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RESUMEN

En la actualidad, las nanoparticulas de oro han generado gran interés en el campo de la
medicina, en particular, en el desarrollo de nanoplataformas multifuncionales utiles para
el diagnostico y tratamiento (propiedades terandsticas) de una enfermedad dada como
el cancer. Las propiedades terandsticas son atribuidas a las propiedades fisicas,
quimicas, bioldgicas, oOpticas, eléctricas, entre otras, de las nanoparticulas de oro, las
cuales son dependientes del tamafio y forma de la nanoparticula. En particular, las
nanovarillas de oro presentan una fuerte banda de absorcion (plasmén de resonancia,
SPR) en la region infrarrojo cercano entre 650-1200 nm, el cual varia segun el espesor
y la longitud de la nanovarilla. En esta region del espectro electromagnético, los tejidos
bioldgicos presentan un minimo de absorcion, por lo tanto, la extincion de la radiacion
electromagnética sera llevada a cabo por las nanovarillas, efecto que puede
aprovecharse para la implementacion de una terapia fototérmica. Por otra parte, el
acido poli(lactico-co-glicélico) (PLGA) es un polimero biodegradable y biocompatible,
propiedades que lo hacen atractivo para una posible aplicacion en biomedicina.
Ademas, el PLGA es un polimero ampliamente utilizado en la elaboracién de sistemas
de transporte, proteccién y liberacion de farmacos (los cuales pueden ser muy téxicos
para las células) o compuestos hidrofébicos y/o hidrofilicos susceptibles a degradarse
en sistemas acuosos, con el objetivo de mantener una liberacion del farmaco sostenida,
disminuir sus efectos téxicos, aumentar su estabilidad e incluso dirigir a las
nanoparticulas a 6rganos o tejidos especificos.

En el presente trabajo se realiz6 una nanoplataforma funcional constituida por
nanovarillas de oro cubiertas por una matriz polimérica de PLGA. Para la sintesis de las
nanovarillas de oro se utilizé6 el método mediado por semillas, mientras que para la
obtencion de las nanoparticulas de PLGA se usé el método de nanoprecipitacion.
Ambos métodos fueron reproducibles y se obtuvieron nanoparticulas de tamafio
homogéneo y estable. La nanoplataforma se caracterizé por DLS para determinar el
tamafio de particula, por medio de movilidad electroforética su potencial ¢, por
Microscopia de Fuerza Atomica (AFM) y Microscopia Electronica de Transmision (TEM)
para obtener informacion sobre la morfologia y tamafio de particula, y absorcion UV-Vis

para la obtencién del plasmoén de resonancia superficial.
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ABSTRACT

Nowadays, gold nanoparticles have generated great interest, in particular, in healthy
fields as biomedicine in the development of multifunctional nanoplatforms that are useful
for diagnosis and treatment (theranostic properties) of a given disease such as cancer.
Theranostic properties can be attributed to the physical, chemical, biological, optical,
electrical, among other properties of gold nanoparticles, which are size and form
dependent of the nanoparticle. In particular, gold nanorods show a strong band
absorption (superficial plasmon resonance, SPR) in the near infrared region between
650-1200 nm, which varies according to the diameter and length of the nanorod. In this
region of the electromagnetic spectrum, biological tissues present a minimum of
absorption, therefore, the extinction of the electromagnetic radiation will be held by the
nanorods, effect that can be useful for the implementation of photothermal therapy. On
the other hand, PLGA is a biodegradable and biocompatible polymer, with properties
that make it attractive for a possible application in biomedicine. Besides, PLGA is a
polymer widely used in the development of transport systems, protection and drug
delivery, which can be very toxic for cells, or hydrophobic and/or hydrophilic compounds
that are susceptible to degrade in aqueous systems, with the objective to maintain a
sustained drug release, decrease its toxic effects, increase its stability and even lead

nanoparticles to specific organs or tissues.

In the present work, we performed a functional nanoplatform constituted of gold
nanorods covered by a PLGA matrix. For the syntheses of gold nanorods, the seed-
mediated method was used, while for the obtention of PLGA nanopatrticles, we used the
nanoprecipitation method. Both methods were reproducible and stable nanoparticles of
uniform size were obtained. The nanoplatform was characterized by DLS to obtain its
particle size, by electrophoretic mobility its ¢ potential, by AFM and TEM to obtain
information about its morphology and particles size, and UV-Vis absorption to obtain its

surface plasmon resonance.



INTRODUCCION

La nanotecnologia surge de la interrelacion de diversas areas de la ciencia y la
tecnologia con el objetivo de manipular y controlar la materia a nivel molecular para la
fabricacion de nanodispositivos de menos de 1 micrometro [1,2] y al dia de hoy, la
nanotecnologia se ha convertido en un campo que ha crecido rapidamente con
aplicaciones potenciales que van desde electrénicos hasta cosméticos [3]. El prefijo
“nano” significa 10°. En la escala métrica de medidas lineales, un nanémetro es la
milmillonésima parte de un metro [4]. Para tener una idea de la escala nanoscopica, en
la Figura 1 se muestra una escala de los tamafios de algunos organismos vivos y

moléculas.

)

pl

Hormiga
5 mm

Atomos de Si ADN Glébulos rojos Ceniza
0,1 nm (distancia) (diametro) 2-12 nm 4 um 15 um

dA 1 nm 1I0nm  100nm  1pm 1 cm

Moléculas e Célula Célula
pequenas Virus 0,5-5 pm animal  vegetal 0,2 mm
~1nm 10-300 nm 20 pm 35 um

Figura 1. Tamafios y comparaciones de escalas [2].

Cuando la materia estd en escala nanoscépica (nanomateriales) nuevas propiedades
fisicas y quimicas emergen, entre las que se encuentran las Opticas, magnéticas y
electronicas. Dichas propiedades fisicoquimicas pueden ser explotadas en diversos
campos de la ciencia, tecnologia e industria, por lo que las nanopatrticulas (NPs) son de
gran interés para la quimica, fisica, electronica, biologia, medicina, por mencionar
algunas [5]. Por ejemplo, en biologia y medicina, los nanomateriales tanto organicos
como inorganicos, tienen una amplia gama de aplicaciones debido a sus extraordinarias
propiedades Opticas, electrénicas, magnéticas, mecanicas y quimicas. Entre las
aplicaciones biologicas y médicas en las que se propone el uso de nanomateriales esta:

la deteccion biomolecular, agentes de contraste por imagen, vehiculos de
1



administracion de farmacos en forma de micelas y vesiculas, terapia para

enfermedades, y como andamios en aplicaciones de ingenieria tisular [6].

Actualmente, una de las potenciales aplicaciones es la posible implementacién de
novedosas terapias meédicas que se basan en la administracion de NPs poliméricas,
metélicas o cerdmicas, e incluso hibridas cargadas con farmacos, con la finalidad de
combatir patologias como el cancer de manera mas efectiva, disminuyendo asi los
efectos adversos que se manifiestan en los tratamientos tradicionales, caso particular la

quimioterapia [7,8].

Gracias a la relacién area superficial-volumen, los dispositivos a nanoescala pueden
facilmente interactuar con biomoléculas como proteinas, enzimas y receptores
celulares. Ademas, el hecho de que puedan alcanzar y acceder a diferentes partes del
cuerpo, hace que las NPs puedan ser utilizadas en el diagnéstico de una enfermedad

dada, como el cancer y, adicionalmente, implementar un tratamiento.

Actualmente, el trabajo de investigacion que se realiza se enfoca a implementar de
manera segura estas novedosas herramientas en el area, por ejemplo, las NPs pueden
proveer informacién detallada en el progreso de una enfermedad [9]. Las propiedades
Gnicas y la utilidad de las NPs se derivan de una variedad de factores, incluyendo el
tamafo similar de las NPs y biomoléculas como las proteinas y los acidos polinucléicos
[10].



MARCO TEORICO

Oro

El oro fue uno de los primeros metales descubierto por el ser humano y ha sido utilizado
desde hace varios miles de afios [11]. Se descubrié en Bulgaria hace 5 mil afios. El oro
coloidal se utiliz6 en la antigua China y Egipto para propositos terapéuticos y
decorativos. Los coloides de oro han sido recomendados para curar varias
enfermedades a lo largo de los siglos hasta la actualidad, aunque sus mecanismos de

accion aun no estan completamente esclarecidos [12].

