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RESUMEN
TITULO: Micelas Inversas como Nanoreactores para la Sintesis de Nanoparticulas Tipo Core-
Shell SiO.@AuU*.
AUTORA: Karen Loraine Rincdn Granados**

PALABRAS CLAVES: Nanoparticulas, core-shell, SiO.@Au, micelas inversas, efecto
fototérmico.

DESCRIPCION:

Las nanoparticulas (NP) metalicas poseen propiedades intrinsecas a su tamafio y forma, una de
estas propiedades con mayor proyeccién en biomedicina es el efecto fototérmico generado
mediante la interaccion de las NP con la radiacion electromagnética emitiendo calor localizado.
Actualmente, la nanotecnologia busca métodos que permitan la generacién de nanomateriales
eficientes en procesos puntuales como la repuesta térmica. Se ha sugerido el uso de micelas
inversas (MIs) como nanoreactores, los cuales son una promisoria estrategia de sintesis, que
permite obtener NP con caracteristicas fisicoquimicas especificas.

En este sentido, se sintetizaron NP core-shell SiO.@Au empleando MlIs de
H>O/dioctilsulfosuccinato de sodio (AOT)/n-Heptano 0,1 M como nanoreactores para la sintesis
de NP de oxido de silicio (SiO2NP) (core) y NP de oro (AuNP) (shell). Dos metodologias fueron
evaluadas para la formacion de SiO2@AuNP. En la metodologia | (M), SiO2NP y AuNP fueron
sintetizadas por separado y unidas posteriormente, y en la metodologia Il (MIl), sobre SiO2NP
sintetizadas se realizé la deposicion insitu de oro. Los resultados mostraron la eficiencia de los
sistemas nanoheterogéneos (MIs) para llevar a cabo la sintesis de SiO>@AuNP, con un control del
tamarfio, y deposicion de la shell y ventajas como la preparacién en condiciones de temperatura
ambiente y presion atmosférica.

Asi mismo, se encontré que MIl es méas eficiente para la obtencion de SiO@AuNP con
caracteristicas idoneas para su aplicacion en terapia fototérmica, Adicionalmente, se observé que
dependiendo de las concentraciones de oro empleadas en la metodologia M1l se pude controlar el
desplazamiento batocromico de la resonancia del plasmén superficial (RPS) de las SiO.@AuNP
mejorando su respuesta térmica a la irradiacion con luz laser cercana al infrarrojo. Se evalu6 la
citotoxicidad de los nanocompuestos obtenidos y se encontré que estos presentan poca
citotoxicidad en células cancerosas tipo Hela, convirtiéndolos en prometedores compuestos para
el tratamiento del cancer.

* Trabajo de Grado
** Facultad de Ciencias Béasicas. Escuela de Quimica. Director: Fernando Martinez Ortega,
doctor en Quimica. Co-Director: Diana Blach Vargas, doctora en Quimica.
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ABSTRACT
TITLE: Inverse Micelles as Nanoreactors for the Synthesis of Type core-shell Nanoparticles
SIO2@Au *.
AUTHOR: Karen Loraine Rincon Granados**
KEYWORDS: Nanoparticles, core-shell, SiO.@Au, inverse micelles, photothermal effect.
DESCRIPTION:

The metallic nanoparticles (NP) possess intrinsic properties to its size and shape, one of these
properties with greater projection in biomedicine is the photothermal effect generated by the
interaction of the NP with the electromagnetic radiation emitting localized heat. Currently,
nanotechnology looks for methods that allow the generation of efficient nanomaterials in specific
processes like the thermal response. It has been suggested the use of inverse micelles (IMs) as
nanoreactors, which are a promising synthetic strategy, which allows to obtain NP with specific
physicochemical characteristics.

In this sense, core-shell SiO.@AuUNP were synthesized using IMs of H>O/dioctyl sulfosuccinate
sodium (AOT)/n-heptane 0.1 M as nanoreactors for the synthesis of silicon oxide NP (SiO2NP)
(core) and Golden NP (AuNP) (shell). Two methodologies for the formation of SiO,@AuNP were
evaluated. In the methodology I (M), the SiO2NP and AuNP were separately synthesized and
subsequently joined, and in Methodology Il (MII), in the synthesized SiO2NP, gold deposition was
performed. The results showed the efficiency of the nanoheterogeneous systems (IMs) to carry out
the synthesis of SiO2@AUNP, with a control of size, shell deposition and advantages such as
preparation under conditions of ambient temperature and atmospheric pressure.

Likewise, it was found that MII is more efficient to obtain SIO.@AUNP with characteristics
suitable for its application in photothermal therapy. In addition, it was observed that depending on
the gold concentrations used in the MIlI methodology, the bathochromic shift of the surface
plasmon resonance (SPR) of the SiO>@AUuNP improves their thermal response to irradiation with
near-infrared laser light. The cytotoxicity of the nanocomposites obtained was evaluated and found
to have little cytotoxicity in type HeLa cancer cells, making them promising compounds for the
treatment of cancer.

* Bachelor Thesis
** Facultad de Ciencias Basicas. Escuela de Quimica. Director: Fernando Martinez Ortega,
doctor in Chemistry. Co-Director: Diana Blach Vargas, doctor in Chemistry.
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Introduccion

En los dltimos afios, el avance en el desarrollo de materiales elaborados por medio de la
nanotecnologia ha mostrado un asombroso crecimiento. Diferentes tipos de NP metalicas han
despertado gran interés en la biomedicina, donde se ha descrito su utilizacion en tratamientos frente
al cancer aprovechando las propiedades intrinsecas de éstas, como lo es la resonancia del plasmon
superficial (RPS), que permite la interaccion de las NP con la radiacion electromagnética,
aprovechando ésta para disiparla en calor, dando lugar a un efecto fototérmico, que puede ser
utilizado para la muerte selectiva de las células cancerosas. (Bardhan, Lal, Joshi, & Halas, 2011;
Huang, El-Sayed, Qian, & El-Sayed, 2006; Qian et al., 2008). Crear nuevas alternativas para el
tratamiento del cancer, se ha convertido en un desafio que implica citocompatibilidad y
selectividad, a fin de minimizar las consecuencias adversas que pueden traer las terapias
convencionales. La selectividad celular puede tratarse con moléculas bioldgicas que ademas
permitan aumentar la citocompatibilidad, a esto se le denomina funcionalizaciéon. Una de las
moléculas bioldgicas que ha abierto la posibilidad a mejorar dichas propiedades es el acido folico
(AF), debido a que lineas celulares como las HeLa (c&ncer de cuello uterino) sobreexpresan
receptores folato, y el AF presenta gran afinidad por estos, potencializando el uso de estas NP en

la nanomedicina (Sega & Low, 2008).

Por tanto, abriendo campo a este uso bioldgico, las NP tipo core-shell han mostrado
grandes ventajas sobre las NP simples, ya que han conducido a la mejora de propiedades tales

como: menor citotoxicidad, citocompatibilidad, mejor conjugacion con otras moléculas bioactivas,
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aumento de la estabilidad térmica y quimica, entre otras. (Law et al., 2008; Nagarajan & Yong,
2008). Actualmente, existen diversos métodos de sintesis para obtener NP tipo core-shell entre
los cuales se encuentran los sistemas confinados como las micelas inversas (Mls), que son
sistemas supramoleculares formados por moléculas de surfactante (anfifilicas), permitiendo
obtener sistemas que funcionen como nanoreactores para diferentes procesos sintéticos, entre ellos
la sintesis de NP. Los sistemas de MIs se han utilizado para producir algunas NP metélicas y
semiconductoras como FeNP, CoNP, NiNP, AuNP, CdSNP, ZnSNP, y NP de aleacién (alloy)
como Pt-Cu, por lo tanto, se puede usar un procedimiento de MIs para preparar NP con una
estructura ndcleo/envoltura o core-shell, como Fe@Au, Ni@Au, Ag@SiOz, y CdS@SiO: (D.

Chen et al., 2009).

En este sentido, en el presente trabajo se estudié el empleo de nanoreactores como medios
de reaccién para la sintesis de las NP tipo core-shell SiO>@Au con el fin de mejorar las
propiedades oOpticas y fototérmicas de las AUNP. De esta manera, se emplearon Mls formadas por
H2>O/AOT/n-heptano, la deposicién de la shell se realiza de forma controlada bajo condiciones de
temperatura y presién ambientales. Posteriormente, se realiza una funcionalizacién de las
SiO2@AUNP con AF para permitir la internalizacion selectiva en las células tipo HelLa por

endocitosis mediada por receptor de folato.
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1. Planteamiento del problema

Los métodos més comunes que actualmente se emplean para tratar el cAncer son: la quimioterapia
y radioterapia, pero éstos poseen inconvenientes, debido a, su poca selectividad causando dafio a
los tejidos sanos, ademas, ocasionando efectos adversos en las personas. La nanomedicina ha
realizado avances para implementar las NP en terapias fototérmicas contra el cancer, sin embargo,
la naturaleza, el tamafio y la forma de éstas, son parametros fundamentales en las células. Conjunto
a esto, la eficiencia térmica, y el tipo de radiacion que absorban las NP para luego liberar la energia
en forma de calor, se convierte en un pardmetro trascendental. Para tratamientos fototérmicos
eficaces y selectivos se requieren NP que pueden ser Opticamente excitadas con luz situada en las
ventanas bioldgicas; es decir, a longitudes de onda superiores de 700 nm. Se ha encontrado que el
aumento del tamafio de nanoesferas metélicas individuales de oro permite realizar un ajuste de la
resonancia del plasmén superficial (RPS) en el visible (hasta aproximadamente 600 nm), pero no
en el rango espectral NIR (Maestro et al., 2014). La sintesis de NP core-shell podrian ayudar a
desplazar el RPS hacia zonas del NIR, sin embargo, las metodologias tradicionales para la sintesis
de NP tienen problemas y presentan condiciones de reaccion tediosas, como: preparacion a altas
temperaturas, atmosfera inerte de nitrgeno, agitaciones vigorosas, altas cantidades de reactivos,
tiempos de sintesis muy largos, poco control en el tamafio de la NP, morfologia, costo, entre otras
(Granmayeh Rad, Abbasi, & Afzali, 2011; Hirsch et al., 2003; Nikabadi, Shahtahmasebi, Rokn-
Abadi, Mohagheghi, & Goharshadi, 2013; Schartl, 2010). Adicionalmente, la estabilidad de las
NP es un factor muy importante, en el caso de los métodos tradicionales generalmente se obtienen

mezclas de tamafios de micras que deben ser separados para garantizar la exclusividad del tamafio,
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ademas, generandose un problema de agregacion de las NP, en el caso de las aplicaciones
bioldgicas, la agregacion de las NP podria presentar efectos secundarios graves en la salud. Otro
aspecto que se debe considerar de las NP tipo core-shell, es el grosor de la shell, ya que éste
determinard propiedades puntuales de las NP (Nikabadi et al., 2013), por ende, los métodos que
favorezcan la homogeneidad y el tamafio del grosor de la shell controlable prevalecen; en los
métodos tradicionales este factor puede llegar a ser poco controlable.

Por tanto, se propone la sintesis de NP tipo core-shell SiO>@Au mediante el uso de micelas
inversas (MIs) como nanoreactores que permitan modular el tamafio del core (SiO2) y de la shell
(Au) a fin de mejorar las propiedades de estas NP, adicionalmente, realizar una funcionalizacién
con AF con el fin de evitar problemas de citotoxicidad, asi mismo crear una selectividad hacia las
células cancerosas Hela teniendo en cuenta la sobreexpresion de receptores de folato en estas.

(Shen, 2011; Shukla et al., 2008).



20

2. Objetivos

2.1 Objetivo general

Emplear micelas inversas como nanoreactores para la sintesis de nanoparticulas de tipo core-shell

SiO2@Au con respuesta térmica a la irradiacion de infrarrojo cercano (NIR).

2.2 Objetivos especificos

* Evaluar la relacion molar de los precursores (TEOS, y NH4OH) en la sintesis de las

nanoparticulas que conforman el core de SiOa.

+ Sintetizar el core de SiOa, la shell de Au y las nanoparticulas core-shell empleando

micelas inversas de H.O/AOT/n-heptano como nanoreactores.

+ Caracterizar el core de SiO, la shell de Auy las nanoparticulas core-shell de

SiO,@Au mediante técnicas espectroscépicas (UV-Vis, fluorescencia), microscopicas (SEM y

TEM) Yy de dispersion dinamica de la luz (DLS).

* Funcionalizar las nanoparticulas core-shell de SiO.@Au con acido félico.
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* Caracterizar las SiO2@AuNP funcionalizadas con 4acido folico mediante la

espectroscopia fotoelectrénica de Rayos X (XPS).

