.

Figura 9. Patron de machas obtenido en la pantalla para miles de particulas.

Fuente: Malvern® Instruments. Zetasizer nano series User manual. 5 ed.
Inglaterra: Malver, 2009. p. 15-1,15-2, 13-1y 13-2. MAN0317 [37].
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Tabla 2. Diametro y concentracion de las AuNPs en solucién.

Diametro (nm) » _
Concentracion por ecuaciones

Solucion de Ecuaciones .
de Wolfgang Haiss et al

AuNP de Wolfgang DLS
. (nM)
Haiss et al
Preparada con 1
44,3 38,7 2,5x10

1mL de citrato

Fuente: Autora.

5.1.2 Nanoparticulas de oro obtenidas por un método fotoquimico

5.1.2.1 Caracterizacion de las nanoparticulas de oro. Las AuNPs sintetizadas
por el método fotoquimico y utilizando citrato de sodio, mostraron espectros UV-
Vis con dos bandas APS: una en la region del visible (transversal) y la otra
cercana a la region del IRC (longitudinal). La aparicion de la banda en el visible es
un indicio de la generacion de AuNPs esféricas por la reduccion fotoquimica y la
banda longitudinal probablemente puede deberse a la formacion de
nanoparticulas de formas diferentes a la esférica. Otra evidencia que se obtuvo,
para sugerir que existia la presencia de AuNPs de formas diferentes a la esférica,
fue el aumento de temperatura (AT=9,4°C en 8min) observado al irradiar la
solucion con el laser IRC de 808nm y con una potencia de 800mW. En la figura 10
se muestran los espectros de absorcidn UV-Vis respectivos para las soluciones
AuNPs sintetizadas e irradiadas durante 4 y 40 min con la lampara UV. Aqui se
observa como al aumentar el tiempo de irradiacion en la sintesis, la banda APS
longitudinal se vuelve mas intensa y experimenta un desplazamiento hacia el rojo
(698,5nm), diferenciandose de la banda APS trasversal que se mantiene en la

misma longitud de onda.
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El potencial Z de las dos soluciones de AuNPs obtenidas a los 4 y 40 min de
irradiacion fue de -35 y -34,2 mV respectivamente. Estas mediciones indican que
ambas soluciones son estables. Ademas se observa que al aumentar el tiempo de
irradiacion no se logra una variacion significativa de la estabilidad, siendo
suficiente solo 4 min de irradiacion para su estabilidad. Pero, se sacrifica la
obtencién de nanoparticulas con un plasmon longitudinal. De esta forma, sera la
aplicacion de las AuNPs la que determine el tiempo de irradiacion que se deba

utilizar para su sintesis.

Figura 10. Espectros de absorcion en el UV-Vis de las soluciones de AuNPs

obtenidas por el MFQ al cabo de 4 y 40 min de irradiacion UV.
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5.1.2.2 Determinacién del tamafio de las nanoparticulas de oro. Eltamafo de
las AuNP fue estimado usando el andlisis por DLS. Los valores son considerados
un estimativo, debido a que el equipo Zetasizer trabaja asumiendo que las
particulas son esféricas. El diametro medido fue de 72,73 y 201,8 nm para las
AuUNP sintetizadas con 4 y 40 min de irradiacion respectivamente. Es decir, al

aumentar el tiempo de irradiacion se consigue aumentar el tamafio de las AuNPs.

5.1.3 Nanobarras de oro.

5.1.3.1 Caracterizacion de las nanobarras de oro. Los espectros UV-Vis de las
soluciones de AuNRs presentaron las bandas APS, transversal y longitudinal, para
nanoparticulas cortas los valores de las bandas APS fueron de 539 y 703 nm
respectivamente y para las nanoparticulas “largas” fueron de 510 y 832nm
respectivamente. Evidenciandose que la forma de dichas NPs no era Unicamente
esférica, ademas la banda APS longitudinal fue mas intensa que la transversal, lo
cual es caracteristico de las AuNRs. La banda APS longitudinal de las AuNRs

"largas” estd mas hacia el infrarrojo cercano que las AuNRs cortas, ver figura 11.