A diferencia del oro a macroescala, el oro a nanoescala puede exhibir colores vividos,
qgue surgen de la interaccion con la luz (plasmon de resonancia). Las caracteristicas
plasmoénicas son objeto de interés para los quimicos, fisicos y ahora practicantes de

biomedicina [13].

Nanoparticulas de oro

Las NPs de oro han generado gran interés cientifico y tecnoldgico debido a su facilidad
de sintesis, estabilidad quimica y propiedades Opticas Unicas [14]. Ademas, la
aplicacion de estos nanomateriales en medicina tiene un gran potencial debido a que
cuentan con excelentes propiedades de biocompatibilidad, las cuales las hacen

factibles para su uso en el ambito clinico [15].

Actualmente, las NPs de oro son utilizadas en una amplia gama de investigaciones
meédicas y biolégicas. Por ejemplo, en gendmica en el desarrollo de biosensores,
inmunoensayos; quimica clinica, deteccion y fototermdlisis de microorganismos y
células cancerigenas; distribucion selectiva de medicamentos, péptidos, ADN vy
antigenos; bioimagen Optica, monitoreo de células y tejidos con el uso de sistema de
grabacion nanofotdonica [11]. Debido a su tamafio comparable en relacion a
biomoléculas y proteinas, las NPs de oro también pueden interactuar con procesos
fisiologicos y modificarlos cuando estan especificamente localizadas dentro de las
células y tejidos [13]. Dichas NPs se han propuesto para uso en practicamente todas

las aplicaciones médicas, incluyendo diagnéstico, terapia, profilaxis e higiene [11].



Las NPs plasmonicas de metales nobles como oro y plata se distinguen de otras NPs
tal como los semiconductores, puntos cuanticos, NPs poliméricas y magnéticas, por su
plasmoén de resonancia, mejora todas las propiedades radiactivas y no radiactivas de

las NPs y ofrece multiples modalidades para aplicaciones biologicas y médicas [15].

Para propésitos médicos, las NPs de oro son consideradas como un material
biocompatible, presentando muy baja toxicidad a altas concentraciones y no afecta la
funcién de los drganos después de una exposicion prolongada [16]. Ademas, el
plasmon de resonancia superficial de este tipo de NPs puede modularse en un amplio
rango de longitudes de onda, desde 500 nm hasta 1200 nm, controlando el tamafio y la
forma de la nanoparticula. Por ejemplo, para una nanovarilla de oro, podemos obtener
un plasmon de resonancia en el rango de 800-1200 nm simplemente controlando la
relacion de aspecto (longitud/anchura) de la nanovarilla. Este rango del espectro
electromagnético de la ventana infrarrojo cercano (800-1200 nm), conocida como
ventana espectral bioldgica, es particularmente atractiva para aplicaciones médicas
debido a la alta transmitancia, es decir, una baja absorbancia por las moléculas
presentes en los tejidos y fluidos biologicos, propiedad que se aprovecha para la terapia

fototérmica [17].

Plasmdén de Resonancia Superficial

Las propiedades oOpticas de las particulas metéalicas se originan del plasmén de
resonancia superficial [18]. Cuando una particula metélica se expone a luz, el campo
eléctrico oscilatorio de la luz induce una oscilacion colectiva coherente de los electrones
libres (electrones de la banda de conduccién) del metal. Esta oscilacion de electrones
alrededor de la superficie de la particula causa una separacién de cargas, formando un
dipolo que oscila a lo largo de la nanoparticula en la direccion del campo eléctrico de la
luz. La amplitud de oscilacion alcanza un maximo a una frecuencia especifica, llamada
plasmon de resonancia superficial (SPR, por sus siglas en inglés). El SPR induce una
fuerte absorcion de la luz incidente y por lo tanto puede ser medido usando un
espectrometro de absorcion ultravioleta-visible (UV-Vis). El tipo de metal, el tamafio de
particula, la forma, la estructura y la composicion de la particula, son factores que

pueden afectar la intensidad de banda del SPR [15]. En la Figura 2 se muestra el
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plasmon de resonancia de nanoesferas y nanovarillas de oro (GNR, por sus siglas en
inglés), donde se puede ver el campo eléctrico de la luz (flechas rojas) y como la
respectiva separacion de cargas se va dando; en el caso de las GNR tanto en el eje

longitudinal como en el eje transversal.

Campo electrlco Varilla
I Esfera metalica W metalica

T :‘/ \ 1 ? / \
!'JT N E NI
l "l.i'l' ! il L

Nanoesfera Nanovarilla

electrones

Figura 2. Esquema representativo del plasmén de resonancia
superficial para una las nanoesferas y nanovarillas [52].

Nanovarillas de oro

El control en la forma y tamafio de las nanoparticulas (NPs) es una de las tareas mas
importantes en cuanto a la sintesis de NPs metdlicas. El tamafio puede influir en las
propiedades 6pticas de dichas NPs. Las NPs metalicas en forma de varilla pueden ser
sintetizadas con plantilla o con agentes reductores débiles, como el acido ascoérbico, y
catalizadores en la presencia de surfactantes, método por el cual surfactantes neutros o

cargados son utilizados como andamios para hacer crecer las NPs [15,19].

Estas NPs son de gran interés desde el punto de vista de sus propiedades Opticas, las
cuales dependen tanto de su tamafio como de su forma. Dichas propiedades o6pticas
estan relacionadas a la interaccion entre los electrones de la banda de conduccion y el
campo eléctrico incidente de la radiacion electromagnética; en el caso de algunos
metales, como el oro o la plata, muestran intensas bandas de absorcién caracteristicas
en la regién visible del espectro electromagnético (380-780 nm). La formacion de
nanovarillas en solucion puede ser monitoreada usando espectroscopia UV-Vis-

infrarrojo cercano (NIR) [20].



Cuando se cambia la forma de una nanoparticula de esfera a varilla, la banda de SPR
se divide en dos bandas: una banda intensa en la regién del NIR (800 nm), la cual
corresponde a la oscilacion de electrones a lo largo del eje longitudinal, referida como
banda longitudinal, y una banda débil en la region visible (500 nm) a una longitud de
onda similar a la de las nanoesferas de oro, referida como la banda transversal (Figura
3) [15]. Al hacer este cambio, también se aumentan sus secciones transversales de
absorcién y dispersion. Cabe destacar que el plasmén superficial de las nanovarillas es

el mas fuerte de las diferentes formas de NPs de oro y plata [21].

2.4

2.0 -

Absorbancia (U.A.)

400 500 600 VOO 800 9S00 1000
Longitud de onda (nm)

Figura 3. Espectro de absorcibn UV-Vis
representativo de las nanovarillas de oro [53].

Uno de los procesos de sintesis utilizado para la obtencién de nanovarillas de oro
(GNR) es el método de crecimiento longitudinal mediado por semillas de oro, en el cual
se utilizan las semillas de oro como nucleos de agregacion. La solucion de semillas
contiene bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) (Figura 4) y acido cloroaurico
(HAuUCls4 - sal de oro). Después, se le afiade borohidruro de sodio (NaBHa4), un agente
reductor fuerte, y este reduce la sal de oro para la formacion de nanoesferas de oro de
aproximadamente 2-4 nm. Por otra parte, la solucidon de crecimiento contiene en su

mayoria CTAB, nitrato de plata (AgNOs) y HAuCls. Aqui, la sal de oro se reduce a Au*!
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con un agente reductor débil (acido ascorbico). Después, se afiaden semillas de oro a
la solucién de crecimiento, lo cual causa que los iones de Au*! se reduzcan a oro
metdlico, Au®, sobre la superficie de las semillas de oro, resultando en la formacién de
GNR [20].