+ Evaluar el efecto térmico de soluciones de nanoparticulas core-shell de SiO.@Au

al ser irradiadas con radiacién NIR.

+ Evaluar la citotoxicidad de las NP SiO.@Au en células tipo HelLa.

3. Justificacion

El método de sintesis por micelas inversas (MIs) ofrece mejoras frente a los métodos tradicionales,
puesto que, posee mayor control del tamafio, distribucién y la forma de las NP, en el caso de NP
tipo core-shell se puede lograr una cubierta homogénea controlando el grosor de la shell, y una
distribucion de tamafio adecuada para las NP que hacen parte del core, adicionalmente las
moléculas del surfactante ayudan a la estabilizacién de las NP, evitando la aglomeracién de éstas.
El uso de nanoreactores como las Mls permiten ventajas como: la reduccién de algunos costos,
condiciones de temperatura ambiente y presion atmosférica, tiempos de reaccion cortos, cantidades
bajas de reactivos, entre otras (Guerrero-Martinez, Pérez-Juste, & Liz-Marzan, 2010; Subramanian
Tamil Selvan, 2010; S. T Selvan, Tan, & Ying, 2005), dichas ventajas aportan facilidades y
comodidades en la preparacion de las NP, lo cual se hace mas eficiente frente a los métodos

tradicionales.
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En este sentido, en el presente trabajo de grado se realiza la sintesis de NP tipo core-shell
SiO,@Au mediante el uso de Mls que permitan modular el tamafio del core (SiO2) y la deposicion
de la shell (Au), lo cual conlleve a propiedades Opticas y fototérmicas mejoradas al ser irradiadas
con radiacion perteneciente al infrarrojo cercano (NIR), adicionalmente, se otorga una selectividad
inducida por la funcionalizacién de la superficie de las SiO.@AUNP con &cido folico (AF)
facilitando también el ingreso celular y disminucion de efectos citotdxicos. EI emplear el oro en la
shell, permite una gran biocompatibilidad y baja toxicidad de las NP en el organismo. Ademas, el
desplazamiento del RPS hacia zonas en el NIR abre la posibilidad a ser empleadas en terapias
fotérmicas para tratamiento del cancer, siendo Util la absorcion del RPS en zonas de las ventanas
bioldgicas, puesto que, se reduce el calentamiento no selectivo de tejido sano, dafios por radiacién
fuerte y al mismo tiempo permite tratamientos en tejidos profundos (Loo et al., 2004). Por tanto,
el desplazamiento que se puede lograr con las NP tipo core-shell SiO>@Au sintetizadas mediante

nanoreactores abre campo a su uso en aplicaciones bioldgicas.

4. Estado del arte

La aplicacion de calor para el tratamiento del cancer no es nueva y ha sido utilizada desde 1900
(Glazer & Curley, 2011), sin embargo, la nanomedicina permite la generacion de calor por parte
de NP al interaccionar con radiacion electromagnética, este proceso es diferente al proceso de
hipertermia tradicional donde el calor se genera externamente por fuentes de microondas o

ultrasonido, puesto que, el calor generado a partir de las NP se produce alrededor de estas y puede
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elevar la temperatura significativamente en pocos segundos, en consecuencia, se puede utilizar
este efecto fototérmico como una terapia alternativa contra el cancer para dafiar o destruir células
y tejidos cancerosos mediante calor localizado (Koshima, Ojima, & Uchimoto, 2009). El primer
ejemplo de la terapia fototérmica de NP mediadas por el oro se informo por (Hirsch et al., 2003)
empleando NP tipo core-shell SiO>@Au que consistian en nlcleos (core) de silice de 110 nm
rodeados de NP de oro con un grosor de 10 nm (shell), sintetizadas por métodos tradicionales de
dos etapas (método de Stéber y el método de Duff y Baiker), y funcionalizadas con el glicol de
polietileno (PEG) que a menudo se utiliza para minimizar la agregacion de nanoparticulas y para
aumentar la circulacion en la sangre y su vida media de permanencia. Estas NP core-shell
mostraron un RPS a 820 nm, haciéndolo coincidir a la longitud de onda de emision de un laser de
diodo; se observo in vitro la destruccion fototérmica localizada de las células de carcinoma; la
coloracion con plata de las células revelé que densidades altas de NP core-shell se unian a las
células, y en la exposicion de laser con una fluencia de 35 W/cm? durante 7 minutos, ocurrio la
muerte celular, que se evidencio en las imagenes de microscopia de fluorescencia; comprobando
finalmente que la exposiciéon de las células a cualquiera de éstas NP con luz NIR de forma
individual compromete la viabilidad celular. Sin embargo, en 1998, ya se habian sintetizado NP
tipo core-shell SiO.@Au mediante el método de Stéber por (Oldenburg, Averitt, Westcott, &
Halas, 1998) donde concluyeron que dichas NP, poseen una respuesta en la resonancia éptica, la
cual es dependiente de las dimensiones de su core dieléctrico y su shell metélica, y esto daria lugar
a materiales con funcionalidades Opticas Unicas, en regiones del espectro electromagnético donde
pueden existir materiales apropiados con diferentes aplicaciones.

La versatil aplicacion de las NP de tipo core-shell ha motivado el desarrollo de diversos

métodos de preparacion. Para la sintesis de dicho tipo de NP (Chung, Lee, Kim, & Lee, 2011)
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sintetizaron NP de SiO.@CeO2 por el método de Mls, iniciando con la precipitacion de las NP del
core de silice en una micela con tetraetilortosilicato (TEOS), y posteriormente, la deposicion de la
superficie de 6xido de cerio sobre el core de NP de silice dispersas en la micela; ademas, se
promovid la precipitacion en superficie de las particulas de 6xido de cerio, con una modificacion
a la superficie empleando 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES), empleando como surfactantes:
dioctilsulfosuccinato de sodio (AQOT) y Polioxietileno (5) nonilfenilo éter (NP-5), en fase continua
de n-heptano. La mezcla de dichos surfactantes empleados, promovio el crecimiento de las
SiO2NP, puesto que, el papel del co-surfactante (NP-5) aumento tanto la flexibilidad interfacial de
la micela, asi como la interaccion intermicelar en la microemulsion.

Por otro lado, (Nikabadi et al., 2013) sintetizaron NP SiO,@Au en este caso mediante el
método de reduccion quimica de cloruro de oro en cloruro de tetrahidroximetil fosfonio (THPC)
y funcionalizando el core de SiO. con APTES; estos autores encontraron que la posicion del PSR
depende de los tamafios de las AuNP de la shell, cambiando el tamafio de las AuNP sobre la
superficie del core asociado al grosor de la shell, es posible disefiar un material con las propiedades
Opticas modificables.

Por otra parte (Ayala-Orozco et al., 2014) sintetizaron SiO.@AuUNP, y NP multicapas
(nanomatryoshkas) de Au@SiO@Au mediante métodos tradicionales, observando que las
nanoshell son una muy buena y prometedora alternativa para las terapias fototérmicas, pero las NP
nanomatryoshkas podrian presentar propiedades mejoradas, como mayor eficiencia térmica,
aunque poseen dificultades en el proceso de formacion de la dltima capa de oro por la poca
funcionalizacion de los grupo amino del APTES en la capa de SiO; ya fijada al oro. Otros
investigadores (Haifei Wang et al., 2015) sintetizaron PS@AUNP, retirando el PS (Poliestireno)

mediante calentamiento en DMF (N,N-dimetilformamida), obteniendo NP huecas, en formas de
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nanocajas y nanoesferas; observando que presentan una propiedad Optica especial en el NIR, y
pueden convertir la radiacion del laser de 808 nm en calor, sin embargo, las nanocajas muestran
un mayor aumento de la temperatura a la misma concentracion de NP. Siguiendo en el &mbito de
las NP core-shell, (Jeong, Joo, & Kim, 2015) sintetizaron Au@SiO2NP por el método de
microemulsion en una sola etapa mezclando ciclohexano y una solucion acuosa de Acido
tetraclorodurico (HAUCI4) en la presencia de un surfactante no iénico Triton X-100 en 1-hexanol,
el procedimiento consiste en la adicion sucesiva de borohidruro de sodio (NaBH.), hidroxido de
amonio (NH4OH) y TEOS a dicha microemulsion, concluyendo que, el recubrimiento de SiO;
otorga estabilidad a las AuNP, lo que abre puertas para otras aplicaciones como la catélisis. (R.-
J. Chen et al., 2016) hicieron la sintesis de NP core-shell empleando Mls, y como core la tetraquis
pentafluorofenil-21H, 23H-porfina (PF6) y Au como shell, usando los agentes surfactantes
bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB), y poli (N-N-vinilcaprolactama-co-N-vinilimidazol)-g-
poli (P (VCL-Covim)-g-PLA); Las PF6@AUNP son estructuras estables con actividad
fotocatalitica mejorada debido a la propiedad fotoactivadora de la PF6, que se emplea como un
fotosensibilizador para promover el efecto fototérmico. En sus ensayos con células A549 de
carcinoma pulmonar se observd que la temperatura aumentd rapidamente con iluminaciones
estables de una lampara haldégena de 300 W y, después de 40 minutos de tratamiento, la
temperatura se mantiene constante a 42 °C, concluyendo que las PF6@AUNP, presenta una buena
respuesta fototérmica y pueden considerarse compuestos potencia para la terapia fotodindmica
para el tratamiento de células de cancer.

En el campo de la funcionalizacion, (Li, Li, Zhang, Zhai, & Wang, 2009) trabajaron con
AUNP funcionalizadas con acido folico (AF), sugiriendo que el AF en la superficie de éstas facilita

la captacion por las células HelLa, por medio de endocitosis mediada por receptores folatos. Por
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otro lado, (Zhang et al., 2010) modificaron la superficie de AuNP con el tripéptido glutatién que
tiene grupos carboxilo, para que posteriormente se conjugara con el &cido félico (AF) a través de
la reaccion entre el grupo amino de AF y el grupo carboxilo de glutation. Estas NP conjugadas con
acido fdlico presentaron estabilidad en solucion acuosa y mediante la microscopia electronica de
transmision (TEM) y la microscopia confocal de barrido laser (CLSM) confirmaron la orientacion
de dichas NP en células humanas de carcinoma cervical (HeLa) con una expresion de alto nivel de
receptor de folato, adicionalmente, no se observo captacion celular de estas NP en células A549
que carecen de receptor de folato, por tanto el uso de estas NP conjugadas con AF, abre la
posibilidad a ser empleadas tanto en diagnostico como en terapias del cancer.

En general, las NP de tipo core-shell pueden ser herramientas ventajosas de investigacion

para aplicaciones Utiles en diversos campos, y especialmente en el area de la nanomedicina.

5. Marco Tedrico

5.1 Nanotecnologia, y nanomateriales

La nanotecnologia es una rama de la ciencia multidisciplinar que manipula la materia a escala
nanomeétrica abarcando numerosos y diversos campos de la ciencia y la tecnologia, que van desde
labiomédica, biotecnologia, farmacéutica, agricultura, materiales avanzados, catélisis, electronica,

entre otras (Taylor et al., 2013). La sintesis, propiedades y aplicaciones de los materiales y
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dispositivos nanométricos han contribuido enormemente a varios campos de la biomedicina como
agentes de imagen, transporte de farmacos, herramientas de diagndstico, u otros, aplicados a la
salud humana junto con otras areas (G. Liu, Swierczewska, Lee, & Chen, 2010). Desde hace pocas
décadas, el inmenso potencial de las NP, especialmente en el campo de la nanomedicina, ha
conducido a un amplio interés en el conocimiento de los objetos de tamafio nanométrico
(Kharissova, Kharisov, Jimenez-Perez, Munoz Flores, & Ortiz Mendez, 2013).

Las NP se convierten en un punto de interés, debido a que poseen numerosas propiedades
particulares como consecuencia de su tamafio (Poole & Owens, 2007). Por ejemplo, las NP poseen
frecuentemente propiedades dpticas inesperadas en tanto sean lo suficientemente pequefias para
confinar sus electrones y producir efectos cuénticos. Por otro lado, las NP metélicas poseen una
propiedad dependiente de su tamafio, forma y de la frecuencia de la radiacion incidente, puesto
que, al interactuar con la radiacién electromagnética se logra que los electrones se muevan
oscilando de forma colectiva en la superficie, dando lugar a lo que se denomina resonancia del
plasmon superficial (RPS), la longitud de onda del RPS es caracteristica de la forma, el tamafio y
del tipo de material de la NP. (Domingo, 2010). Segun (Francisco, Garcia, & Moreno, 2008)
afirman que: “La luz superficial” que puede viajar por las superficies metalicas, es una onda mas
complicada que la luz normal, ya que no consiste s6lo en un campo electromagnético, sino que
involucra también los electrones libres presentes en los metales, y fue Rufus Ritichie quien

descubrid estas ondas, o plasmones superficiales en los afios cincuenta del pasado siglo (p.66).
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5.2 Tipos de nanoparticulas (NP)

Existen diversos tipos de NP de acuerdo al material que las componen, que pueden ser carbon,
metales, polimeros, entre otros. Por otro lado, se pueden categorizar como simples o de tipo core-
shell o compuestas. En general, las NP simples estan hechas de un uUnico material; mientras que,
las NP de material compuesto o core-shell, se componen de dos o0 méas materiales. Las NP de tipo
core-shell estan formadas por un nicleo (material interno - core) y una cubierta o cascara (material
de la capa exterior - shell). Las NP core-shell pueden consistir en una amplia gama de diferentes
combinaciones en estrecha interaccion. La eleccién del material de la cubierta y del nicleo de las
NP depende generalmente en gran medida de la aplicacion final (Bardhan et al., 2010; Hui Wang,
Brandl, Nordlander, & Halas, 2007).