El potencial Z de las AuNRs presentd valores superiores a +30mV, lo cual es
consistente con la carga positiva en la superficie de las barras, aportada por la
bicapa de CTAB adsorbido (ver figura 12). Esto es debido a que el CTAB en la
superficie de la AuNR tiene una amina cuaternaria como cabeza hidrofilica.
Ademas estos valores de potencial Z indican que dichas soluciones son estables.
En la tabla 4 se encuentra el valor de potencial Z de las AuNRs cortas y “largas”.
Estos valores obtenidos estan en concordancia con los resultados reportados por
otros autores, como por ejemplo, las AuNRs sintetizadas por Niidome et al. cuyo
potencial Z fue de +41+1mV [38].
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Figura 11. Espectros de absorcion en el UV-Vis de las soluciones de AuNR703

(en rojo) y AUNR832 (en negro).
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Fuente: Autora.

Figura 12. Esquema de la bicapa de CTAB cargado positivamente que rodea y

estabiliza a las AuNRs.

R,N*

£ = CTAB

+4+++F+4

Fuente: MURPHY, Catherine J.; [et al.] Anisotropic Metal Nanoparticles: Synthesis,
Assembly, and Optical Applications. En: J. Phys. Chem. B. 2005, Vol. 109, p.
13857-13870. [16].
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5.1.3.2 Determinacién del tamafio de las nanobarras de oro. Por medio del
equipo Zetasizer se determiné aproximadamente el tamafio de las AuNRs
preparadas. Sin embargo el tamafio también puede determinarse por medio de las
imagenes SEM (en la seccion 4.2.2.1 se muestra la imagen SEM de las AUNR703
y en el anexo A se puede apreciar algunas imagenes SEM de las AuNR832),
obteniéndose la relacion de aspecto de la nanobarra denotada por la letra R. Este
valor R se obtiene al dividir el largo entre el ancho de las nanobarras. Otros
trabajos han demostrado que este valor puede variar desde ~2 a ~25 y esta
controlado por las concentraciones relativas de los reactivos [16]. En la tabla 3 se
mencionan algunos valores R de AuNRs sintetizadas por algunos autores. Aqui se
puede notar la dependencia entre el valor R y la posicion de la banda APS
longitudinal, de tal forma que a mayor relacién largo/ancho mayor es la longitud de
onda asociada a la banda APS longitudinal.

Tabla 3. Valores R para AuNRs sintetizadas en diferentes trabajos.

Longitud de onda de

Solucion de .
Valor R la banda APS Referencia
AuNRs o
longitudinal (nm)

AuUNR703 2,3 703 Autora
AUNRS832 2,5 832 Autora

1 3,3 755 [39]

2 5,9 900 [36]

3 13 1700 [40]

Fuente: Autora.

En la tabla 4 se consigna el tamafio promedio obtenido por DLS y por SEM para
las AUNR703 y AUNRS832 sintetizadas.
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Tabla 4. Tamafio y potencial Z de la solucién de AuNRs.

Tipo de Tamafo (hm)
» Potencial
solucion de Diametro SEM R
Z [mV]
AuNR DLS Largo Ancho
AuNR703 8,1 46,4 19,9 2,3 +42,7
AuNR832 24,17 51,1 20,1 2,5 +54.,4

Fuente: Autora.

5.2 ESTUDIO DE LAS NANOPARTICULAS DE ORO FUNCIONALIZADAS CON
ACIDO FOLICO

5.2.1 Nanoparticulas de oro esféricas funcionalizadas con acido folico.

5.2.1.1 Caracterizacion de las nanoparticulas de oro esféricas

funcionalizadas con éacido félico.

* AUNP-AF sintetizadas por el método quimico. Las soluciones de AuNP-AF
fueron analizadas por UV-Vis, observandose el espectro que se muestra en la
figura 13. Aqui se evidencié una absorcion alrededor de los 530nm, la cual es la

banda APS caracteristica de las AUNPs esféricas.
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Figura 13. Espectro de absorcion en el UV-Vis de la solucion de AuNP-AF
obtenida por el método quimico. En el interior: fotografia de la solucién de AuNP-A
F.
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Fuente: Autora.