Existen diferentes mecanismos que explican la formacién de las GNR, sin embargo, no
se conoce exactamente como es que esto sucede. Dicho mecanismo esta en funcion
de los reactivos y del ambiente quimico. EI mecanismo de crecimiento de unién
preferencial (PBDG, por sus siglas en inglés), explica que el CTAB se une
preferentemente a ciertos planos cristalinos. De esta forma, la capa de surfactante en
los planos cristalinos impide la reduccion de iones de oro en dicha superficie. Por
ejemplo, se sabe que el plano {110} tiene mayor energia superficial que otros, dicha
energia superficial permite que el CTAB se adhiera de manera preferencial a este plano
cristalino. Esta unién permite que entre mas cubierto esté el plano de CTAB, la cantidad
de iones capaces de reducirse en dicho plano disminuye. Por lo tanto, ocurre un
crecimiento hacia afuera en la cara {100}, mientras se limita en la cara {110}, lo cual

resulta en particulas con forma de varilla [22].

+
CH3

S S
CH3—T

CH;
(CTAB)

Figura 4. Estructura quimica del CTAB.

Polimeros biodegradables
Se puede definir como biomaterial a los materiales que estan destinados a interactuar
con sistemas biolégicos para evaluar, tratar, o reemplazar cualquier tejido, 6rgano o

funcién del cuerpo [23].

Son materiales biodegradables cuyo origen puede ser sintético o natural y son
degradados in vivo, ya sea enzimaticamente o no [24]. Dependiendo del modo de

degradacion, estos pueden clasificarse en polimeros degradables hidroliticamente y
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polimeros degradables enzimaticamente. Los polimeros naturales se pueden considerar
como los primeros biomateriales biodegradables usados clinicamente [25]. En la
degradacion en un organismo vivo se obtienen productos biocompatibles que no son
toxicos, los cuales se eliminan por caminos metabdlicos normales. Existe una categoria
basica de los biomateriales que son utilizados en el area de liberacion de farmacos: a)
polimeros biodegradables sintéticos, los cuales incluyen materiales hidrofébicos
derivados de la familia de los &cidos carboxilicos (en esta familia se incluye el &cido poli
(lactico-co-glicdlico (PLGA)), y b) polimeros naturales, como polimeros de polisacéaridos

(quitosano) [24].

Algunas de las propiedades mas importantes que debe reunir un material biodegradable
son las siguientes:
- Los productos de degradacion no deben ser tdéxicos y deben ser capaces de
metabolizarse en el cuerpo.
- El material debe tener permeabilidad apropiada y ser procesables en las
aplicaciones previstas.
- El material no debe traer consigo una respuesta toxica después de implantarse

en el cuerpo [25].

Acido poli (lactico-co-glicélico) (PLGA)

El PLGA es uno de los polimeros biodegradables mas utilizado en aplicaciones
biomédicas ya que su hidrodlisis lleva a mondmeros de metabolitos, acido lactico y acido
glicélico. Debido a que estos dos mondmeros facilmente son metabolizados en el ciclo
de Krebs, la toxicidad sistematica al utilizar PLGA para liberacion de farmacos es baja o
nula [26]. EI PLGA es biodegradable y biocompatible, lo cual lo hace factible para un
sistema a nanoescala, proveyendo una liberacibn a largo plazo de algun agente
terapéutico encapsulado y degradandose en productos biocompatibles. ElI material
facilita el control de propiedades fisicas como el tamafio, carga y grupos funcionales
reactivos, estos Ultimos pueden utilizarse para anclar quimicamente moléculas en la
superficie de las NPsy dirigirlas a organos y tejidos blancos especificos [27]. En la
Figura 5, se muestra la estructura molecular del PLGA, donde x es el niumero de

unidades de acido lactico, mientras que y es el numero de unidades de acido glicolico.



A

Figura 5. Estructura del acido poli(lactico-co-glicélico).

El PLGA puede sintetizarse en cualquier tamafio y relacion de los blogues que lo
componen, el &cido lactico y el acido glicélico, y puede encapsular moléculas de
distintos pesos moleculares. Es soluble en una amplia variedad de solventes organicos
comunes incluyendo acetona, etil acetato, tetrahidrofurano, etc., mientras que es
insoluble en agua y se degrada por hidrolisis de sus enlaces éster. La presencia de
grupos metilo en el acido poli lactico lo hace més hidrofébico que el acido poli glicdlico,
por lo tanto, copolimeros de PLGA ricos en lactico son menos hidrofilicos, absorben
menos agua y se degradan mas lentamente [24]. Ademas, el PLGA esta aprobado por
la FDA (Food and Drug Administration; agencia federal de los Estados Unidos que se
encarga de proteger la salud publica mediante la regulacion de medicamentos de uso
humano y veterinario y otros productos biolégicos) para el uso en varios sistemas de

liberacion de farmacos en humanos [26].

Nanoparticulas de PLGA
Existen diferentes métodos para la preparacion de NPs de PLGA como el de

evaporacion de solvente, polimerizacion de mondémero y nanoprecipitacion [28].

Las NPs de PLGA que son cargadas con algun farmaco por lo general son obtenidas
por el método de nanoprecipitacion, en la cual el polimero es disuelto en acetona y se
afiade a una solucién acuosa, después la acetona se evapora dejando las NPs de
PLGA [24]. La liberacion de farmacos y la respuesta efectiva de dichas esta
influenciada por la modificacién de la superficie, el método de preparacion, el tamafio
de particula, el peso molecular del PLGA y del farmaco que esta siendo encapsulado y



la relacion de las fracciones de lactico y glicolico. Segun bibliografia, se sabe que éstas

NPs son medios de transporte efectivos de farmacos [26].

Dichas NPs biodegradables ofrecen numerosos beneficios para el tratamiento de una
enfermedad dada como el cancer, ya que tienen la capacidad de circular a través de los
capilares biolégicos, acumularse en tejidos tumorales, los cuales se caracterizan por
una mayor permeabilidad y retencion (EPR, por sus siglas en inglés) en comparacion
con un tejido sano e internalizarse al interior de las células y liberar el farmaco. El efecto
EPR puede ser usado como enfoque de orientacion pasiva, ya que permite el paso de
portadores de farmacos entre 10 y 500 nm a través de vasos sanguineos altamente

permeables que suministran nutrientes a tumores en crecimiento [29].

Las NPs de PLGA presentan ventajas, entre las cuales esta que protegen a los
farmacos de degradarse mejorando su estabilidad. También, debido a su tamafio, estas
NPs pueden penetrar tejidos especificos, lo cual permite la liberacion especifica de
farmacos, proteinas, péptidos o acidos nucleicos a tejidos diana. Pueden aumentar la
eficacia de tratamiento debido a la liberacién sostenida de agentes terapéuticos de NPs
estables [26].

El PLGA cuenta con una carga de superficie negativa, lo cual tiende a limitar su
captacion celular, por lo tanto, se han hecho intentos de modificar la superficie de
dichas NPs usando polimeros catiénicos como el quitosano [30]. Sin embargo, el
proceso de recubrimiento de la superficie de las NPs de PLGA con quitosano tiene
como resultado la inversién de la carga superficial de negativo a adquirir una carga
superficial positiva, debido a la adsorcion del quitosano. Se ha reportado [31] que
particulas catidénicas suelen ser muy citotoxicas, por o que se recomienda regular la

carga con otros polimeros hidrofilicos solubles como el polivinil alcohol (PVA).

Quitosano
El quitosano es un polisacarido cationico obtenido por la desacetilacion de la quitina, es
no téxico, biodegradable y biocompatible. La protonacion de su grupo amino permite

gue el polimero pueda solubilizarse en soluciones &cidas, el cual puede interactuar con
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material cargado negativamente [32]. En la Figura 6 se observa la estructura quimica

del quitosano.

HOH,C NH,

o)
HO o— |
HO o)

L NH, HOH,C Jn

Figura 6. Estructura quimica del Quitosano.

Se ha utilizado para aplicaciones en nanomedicina en liberacion de farmacos y
proteinas ya que tiene la capacidad de proteger macromoléculas bioactivas de
degradacion enzimatica y quimica in vivo y también facilita el transporte de

macromoléculas cargadas a través de células epiteliales absorbentes [32,33].