En aplicaciones bioldgicas las NP core-shell tienen importantes ventajas sobre las NP
simples, tales como: menor citotoxicidad, aumento de la dispersabilidad, biocompatibilidad, mejor
conjugacion con otras moléculas bioactivas, una mayor estabilidad térmica y quimica, entre otras.
De manera general, cuando las NP deseadas son toxicas pueden causar muchos problemas para los
tejidos del huésped, por tanto, el recubrimiento del nicleo con un material biocompatible hace que
las NP sean menos toxicas. En ocasiones, la cascara o shell no sélo actlia como una capa no téxica,
sino también ayuda a mejorar las propiedades del material presente en el nlcleo, por ejemplo, la
hidrofilia de las NP, siendo ésta muy importante para dispersarlas en los sistemas biolégicos, que
en su gran mayoria son medios acuosos (Law et al., 2008; Nagarajan & Yong, 2008), no obstante,
cabe mencionar que el core también puede aportar cambios en las propiedades de la shell.

Ademas, de las propiedades mejoradas en los nanomateriales tipo core-shell, éstos también

son importantes desde el punto de vista economico, por ejemplo un material costoso se puede
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depositar sobre un material barato reduciendo el consumo del material costoso frente a la
preparacion del mismo material puro. Las NP core-shell se utilizan también como un molde hueco
para la preparacion de otros compuestos después de eliminar las particulas del nGcleo, ya sea, por
disolucion o calcinacion. Las particulas nano y micro huecas se utilizan para diferentes fines tales
como microvasos, soportes cataliticos (Priyanto, Sakanishi, Okuma, & Mochida, 2001),
adsorbentes (Zhao et al., 1998), materiales estructurales ligeros (Wijnhoven & Vos, 1998), y

aislantes térmicos y eléctricos (Zhu, Ma, Wang, Wu, & Peng, 2012).

5.3 Tipos de NP core-shell

Existen actualmente muchas variedades de NP tipo core-shell disponibles para una amplia gama
de aplicaciones. De manera general, el ndcleo (core) y la cubierta (shell) en una NP core-shell
estan hechos de materiales inorgéanicos, organicos o una mezcla de ambos. Se intenta clasificar las
NP core-shell en funcion de las propiedades de sus materiales en cuatro grupos principales:
inorganico/inorganico; inorganico/organico; organico/inorgénico; y organico/organico. Las NP
del grupo inorgénico/inorgéanico en general, tanto los nucleos y cubiertas son hechos de metales,
6xidos de metal, otros compuestos inorgéanicos, o silice. En uso de los revestimientos de silice
tienen varias ventajas tales como: reducir la conductividad a granel y aumentar la estabilidad de la
suspension de las particulas del nicleo. Ademas, la silice es un material quimicamente inerte
disponible; puede utilizarse para modular la posicion y la intensidad de la banda del RPS en NP
metalicas (Ghosh Chaudhuri & Paria, 2012).

Aparte de la silice, el oro como material de corteza también ha sido estudiado por muchos

investigadores (Pham, Kumar, & Jeong, 2010; L. Sun, Wang, & Wang, 2010). El revestimiento de
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oro en las NP mejora muchas de sus propiedades fisicas, tales como la estabilidad quimica
mediante la proteccion del material de nicleo de la oxidacion y la corrosion, la biocompatibilidad,
la bioafinidad a través de la funcionalizacion de grupos terminales amina/tiol, y las propiedades
Opticas (Xuan, Wang, Yu, & Leung, 2009).

Por otro lado, la forma de las NP core-shell, ha mostrado potenciales aplicaciones que van
desde la catélisis, la nanoelectronica, y las unidades de almacenamiento de informacion, asi, como

en sensores bioldgicos y biomédicos (Han et al., 2008; Radi, Pradhan, Sohn, & Leung, 2010).

5.4 Métodos de sintesis de NP tipo core-shell

Algunos de los diversos métodos de sintesis de NP core-shell utilizados son la precipitacion,
polimerizacion, micelas inversas como nanoreactores, condensacion sol-gel, capas mediante
técnicas de adsorcion, entre otras (Schartl, 2010). El paso méas importante durante la sintesis de
NP core-shell es mantener un recubrimiento uniforme y controlar el grosor de la shell o cubierta.
Aunque varios investigadores han tratado de controlar el espesor y el recubrimiento uniforme de
la cubierta con los métodos descritos, existen ciertas dificultades tales como: la aglomeracion de
particulas de ndcleo en el medio de reaccidn, formacién preferencial de las particulas separadas
de material de la cubierta en lugar de recubrir el ndcleo, una cobertura incompleta de la superficie
del ndcleo, y un poco control de la velocidad de reaccion, entre otros. Sin embargo, la sintesis de
las NP usando MIs como nanoreactores ha creado expectativas durante al menos las ultimas dos
décadas, debido al control del tamafio de particula, distribucion de tamafio estrecha y revestimiento
uniforme (Guerrero-Martinez et al., 2010; Subramanian Tamil Selvan, 2010; S. T Selvan et al.,

2005).
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Micelas Inversas (Mls):

En medios no acuosos, la organizacion de agregados supramoleculares formados por moléculas
anfifilicas (es decir, moléculas que poseen un extremo hidrofilico y otro extremo hidrofébico), se
realiza formando estructuras que se conocen como MIs. Dentro de esas moléculas anfifilicas, se
encuentran los surfactantes, los cuales pueden ser clasificados como: anionicos, catiénicos y no
iénicos, segun la disociacion en el agua y el tipo de iones que son disociados, al momento de
emplear surfactantes no solo importa su clasificacion estructural, también es de vital importancia
la aplicacion final, por tanto, en aplicaciones bioldgicas se hace necesario emplear surfactantes
que no sean toxicos como lo es el dioctilsulfosuccinato de sodio (AOT).

En un sistema de Mls, los surfactantes forman dichas micelas y las moléculas co-
surfactantes (que pueden o no ser necesarios) ayudan en el proceso de formaciéon de micelas
mediante la reduccion de las fuerzas de repulsion electrostaticas entre los grupos polares de las
moléculas de surfactante. Como resultado, la fase acuosa estéa presente como una gota nanodiscreta
dentro de la fase dispersante, y la reaccion de formacion de NP ocurre dentro de la gota acuosa o
en la interface (Ver Figura 1). Las Mls actan como centro para la nucleacion y el crecimiento de

las NP (Ghosh Chaudhuri & Paria, 2012).
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Figura 1. Representacion de una micela inversa formada por el surfactante AOT y sus respetivas

fases.

Para emplear las MIs como nanoreactores es necesario tener en cuenta la Ecuacion 1, la

cual permite tener cierto control sobre el diametro hidrodinamico de nanoreactor.

1
V, = w* [AOT] * VT*p—* PM,
(]

Ecuacion 1. Relacion de factor w con el volumen del reactivo polar.

Donde, Vo es el volumen del reactivo polar, el factor w, [AOT] la concentracion del
surfactante, Vel volumen total de la solucién de AOT/n-Heptano, po densidad del reactivo polar,
PM, peso molecular del reactivo polar.

El método de MIs como nanoreactores puede llegar a ser muy Util para el control del grosor
de la shell, que se convierte en un factor determinante para las aplicaciones biologicas; la Figura
2 muestra un modelamiento del desplazamiento de la resonancia del plasmon superficial (RPS) en

NP core-shell SiO.@Au en funcion del grosor de la shell (Loo et al., 2004).
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Figura 2. Espectros RPS de SiO>@AuNP como una funcién del grosor de la shell.

5.5 Factores que afectan el tamafio y distribucidn de las nanoparticulas core-shell

El tamafio y la polidispersidad de las NP sintetizadas por nanoreactores dependen de ciertos
factores, tales como: la concentracién y naturaleza de reactivos, la relacion molar agua/surfactante,
la fraccion de volumen polar, la fase continua, la temperatura, el pH, entre otras. Uno de los
parametros mas importantes para el control del tamafio y forma de las NP mediante micelas
inversas, es la relacion molar de [H20]/[surfactante] (wo).

Normalmente, con el aumento de wo, el tamafio de la micela también aumenta, de manera

que la rigidez de la pelicula de surfactante disminuye. Eso hace que la nucleacion intermicelar sea
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mayor en comparacion con la nucleacion intramicelar. Adicionalmente, aumenta la agregacion de
las NP debido a la colision e intercambio entre las micelas inversas (Gutiérrez-Becerra et al., 2012),
del mismo modo, un mayor contenido de agua reduce la interaccién entre los grupos polares de las
moléculas de surfactante y las NP, haciendo que aumente la agregacion de las estas (Asaf Kleopas,
Diwakar, Heeres, & Anurag, 2007).

Por otro lado, la fase orgénica o continua también influye en la sintesis de NP, puesto que,
no todos los disolventes orgénicos son adecuados para la formacion de micelas inversas. La
viscosidad es un pardmetro importante para controlar el mecanismo de formacién de micelas
inversas e indirectamente ayuda a controlar la dindmica intermicelar (Lisiecki & Pileni, 1995).

También, la concentracién de los reactivos es influyente en el tamafio de las NP, puesto
que al aumentar la concentracién de reactivos se aumenta las interacciones y colisiones
intermicelares e intramicelares (Gutiérrez-Becerra et al., 2012); sin embargo, existen reportes de
que este factor no influye de manera significativa en la sintesis (Husein, Rodil, & Vera, 2005;

Pileni, Motte, & Petit, 1992).

5.6 Funcionalizacion de las NP core-shell

La aplicacion bioldgica de las NP requiere la funcionalizacién con moléculas que permitan mejorar
su estabilidad, solubilidad e internalizacion celular u a (Akerman, Chan, Laakkonen, Bhatia, &
Ruoslahti, 2002), organulos dentro de la célula (B. R. Liu, Huang, Chiang, & Lee, 2010), o seguir
concretamente el movimiento de proteinas o de las moléculas de ARN en las células vivas (Zech
et al., 2009). Estos agentes de direccionamiento idealmente deberian estar unidos covalentemente

y estar presentes en un nimero controlado a la NP.
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En la actualidad, hay muchos ejemplos de cémo sistema fisioldgicos puede ser
usados para la administracion dirigida de moléculas biolégicamente activas contra el céancer.
Como lo es el receptor de folato, el cual es una diana bioldgica potencialmente Gtil, debido a que
esta proteina de membrana se une a folatos extracelulares con una afinidad muy elevada y
mediante un proceso de endocitosis, los transporta dentro de la célula para el consumo
biolégico.  En efecto, evidencias preclinicas y clinicas muestran cémo los receptores de
folato pueden ser positivos para: identificar anatomicamente células cancerigenas usando
conjugados de folato con agentes de formacion de imagenes de radiodiagndstico y los
canceres pueden ser tratados eficientemente con dianas quimioterapéuticas unidas al folato. El
acido folico (AF) muestra una alta afinidad por el receptor de folato, en tejidos normales la
expresion de receptores de folato es minima en los tejidos normales, mientras que en algunos
tejidos cancerosos se encuentran sobre expresados, debido a este hecho, el receptor de folato es
también un antigeno/biomarcador de reconocimiento de tumores. Por lo tanto, los métodos
terapéuticos y de diagndstico explotan la funcion del receptor folato para desarrollar tratamientos
contra el cancer al permitir el ingreso de la NP por endocitosis mediada por receptor (Vazquez,

2000; Vlahov & Leamon, 2012).

5.7 Técnicas de caracterizacion

La caracterizacion de las NP de tipo core-shell se hace critica, debido a que se debe caracterizar el
core y la presencia de la shell, usualmente las técnicas implementadas son las espectroscopias de
IR, UV-Vis, espectroscopia de fluorescencia y fotoelectrones de rayos X (XPS*); microscopias

electronicas de barrido (SEM*) y de trasmision (TEM¥*); dispersion de luz dinamica (DLS*);
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resonancia magnética nuclear (NMR*) vy difraccion de rayos X (XRD¥*), entre otras. A
continuacion, se muestra una breve descripcion de cada técnica mencionada.
*Por sus siglas en inglés

2 Espectroscopia IR: se basa en las vibraciones moleculares que se producen en la
region del infrarrojo del espectro electromagnético, los grupos funcionales tienen frecuencias
caracteristicas de absorcion (Vazquez, 2000).