El potencial Z de la soluciéon de AuNP-AF fue de -0,334mV, el cual esta dentro del
rango de los valores de potencial Z considerados para soluciones inestables. Asi
se podria esperar que en la solucion de AuNP-AF preparada, se aglomeren con
mayor facilidad las nanoparticulas debido a que sus fuerzas de repulsidon no son

muy altas.

El potencial Z da informacion de la carga total de la superficie de las particulas, de
tal forma que el valor negativo del potencial Z de la solucién estudiada indica que
la carga neta de la AuNP es negativa, lo cual sugiere la presencia de los grupos
folatos unidos a la superficie de la AuNP, de la misma forma como lo discutieron
Gaiping Li,et al. [30], ellos midieron el potencial Z de las AuNP-AF por DLS, el cual

fue de -30,6+2,0 mV, y mencionaron que la carga superficial negativa podria

59



deberse a los grupos carboxilos terminales dirigidos hacia la solucién circundante.
Lo que puede significar que el grupo amina del AF estuviera unido a la superficie

de la AuNP. Ademas, un enlace N-Au pudo haberse formado en este sistema.

* AUNP-AF sintetizadas por el método fotoquimico. Se analizé por UV-Vis la
solucion de AuNP-AF y se obtuvo el espectro que se muestra en la figura 14. Este
espectro tiene la banda APS caracteristica de las AuNPs (528nm), evidenciando la

formacién de AuNPs esféricas.

Figura 14. Espectro de absorcién en el UV-Vis de la solucion de AuNP-AF
obtenida por el MFQ. En el interior: la curva de calibracién del AF, con su

respectiva ecuacién, usada para estimar la cantidad de &cido félico.
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Fuente: Autora.
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El precipitado que se forma durante la sintesis de las AUNPs justo antes de ajustar
el pH a 10,41 fue analizado por espectroscopia IR. En la figura 16 se muestran los
espectros IR del AF y del precipitado de AuNP-AF. El analisis UV-Vis de las agua
de lavado comprobaron que no habia presencia de AuNP-AF en el liquido de la
mezcla de reaccion, de esta forma se concluy6 que las AuNP-AF debian formar el

precipitado.

Al observar los espectros de absorcion en el IR del AF libre y del conjugado AuNP-
AF, se puede notar diferencias en el espectro, ver la figura 16A; la presencia de
las bandas entre 3600 y 3400 cm™ debidas a tensiones de los grupos hidroxilo
(OH) y amino (NH) del AF libre, no se reconocen en la nanoparticula
funcionalizada (ver figura 16B). Se ha mencionado que los 4tomos de oro pueden
interactuar con grupos carboxilicos y aminos por coordinacién o quelacién [30], lo
cual impediria la presencia de estas bandas. En concordancia, el AF es una
molécula que presenta grupos carboxilicos y aminos (ver figura 15) disponibles
para interactuar con el oro. Los picos de absorcion IR a 1605 (vibracion tipo flexion
del enlace N-H) y 1635 cm™ (vibracion tipo tensién del C=0) del AF libre podrian
estar presentes en el espectro de la AUNP-AF, pero no es muy claro dado al nivel
de resolucién y asi evidenciar la presencia de una union del AF a la AuNP. De
igual manera se podria indicar que en el intervalo de vibraciones entre 1464 y
1535 cm™ debidas al anillo benceno del AF, no se observa con suficiente claridad

su presencia en el caso de AUNP-AF.

61



Figura 15. Estructura quimica del AF.
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Fuente: Autora.

Figura 16. Espectros IR del AF y del precipitado de AuNP.

AF Libre AuNP-AF

1605

1520

3420

3540 1604

1535

: T . T 5 T . T . T L T g r T r T T T g T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Nimero de onda (cm') Numero de onda (cm-')

Fuente: Autora.

5.2.1.2 Estudio de la estabilidad de las nanoparticulas de oro esféricas

funcionalizadas con &cido folico sintetizadas por el método fotoquimico.