Polivinil alcohol (PVA)

El PVA es uno de los estabilizadores poliméricos mas utilizados en la produccion de
NPs de PLGA ya que forma particulas de tamafos relativamente pequefios con una
distribucion uniforme de estos. Al cubrir las NPs de PLGA con PVA se forma una red
interconectada con el polimero en la interface, ya que una fraccion de PVA permanece
asociada con la nanoparticula ain después de repetidas lavadas [35]. En la Figura 7 se

puede observar la formula quimica del PVA.

d

Figura 7. Férmula quimica del polivinil alcohol.

Nanoparticulas hibridas
Un material hibrido es considerado todo aquello que resulta de la mezcla de dos o mas

elementos de diferente naturaleza, por lo tanto, no es puramente ninguno de las partes
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que lo compuso si no que toma elementos de todas ellas para convertirse en algo

nuevo [23].

Uno de los retos existentes en la nanomedicina es el de crear plataformas que
combinen liberacion de farmacos con herramientas de diagnostico, las cuales puedan
tener precision y eficacia para obtener un mejor tratamiento. Esto, se puede lograr
disefiando nanoplataformas multifuncionales, las cuales, puedan mejorar la solubilidad
de agentes terapéuticos en medio acuoso, y a su vez orientarlas a sitios intracelulares
deseados, asi como darle seguimiento a su ruta [36]. En la Figura 8 se muestra un
ejemplo de como estaria compuesta una nanoparticula hibrida teniendo una parte
inorganica que actie como agente terapéutico y una parte organica que brinde
compatibilidad, orientacion a sitios especificos y provea estabilidad. También existe la

posibilidad de agregar agentes de contraste organicos e inorganicos para monitorear su

SN

Nanoparticula
hibrida

S

Figura 8. Ejemplo de nanoparticula hibrida [54].

ruta.

Cuando se incorporan tanto funciones de diagndstico como terapéuticas en un sistema
a nanoescala unico, se dice que es un dispositivo teranéstico, en el cual dichas
funciones pueden ser administradas en so6lo una dosis. Una de las funciones que
presentan las NPs al combinar funciones de imagen y terapia es que la biodistribucion
de los materiales puede ser monitoreada in vivo y asi reducir efectos secundarios no
deseados de la toxicidad de farmacos o dafio inducido por hipertermia en tejido sano
[37].
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HIPOTESIS

El PLGA es un material polimérico adecuado para preparar una nanoplataforma

funcional compuesta por nanovarillas de oro y estabilizada con quitosano y PVA.
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OBJETIVOS

Objetivo General
Obtener y evaluar las propiedades fisicoquimicas de una nanoplataforma funcional

constituida por nanovarillas de oro, PLGA, quitosano y PVA.

Objetivos especificos
- Obtener y caracterizar nanoparticulas de PLGA.
- Sintetizar y caracterizar nanovarillas de oro.
- Obtener y caracterizar una matriz de nanovarillas de oro — PLGA.
- Estabilizar la nanoplataforma GNR-PLGA con Quitosano.

- Modular la carga de superficie de la nanoplataforma con PVA.
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MATERIALES Y METODOS

Sintesis de Nanoparticulas

Sintesis de Nanovarillas de oro

Existen diferentes métodos para la produccion de varillas de oro; en este caso se utilizé
el método de crecimiento por semilla [42]. Todo material se lavé con agua regia previo a
los experimentos. Las semillas de oro se prepararon afladiendo 100 pl de borohidruro
de sodio (NaBHa4) frio a 5 ml de bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) (0.1 M) y
acido tetracloroaurico (HAuUCls) (25 mM) bajo agitacion magnética. Después de dos
minutos, se detiene la agitacibn magnética y la solucién de semillas se deja reposar a
33 °C por 30 min. La solucién de crecimiento se prepara mezclando CTAB (0.1 M), HCI
(0.08 M), HAUCl4 (0.5 mM) y AgNOs (0.08 mM) en un medio acuoso [43]. Con el NaBHa,
se redujo el AuClas (1ll) a AuCls (0) para hacer NPs esféricas (~3 nm) como semillas que
estan protegidas con el surfactante cationico CTAB. Las semillas de NPs de oro
crecieron en la solucién de crecimiento que contiene sales de oro, &cido ascorbico
(agente reductor débil) y CTAB. Las moléculas de CTAB se van uniendo a lo largo del

eje longitudinal para el crecimiento de las varillas [20].

Obtencion de nanoparticulas de PLGA

Para la sintesis de NPs de PLGA se utilizdé el método de nanoprecipitacion, en el cual el
polimero se disuelve en un solvente miscible en agua y se inyecta a una solucion
acuosa en agitacion. Cuando ambas fases estan en contacto, el solvente se difunde de
la fase organica al agua y lleva consigo algunas cadenas de polimero que adn estan en
solucion. Conforme el solvente se difunde mas en el agua, las cadenas de polimero
asociadas se agregan formando NPs [44]. Primeramente, se prepara una solucion stock
de PLGA (10 mg/ml) disuelta en acetona. La fase organica se afiade gota a gota en la
fase acuosa (10 ml) y se mantiene en agitacion magnética, 500 revoluciones por minuto
(rpm) por un minuto. Transcurrido el minuto, se quita una capa que se forma en la
superficie de la solucion y nuevamente se agita magnéticamente por 4 minutos mas.
Una vez pasados los 4 minutos, se deja reposar a temperatura ambiente hasta que el

solvente organico se evapore completamente y se obtienen las NPs de PLGA.
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Obtencién de la nanoplataforma GNR-PLGA

Una vez que se sintetizaron las GNR, se procede a obtener la nanoplataforma GNR-
PLGA usando el método descrito con anterioridad para obtener las NPs de PLGA. En
una solucién acuosa, se afade cierta concentracion de GNR (1.33x10%? M), bajo
agitacion magnética con un volumen final de 10 ml. Después, se agregan 600 ul de
solucién de PLGA (10 mg/ml) gota a gota y se agita por un minuto. Pasado el minuto,
se detiene la agitacion, se retira una capa que queda en la superficie de la solucion
acuosa y se deja agitando por otros 4 minutos. Pasado el tiempo, se deja reposar a

temperatura ambiente hasta que el solvente organico se evapore completamente.

Nanoplataforma GNR-PLGA con Quitosano

Se realizé una solucion stock de quitosano en acido acético 10 mM. Se utilizé quitosano
de baja viscosidad con un peso molecular de 150000 Da. Se mezclaron 0.04 g de
quitosano en 20 ml de &cido acético a 10 mM y se dejaron solubilizando toda la noche.
Para cubrir las NPs con quitosano, se hicieron soluciones de quitosano con diferentes
concentraciones de éste en agua deionizada y se mezclaron con la nanoplataforma
GNR-PLGA (10 ml), teniendo un volumen final de 20 ml.

Modulacion de la carga de la nanoplataforma GNR-PLGA-Quitosano con PVA

Una vez que se cubrié la nanoplataforma GNR-PLGA con quitosano y se observo una
inversion de carga, se procedié a modular dicha carga cubriéndola con Polyvinil alcohol
(PVA). Se hizo una solucion de PVA al 3%. Se pesaron 3 gr de PVA y se disolvieron en
100 ml de agua deionizada. Se colocaron los gramos de PVA en el recipiente, seguido
de 70 ml de agua deionizada y se colocé bajo agitacion magnética a 70 °C en bafio
maria por 2 horas. Una vez bien diluido, se echaron los otros 30 ml de agua deionizada
hasta que estuvo homogéneo. Transcurrido el tiempo y que se observé homogénea la

solucién, se dejo temperar y se guardé en el refrigerador.
Una vez lista la solucibn PVA al 3%, se procedi6 a modular la cargar de las

nanoparticulas. Para ello, se puso bajo agitacion magnética cierta concentracion de

quitosano disuelto en agua deionizada y se hizo un barrido de concentraciones de PVA
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(teniendo volumen de 10 ml). Una vez homogenizado, se agrego la nanoplataforma

GNR-PLGA (10 ml) para obtener un volumen final de 20 ml.
Métodos de caracterizacidon

Dispersion de Luz Dinamica

También llamada Espectroscopia de Correlacién de Fotones (PCS, por sus siglas en
inglés) o Dispersion de Luz Dinamica (DLS, por sus siglas en inglés). Las particulas en
un liquido siempre estan en movimiento debido al movimiento browniano, el cual es el
movimiento de las particulas debido al choque al azar con las moléculas del liquido que
rodean a la particula. La relacion entre el tamafio de la particula y su velocidad debido
al movimiento browniano se define en la ecuacion de Stokes-Einstein [45].

kgT
- 6mnRy,

donde D es al coeficiente de difusion y se relaciona al radio hidrodinAmico Rn de las
particulas, kg es la constante de Boltzmann, T es la temperatura en grados Kelviny n es

la viscosidad dinamica.