X2 Espectroscopia UV-Vis: esta técnica resulta beneficiosa para caracterizar NPs
metalicas, ya que, por medio de ella se puede detectar la banda de la resonancia del plasmon
superficial que es propia de cada tipo de NP (Weininger & Stermitz, 1988).

2 Espectroscopia de Fluorescencia: la fluorescencia es un proceso de emision en el
cual las moléculas son excitadas por la absorcién de radiacion electromagnética vy, al relajarse a
cualquiera de los estados vibracionales del estado electrdnico basal, liberan el exceso de energia
en forma de fotones, caracteristico para cada material fluorescente (Hernandez & Pérez, 2002)

2 Microscopia electrénica de barrido (SEM): en el microscopio electrénico 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
informacion sobre la composicion del material, denominada EDX*(Sabin Fernandez, 2007)

2 Microscopia electronica de trasmision (TEM): 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 columna de alto vacio. Debido a que los electrones tienen una
longitud de onda mucho menor que la luz visible pueden caracterizar estructuras mucho mas

pequefas (Skoog, West, & Holler, 1997).
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X2 Dispersion de luz dindmica (DLS): tiene en cuenta la variacion de la intensidad de
dispersion en el tiempo, la cual es empleada para la determinacion de la distribucion de tamafios
de particulas (Estelrich, 1991).

X3 Espectroscopia de fotoelectrones de rayos X (XPS): consiste basicamente en la
excitacion mediante un haz de rayos-X de los niveles mas internos de los atomos, provocando la
emision de fotoelectrones que proporcionan informacion sobre la energia de enlace de cada
electrdn, por lo tanto, sobre el estado de oxidacion de cada atomo emisor (Alicante, 2017).

2 Resonancia magnética nuclear (NMR): se basa en la medida de absorcién (por parte
de los nucleos atomicos) de la radiacion electromagnética en la region de las radiofrecuencias,
permitiendo eludir estructuras moleculares (Skoog et al., 1997).

2 Difraccion de rayos X (XRD): se basa en la dispersion coherente del haz de rayos
X por parte de la materia y en la interferencia constructiva de las ondas que estan en fase y que se
dispersan en determinadas direcciones del espacio, proporcionando informacion sobre las
composiciones, fases quimicas, y estructuras cristalinas presentes en la muestra (Atkins & Jones,

2006).

5.8 Efectos fototérmicos de las NP

Las diferentes aplicaciones de las NP metélicas en la nanomedicina estan fuertemente relacionadas
con su resonancia del plasmon superficial (RPS). Este fendmeno se produce cuando la luz
incidente induce una oscilacion de electrones libres en la NP, lo que conduce a un confinamiento
espacial del campo electromagnético en la nanoescala. Este confinamiento de campos

electromagnéticos puede generar intensas y localizadas cantidades de calor. Esta propiedad puede
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dar lugar a fenémenos de hipertermia en las células de un mamifero, las cuales comienzan a sufrir
dafos a partir de 42 °C (N. Sanchez-Dominguez, L. Gallardo-Blanco, A. Rodriguez-Rodriguez,
V. Vela-Gonzalez, & Sanchez-Dominguez, 2014).

Una de las estrategias terapéuticas mas prometedoras en la nanomedicina es la terapia
fototérmica contra cancer, donde las NP absorben energia por medio de la interaccién de éstas con
la radiacién y generan calor en el &rea del tumor, reduciendo asi al minimo el dafio en el tejido
sano circundante (Jain, Huang, El-Sayed, & El-Sayed, 2008; Jaque et al., 2014). La intensidad de
la irradiacion con el laser incidente, la naturaleza de las NP (es decir, la localizacion del RPS) y su
tamario, son los factores que determinarén la eficiencia del calentamiento localizado (Pelaz et al.,
2017). Una mayor eficacia para la terapia fototérmica con NP, se podria lograr si la radiacion
incidente se hace a longitudes de onda de laser especificas situadas en las ventanas bioldgicas, es
decir, de 700 nm a 1400 nm aproximadamente para aprovechar la minimizacion de absorcion y
dispersion de la radiacion IR de los tejidos (Ghoroghchian, Therien, & Hammer, 2009; Smith,

Mancini, & Nie, 2009).

6. Metodologia

6.1 Reactivos, materiales y equipos

Lo reactivos empleados fueron: dioctil sulfosuccinato de sodio, (AOT, 97%, Aldrich Chemistry),
n-heptano (99% AppliChem Panreac), tetraetil ortosilicato (TEOS, 99%, Merck), 3-aminopropil

trietoxisilano (APTES, 98%, Alfa Aesar), hidroxido de amonio (NH4OH, 28%, Merck), hidracina
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(N2HaH20, 98%, Sigma-Aldrich), acido tetracloroaurico trihidratado (HAuCls+3H20, Sigma-
Aldrich), citrato de sodio dihidratado (CsHsNasO7H20, 99%, Sigma-Aldrich), acido folico (para
Biogquimica, Merck).

Para las reacciones, se usaron viales de vidrio los cuales tiene un protocolo de limpieza de
lavado con agua regia (HCI:HNOs3, 3:1), luego NaOH, y un dia en solucion de agua-jabon, con el
fin de retirar cualquier contaminante que afecta la sintesis posterior.

La sintesis de las SiO2NP, AuNP y SiO>@AuNP se lleva a cabo empleando como medio
de reaccién un sistema confinado de micelas inversas formadas por Ho.O/AOT/n-heptano. Todas
las sintesis se realizaron a condiciones de temperatura ambiente y presion atmosférica.

Los equipos empleados para las diferentes caracterizaciones fueron: Z-sizer Nanoseries
ZS90, espectrofotometro UV-Vis Hewlett Packard 8453, Fluorimetro PTI Felix 4.1.0,
espectrofotometro UV-Vis Shimadzu UV-2600, Infrarrojo Thermo Scientific IS50-FT-IR,
microscopio SEM FEI Quanta FEG 650, microscopio TEM FEI Tecnai G2 F20, equipo XPS

SPECS.

6.2 Sintesis de NP de 6xido de silicio (core) - SiO2NP

La formacion de las SiO2NP se lleva a cabo mediante una reaccion de hidrolisis de alcoxisilanos
como el TEOS y APTES mediante un ataque nucleofilico de atomos de oxigeno de una molécula
como el NH4OH sobre los atomos de silicio. EI TEOS es un compuesto apolar, por tanto, se
encontraré disponible en la fase continua de la micela inversa, contrario al NHsOH, el cual es polar
y se encontrara disponible en la fase polar o pool acuoso de la micela inversa, por tanto, la reaccion

se llevara acabo empleando la interface micelar.
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Inicialmente se realiza una caracterizacion cualitativa del sistema micelar, determinando el
maximo w que soporta el sistema frente a la adicion de cada uno de los reactivos polares: Para
conocer este valor se empled un V1= 2000 uL de solucién micelar AOT/n-heptano 0,05 M, y se
realiz6 la adicion consecutiva de voliumenes exactos de NH4sOH (10 pL), hasta observar la
desestabilizacion del sistema, es decir, separacion de fases y/o turbidez, para este sistema en
particular se extrapol6 el volumen de ruptura a la concentracion micelar de 0,1 M.

Con el fin de observar la influencia que posee la relacion entre el NH4sOH y TEOS sobre
los tamarios de las SiO2NP, se evaluaron: diferentes w (6 y 10) con volumen de TEOS constante
(9 uL), y diferentes volimenes de TEOS (23, 35, y 50 uL) con NH4OH constante (es decir, w =6),
a concentraciones de AOT/n-heptano de 0,05 M y 0,1 M, En este ensayo todas las sintesis fueron
Ilevadas a un V= 2000 pL, y a medida que avanza la reaccién la solucion presenta turbidez.

De manera general las SiO2NP se sintetizan como muestra la Figura 3.

& x
-

Figura 3. Esquema general de sintesis de SiO2NP

Se ha reportado (R. Wang et al., 2016) que para la deposicion efectiva de la shell sobre las
SiO2NP se requiere funcionalizacién (activacion con grupos reactivos) de las SiO2NP, para ello se

empled APTES, reactivo que permite la adicion de grupos amino en la superficie de las SiO2NP
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(Ver Apéndice B). En la sintesis de SiO.NP modificadas con APTES en la superficie, las cuales
son denominadas SiO2NP (core), se emplean volimenes iguales de TEOS y APTES desde el inicio
de la reaccion (14 uL), y con un w =6, llevado a un V1= 4000 pL. El proceso general de sintesis

se muestra en la Figura 4.

o

Figura 4. Esquema general de sintesis de SiO2NP con modificaciones en la superficie mediante

- 1.TEOS

R«
\ 2. APTES

SiO,NP (core)

grupos aminos dados por el APTES.

6.3 Sintesis de NP de oro - AUNP

La sintesis de AuNP se realiz6 mediante la reduccion del Au*® empleando N2Ha. Los precursores
empleados fueron el HAuCI40,1 M, y NoH4 0,6 M, ademas se emple6 el CeHsO07:3Na 0,2 M (que
actla como un agente estabilizante, posteriormente, ayudara en la formacion de las NP tipo core-

shell SIO,@Au).
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La concentracion de la solucién micelar de AOT/n-heptano seleccionada para la sintesis de
las AuNP fue 0,1 M con V1= 3000 uL, empleando 13,5 uL. HAuUCIs, 13,5 pLL N2Hs, y 60 pL

CeHsO73Na. De manera general las AuNP se sintetizan como muestra la Figura 5.

o O
W?m %‘\ Vj)gv

2. Citrato A\
AuNP

Figura 5. Esquema general de sintesis de AuNP.

Nota: Las AuNP servirdn como modelo de comparacion con las SiO2@AuNP.
El CsHs07-:3Na-2H20 0,2 M se emplea encapsulado en AOT/n-heptano 0,1 M con un w=5, en todas

las sintesis.

6.4 Sintesis de NP tipo core-shell - SiO2@AuNP

Para la sintesis de SiO2@AUNP se llevaron a cabo dos metodologias, las cuales se describen a

continuacion:



Metodologia | (MI). Sintesis de SiO2@AuNP con SiO:NP y AuNP

independiente.
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formadas de manera

La Figura 6 presenta el procedimiento general para la preparacion de SiO.@AUNP via M.

3000 pL AOT/n-heptano

«—— | 13,5 pL HAuCI,

«—— | 13,5 uL N,H,

<«— | 60 puL Citrato

«— | 375pLSiO,NP

(core)

Si0,@AuNP

Figura 6. Esquema general de sintesis de SiO2@AuUNP via M.

Metodologia Il (MI1). Sintesis de SiO>@AuNP con Oro insitu.

La Figura 7 presenta el procedimiento general para la preparacion de SiO2@AUNP via M.
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375 uL SiO,NP  (core)

<—— 3000 pL AOT/n-heptano

D E— 13,5 pL HAuCl,

S E— 60 pL Citrato

R — 13,5 IJ.L N2H4

v

+ Si0,@AuNP

Figura 7. Esquema general de sintesis de SiO,@AuUNP via MlI.

En la metodologia Il (MI1), se realiz6 una evaluacién de un volumen mayor de oro, para
el cual se emple6 27 pL HAUCI4, y 27 puL N2Ha, siguiendo el mismo protocolo de sintesis, ésta
evaluacion serd denominada MII-1.

En todas las metodologias de sintesis de SiO.@AUuUNP, se empled agitacion magnética a

400 rpm, y temperatura ambiente (25°C) durante todo el proceso de sintesis.

6.5 Funcionalizacion de las SiO2@AuUNP con acido félico - SiIO2@AuUNP A.F.

La funcionalizacion de las SiO.@AUNP con AF se lleva a cabo realizando el procedimiento

presentado en la Figura 8.



SiO,@AuNP

20 min
10000
rpm
25°C

Residuo *

!

| Residuo ** |
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Desechar

«— AF1.103Mm |

| Sobrenadante |
| Desechar | Residuo *** |
SiO,@AuNP A.F.

Sobrenadante

1

Desechar

Figura 8. Esquema general de transferencia de fase y funcionalizacion con AF de las NP.