Por tratarse de una sintesis particular, se hizo un estudio mas exhaustivo de la

estabilidad de solucion de AuNP-AF, mediante mediciones del potencial Z para
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diferentes tiempos después de la sintesis. En la tabla 5 se encuentran los valores
de potencial Z de la solucién de AuNP-AF medidos en el equipo Zetasizer.

La presencia de los valores de potencial Z de carga negativa, evidencia la posible
funcionalizacién de las AuNPs con el AF, dado que corresponden a valores mas
negativos de -30mV, indicando que las soluciones son estables. Sin embargo, se
observa que la estabilidad de la solucion empieza a estabilizarse a medida que
pasan los dias ya que el potencial Z se hace mas negativo, obteniéndose un valor
maximo a los 26 dias. Pero luego el potencial Z se vuelve menos negativo,
indicando que las fuerzas repulsivas (debidas a las cargas negativas de las AUNP-
AF) entre las particulas se estan haciendo menores. Esta disminucion de fuerzas

causa que las particulas en la solucion coloidal se agreguen en mayor proporcion.

Tabla 5. Potencial Z de la solucién de AuNP-AF a diferentes dias después de la

sintesis.

Tiempo [dias] Potencial Z (mV)

7 -39,6
22 -42,6
26 -46,5
42 -39,2
60 -35,9
73 -35,4

Fuente: Autora.
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5.2.1.3 Determinacion del tamafio y concentracion de las nanoparticulas de

oro esféricas funcionalizadas con acido félico.

* AUNP-AF sintetizadas por el método quimico. El diametro de las AuNP-AF
determinado por DLS fue de 76,7nm mientras que el calculado por medio de las
ecuaciones de Wolfgang Haiss et al. fue de 48,8nm. Esta posible diferencia puede
deberse a que el equipo Zetasizer esta incluyendo en la medida del didmetro de la
NP a la longitud del AF que esta unido a ella, cosa que no se hace con las
ecuaciones de Wolfgang Haiss et al., donde solo se reporta es el diametro del

nucleo metalico.

El valor de la concentracién de la solucién de AuNP-AF fue de 6x10>nM. Este

valor fue calculado usando las ecuaciones de Wolfgang Haiss et al.

* AUNP-AF sintetizadas por el método fotoquimico. El diametro de las AuNP-
AF fue determinado por DLS. En la tabla 6 se muestra el didmetro de las AUNP-AF

en funcién del tiempo después de su sintesis.

Se observa que a medida que trascurre el tiempo de medicién los valores del
diametro de particula de la solucibn de AuNP-AF son cada vez mas grandes, lo
cual se puede deber a la aglomeracion de las AuNP-AF. Es notorio al mismo
tiempo que a partir del dia 42 el potencial Z empieza a volverse menos negativo y

por lo tanto las NPs empiezan a perder su fuerza de repulsion y se aglomeran.

La figura 17 muestra las imagenes SEM de una solucion de AuNP-AF al primer dia
y después de 40 dias de su sintesis. Aqui se observa que las NPs en el dia 40 se
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encuentran formando aglomerados, en contraste con la distribucion individual que

presentd en el primer dia de sintesis.

El didmetro calculado por las ecuaciones de Wolfgang Haiss et al. para la solucion
de AuNP-AF en los primeros dias de su sintesis (7 dias) fue de 44,3nm vy la
concentracion de la solucion de AuNP-AF fue de 0,122nM. Por otro lado la
concentracion de AF en la solucion de AuNP-AF fue de 0,2mM, valor determinado
por medio de la curva de calibracion del AF que se muestra en el interior del
espectro UV-Vis de la figura 14. Aclarando que la concentracion de AuNP-AF esta
expresa en funcion de la cantidad de NPs formadas, y que en cambio la
concentracion de AF esta expresa en funcion del AF total (libre y unido a la NP) en
la solucién de AuNP-AF.

Tabla 6. Diametro de las AuNP-AF (medido por DLS) en diferentes dias después
de la sintesis.

Tiempo [dias] Diametro, d (nm)
7 40,39
22 42,04
26 46,41
42 193,4
60 139,2
73 146

Fuente: Autora.