Potencial zeta

Para determinar el potencial zeta (), se mide la movilidad electroforética y se aplica la
ecuacion de Henry. La movilidad electroforética se obtiene por medio un experimento
electroforético en la muestra y midiendo la velocidad de las particulas usando
Velocimetria de Laser Doppler (LDV, por sus siglas en inglés). Cuando se aplica un
campo eléctrico a través de un electrolito, las particulas cargadas suspendidas en el
electrolito son atraidas hacia el electrodo de carga opuesta. La velocidad de una
particula en un campo eléctrico es comunmente referida como su movilidad
electroforética. Dicha velocidad depende de la fuerza del campo eléctrico o gradiente de

voltaje, la constante dieléctrica del medio, la viscosidad del medio y el potencial  [45].

La carga neta en la superficie de una particula en solucion afecta la distribucién de los
iones que rodean la regién interfacial, resultando en un aumento de concentracién de
contraiones que estén cercanos a la superficie de la nanoparticula, por lo tanto, una

doble capa eléctrica existe alrededor de la particula. El liquido que rodea a la particula
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se puede dividir en dos regiones, la region interior, llamada capa de Stern (Figura 9),
region donde los iones se encuentran fuertemente unidos a la superficie de la
nanoparticula. Después de esta capa, podemos definir una capa exterior, o difusa,
donde los iones estdn menos unidos. Dentro de la capa difusa existe un limite donde
los iones y las particulas forman una entidad estable. Si una particula se mueve, los
iones dentro de este limite se moveran con ella, pero cualquier ion que se encuentre
mas alld de dicho limite no viajara con la particula. A este limite se le conoce como
“slipping plane” y al potencial eléctrico que existe en este limite se le conoce como

Potencial C.
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Figura 9. Potencial ¢ y la doble capa
eléctrica [45].

La magnitud del potencial ¢ puede utilizarse como un indicador de la estabilidad para un
sistema coloidal. El valor del potencial { que define la estabilidad de un sistema coloidal
es de +30 y -30 mV. Particulas con un potencial ¢ menor a 30 mV son consideradas
inestables [45].
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Espectroscopia de absorcion Ultravioleta - Visible

Es la medida de la atenuacién de un haz de luz después de que pasa a través de una
muestra o después de la reflexibn de una superficie de una muestra. La atenuacion
puede resultar de absorcion, dispersion, reflexion o interferencia. Existe una relacion
lineal entra la absorbancia y la concentracion absorbida, lo cual hace que esta técnica
sea atractiva para mediciones cuantitativas. Los fotones UV-Vis son suficientemente
energéticos para promover electrones a estados de alta energia en moléculas y
materiales. Por lo tanto, la espectroscopia UV-Vis es util para la exploracion de las

propiedades electronicas de los materiales.

El uso de la espectroscopia UV-Vis en la investigacion de materiales puede dividirse en
dos categorias principales: mediciones cuantitativas de un analito en fase gaseosa,

liquida o sélida, y caracterizacién de propiedades Opticas y electrénicas de un material.

Anélisis cuantitativo

La absorbancia de un haz de luz por una muestra es directamente proporcional a la
distancia que viaja el haz a través de la muestra y a la concentracion de las especies
absorbentes. Esta relacion lineal se conoce como la ley de Beer-Lambert (también
llamada ley de Beer-Lambert-Bouger o solamente ley de Beer). Cuando se trabaja con
unidades de concentracion de molaridad, la ley de Beer-Lambert se escribe como

A=esXbXc

Donde ¢ es el coeficiente de extincion molar con unidades de molaridadt.-cm?, b es la

longitud de la celda y c es la concentracion del analito [46].

Microscopia de Fuerza Atdbmica

Esta técnica se basa en la separacion de fuerzas entre dos cuerpos cualquiera [47]. La
microscopia de sonda de barrido (SPM, por sus siglas en inglés) es una técnica
utilizada para examinar materiales con una sonda sélida escaneando las superficies.
Examina las caracteristicas de la superficie cuyas dimensiones estan en el rango de

espacio atomico a la décima parte de un milimetro. Es considerada una de las
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herramientas mas poderosas actualmente utilizada para examinar la superficie de las
estructuras ya que permite “ver” atomos. En 1980, se inventd el Microscopio de Fuerza
Atomica (AFM por sus siglas en inglés) [48]. El AFM utiliza fuerzas de campo cercano
entre atomos de la punta y la superficie de la muestra, generando sefales de topografia

de superficie. Utiliza una punta afilada y hace un mapa topografico de la muestra.

La interaccion de fuerzas, atractivas o repulsivas, tan pequefias como unos pocos
nano-Newtons (nN=10° N) entre la punta y la muestra pueden ser medidas. El
cantiléver siente las fuerzas de superficie que surgen de varias interacciones (Van der
Waals, electrostéticas, hidratacion) entre la punta y la muestra. Cuando la curva de la
fuerza se inicia en un punto donde la fuerza y la muestran estan separadas, la magnitud
de las fuerzas de superficie (actuando entre la punta y la muestra) son bastante
insignificantes, y, por lo tanto, no habra cambio del cantiléver. Conforme la muestra es
elevada hacia la punta, una variedad de fuerzas atractivas y repulsivas hacen que el
cantiléver se desvie. [47].

Es necesario saber acerca de las fuerzas de campo cercano que actlan entre la punta
y la muestra para entender como funciona el AFM. Existen varios tipos de fuerzas de

campo cercano, las cuales se describen a continuacion.

Fuerzas de corto alcance
Este tipo de fuerza se refiere a las fuerzas atomicas entre los atomos cuando su
distancia es cercana al espaciado atémico. Un solapamiento de su funciéon de onda

electronica causa ya sea fuerzas atractivas o repulsivas.

Fuerzas de Van der Waals

Son fuerzas interactivas entre dipolos de moléculas. La fuerza de dispersion, la cual es
un tipo de fuerza de Van der Waals entre dipolos que surge de fluctuaciones térmicas o
por induccién de campo eléctrico, siempre esta presente entre moléculas. Son fuerzas

atractivas o repulsivas.
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Fuerzas electrostéticas

Se refiere a las fuerzas interactivas entre las cargas eléctricas de la punta y la muestra.
Las fuerzas electrostaticas pueden actuar entre una muestra conductiva y una punta si
existe un diferencial de potencial eléctrico. Son de atraccion o de repulsion
dependiendo de los signos de las cargas: cargas negativas frente a cargas negativas o
cargas positivas frente a cargas positivas se repelen, mientras que cargas negativas
frente a cargas positivas se atraen.

Fuerzas capilares

Son fuerzas que resultan entre la condensacion de vapor de agua entre la punta y la
muestra. En un entorno de aire, el vapor de agua tiende a formar un nucleo
condensado. El nucleo condensado entre la punta y la muestra formara un menisco el

cual es similar a la superficie de agua en un tubo capilar [48].

Microscopia Electronica de Transmision

La microscopia electréonica de transmisiéon (TEM, por sus siglas en inglés) es una
herramienta clave para entender la microestructura interna de los materiales a un nivel
nanomeétrico. Aungue técnicas como difraccién de rayos-x por lo general proveen mejor
informacion cuantitativa que las técnicas de difracciobn de electrones, los electrones
tienen una ventaja importante sobre los rayos-x ya que pueden enfocarse usando lentes
electromagnéticas. Esto permite que se obtengan imagenes de materiales de espacio
real con resoluciones en el orden de unas pocas décimas a algunos nandmetros
dependiendo de las condiciones de las imagenes y simultineamente obteniendo
informacion de difraccion de regiones especificas en las imagenes, tan pequefias como
1 nm [46].