Nota: El volumen que se agreg6 de AF fue igual al volumen de solucién de solvente

organico inicial en cada tubo eppendorf. A la solucién de AF se le agrega una gota de NaOH 0,1

M antes de agregar la solucion de AF a las NP. En el caso de SiO2NP se lleva a cabo el mismo

procedimiento de funcionalizacion.
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6.6 Evaluacion de la respuesta térmica de las NP en solucién

Para la medicion del cambio de temperatura en la solucion de NP, se empled un laser de 808 nm
con una potencia de 400 mW, ubicado a una distancia de 5 cm del vial conteniendo 4000 pL de la
solucién de NP. Empleando un termometro digital se midio la temperatura cada 30 s durante 10

min, determinando los cambios de temperatura frente a la irradiacion (Ver Apéndice C).

Nota: Las NP que requieran la evaluacién de la respuesta térmica en medio celular (EMEM
alimentado con suero fetal bovino (SFB) al 10%) deben ser sometidas a una transferencia de fase

para dispersarlas en medio celular.

6.7 Ensayos Bioldgicos

Los ensayos de citotoxicidad se llevaron a cabo en células de cancer de cuello uterino (HeLa) con
un tiempo de tratamiento de 2 horas, se evaluaron las SiO2NP, SiO2NP A.F. SiO2@AUNP y
SiIO2@AUNP A.F. Para cada tipo de NP se evaluaron tres concentraciones, las cuales para las
SiO2NP corresponden a 2500 uM, 1250 uM, y 250 uM, vy, para las SiO2@AuUNP a 450 uM, 225
uM, y 45 uM, respectivamente.

La concentracion molar se calcula asumiendo una conversion total del precursor, en el caso
de las SiO2NP el TEQS, y en el caso de las SiO2@AUNP el HAuUCI; (se toma el HAuUCI4 por ser
el reactivo superficial y las AuNP las responsables del efecto fototérmico).

Para determinar la viabilidad celular se emple6 el método cristal violeta, para lo cual

después del tratamiento se fijan las células con 100 pL de metanol durante 10 min, (previamente
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retirado el medio celular), luego, se afiade 50 uL de cristal violeta al 0,2% disuelto en agua durante
5 min, después se realizan 4 lavados con PBS, y por altimo, se adiciona el citrato al 50%,
finalmente, se realiza la lectura de la absorbancia a una A= 550 nm con un agitacion durante 1 min
antes de iniciar la medicion en el equipo multiskan go thermo scientific. Las cantidades

mencionadas se agregan a cada pozo.

7. Resultados y Analisis

Los resultados de esta investigacion se presentan en tres secciones principalmente: en la primera
seccion se presenta lo relacionado a la sintesis y caracterizacion de SiO2NP, SiO2NP (core), AuNP,
y SiO2@AUNP. La segunda seccidn indica los resultados obtenidos para la funcionalizacién con
AF de las SiO.@AuNP, y por Gltimo, en la tercera seccion se presentan los ensayos de

citotoxicidad de las SiO2NP (core) y SiO.@AUNP en células cancerosas tipo Hela.

7.1 Sintesis y caracterizacion de las SiO2NP, SiO2NP (core), AUNP, SiO2@AUuNP.

e Nanoparticulas de oxido de silicio (core) - SIO2NP
Los ensayos cualitativos preliminares para el sistema AOT/n-heptano 0,05 M y 0,1 M, el valor
méaximo de w fue 15y 30, respectivamente, lo cual indica el soporte maximo de la micela, teniendo

en cuenta esto, se evita emplear w limites que pongan en riesgo la estructura micelar.
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Teniendo en cuenta las concentraciones molares de los precursores TEOS y NH4OH (4,5
My 7,2 M, respectivamente), y los volumenes afiadidos de cada uno de ellos al sistema, se
construye lo presentado en la Figura 9, la cual muestra los resultados obtenidos al evaluar el efecto
de la relacion molar entre el NH4sOH y TEOS sobre los didmetros aparentes de las SiO2NP

obtenidos mediante DLS.

a.) b.)
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Figura 9. Relacion entre el didmetro aparente [nm] y la relacion molar [NH4sOH]/[TEOS] para un

sistema AOT/n-heptano de: a.) 0,1 M y b.)0,05 M.

Segun lo mostrado en la Figura 9, los didmetros aparentes obtenidos para cada ensayo
muestran una dependencia aproximadamente proporcional a la relacién molar [NH4OH]/[TEOS],
es decir, cuanto mayor sea la relacion molar [NHsOH]/[TEOS], mayor sera el tamafio de las
SiO2NP, lo cual puede atribuirse al exceso de agente nucleofilico que permite llevar a cabo una

mayor hidrolisis del alcoxisilano, para una posterior condensacion a los grupos siloxano Si-O-Si,
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lo que se refleja en el aumento del tamafio de nanoparticula. A concentraciones mayores de sistema
micelar, como 0,1 M, la cinética de intercambio sera répida y por tanto, ayudara al proceso de
maduracion y resultara una mayor polidispersidad, asi lo reportan los autores (Arriagada & Osseo-
Asare, 1995), no obstante, experimentalmente se observa mejor estabilidad trabajando con el
sistema micelar 0,1 M, por lo tanto éste se elige para los demas resultados.

De acuerdo a lo anterior, se pueden establecer los pardmetros generales (cantidades de
reactivos y relacion de éstos) para la sintesis de SiO2NP, sin embargo, las micelas inversas no
funcionan como sistemas template, por tanto, las relaciones para la sintesis de NP no son estrictas
para la obtencion de determinado tamafio, simplemente permiten una aproximacion a cierto
tamario.

Por tanto, se sintetizaron SiO2NP bajo relaciones molares [NHsOH]/[TEOS] de 8,5,4,5y
3,0, y w = 6, las cuales fueron caracterizadas mediante DLS, como lo presenta Tabla 1, donde se
observan los diametros aparentes de cada una de estas SiO2NP y el indice de polidispersidad

obtenido en las mediciones.
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Tabla 1. Tamafios Hidrodinamicos (Dapp) de SiO2NP obtenidos mediante DLS para las relaciones

molares [NH4OH]/[TEOS] de: a.) 8,5b.) 4,5 c.) 3,0.

a.) Dapp [NM] Pdl
Medicion 1 76,34 0,187
Medicion 2 74,79 0,191
Medicion 3 74,71 0,195

b.) Dagp [NM] Pdl
Medicion 1 46,21 0,770
Medicién 2 45,67 0,165
Medicion 3 48,24 0,771

c.) Dapp [NM] Pdl
Medicion 1 34,97 0,779
Medicion 2 34,42 0,264
Medicion 3 34,91 0,272

Como se muestra en la Tabla 1, para las relaciones [NHsOH]/[TEQOS] de 8,5, 4,5y 3,0, se
obtuvieron tamafios hidrodindmicos de 75+0,9 nm, 47+0,9 nm, y 35+0,3 nm, respectivamente, y
mediciones con un indice de polidispersidad menor a 1, lo cual es aceptable.

Todas las SiO2NP fueron caracterizadas mediante espectroscopia FT-IR, a modo de
ejemplo en la Figura 10 se muestra el espectro FT-IR entre 1300 y 950 cm-1 correspondiente a

SiO2NP y a sus precursores en medio micelar.
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Intensidad [u.a]

1300 1250 1200 1150 1100 1050 1000 950

NUmero de onda [cm™]
Figura 10. Espectro FT-IR desde 1300 hasta 950 cm™ de:(<)SiO.NP sintetizadas a una relacion
[NH4sOH]/[TEOS]=6,5 y w=10 con Dapp=60£0,8 nm, (=) SiO2NP sintetizadas a una relacion
[NH4OH]/[TEOS]=0,7 y w=5 con Dapp=3,5+0,3nm, (=) TEOS en AOT/n-heptano, (=) NHsOH en

AOT/n-heptano y (=) Sistema micelar AOT/n-heptano.

Tal como se observa en la Figura 10 el precursor TEOS presenta dos bandas caracteristicas
de la vibracion H3CO-Si-OCHs; a 1084 y 1104 cm™. Cuando la reaccion de hidrolisis del
alcoxisilano TEOS se lleva a cabo, se observa que en el espectro del producto formado (SiO2NP)
dichas bandas se convierten en una Unica banda intensa alrededor de 1100 cm™ caracteristica de
la vibracion asimétrica O-Si-O, (Araujo, Onega, Ponce, & Martinez, 2000) banda que confirma la
transformacion del TEOS en SiO2NP. Resultados similares fueron reportados por (Cornejo,
Sanchez, Rojas, & Herrera, 2009).

La bandas que aparecen alrededor de 1050 y 1250 cm™ son caracteristicas del sistema

micelar empleado, es decir, AOT/n-heptano y corresponden a las vibraciones simétrica y
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asimétrica del grupo sulfonato (SOs) presente en el AOT (Moran, Bowmaker, Cooney, Bartlett, &
Woolfrey, 1995). Como se observa en la Figura 10 ambas bandas presentan un desplazamiento en
presencia de las SiO2NP indicando que una vez formado el producto, el surfactante AOT ayuda a
estabilizar las SiO2NP interaccionando a través de los grupos sulfonato.

De manera interesante (Arriagada & Osseo-Asare, 1995) reportaron que en un sistema de
AOT/Decano, con w por debajo de 5 no es posible la sintesis de SiO2NP, debido a la fuerte
interaccion que existe entre las moléculas de H>O que se encuentran en el pool acuoso con las
cabezas polares y iones sodio del surfactante, inhibiendo asi el ataque nucleofilico al TEOS, por
lo que en el espectro FT-IR (Figura 10) no se observan cambios en las bandas 1084 y 1104 cm™
caracteristicas de la vibracion H3CO-Si-OCHs del TEOS para las SiO2NP que reportaron un
didmetro aparente de 3,4 nm, lo cual indica que en este caso no hubo la eficiente transformacion
del precursor al producto deseado (Araujo et al., 2000).

Conjunto a esto, SiO2NP sintetizadas bajo relaciones molares [NHsOH]/[TEQOS] de 8,5, 4,5
y 3,0, y w = 6, fueron caracterizadas mediante microscopia SEM, como se observa en la Figura

11, donde se muestran las micrografias y el correspondiente histograma de distribucion de tamafio.
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Figura 11. Micrografias SEM de SiO2NP sintetizadas en un sistema AOT/n-heptano 0,1 M con
relaciones molares NHsOH]/[TEOS] de: a) 8,5 b) 4,5 y c) 3,0, con su correspondiente histograma

de distribucion de tamaio.

Como muestra la Figura 11, para las SiO2NP se obtuvieron distribuciones de tamarfio de
72+£20 nm, 45£15 nm y 34+15 nm, para las relaciones [NHsOH]/[TEOS] de 8,5, 45 vy 3,0,
respectivamente, estos tamarios esta correlacionados con lo obtenido para las mediante DLS como
se presentod en la Tabla 1.

Por otro lado, tal como se menciono en la metodologia, para depositar la shell de oro, se
necesita una previa funcionalizacion o modificacion superficial de las SiO2NP con APTES, estas
son denominadas SiO2NP (core). Por tanto, se sintetizaron SiO2NP y SiO2NP (core) a las mismas
condiciones, con relacion molar [NHsOH]/[TEOS] = 9,5 y w = 6, la diferencia es la adicion de

APTES en aquellas que haran parte del core. Los resultados obtenidos para éstas NP por DLS los
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presenta la Tabla 2, donde se observan los tamafios hidrodinamicos de cada tipo de NP y el indice

de polidispersidad para cada medicion.

Tabla 2. Tamafios Hidrodindmicos (Dapp) Obtenidos mediante DLS de: a.) SiOoNP b.) SiO2NP

(core).

a.)

Medicion 1
Medicion 2
Medicién 3

b.)

Medicion 1
Medicion 2
Medicién 3

Dapp [nM]
166,2
174,9
177,5

Dapp [NM]
138,1
185,3
271,2

Pdl
0,088
0,078
0,067

Pdl
0,233
0,301
0,285

Tal como se observa en la Tabla 2, las SiO2NP presentan diametros aparentes de 172+6

nm, y las SiO2NP (core) de 198+67 nm, observandose que las SiO2NP (core) son mas

polidispersas, lo cual puede deberse a que la adicion de APTES influya en la cinética de formacion,

sin embargo, el indice de polidispersidad es menor a 1, lo cual es aceptable. Las SiO2NP elegidas

para ser parte del core poseen tamafios grandes debido a que la literatura ha reportado que el

tamafio del core ayuda al desplazamiento del PSR en las SiO.@AuUNP (Jgrgensen et al., 2016;

Oldenburg et al., 1998).

A continuacion, se caracterizaron las SiO2NP de 17246 nm y SiO2NP (core) de 198+67 nm

empleando espectroscopia FT-IR, como muestra la Figura 12, la cual presenta el espectro FT-IR

desde 1300 a 900 cm™, junto con el APTES.
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Figura 12. Espectro FT-IR desde 1300 hasta 900 cm™ de: SiONP y SiO2NP (core) sintetizadas a
una relacion [NHsOH]/[TEOS]=9,5 y w=6 con Dapp=172+6 nm y 198+67 nm, respectivamente, y

del APTES.