65



Figura 17. Imagenes SEM de la solucién de AuNP-AF al primer dia (A) y al dia 40
de su sintesis.
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Fuente: Autora.

5.2.2 Nanobarras de oro funcionalizadas con acido félico.

5.2.2.1 Caracterizacion de las nanobarras de oro funcionalizadas con acido
folico. La solucién del conjugado AuNR-AF fue analizada por UV-Vis y el
espectro obtenido se compara con el espectro UV-Vis de la solucion de AuNRs de

la cual se parti6 para la sintesis del conjugado, ver figura 18.

Las AuNR703 tienen una débil banda de plasmén transversal a 512nm y una
fuerte banda de plasmaon longitudinal a 703nm. Estas bandas APS también estan
presentes en el espectro de las AUNR703-AF, como se muestra en la figura 18.
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Figura 18. Espectro de absorcion en el UV-Vis de las soluciones de AUNR703 (en
rojo) y AUNR703-AF (en negro).
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Fuente: Autora.

El potencial Z obtenido para la soluciéon de AuNR-AF fue mayor (55,4 y 58,7 mV
para las nanoparticulas cortas y “largas” respectivamente) al de las nanobarras sin
funcionalizacion (42,7 y 54,4 mV para las cortas y “largas” respectivamente),
indicando posiblemente un aumento de la carga positiva de las AuNRs al
funcionalizarse con el AF. La razén puede estar asociada a la unién de varias
barras, para tal efecto se propone el modelo explicado en la figura 19. De esta
forma, la presencia del AF en la superficie de la AUNRs puede disminuir el efecto
de repulsion entre las cargas positivas de las moléculas de CTAB, ocasionando
que nuevas moléculas de CTAB se adhieran a la superficie de la AuNR
aumentando asi la carga positiva de las AUNR-AF con respecto a las AuNRSs sin

funcionalizar.
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Figura 19. Nanobarras cubiertas de CTAB son ensambladas lado a lado usando
AF.
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Fuente: Adaptada de MURPHY, Catherine J.; [et al.] Anisotropic Metal
Nanoparticles: Synthesis, Assembly, and Optical Applications. En: J. Phys. Chem.
B. 2005, Vol. 109, p. 13857-13870. [16].

El modelo que se explica en la figura 19 plantea la formacion de ensambles de
AuNRs. El ensamble de nanoparticulas coloidales para construir materiales
interesantes para sus potenciales aplicaciones ha sido sujeto de gran interés
recientemente [13]. Super redes de nanoparticulas pueden ser obtenidas por
evaporacion lenta del solvente en el cual estan disueltas las nanoparticulas
monodispersas [13]. El ensamble de extremo a extremo de las nanobarras (ver
figura 20) es un requerimiento muy atractivo para diversas aplicaciones. El campo

eléctrico en los extremos de las nanobarras, tras la excitacién de los plamones, se
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calcula que es grande y deberia ser til para mejorar la fluorescencia o Raman

superficial en aplicaciones de deteccion [16].

Figura 20. Imagenes TEM de ensambles extremo a extremo de AuNRs.
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Fuente: BURDA, Clemens; [et al.] Chemistry and Properties of Nanocrystals of
different Shapes. En: Chem. Rev. 2005, Vol. 105, p. 1025-1102.

5.2.2.2 Determinacion del tamafio de los ensambles de nanobarras de oro
con el acido folico. El equipo Zetasizer permitio conocer preliminarmente el
tamafio promedio de los ensambles de AuNR703-AF formados por la
funcionalizacién de las nanoparticulas con el acido félico. El diametro medido para

los ensambles estuvo entre 30 y 117nm para las AUNR703.