En un sistema de TEM, un cafidon de electrones genera un haz de electrones de alta
energia para iluminar. Los electrones son emitidos de un catodo, una superficie sélida,
y son acelerados por alto voltaje para formar un haz de electrones de alta energia con
una energia E = eVo. Debido a que la energia cinética de estos determina la longitud de
onda de los electrones y esta a su vez determina la resolucion del microscopio, el

voltaje de aceleracion determina la resoluciéon en gran medida. En los microscopios
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electronicos no se pueden usar lentes de vidrio porque el vidrio no enfoca un haz de
electrones. Como los electrones tienen cargas eléctricas y estas interactian con
campos magnéticos, se puede usar una fuerza magnética para enfocar el haz de
electrones, razon por la cual todos los lentes en un microscopio electronico son

electromagnéticos [48].
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RESULTADOS Y DISCUSION

Sintesis de Nanoparticulas

Obtencién de nanoparticulas de PLGA

En la Tabla 1 se muestra el tamafio de las NPs de PLGA obtenidas y el potencial . El
tamafo obtenido fue de 146.4 nm y un potencial ¢ de -39 mV. Como se puede observar,
el potencial ¢ de las NPs es negativo, debido a la ionizacion de los grupos carboxilicos

del PLGA presentes en la superficie.

Tabla 1. Tamafio de particula y potencial  para las particulas de PLGA obtenidas.

Tamafio de Potencial
Muestra particula (nm) (mV)
NP PLGA 146.6 £ 0.06 -39.0+£0.1

La morfologia de las NPs de PLGA se determin6é por medio de microscopia de fuerza
atomica (AFM) (Figura 10), observandose NPs esféricas de dimensiones similares a los
obtenidos por DLS.

Figura 10. Imagen AFM de nanoparticula de PLGA.
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Sintesis de nanovarillas de oro

En la Figura 11 se muestra el espectro UV-Vis de las GNR obtenidas por el método de
crecimiento mediado por semillas de oro. Podemos observar dos bandas de absorcion
a las longitudes de onda en 520 nm y 800 nm, los cuales corresponden al plasmén de
resonancia transversal y longitudinal, respectivamente, de los GNRs. En estudios
tedricos y experimentales [49] previamente reportados, demuestran que la banda de
absorcion correspondiente al plasmon de resonancia longitudinal puede utilizarse para
determinar el coeficiente de extincion molar y la relacion de aspecto (AR, por sus siglas
en inglés) de la nanovarilla de oro (longitud del radio longitudinal/longitud del radio
transversal (L/T)). Por lo tanto, el coeficiente de absorcién de las GNRs obtenidas en
este trabajo es de 5.01x10° mol*t.cm™ aproximadamente, con un AR aproximado de
4.3, resultados que concuerdan con el analisis de imagen de las GNRs obtenidas por

microscopia de transmision electrénica (TEM).
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Figura 11. Espectro de absorcion UV-Vis de las nanovarillas de oro
obtenidas.

La Figura 12 muestra la geometria de morfologia de GNR obtenidas por TEM. De
acuerdo a la Figura 12, la longitud del diametro transversal de las GNRs obtenidas es
de 16.5 nm, mientras que su eje longitudinal es de 70.3 nm, con una AR de 4.3,
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resultados que concuerdan con los trabajos tedricos y experimentales reportados

previamente.

10 nm

Figura 12. Micrografias TEM de las nanovarillas de oro obtenidas.

Obtencion de la nanoplataforma nanovarillas de oro-PLGA (GNR-PLGA)

Para la obtencion de la nanoplataforma GNR-PLGA, primero se realiz6 un barrido de
concentraciones de GNR para determinar la concentracion adecuada para el desarrollo
final de la nanoplataforma funcional. Para esto, se varid la concentracion de GNRs
desde 1.29 x10'2 M hasta un maximo de 10.8 x10'2 M en 10 ml de agua. Es importante
mencionar que al afadir GNRs por arriba de 10.8 x10?> M el sistema de NPs se
aglomeraba y precipitaba. Después se afiadio la solucion de PLGA (600 ul) gota a gota

y se dejo evaporar la acetona por 24 horas en una campana de extraccion.

Caracterizacion de la nanoplataforma GNR-PLGA

En los resultados de DLS se observé que la nanoplataforma GNR-PLGA aumenta de
tamafio comparando con el tamafio de las NPs de PLGA sin modificar. Ademas, los
datos de potencial { obtenidos a las concentraciones mas bajas de GNRs (1.29 x101? M
- 2.67 x10*? M) no presentaron cambios significativos conforme aumentaba la
concentracion de GNR. En base a estos resultados, DLS y potencial ¢, podemos sugerir
gue los GNRs estan siendo encapsulados dentro de la matriz de PLGA v,
esencialmente, no afectan la carga superficial de la matriz de PLGA. En la Tabla 2, se
muestran los tamafos de particula y potencial ¢ de la nanoplataforma a las diferentes

concentraciones de GNR. Por otra parte, cuando se aumenta la concentracion de
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GNRs, desde 2.78 x10'” M - 10.8 x10'? M, el tamafio de la nanoplataforma
practicamente no cambia, sin embargo, podemos observar una disminucion de su carga
superficial respecto a las NPs de PLGA e incluso respecto a las nanoplataformas GNR-
PLGA obtenidas a bajas concentraciones, por lo que podemos considerar que la matriz
de PLGA se ha saturado y probablemente las GNRs empiezan a adsorberse en la
superficie de la nanoplataforma. Este fendmeno resulta en una desestabilizacion de las
NPs y la formacion de un sedimento de PLGA. En la Figura 13 se muestra la imagen de

la suspension de la nanoplataforma con diferentes concentraciones de GNR.

Tabla 2. Tamarios de particula y potencial ¢ de la nanoplataforma GNR-PLGA.

Muestra GNR (M) Diametro de Potencial {
(x 10'12) particula (nm) (mV)
1.29 147.1 +0.1 -32.0+1.2
1.33 150.2 1.2 -31.1+£0.0
2.67 150.5+ 0.6 -30.7 £ 0.8
2.78 150.3 + 1.3 -26.7 £0.2
3.27 151.2+0.8 -26.7 £0.8
5.53 154.4 + 0.1 -26.7 £0.2
7.29 156.4 + 0.6 -25.8+0.3
10.8 150.0 £ 0.1 -25.2+0.2

Figura 13. Suspension de la nanoplataforma GNR-PLGA
con diferentes concentraciones de GNR.

En la Figura 14 se muestra el espectro de absorcion de las diferentes suspensiones de
la nanoplataforma GNR-PLGA donde no se observan los plasmones de resonancia de
los GNR, lo cual se atribuye a que el polimero estd en la superficie de la
nanoplataforma, de tal manera que se aumenta la dispersion de la luz incidente,

limitando la absorcion de la luz por las GNR.
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Esta suposicion se corroboré obteniendo el espectro de absorcién de una solucion de

GNR a la concentracion mas diluida utilizada en la preparacion de la nanoplataforma.

En la Figura 15 podemos ver que la cantidad de GNRs es suficiente para observar el

espectro caracteristico de las GNR.
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Figura 15. Espectro de absorcién UV-Vis con 1.29 x10*> M de GNR

en agua.
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Las imagenes de AFM de la nanoplataforma GNR-PLGA se muestran en la Figura 16.
Podemos observar que la forma de la nanoparticula muestra una dependencia con la
concentracion de GNRs. Se observo una deformacion de la nanoplataforma conforme la
concentracion de GNRs se incrementa. Por ejemplo, la Figura 16a muestra una
nanoplataforma esférica, cuando la nanoplataforma se prepard con 1.29 x101? M de
GNR. Por otra parte, la forma esférica de la nanoplataforma se pierde cuando estas son
preparadas con una mayor cantidad de GNRs (1.33 x101?2 M — 2.78 x10*? M), e incluso
las nanoplataformas colapsan formando agregados de estructura irregular (3.27 x1012
M —1.08 x1011 Mm).