Tal como se observa en la Figura 12 las SiO2NP (core) presentan un desplazamiento en la
banda de alrededor de 1100 cm™ caracteristica de la vibracion asimétrica O-Si-O hacia alrededor
de 1046 cm™ banda que se atribuye a la vibracion O-Si-(CH3)sNHa, en el espectro del APTES esta
vibracidn se presenta alrededor de 1070 cm?, por tanto, se evidencia una efectiva funcionalizacion
de las SiO2NP con APTES. La modulacion IR de la molécula de APTES mediante GaussView esta
correlacionada con la banda observada correspondiendo a la respectiva vibracion mencionada.
(Ver Apéndice D).

Las SiO2NP (core) se caracterizaron por UV-Vis, a modo de evidenciar que dichas NP, no
poseen ninguna absorcion en la zona de interés (NIR), conjunto a esto se muestra la apariencia

fisica de la solucion (Ver Apéndice A).
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Adicionalmente, las SiO2NP (core) se caracterizaron mediante microscopias SEM y TEM,

la Figura 13 muestra las micrografias respectivas y la distribucion de tamafio para cada una.
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Figura 13. Micrografias de SiO2NP (core) sintetizadas a una relacion [NH4sOH]/[TEOS]=9,5 y

w=6: a.) Micrografias SEM b.) Micrografias TEM.
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Las distribuciones de tamafio aproximadas obtenidas mediante SEM y TEM son de
170+54 nm y 182+66 nm, respectivamente, las cuales esta correlacionadas con lo obtenido

mediante DLS presentado en la Tabla 2 para las SiO2NP (core).

La caracterizacion de las SiO2NP con y sin funcionalizacion de APTES realizada por
DLS, IR, SEM, y TEM, permite evidenciar la formacion del core de SiO2. A continuacion, se

describira lo relacionado a la preparacion y caracterizacion de la shell, es decir AuNP.

e Nanoparticulas de oro - AUNP

A las AuNP formadas se les realizé la cinética de formacion, como se presenta en la Figura 14,

donde se muestra la evolucion del RPS a traveés del tiempo.
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Figura 14. Cinética de formacion de las AuNP sintetizadas en micelas inversas de AOT/n-heptano

0,1M con un w=4, HAuCl4 0,1 M y agente reductor N2H4 0,6M.
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MICELAS INVERSAS PARA SiO,@AuUNP

Tal como muestra la Figura 14, en la evolucion del RPS a través del tiempo, solo se
observan cambios en la intensidad de absorcion de éste y no en la posicion de la A, indicativo de
la formacion de méas AuNP del mismo tipo. Por tanto, el RPS definitivo de las AuNP formadas se
muestra en la Figura 15, donde se observa espectro del RPS de estas NP y la apariencia fisica en

solucién.

Abs [u.a.]

400 500 600 700 800 900
A [nm]
Figura 15. Espectro RPS de AuNP sintetizadas en micelas inversas de AOT/n-heptano 0,1M con

un w=2, HAuCl4 0,1 M y agente reductor N2H4 0,6M, y a la derecha fotografia de la apariencia

fisica de la solucion de las AUNP.

Tal como muestra la Figura 15, se obtuvo un RPS de A= 518 nm, el cual es atribuido a la
formacion de AuNP. Segun estudios de (K. Sun, Qiu, Liu, & Miao, 2009), obtuvieron AuNP con
un RPS de A= 540 nm y una distribucion de tamafio entre =~ 5 -10 nm, mediante reduccion con el
acido ascorbico de HAuUCl4 empleando micelas inversas de AOT/isooctano. Por tanto, el RPS de

dichas NP puede correlacionarse con lo obtenido para las AUNP mediante MlIs de AOT/n-Heptano.
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Las AuNP formadas se caracterizaron mediante DLS como muestra la Tabla 3 en donde se

aprecia los tamafos hidrodinamicos y el respectivo indice de polidispersidad para cada medicion.

Tabla 3. Tamafos hidrodindmicos de AuNP sintetizadas en micelas inversas de AOT/n-heptano

0,1M con un wo=2, HAuCl4 0,1 M y agente reductor N>H4 0,6 M.

Dapp [nm] Pdl
Medicion 1 7,39 0,551
Medicion 2 6,916 0,545
Medicion 3 7,481 0,523

De acuerdo a lo observado en la Tabla 3 se obtuvieron AuNP con tamafios hidrodindmicos
de 70,3 nm, con un indice de polidispersidad menor a 1, lo cual es aceptable.

Adicionalmente, las AuNP formadas se caracterizaron mediante microscopia TEM, como
muestra la Figura 16, donde se observan la micrografia de las AUNP y su respectiva distribucion

de tamario.
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MICELAS INVERSAS PARA SiO,@AuNP

% Nanoparticulas

100
BI]-
BIJ-‘
40-‘
20-‘
] .

Figura 16. Micrografias TEM de AuNP sintetizadas en micelas inversas de AOT/n-heptano 0,1M

con un w=2, HAuCl4 0,1 M y agente reductor N2H4 0,6M, y su respectiva distribucion de tamafio.

Tal como muestra la Figura 16, las AuNP formadas presentan una distribucion de tamarfio
de 105 nm, segun lo mostrado por el TEM, en la micrografia puede observarse algunas AuNP
aglomeradas entre si, debido a que el tamafio pequefio ocasiona cierta inestabilidad. Comparando
la distribucion de tamafios obtenidos por TEM y DLS existe correlacion entre estos.

Como se ha mencionado anteriormente, la creacion de AuNP que permitan provocar
efectos fototérmicos para ser empleadas en &mbitos biomédicos como las terapias fototérmicas
contra el cancer, no son suficientes si la absorcion de estas no se realiza en zonas cercanas al
infrarrojo (NIR), por tanto, se hace necesario la creacién de NP que contengan oro, las cuales
permitan mejorar las propiedades Opticas y fototérmicas, para esto se ha sugerido las NP de tipo
core-shell SiO.@Awu, a continuacion se describiran los resultados observados para la sintesis de

dichas NP.

20
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A las NP tipo core-shell SiO.@Au sintetizadas mediante la metodologia MII y la respectiva

evaluacion del aumento de la cantidad de oro (MII-1), se les realizo la cinética de formacion donde

se muestra el espectro RPS a través del tiempo para cada una, como presenta la Figura 17.
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Figura 17. Cinética de formacion de: a.) SiO2@AuUNP sintetizadas via MIl (Desde 2 min hasta 60

min de reaccion) b.) SiO.@AUNP sintetizadas via MI1-1 (desde 10 s hasta 60 s de reaccion).

Tal como muestra la Figura 17, la cinética de formacion de las SiO@AuNP via M|,

evidencia un desplazamiento gradual hacia el rojo a medida que pasa el tiempo hasta obtener un

RPS de = 775 nm, partiendo de = 725 nm, que puede darse por la deposicion de mas AuNP sobre

las SiIO2NP del core. Las SiO.@AUNP via MII-1 no presentan desplazamientos significativos en

la A del PSR a traves del tiempo y presenta una sintesis mas rapida, apreciando cambios solo en la
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intensidad de absorcidn que se atribuyen a la formacion de mas SiO>@AuNP. Para la metodologia
MI no se realiza una cinética de formacién través del tiempo, puesto que, la formacién de AuNP
que conformaran la shell, se ha realizado por separado del core, por tanto, seria la misma cinética
presentada en la Figura 14.

Las SiO2NP (core), SiO2@AUNP mostraron mediante las mediciones de {-potencial los
valores de -2,53, y -17,66 [mV/], respectivamente, de lo cual se puede destacar que la creacion de
una shell sobre las SiO2NP aumenta la estabilidad de las NP, la cual se atribuye a los grupos
carboxilo del citrato desprotonados, que interaccionan con la shell aumentando dicha estabilidad.

Los espectros del RPS de las NP tipo core-shell SiO.@Au sintetizadas mediante las dos
metodologias (MI, MII) y la respectiva evaluacién del aumento de la cantidad de oro (MII-1), se

presentan en la Figura 18, ademas su apariencia fisica en solucion.
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Figura 18. Espectro RPS para SiO>@AuNP via MI, MIl, y MlII-I sintetizadas empleando micelas
inversas de AOT/n-heptano 0,1 M, HAuCls 0,1 M y agente reductor N2Hs4 0,6M. En la parte

inferior las fotografias de la apariencia fisica de la solucion de SiO.@AUuNP para: a.) Ml b.) MlI

c.) M-I

De acuerdo a los resultados que muestra la Figura 18 se puede indicar que se obtuvieron
NP con RPS de A = 518 nm, A = 775 nm, y A= 525 nm, para MI, MII, y MII-I, respectivamente,

los cuales estan acompafiados del color caracteristico de cada solucion; Al comparar el RPS de
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las AuNP (Ver Figura 15) con las NP via MI, no se presenta ningin desplazamiento en la A, por
el contrario, MIl ( AL = 250 nm) y MII-I (AL = 7 nm) si lo presentan, en el caso de MII se resalta
que el desplazamiento significativo ocurre hacia zonas del NIR; éstas diferencias que existenen el
comportamiento éptico entre los RPS de las NP sintetizadas puede atribuirse al acoplamiento de
plasmon entre particulas, el cual se incrementa cuando las AuNP (shell) se fijan en la superficie
de SiO2NP (core) con distancias moderadas ocasionando que el RPS se desplace a zonas de menor

energia.

Por otra parte, las NP tipo core-shell SiO.@Au sintetizadas mediante dos metodologias
(M1, MII) y la respectiva evaluacién del aumento de la cantidad de oro (MII-1), se caracterizaron
mediante microscopia TEM, como muestra la Figura 19, donde se observan las micrografias para

cada metodologia y su respectiva distribucion de tamafio.
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Figura 19. Micrografias TEM y su correspondiente distribucion de tamafio de SiO.@AuNP
sintetizadas empleando micelas inversas de AOT/n-heptano 0,1 M, HAuCIls 0,1 M y agente

reductor NoHs4 0,6M via: a.) MI b.) MIl c.) MII-I

Tal como lo muestran las micrografias presentadas en la Figura 19 , el procedimiento via
MI no permite la sintesis de NP tipo core-shell SiO.@Awu, lo cual se correlaciona al no observarse
desplazamiento en el RPS. Para las preparaciones via MIl y MlI-1 se garantiza la sintesis de NP
tipo core-shell SiO.@Au, sin embargo, entre estas se puede apreciar la diferencia entre la
deposicion superficial de las AuNP de la shell sobre las SiO2NP del core, lo cual se correlaciona
con los desplazamientos obtenidos en el RPS, los cuales ocurren hacia zonas del NIR cuando existe
acoplamiento de plasmones entre las AuNP. Las NP via MI no forman NP tipo core-shell
probablemente por la encapsulacion de cada una de las partes ya formadas (core y shell) en las
moléculas del surfactante, haciendo dificil su interaccion. Por el contrario, MIl y MII-1 poseen

mayor disponibilidad de interaccion al realizar la deposicién de oro in situ.
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Por otro lado, la respuesta térmica evaluada en medio organico de las NP tipo core-shell
SiO2@Au sintetizadas mediante dos metodologias (MI, MII) y la respectiva evaluacion del
aumento de la cantidad de oro (MlI-1), se presenta en la Figura 20, donde se observan los aumentos

de temperatura durante 10 minutos de irradiacion.
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Figura 20. Respuestas térmicas evaluadas en medio organico AOT/n-heptano para: (©) AuNP,
(©)SiO2NP (core), (©) SiO2@AuUNP via MI () SiO.@AuNP via MIl (©) SiO.@AuNP via MII-

I. y (©) el sistema micelar AOT/n-heptano, empleando un laser de 808 nm y 400mW.

Tal como se observa en la Figura 20, ambas SiO2@AuNP (via MIl 'y MII-I) poseen una
eficiencia térmica mayor, que la obtenida para AuUNPy lo realizado via MI. Dicha eficiencia puede
ser atribuida a la absorcion del RPS de las SiO>@AuNP en la zona IR, zona que coincide con la
longitud de onda del laser utilizado para la irradiacion (808 nm), también se evidencia que el

sistema micelar, y las SiO2NP (core) no poseen una respuesta térmica significativa. A pesar de que
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las AUNP muestran una respuesta térmica apreciable por la absorcién que poseen, similar a como

sucede via MI, sigue siendo mejor la respuesta térmica otorgada por las NP tipo core-shell

SiIO2@AUNP (via MIl'y MII-I). Para las AuNP y MI, la respuesta térmica no posee diferencias

entre si, evidenciando que en el procedimiento MI no hay formacion de NP tipo core-shell

SiO2@Au.