Posteriormente, se realizaron mediciones en el microscopio electronico de barrido
para conocer el tamafio de los mencionados ensambles AuNR703-AF. Este
tamafio concord6 con el determinado por DLS ya que estuvo entre los valores de

40 y 100 nm como se muestra en las imagenes SEM en el anexo B.
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5.2.3 Estudio de la emision de fluorescencia de nanoparticulas de oro
esféricas y barras funcionalizadas con acido félico. Una evidencia adicional
de la funcionalizacion de las AuNPs (sintetizadas por el MFQ) y AuUNR703 con el
AF fue mediante la espectroscopia de fluorescencia. Al comparar los espectros de
emision de fluorescencia (EF) de las AuNP-AF y AUNR703-AF con el espectro de
AF libre (cada solucién de AF libre debe tener la misma concentracion del AF en la
solucion de NP respectiva), usando como longitud de onda de excitacion 364nm,
se puede notar que existe una modificacion en la intensidad de EF cuando la NP
esta asociada al AF. La figura 21 muestra los resultados de la caracterizacién de
la funcionalizacion de las AuNPs y AUNR703 funcionalizadas con AF.

Al observar el espectro de EF de las AUNP-AF y del AF libre se puede notar que la
intensidad de la emisibn es mucho mayor para la AUNP-AF que para el AF libre,
es decir, se logra un efecto de aumento de la EF del AF. Se ha indicado un estudio
acerca del aumento de la EF al enlazar una proteina con AuNPs. Este trabajo
demostré que las AuNPs con diametros mayores o iguales a 40 nm mejoraban la
Fluorescencia de los fluoréforos con una distancia de separacion entre la molécula
y la superficie metalica menor a 4nm, y explicé que el aumento de la EF es
atribuido principalmente al incremento del campo eléctrico cerrado en la NP
metdlica inducido por la luz incidente [41].En analogia con el estudio mencionado
es probable que en el presente trabajo el efecto del aumento de la Fluorescencia
este asociado el efecto de la asociacion AF-AuNP y al diametro de particula, el
cual es de 40,39nm en promedio. Ademas se esperaria que la distancia entre el
AF y la superficie de la NP sea menor a 4nm, favoreciendo la formacion de un
enlace estable entre el AF y el oro, tal como es sugerido por la literatura [30].

Por otro lado, para las nanobarras el espectro EF de las AUNR703-AF indica que
la unién de la AuNR703 al AF provoca un efecto de apagamiento de la
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Fluorescencia debido a la presencia del AF. Estudios realizados indican que el EF
de un fluoréforo ubicado a una distancia cercana (<10nm) a la superficie de
coloides (con diametros menores a 30nm) sufre un efecto de apagamiento, debido
a la transferencia no radiativa de energia desde el estado excitado del fluoréforo a
la superficie metélica [41]. Como se observé el ancho promedio de las AUNR703-
AF fue de 19,9nm, raz6n por la cual se puede presentar una transferencia de
energia. Sin embargo para que esto ocurra la distancia entre el AF y la superficie
de la NP debe ser menor a 10nm, lo cual esta en concordancia con el espesor
observado de la bicapa de CTAB de ~4nm [42], ya que el CTAB separa el AF de la
superficie metdlica y por lo tanto su longitud es equivalente a la distancia entre el

AF y la superficie de la NP.

Cuando un compuesto absorbe energia éste debe emitir dicha luz, a través de dos
procesos luminiscentes como la fluorescencia y la fosforescencia [43]. Sin
embargo, también existen diversos procesos no radiativos que le permiten al
compuesto regresar al estado fundamental, como son: la relajacién vibracional, la
conversién interna (transicion no radiativa entre estados del mismo espin inducida
por colisiones) y el cruce de sistemas [43] (ver figura 22). Estos procesos ocurren,
por lo general, de forma mas rapida que la emision de fotones, por lo que es mas
probable que una molécula excitada vuelva al estado fundamental mediante

mecanismos de desactivacion no radiantes que radiantes.
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Figura 21. Espectros de fluorescencia observados para los dos sistemas. Arriba,
el sistema AuNP-AF junto con el modelo de la particula funcionalizada que
modifica la intensidad del espectro. Abajo, el sistema AuNR-AF con su modelo de