En la Figura 17 se observa una micrografia TEM de la nanoplataforma sin tincién,
donde si se pueden apreciar los GNRs. Suponemos que el halo que aparece alrededor
de los GNR sea producto del polimero que esta cubriendo a los GNR.
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Figura 16. Imagenes AFM de la nanoplataforma GNR-PLGA con una concentracion de
a) 1.29 x102 M y b) 1.33 x10*? M, ¢) 2.67 x1012 M, d) 2.78 x101? M, e) 3.27 x10*?> My
f) 5.53 x101? M.
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Figura 17. Micrografia TEM de la

nanoplataforma

tincion).
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GNR-PLGA
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Nanoplataforma GNR-PLGA con Quitosano

La nanoplataforma de GNR-PLGA se estabilizé con quitosano. Primeramente, se hizo
una solucion stock de quitosano disolviendo 0.04 g de quitosano en 20 ml de &cido
acético 10 mM. Después, se afiadié la nanoplataforma con una concentracion de
1.33x10*> M de GNR (10 ml), se colocé en agitacion magnética y se homogenizé por 1
hora. Para encontrar la concentracion de quitosano necesaria para obtener una
nanoplataforma de GNR-PLGA-Quitosano estable, se realiz6 un barrido de la cantidad
de quitosano utilizado en la estabilizacion de la nanoplataforma de GNR-PLGA desde
3.33 x10° M hasta 1.33 x107 M, utilizando agua deionizada como diluyente, con un
volumen final de 10 ml. El volumen final de NPs GNR-PLGA cubiertas con quitosano fue
de 20 ml. La estructura y tamafio de la nanoplataforma fue caracterizada por DLS,
potencial { y AFM. En la Tabla 3 se muestran los diferentes tamafios de particula y

potencial ¢ obtenido para las diferentes concentraciones de quitosano.

Tabla 3. Tamafio de particula y potencial ¢ para la nanoplataforma GNR-PLGA
cubiertas con Quitosano.

Concentraciéon de Diametro de .
Quitosano (M) (x10%) particula (nm) Potencial {(mV)

0 150.2 +1.2 -31.1+0.0

0.333 192.1+1.2 8.7+0.3

1.0 176.9+ 1.3 15.8+0.1

1.33 1743+ 1.0 18.1+0.2

1.66 167.3+1.4 18.2 + 0.6

2.0 163.8+ 1.0 18.7+1.8

2.33 159.3+1.9 21.6+0.7

2.66 158.6 + 0.6 21.6+0.1

4.0 161.0+ 1.9 26.6+£1.0

5.33 1554+ 1.5 29.2+0.2

8.0 159.4+1.9 30.4+0.2

9.33 161.3+1.9 29.7+0.2

12.0 158.9 + 1.3 34.2+0.7

13.3 165.0 £ 0.3 36.9+1.2

Podemos observar cambios importantes en los tamafios de la nanoplataforma y una
inversion de carga de la superficie de la matriz de PLGA cuando se adiciona quitosano.
A bajas concentraciones de quitosano, se observa un cambio drastico en el tamafio de

la nanoplataforma. Este resultado se debe a la agregacion de la nanoplataforma de
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GNR-PLGA-Quitosano debido a la baja cantidad de quitosano adsorbido en la
superficie de la matriz de PLGA que resulta en una inversion del valor del potencial ,
desde -15 mV a 8 mV. De acuerdo a la literatura, una suspension coloidal es estable
cuando el valor absoluto del potencial  es = a 30 mV, por debajo de este valor, las
suspensiones suelen ser inestables. Por lo tanto, podemos considerar que a bajas
concentraciones de quitosano, la repulsion eléctrica entre nanoplataformas no es lo
suficientemente fuerte para evitar la agregacion de la nanoplataforma. Por otra parte, al
aumentar la concentracibn de quitosano, el tamafio disminuye, mientras que el
potencial { se incrementa, hasta que ambos parametros alcanzan un valor

practicamente constante (Figura 18 y Figura 19).
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Figura 18. Gréfica de tamafio de particula contra concentracion de
quitosano.
En la Figura 18 se muestra cOmo a concentraciones bajas, el tamafio de particula
disminuye de 192.3 nm hasta 159.3 nm, después de ahi comienza a fluctuar en tamafo
de 165 nm a 155.4 nm conforme aumentamos la concentracion de quitosano. El hecho

de que a bajas concentraciones existan tamafios de particula mayores se atribuye a
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qgue al momento de agregar la solucion de NPs GNR-PLGA, ocurre una agregacion de
NPs debido a que es tan baja la concentracion de quitosano que no hay suficientes
moléculas de este para cubrir las NPs de GNR-PLGA y entonces una s6la molécula de

quitosano se adsorbe a dos o mas NPs y se induce un puente de floculacion.

En la Figura 19 se observa el cambio potencial { con respecto a la concentracién de
quitosano. Existe una adhesion electrostatica entre los grupos -NHs del quitosano
afiadido, y los grupos -COOH presentes en la superficie de la matriz de PLGA.
Podemos ver un aumento en el potencial ¢ conforme incrementa la concentracion de
quitosano, esto confirma la adsorcion del quitosano sobre la superficie de la

nanoplataforma.
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Figura 19. Gréfica de concentracion de Quitosano con respecto al potencial C.

La Figura 20 muestra las imagenes de AFM de la nanoplataforma GNR-PLGA-
Quitosano. De acuerdo a los valores obtenidos en DLS, potencial ¢ y AFM, la
concentraciéon adecuada de Quitosano para trabajar fue la de 2.66x10®8 M ya que

cuenta con un tamafo, carga superficial y morfologia adecuada.
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Figura 20. Imagenes AFM de NP GNR-PLGA con Quitosano, (a) 1 x108 M, (b)
1.66 x108 M, (c) 2.66 x108 M, (d) 4 x10® M, y (e) 8 x108 M.
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Adsorcion para la nanoplataforma GNR-PLGA-Quitosano
Para tener un mejor entendimiento sobre el proceso de adsorcion del quitosano sobre la
superficie de PLGA, los datos de potencial { se ajustaron a los modelos de adsorcion de

Langmuir y de Freundlich.

El modelo de adsorcion de Langmuir es un modelo empirico que asume que la
adsorciéon sélo puede ocurrir en un numero finito de sitios localizados y que la capa
adsorbida es una molécula de grosor, una monocapa de adsorcion. Dicho modelo
puede expresarse con la siguiente ecuacion:
g G

1+ K,C,

donde ge = es la cantidad adsorbida, K. = constante que indica la capacidad de

de

adsorcion, Ce = concentracion del adsorbato en el adsorbente [50].

El modelo de Langmuir tomé a consideracion las siguientes suposiciones:
1. La superficie del adsorbente esta en contacto con una solucién que contiene un
adsorbato el cual esta fuertemente atraido a la superficie.
2. La superficie tiene un numero especifico de sitios donde las moléculas del soluto
pueden adsorberse.
3. La adsorcién involucra la adhesion de so6lo una capa de moléculas en la

superficie, i.e. monocapa de adsorcion.

Esta isoterma se refiere a un tipo de adsorcibn homogénea, donde cada molécula
posee entalpias constantes y energia de activacién de sorcién (todos los sitios poseen
igual afinidad por el adsorbato), sin que exista un cambio del adsorbato en el plano de
superficie. Graficamente, se caracteriza por un plateau, un punto de saturacion de

equilibrio donde una vez que una molécula ocupa un sitio, no sucede otra adsorcion.
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El modelo de Freundlich se considera un proceso de adsorcion no ideal y reversible, el
cual puede aplicarse a una adsorcion de multicapas. La expresion no lineal del modelo

de la isoterma de Freundlich puede mostrarse como la siguiente ecuacion:

1
qe = KpCen

donde, Kr y n son constantes, miden la capacidad (K) y la intensidad (n) de adsorcion
[50]. La pendiente varia entre 0 y 1 y es una medida de la intensidad de adsorcidén o
heterogeneidad de la superficie, siendo mas heterogéneo conforme el valor se acerca a
cero [51].