La respuesta térmica de las SiO>@AUNP via MIl y las SiO2NP (core), se evalu6 en medio

celular a potencias de 400 mW y 800 mW, como se muestra en la Figura 21.
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Figura 21. Respuestas térmicas evaluadas en medio celular EMEM con SFB al 10% para:

(®)SiO2NP (core), () SiIO2@AuUNP via MIl 'y (®) Medio celular EMEM con SFB al 10%, a una

potencia de a.) 400 mW. y b.) 800 mW, con un laser de 808 nm.




70

Tal como se muestra en la Figura 21 los AT °C para las SiO2@AuNP via MII son de
~10°C y 21,2°C, a una potencia de 400 mW y 800 mW, respectivamente, lo cual indica, que al
aumentar la potencia de irradiacion se mejora la respuesta térmica de las NP, sin embargo, en la
aplicacion de estas SiO2@AUuNP en el &mbito bioldgico, el uso de potencias altas no son tan
convenientes debido a que solo por la irradiacion puede existir muerte celular. La disminucion de
aproximadamente 2°C para las SiO.@AUNP via MIl en medio celular comparado con el medio
orgénico, puede deberse a la pérdida de NP en los procesos de lavado con el fin de realizar la
transferencia de fase al medio celular, sin embargo, las SiO2@AuUNP via MII siguen mostrando
una respuesta térmica significativa para su uso bioldgico, en especial los primeros minutos, ya
que lo ideal seria evaluar el menor tiempo posible con una buena respuesta térmica en dicho

tiempo.

Estudios similares realizados por (R. Wang et al., 2016) mostraron diferencias en las
propiedades Opticas de las SiO.@AuNP dadas segun el crecimiento de las AUNP sobre las SiO2NP
decoradas previamente con AuNP de 4 nm, en medio homogéneo acuoso, controlando la
deposicion de la shell mediante relaciones molares entre el citrato y el oro, encontrando que las
SiO2@AUNP que tuvieran AuNP por debajo de los 20 nm (obtenidas por relaciones altas entre
citrato/oro) daban corrimientos del RPS hacia el rojo (A = 784 nm), ocasionado por el acoplamiento
de plasmones entre las AuNP de la superficie, adicionalmente, las eficiencia térmica de las
SiO2@AUNP en solucidn acuosa produjo aumentos de temperatura de AT=20°C, siendo irradiadas
durante 10 min con 3,5 W/cm? y una A=808 nm. Ademas, la formacion de SiO.@AuNP a través
del tiempo, es decir la cinética mostr6 un desplazamiento hacia el rojo en los primeros minutos.
Por lo tanto, lo obtenido mediante micelas inversas como nanoreactores muestra que son sistemas

promisorios en la sintesis de nanocompuestos como las NP tipo core-shell.
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Por los resultados obtenidos en las propiedades Opticas y fototérmicas se eligen las
SiO2@AUNP sintetizadas via MII para llevar a cabo la respectiva funcionalizacion con AF y los

ensayos biologicos.

Tal como se ha mencionado anteriormente, la funcionalizacion de las NP es vital para la
aplicacion que se desean emplear, por tanto, las SiO.@AUNP sintetizadas via MIl son
funcionalizadas con acido folico (AF) a fin de aprovechar la sobreexpresion de receptores folato
en las células tipo HelLa. A continuacion, se presentan los resultados correspondientes a la

caracterizacion de dicha funcionalizacion.

7.2 Funcionalizacion con AF de las SiO2@AuUNP

La funcionalizacion con AF de las SiO.@AUNP se caracteriz6 mediante espectroscopias de
fluorescencia, FT-IR, y XPS, con el fin de observar la existencia la interaccion entre el AF y las
NP. Adicionalmente, se midi6 el {-potencial de las SiIO2@AUNP y las SiO>@AUNP con AF, de
manera que sea observable si la estabilidad de las NP aumenta o disminuye al funcionalizarse con
el AF.

Las mediciones de (-potencial para las SiO.@AUNP y las SiO.@AuUNP con AF,
determinaron los valores de -17,66, y -47,23 [mV], respectivamente, de lo cual se puede destacar
que la respectiva funcionalizacion con AF, aumenta significativamente la estabilidad de las
SiO2@AUNP, por tanto, se aporta evidencia a la existencia de una interaccion efectiva entre las
SiO2@AUNP Yy el AF.

Por otro lado, mediante el espectro de absorcién del acido félico (AF) se atribuyeron las

bandas a los grupos funcionales caracteristicos, la Figura 22 muestra el espectro UV-Vis del AF.
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Figura 22. Espectro de absorcion UV-Vis del acido folico (AF) a una concentracion de 1103 M

en medio basico acuoso.

Segun la Figura 22, de acuerdo a la asignacion general de bandas en el UV-Vis, el primer
doblete observado sera para las transiciones m = n Yy la segunda banda a menor energia a
transiciones n = " teniendo en cuenta esto, se caracterizan por espectroscopia de fluorescencia
las SiO2@AUNP funcionalizadas con AF como se presenta en la

Figura 23, donde se observa el espectro de fluorescencia desde 300 a 550 nm, para las
SIO2@AUNP, las SIO2@AUNP funcionalizadas con AF, y el AF, excitando a una A=280 y 364

nm.
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Figura 23. Espectros de fluorescencia desde 300 a 550 nm de: (=) AF, (=) SiO2NP vy (=)

SiO2@AUNP via Ml para a.) A ext =280 nm b.) X ext =364 nm

Tal como se observa en la

Figura 23 tanto la banda de 350 nm como la de 450 nm del AF presentan un quenching
(inhibicion) de fluorescencia en presencia de las SiO.@AUNP, mientras que el AF en presencia
de SiO2NP muestra un comportamiento opuesto, en este caso un enhanced (aumento) de
fluorescencia. El quenching generado por las SiO.@AuNP es muestra de una interaccion entre
estas NP y el AF. Algunos estudios reportados, como por ejemplo (Martinez, 2014) indic6é una
disminucion de la emision de fluorescencia del AF en alrededor de 475 nm al interaccionar con
los nanotubos de carbono (NTC), este efecto de quenching de una molécula en presencia de los
NTC se atribuye a mecanismos de transferencia electronica. Por otro lado, (Ortega, 2009)
prepararon AUNP mediante ablacion laser donde se observo quenching por parte de estas NP en la

sefial de la Rodamina, siendo Util como un sensor de mercurio, debido a que la regeneracion de la
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sefial de fluorescencia de la Rodamina se da una vez que se pone en contacto el mercurio con las
AUNP, debido a que esta especie amalgama la nanoestructura dejando libre a la especie radiactiva.
Por lo anterior, se puede atribuir una interaccion efectiva entre las NP y el AF. Segun la asignacion
de las bandas del AF por absorcién, el quenching observado por las SiO.@AUNP en la banda de
emision que presenta el AF, (= 450 nm) es una muestra de la posible interaccion de las NP por
medio de los grupos heterodtomos, este quenching es ain mas notorio cuando se excita a una A =
364 nm. En la primera banda de emision (= 350 nm) de las SiO.@AUNP funcionalizadas, se
observa una leve disminucion en la intensidad, es decir, un leve quenching, sin embargo éste no
es tan significativo.

La concentracion de AF se varié en las SiO,@AuUNP a 5-10° M, sin realizar lavado
mediante centrifugacion, con el fin de tener una aproximacién de la concentracién de AF que
realmente interact(a en la superficie de las SiO.@AUNP (Ver Apendice E).

Para el caso de las SiO2NP el enhanced observado en la sefial del AF para ambas bandas
de emision, puede atribuirse a que los 6xidos de silicio dependiendo del exceso de silicio, pueden
presentar propiedades como el atrapamiento de carga, transporte de portadores, fotoluminiscencia,
fluorescencia y termoluminiscencia (Berman, Aceves, Piters, Berriel, & & Luna, 2000).

La caracterizacion por espectroscopia FT-IR de las SiO.@AuUNP funcionalizadas con AF
se presenta en la Figura 24, donde se observa el espectro FT-IR de las SiO2@AuUNP, las

SiO2@AUNP funcionalizadas con AF, y el AF.
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Figura 24. Espectro FT-IR de: AF, SiO>@AuNP via MII funcionalizadas con AF, y SiO>@AuNP

via Ml sin AF.

Tal como se muestra en la Figura 24, la presencia de las bandas de mayor interés son
observadas a 1689 cm™ correspondiente a la vibracion del C=0 del carboxilo final, 1638 cm™ al
C=0 del grupo amino, y 1601 cm™ a la flexion del NH2, dichas bandas son desplazadas debido a
la interaccion del AF con las NP. En el espectro FT-IR de las SiO.@AuNP (via MII)
funcionalizadas con AF, se observan desplazamientos a 1583 cm™ correspondiente a la vibracion
del C=0 del carboxilo final, y a 1508 cm™ correspondiente a un solapamiento entre las bandas
caracteristicas de las vibraciones C=0 del grupo amino, y NH2 las bandas mencionadas no son
observables en el espectro FT-IR de las SiO>@AuNP (via MII) sin funcionalizar, por ende, se

atribuye una posible interaccion entre las SiO.@AuUNP (via MII) con el AF, especialmente
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mediante los grupos C=0 y NHo>, la Figura 25 muestra la molécula de AF resaltando aquellas

zonas que son claves en la interaccion con las SiO>@AUNP.

Figura 25. Estructura molecular del &cido folico (AF) y sus respectivas zonas de interaccion con

las SIO2@AUNP.

Para el AF (Santos et al., 2017) reportan que la banda que se detecta en 1694 cm™
corresponde a la vibracién de estiramiento del enlace C=0 del grupo carboxilo, mientras que la
vibracion de estiramiento del enlace C=0 del grupo -CONH aparece a 1640 cm™. Adicionalmente,
la banda a 1605 cm™ pertenece a la vibracion del modo de flexion de NH, mientras que la vibracion
de estiramiento (OH) del esqueleto de OH fenilo se revela mediante la banda a 1411 cm™. Lo
anterior presenta concordancia con lo obtenido y analizado para la funcionalizacién con AF de las
SiO2@AUNP.

Conjunto a las caracterizaciones por fluorescencia y FT-IR, se emplea adicionalmente la
espectroscopia fotoelectronica XPS para la caracterizacion de las SiO2@AuNP y las SiO.@AuNP

con AF, a fin de observar las energias de enlace de elementos de mayor interés de acuerdo a las
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posibles interacciones entre la superficie de las NP y el AF, como lo son el nitrégeno (N), oxigeno
(O) y oro (Au), los cuales de acuerdo a los valores de energia dependientes del entorno quimico,
es posible correlacionar interacciones entre las NPy el AF.

Por tanto, la Figura 26 presenta los espectros XPS de los elementos O 1s, N 1s, y Au 4f,
con sus respetivos componentes y la envolvente, para las SiIO2@AUNP y las SiO2@AuUNP

funcionalizadas con AF.
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Figura 26. Espectros XPS (= Envolvente, = = « componentes) lado izquierdo SiO>@AuNP y lado

derecho SiO>@AUNP con AF para: a.) O 1s b.) N 1s c.) Au 4f
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De acuerdo a la Figura 26, al comparar los valores de las energias de enlace de las
SiO2@AUNP y las SiO2@AUNP con AF, se observan desplazamientos significativos entre si para
los tres elementos O 1s, N 1s, y Au 4f, en la Tabla 4 se presentan los valores correspondientes a

las energias de enlace de acuerdo a cada elemento para ambas NP.

Tabla 4. Energias de enlace [eV] obtenidas mediante XPS con carga referenciada al pico de

contaminacion C 1s a 284,8 eV para las SiO.@AuUNP y SiO>@AuNP con AF.

O1s N 1s Au 4f
SIO2@AUNP 531,90 533,60 533,85 400,42 83,47 87,12
SiIO2@AUNP AF 530,37 532,16 534,15 398,13 81,80 85,45

En el caso del O 1s, las bandas encontradas para las SiO>@AuNP segun la base de datos
de Thermo Scientific XPS pueden corresponder a oxigenos en ambientes quimicos como SiO>
(531,90 [eV]), que se puede atribuir a las SiO2NP, y C-O (531,50-532,00 [eV]), C=0 (533 [eV]),
que se pueden atribuir a restos del surfactante AOT, comparando dichos valores con los de las
SiIO.@AUNP con AF se aprecian desplazamientos de estas bandas hacia 530,37 [ev] que puede
sugerirse a la interaccion del oxigeno del SiO2 del core con el oro de las AuNP de la shell , 532,16
[eV] sefial que puede estar formada por los C-O del surfactante y de las cadenas del AF y 534,15
[eV] que puede atribuirse a una interaccion entre las SiO2@AuUNP con los oxigenos de los
carbonilos presentes en el AF. Para AuNP funcionalizadas con AF (Li et al., 2009) reportaron un
valor de 533 [eV] para el O 1s, por tanto se correlaciona con lo obtenido para la interaccion de las

SiO2@AuUNP con el AF.
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Para el N 1s, se puede observar en las SiO.@AUNP que la banda presente a 400,42 [eV]
puede corresponder a nitrogenos en ambientes quimicos como C-NH> (400,00 [eV]) segun la base
de datos de Thermo Scientific, ésta sefial puede ser atribuida a los grupos aminos superficiales en
las SiIO2NP, y para las SiO2@AUNP con AF la banda a 398,13 [eV], puede corresponder a
nitrégenos en ambientes quimicos con metales, por ende, puede ser atribuida a una interaccion de
las SiIO2@AUNP con los nitrégenos de los grupos amino presentes en el AF. De manera similar
(Li et al., 2009) AuNP funcionalizadas con AF el N 1s presenta una sefial a 398 [eV]. Por tanto,
se puede correlacionar con la interaccion entre las SiO>@AUNP vy el AF.