particula, para interpretar el efecto de apagamiento del EF por la presencia del AF.
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Para que ocurra la fluorescencia, el resto de mecanismos que compiten en el
proceso de relajacion deben actuar de forma ineficiente, o sea, deben tener una
constante de velocidad baja [43]. Como se describe en el diagrama de Jablonski,
ver la figura 22, la fluorescencia ocurre cuando un foton excita a un electron desde
su estado electrdnico basal (Sp) a un estado de mayor energia (dependiente de la

energia de la luz incidente), llamado “singulete”. Después de la excitacion pueden
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ocurrir diversos procesos de relajacion hasta que el electrén excitado regresa al
estado fundamental y produce la emision de fluorescencia, cuya intensidad decae
rapidamente con tiempos del orden de nanosegundos hasta microsegundos.
Entonces, cuando un fluoréforo (el AF para este caso) estda unido a la NP
(AUNR703) la energia desde el estado electronico excitado del fluoroforo no se
emite en forma de un fotdn sino que se transfiere a la superficie de la NP de forma

no radiativa, asi como se ilustra en la figura 22.

Figura 22. Diagrama tipico de Jablonski y la interaccion con una AuNR.
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http://www.labnano.org.mx/esp%20espectroscopia%20de%?20fluo.htm. Fecha de
consulta: 7 de Agosto de 2012.
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5.3 ESTUDIO DE LA FOTOACTIVACION DE LAS NANOPARTICULAS DE ORO
FUNCIONALIZADAS CON ACIDO FOLICO

La primera solucion estudiada fue la solucion de AuNR703-AF méas concentrada
(solucion 1). Para esta solucion se evaluaron tres valores de potencia del laser:
400, 600 y 800mW, con los cuales se observo que el mayor calentamiento se
obtiene con la potencia de 800mW (AT= 11,2°C en 10 min, 1,12°C/min), ver figura
23.

Figura 23. Calentamiento de: una solucién de AUNR703-AF y agua como control,
en presencia de radiacion IRC con diferentes potencias de emision. Para la

solucién 1.
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Fuente: Autora.

Al comparar el efecto de la irradiacion (con una potencia de 800mW) sobre las tres

soluciones de AUNR703-AF con concentraciones diferentes (soluciones 1, 2 y 3),
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se observa que a mayor concentracion de nanobarras el aumento de temperatura

es mayor. Asi, el mejor calentamiento se obtuvo con la solucion de AuNR703-AF
namero 1, ver figura 24.

De la misma forma para las soluciones de AuNR832-AF (soluciones 1, 2y 3), se
obtuvo que el mayor calentamiento se consigue con la solucion AuNR832-AF
namero 1 (AT= 17,8°C en 10 min, 1,78°C/min), ver figura 25.

Figura 24. Calentamiento de las soluciones AuUNR703-AF con diferentes
concentraciones al irradiarse con un laser de 808 nm (IRC) durante 10 min con

una potencia de 800 mW.
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Figura 25. Calentamiento de las soluciones AuNR832-AF con diferentes
concentraciones al irradiarse con un laser de 808 nm (IRC) durante 10 min con

una potencia de 800 mW.
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Al comparar los resultados del aumento de temperatura obtenidos para las
soluciones de AUNR703-AF y AUNR832-AF, se puede notar que el mayor aumento
de temperatura (AT= 17,8°C en 10 min) se consigue con la solucién de NRs con
una mayor longitud de onda de la banda APS longitudinal, 832nm. Debido a que
las bandas APS estan determinadas por la forma de las particulas, el ambiente
dieléctrico y la distancia entre particulas [13], se puede concluir que: el tamafio de
las barras con ancho=14,9nm y largo=45,3nm (valores determinados por medio de
imagenes SEM, se calculé el ancho y el largo promedio de 14 NRs) y la
concentracion de la solucion 1 son los parAmetros necesarios para que se pueda
obtener la banda APS longitudinal de 832nm, y por ende el mejor aumento de

temperatura. Con esta solucion de AuUNR832-AF, se logra un mejor acople entre
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las longitudes de onda de: emision del diodo laser y plasmén longitudinal de las
NRs.

Se debe indicar que al no coincidir totalmente la longitud de onda de excitacion del
laser con la longitud de onda del plasmon de la nanoparticula, el aumento de la
temperatura no es tan elevado, sin embargo se observa un aumento de la
temperatura de la solucién en presencia de la nanoparticula con respecto al

blanco, en el cual no hay un aumento significativo de la temperatura.