Seguido a esto, para el Au 4f, se puede observar en las NP que el doblete presente es
correspondiente al Au 4f 72 y Au 4f 5. Los valores de energia de enlace obtenidos para las
SiO2@AUNP (83,47 y 87,12 [eV]), son atribuidos segun la base de datos de Thermo Scientific a
las especies de Au® presentes en las AUNP de la shell, para las SiO.@AUNP con AF las bandas
4f712 y Au 4f 512 se presentan a 81,80 y 85,45 [eV], observandose un desplazamiento que puede ser
ocasionado por la interaccion de las AuNP con el AF, puesto que segln la segun la base de datos
de Thermo Scientific dichos valores de energia pueden corresponder a oro en ambientes quimicos
tales como oro con oxigeno (80,80 [eV]) y oro con nitrégeno (84,50 [eV]), sin embargo la sefial
a 84,50 [eV] también puede corresponder a interaccion de oro con oxigeno, puesto que (Epling,
Hoflund, Weaver, Tsubota, & Haruta, 1996) reportan para el Au una banda a 85,90 [eV]
correspondiente a un ambiente quimico de Au>Os, por tanto, el desplazamiento de las bandas para
el Au 4f, puede ser atribuido a una interaccion entre las SiO.@AUNP con los nitrogenos de los
grupos amino y los oxigenos de los carboxilos presentes en el AF.

Consecuentemente, mediante XPS se podria indicar una interaccion entre las SiO2@AuNP

con AF, sugiriéndose que tanto el grupo amino como los grupos carboxilo de la molécula de AF
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serian los responsables de los desplazamientos observados con respecto a las SiO2@AUNP sin
funcionalizar, tanto para el O 1s, N 1s y Au 4f. Los elementos de C 1s, Si 2p, Na 1sy S 2p, también
fueron detectados para las SIO.@AUNP y SiO2@AuUNP con AF, evidenciando desplazamiento en
los valores de energia, lo cual puede ser ocasionado por el cambio de entorno quimico en la
superficie de las SiO2@AUNP al interaccionar con el AF (Ver Apéndice F). Los elementos Na 1s
y S 2p se atribuyen a especies presentes en restos del surfactante AOT.

De acuerdo a los resultados obtenidos mediante las caracterizaciones realizadas empleando
la espectroscopia de fluorescencia, FT-IR, y XPS, se puede indicar una interaccion entre las
SiO2@AUNP y el AF, por tanto, una funcionalizacion de las SiO>@AuNP con AF.

La importancia de una adecuada funcionalizacion radica en la aplicacion de las NP, por
tanto, en las aplicaciones biologicas como tratamientos del cancer, tener una funcionalizacion con
moléculas biocompatibles se hace de vital importancia. Actualmente, el mayor reto que se presenta
con los tratamientos actuales, es la selectividad de los compuestos hacia solo las células
cancerosas. Por tanto, el emplear moléculas como el AF, permite aumentar la citocompatibilidad
de las NP, adicionalmente en lineas celulares como las HeLa el uso del AF puede ser aprovechado
debido a la sobreexpresion de receptores folato, induciendo selectividad hacia estas células. A
continuacion, se presentan los resultados obtenidos para la citotoxicidad de las SiO2NP (core) y

las SiO.@AUNP sintetizadas.

7.3 Citotoxicidad en células tipo HelLa de las SiO2NP (core) y SiO2@AuNP

La evaluacion fototermica de NP en sistemas bioldgicos requiere que previamente se observe la

citotoxicidad de las NP en la respectiva linea celular, ya que si son toxicas no podrian ser aplicadas
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en una terapia fototérmica contra el cancer. Por tanto, la evaluacién citotoxica de las SiO2NP (core)
y las SiO>@AUNP sin y con funcionalizacion de AF en células tipo HelLa, se presenta en la Figura
27, donde se muestra la viabilidad celular para las concentraciones evaluadas segun cada tipo de
NP, siendo para las SiO2NP (core) 2500 uM, 1250 uM y 250 uM, y para las SiO2@AUNP 450 uM,

225 uM, y 45 uM.
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Figura 27. Viabilidad celular en células tipo HelLa evaluando: a.) SiO2NP (core) sin y con
funcionalizacion de AF a 2500, 1250 y 250 uM. y b.) SiO.@AuNP sin y con funcionalizacion de

AF a 450, 225, y 45 uM.

Tal como muestra Figura 27, las SiO>NP (core) y las SiO.@AUNP presentan una
citotoxicidad significativa, sin embargo, el % de viabilidad celular es mayor cuando las NP se

encuentran funcionalizadas con AF, es decir, el AF por ser una molécula biocompatible disminuye
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la toxicidad que pueden presentar las NP evaluadas. En el caso de la menor concentracion (250
UM para las SiO2NP (core) y 45 uM para las SiO2@AUNP) solo las SiO>NP (core) sin
funcionalizar presentan una citotoxicidad significativa, por el contrario, las SiO.@AUNP con y sin
AF solo disminuyen la viabilidad celular en un 7%, es decir que las AUNP (que se encuentran en
la shell para este caso) a bajas concentraciones no presentan ninguna citotoxicidad, razon por la
cual , a esa concentracion no hay diferencia significativa entre aquellas NP que estan
funcionalizadas y las que no lo estan. Segun lo reportado en la literatura, (Fisichella et al., 2009)
evaluaron la citotoxicidad de SiO2NP con funcionalizacion de APTES (de =200 nm) en células
tipo HelLa revelando mediante el método de MTT (Bromuro de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio) que la viabilidad celular disminuye en un 50% a una concentracion de 50 pg/mL
(= 850 uM) durante 4 horas de tratamiento, por otro lado, (Cardoso Avila et al., 2017) encontraron
que la citotoxicidad de las AUNP modificadas con cisteamina en la superficie, en células tipo HeLa,
a 24 horas, y empleando el método azul de Tripa4n, no mostraron muerte celular para
concentraciones por debajo de 38 pM.

Por tanto, se puede indicar que las concentraciones bajas de acuerdo a cada tipo de las NP
evaluadas (SiO2NP (core) 250 uM, y para las SiO2@AUNP 45 uM) no comprometen la viabilidad
celular por citotoxicidad, ademas se destaca el aumento en viabilidad celular que otorga la
funcionalizacién con AF, es decir, un aumento en la biocompatibilidad de las NP evaluadas con

las células tipo HelLa.
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8. Conclusién

En el presente trabajo de investigacion se llevo a cabo la sintesis de SiO2NP, AuNP, y SiO.@AuNP
empleando MIs como nanoreactores conformadas por el surfactante AOT y como fase continua
solvente n-heptano, a una concentracion 0,1 M. Se obtuvieron SiO2NP con diferentes tamarfios
observando que la relacion entre los precursores [NHsOH/TEQS], favorece mayores tamafios
cuando la relacion es mayor. La caracterizacion de las SiO2NP mediante las técnicas de DLS, FT-
IR, SEM, y TEM evidenciaron la formacion de las SiO2NP. Para la deposicion de AuNP sobre la
superficie de las SiO2NP, se realiz6 una funcionalizacion con APTES, la cual permite grupos

amino en la superficie, lo cual fue evidenciado mediante FT-IR.

A fin de comparar las propiedades oOpticas y fototérmicas de las SiO2@AUNP se sintetizaron

AUNP las cuales obtuvieron un PSR de A = 518 nm, con un tamafio de 10+5nm.

El procedimiento de sintesis MII permitié la formacion de SiO@AuNP con un core de
182+66nm, por el aporte que puede generar el core en el desplazamiento del RPS, dicha
metodologia presento un desplazamiento del RPS hacia zonas del NIR (A = 775 nm) y un mayor
aumento de temperatura (AT = 12 °C) respecto a la solucion de solo AUNP (AT = 6 °C), al estar

expuestas a un laser de 808 nm.

Se obtuvieron SiO>@AuUNP con una mayor deposicion de AuNP sobre la superficie de las

SiO2NP (core) modificando el procedimiento MII, sin embargo, a pesar de que se forman
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SiO2@AUNP al tener un shell méas gruesa no se pueden evidenciar corrimientos significativos en

el RPS (A = 525 nm).

La funcionalizacion de las SiO.@AuNP con AF se estudio por las espectroscopias de
fluorescencia, FTIR, y XPS, y se deduce una interaccion entre las SiO2@AUNP y el AF. Ademas,
se evidencia que la funcionalizacion disminuye los efectos citotoxicos de las NP en células tipo
HelLa, sin embargo a concentraciones por debajo de 45 uM para las SiO>@AuUNP, no se observa

citotoxicidad por parte de estas aun sin funcionalizar.

Finalmente, los sistemas de MIs mostraron ser eficientes en la sintesis de SiO2NP, AuNP, y
SiO2@AUNP, permitiendo la formacion de las NP a temperatura ambiente y presion atmosférica,
ademas permitiendo la realizacion de reacciones que en medio homogéneo serian improbables de
realizar, como por ejemplo la reaccion de TEOS, y APTES con el NH4OH, ya que al poseer
solubilidades opuestas no se permitiria su reaccion directa, sin embargo, las MIs permiten llevarla
a cabo aprovechando la interface micelar. Por tanto, las MIs muestran ser sistemas promisorios
para la sintesis de nanocompuestos con propiedades fisicoquimicas mejoradas y a condiciones de

trabajo mas sencillas.

9. Recomendaciones

Se recomienda inicialmente establecer los pardmetros maximos de trabajo para las Mls a fin de

evitar la ruptura de estos sistemas 0 la desestabilizacion de los mismos. Los viales de trabajo
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deben estar en completamente limpios debido a que las trazas de SiO2NP, AuNP, y SiO.@AuUNP

que permanecen se convierten en contaminantes para posteriores sintesis.

Las técnicas de fluorescencia, FTIR y XPS sugieren una evidencia de la interaccion entre las
SiIO2@AUNPs y el AF, sin embargo se recomienda complementar con técnicas como

espectroscopia RAMAN y RMN.

Adicionalmente, se recomienda usar la concentracion mas baja para las SiO2@AuUNP como la
apropiada para ser evaluada en los estudios de muerte celular por irradiacion en células Hela, ya
que seria observable solo los cambios asociados al efecto fototérmico y no los generados por

citotoxicidad.
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Apéndices

Apéndice A. Espectro UV-Vis de las SiO.NP (core) sintetizadas a wuna relacion
[NH4OH]/[TEOS]=9,5 y w=6 con Dapp=198+67 nm. A la derecha fotografia de la apariencia fisica

de la solucion de las SiO2NP (core).
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Apéndice B. Micrografia TEM de la no formacion de SiO2@AuNP por falta de la funcionalizacion

de APTES en las SiO2NP.
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Apéndice D. Modulacion espectro vibracional IR mediante GaussView 5.0.8 del APTES, algunos
modos de vibracion son mostrados y la molécula con la cual se desarrollé la modulacion. Se resalta

la sefial a 1061 cm perteneciente a la vibracion Si-OCHsNH..

IR Spectrum
2500 -1200 O
2000 — 1000 =
c - o
© 1500 fﬁ 3
n - ]
. 1000 C 400 EM
500 — :zm O
o =
0- : -0

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
Frequency (cm™)

Mode # = Freq Infrared
39 1009.80 22 2985
40 101417 204752
41 1021.76 256187
43 1110.72 6.1245
44 113824 10,5943
45 1153.29 357024




102

Apeéndice E. Espectro de fluorescencia de SiO.@AuUNP funcionalizadas con AF ( A ext. 280 nm)
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Apéndice F. Espectros XPS (- Envolvente, = = = componentes) lado izquierdo SiO2@AuNP y lado

derecho SiO.@AUNP con AF para: a.) C1s b.) Si 2p c.)Nalsc.)S 2p.
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