Por otro lado, los resultados de aumento de temperatura obtenidos aqui no son
tan altos como los de algunos trabajos reportados, como por ejemplo, el de Elliott
et al., en el cual se logr6 un aumento de temperatura de 21°C de tejidos
incrustados con nanocapas de oro, al irradiar el sistema durante 3min con un laser
IRC de una potencia de 1,5W [44]. Sin embargo esta diferencia en los resultados
obtenidos con los de la literatura se debe a que la potencia del laser usado en este
trabajo fue mas baja que la que estos utilizaron, por ende es posible mejorar el
aumento de temperatura de las soluciones de NPs utilizando un laser IRC con una

potencia mayor a 800mW.
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6. CONCLUSIONES

Se sintetizaron AuNPs esféricas estabilizadas con citrato. Se pudo controlar el
tamafio de particula en funcion directa de la posicion de la banda APS. Entre
mayor cantidad de agente reductor (citrato de sodio) usada en la mezcla de

reaccion, mayor era el diametro de particula obtenido.

Se sintetizaron AuNRs estabilizadas con CTAB. El tamafio de particula se pudo
controlar cambiando las cantidades y concentraciones de algunos reactivos
usados en la sintesis. Entre mayor fue la longitud de onda de la banda APS

longitudinal, mayor era el largo de las barras.

Se obtuvieron algunas evidencias indirectas de la funcionalizacién de AuNPs
esféricas con el AF por medio de espectroscopia IR, de emisién de fluorescencia y
mediciones del potencial Z. La sintesis de este conjugado se llevé a cabo por
medio de un método quimico. La banda APS observada estuvo posicionada a 530

nm y el tamafio promedio obtenido fue de 76,7nm.

Mediante un método fotoquimico se obtuvo en solucion de AuNP-AF esféricas. La
banda APS estuvo ubicada a 528 nm y el diametro de particula promedio fue de
40,39nm. Esta solucion de AuNP-AF mostré ser estable hasta 73 dias después de

su sintesis.

También se evidencié indirectamente la funcionalizacidon de las nanoparticulas

AuNR-AF por medio de espectroscopia de emision de fluorescencia y mediciones
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del potencial Z. Ademas se propuso un modelo de ensambles de AuNR por medio
del AF. Se obtuvieron ensambles con tamafios entre 40 y 100nm para las
AuNR703.

Se logré aumentar la temperatura de una solucion de AUNR832-AF (AT= 17,8°C)

al irradiarla con el diodo laser de 808 nm con una potencia de 800mW por 10 min.
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7. RECOMENDACIONES

Las AUNR-AF sintetizadas con el método propuesto en esta investigacion, fueron
debidamente caracterizadas y se obtuvieron evidencias de la funcionalizacion. Sin
embargo el estudio del tamafio de los ensambles formados solo se pudo
determinar para las AUNR703-AF y no para las AuNR832-AF. Seria ideal poder
analizar por medio de microscopia electronica el tamafio de los ensambles
AuNR832-AF.

Seria interesante utilizar una fuente IRC que pudiese suministrar una mayor
potencia que la utilizada en este trabajo (800mW), ya que como se demostro:
entre mayor es la potencia suministrada mayor es el efecto de calentamiento de
las soluciones de AuNR-AF. Asi, se podria obtener un mayor calentamiento
usando incluso las AUNR703-AF. Usar las AUNR703-AF seria ideal para los fines

biolégicos, debido a que estos ensambles tienen tamafios nanométricos.
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Anexo A. Imagen SEM de las AuUNR832.

8/6/2012 | HV [ HFW [mag BB
9:06:27 AM|10.00 kV |1.89 um | 78 961 x
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ANEXO B. Imagenes SEM de los ensambles AUNR703-AF.

7242012 [ HV [ HFW [ mag D
9:53:06 AM |20.00 kV |1.46 um | 148 247 x
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Anexo C. Certificados de participacion en eventos.
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