En la Figura 21 y Figura 23 se muestran los ajustes de los valores de potencial  a los
modelos de Langmuir y Freundlich, respectivamente. Para ajustar a los valores de
potencial ¢ obtenidos a estos modelos, se tomaron las siguientes consideraciones: i)
que soélo la fraccién del quitosano adsorbido corresponde al potencial ¢ adsorbido vy ii)
que el potencial ¢ de la fraccion libre de quitosano es despreciable. Es importante
mencionar que el potencial ¢ del quitosano libre, sin la adicion de nanoplataformas, nos
da un valor de +45 mV y este valor no se observa durante el proceso de obtencion de la
nanoplataforma GNR-PLGA-Quitosano.
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Figura 21. Concentracion de Quitosano contra Potencial ¢ normalizado con ajuste a
modelo de adsorcion de Langmuir.
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En la Figura 21, se muestran los valores del potencial ¢ normalizados contra la
concentracion de Quitosano (M). Los datos experimentales se ajustaron al modelo de
adsorcion de Langmuir tomando en cuenta que es la fraccion del quitosano adsorbido la
gue promueve un cambio en la carga superficial de la nanoparticula de GNR-PLGA. El
valor de la constante de adsorcion (K) es de 1.64 x108. En la figura podemos observar
que el potencial { aumenta progresivamente hasta alcanzar un valor maximo, en donde
el valor del potencial { permanece practicamente constante (plateau) conforme la

concentracion de quitosano se incrementa.

La primer parte de la gréfica se debe a la adsorcion de las moléculas de quitosano, en
donde el nimero de los sitios de adsorcion libres permiten la adsorcion progresiva de
las moléculas de quitosano, las cuales se ordenan en una configuracion extendida
sobre la superficie de la matriz polimérica, resultando en: i) a bajas concentraciones de
quitosano podemos observar la inversion de carga superficial de la nanoplataforma,
conduciendo a la formacion de agregados de la nanoplataforma GNR-PLGA-Quitosano,
tal como se muestra en los resultados de DLS y AFM; ii) conforme se aumenta la
cantidad de quitosano utilizado para la estabilizacién de la nanoplataforma, el nUmero
de sitios de adsorcién disminuye y las moléculas de quitosano se adsorben sobre la
superficie de la nanoparticula provocando un incremento del potencial { y una
disminucién del tamafio de las nanoparticulas; iii) cuando se alcanza el plateau de la
grafica, la adsorcion de moléculas de quitosano sigue sucediendo, debido a que
probablemente aun existen sitios de union libres, aparentemente no disponibles para
permitir la adsorcion de mas moléculas de quitosano. Sin embargo, para que estos
sitios de unidon queden disponibles, las moléculas de quitosano cambian su
configuracion, reordenandose de manera mas compacta, ocupando una menor area de
superficie, permitiendo asi la adsorcibn de un mayor numero de moléculas de
quitosano, sin provocar un cambio en el tamano y potencial { de la nanoplataforma,
sugiriendo la formacion de una monocapa de quitosano sobre la superficie de la matriz
de PLGA (Figura 22).
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Figura 22. Esquema representativo de la NP GNR-PLGA cubierta con Quitosano a
diferentes concentraciones.
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Figura 23. Concentracion de Quitosano contra Potencial { normalizado con ajuste a

modelo de adsorcion de Freundlich.
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La Figura 23 muestra la gréfica logaritmica de los datos del potencial { normalizado
contra la concentracion de quitosano y se ajusté al modelo de adsorcion de Freundlich.
El valor de la constante de adsorcion (K) fue de 1.48x108, indicando una fuerte
adsorcion de las moléculas de quitosano sobre la superficie de la nanoplataforma GNR-
PLGA, mientras que el valor de n obtenido fue de 5.07, indicando que la adsorcion de
las moléculas de quitosano sobre la superficie de la matriz polimérica es homogénea

[50], resultado que concuerda con el modelo de adsorcién de Langmuir.
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Modulacion de carga de la nanoplataforma GNR-PLGA-Quitosano con PVA

Para modular la carga de la nanoplataforma GNR-PLGA-Quitosano se utilizé un
polimero hidrofilico neutro, como el PVA. Ademas de reducir la carga superficial de la
nanoplataforma, nuestro propoésito era que la nanoplataforma GNR-PLGA-Quitosano
final fuera estable. Bajo esta directriz, la modulacion de la carga superficial de la
nanoplataforma se realiz6 variando la cantidad de PVA utlizando un rango de
concentraciones de 4.83 x10° a 4.83 x10 M.

La Tabla 4 muestra la influencia del PVA sobre el tamafio de particula y potencial ¢. Las
NPs estabilizadas con PVA son de mayor tamafio y tienen un potencial { menor
comparado con la nanoplataforma GNR-PLGA-Quitosano. Como se puede ver,
conforme se aumenta la concentracion de PVA, el tamafio de particula aumenta de
197.7 nm hasta 266.7 nm, mientras que el potencial { disminuye desde 15.5 mV hasta
3.17 mV. Esto se debe a que el PVA, que es un polimero neutro, se adsorbe sobre la
monocapa de quitosano presente en la superficie de la nanoplataforma, apantalla la
carga eléctrica del quitosano, provocando una disminucion del potencial {. La Figura 24
y Figura 25, muestra la grafica correspondiente a la variacion de la concentracion de
PVA contra los tamafios de particula obtenidos y potencial {, respectivamente, donde se
observa claramente el efecto que tiene el aumento de concentraciéon de PVA sobre el

tamafio de particula.

Tabla 4. Tamafio de particula y potencial ¢ en base a la variacion de concentracion de
PVA.

Concentraciéon PVA Tamafio de Potencial g (mV)
(M) (x104) particula (nm)

0 158.6 +1.3 21.6+0.1
0.0483 197.7+6.1 155+ 0.0
0.0967 2045+2.8 13.7+0.1

0.145 207.8+1.2 12.1+0.4
0.290 208.1+1.4 10.2+1.6
0.483 208.3+0.6 7.96 + 0.5
0.967 212.0+3.9 424 +0.2
1.935 227.4+49 4,15+ 0.6
4.830 266.7 £5.7 3.17 +0.8
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Las imagenes de AFM de la nanoplataforma de GNR-PLGA-Quitosano-PVA se
muestran en la Figura 26. Comparando la morfologia de la nanoplataforma GNR-PLGA-
Quitosano con la nanoplataforma final, podemos observar cambios en el tamafo y
morfologia de la nanoplataforma, en donde la superficie de la nanoplataforma GNR-
PLGA-Quitosano-PVA es irregular o rugosa debido a la adsorcién de PVA. Los circulos

sefialan lo que conformaria solo una nanoplataforma GNR-PLGA-Quitosano-PVA.

600nm
res

Figura 26. Imagenes AFM de NP GNR-PLGA cubiertas con Quitosano (8 x10® M) y PVA
(4.83 x10° M).
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Adsorcion de PVA sobre la superficie de la nanoplataforma GNR-PLGA-Quitosano
Los resultados obtenidos de la nanoplataforma GNR-PLGA-Quitosano cubierta con
PVA se ajustaron a dos modelos de adsorcién, de Langmuir y de Freundlich. A
continuacion, en la Figura 27 y en la Figura 28 se muestran las graficas obtenidas en
dichos modelos.
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Figura 27. Ajuste de modelo de adsorcion de Langmuir para la
nanoplataforma GNR-PLGA-Quitosano cubierta con PVA.

La Figura 27 muestra el ajuste de los datos al modelo de Langmuir, donde se obtuvo
una constante de adsorcién de 17.81x10%, lo cual indicaria que se esta obteniendo una

mejor adsorcion que una desorcion.
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Figura 28. Ajuste de modelo de adsorcion de Freundlich para la
nanoplataforma GNR-PLGA-Quitosano cubierta con PVA.

En la Figura 28 se observa el ajuste lineal del modelo de Freundlich para los datos
obtenidos de la nanoplataforma cubierta con PVA. La constante K dio un valor de 1.514,
mientras que la pendiente absoluta de la recta obtenida fue de 0.08 y despejando n nos
da un resultado igual a 12.5. A pesar de que este valor de n nos indica que el proceso
de adsorcién se lleva a cabo de manera homogénea, con base a los datos obtenidos
por DLS, podemos suponer que a bajas concentraciones de PVA, este forma una
monocapa sobre la superficie de la nanoplataforma GNR-PLGA-Quitosano hasta
alcanzar un tamafo que se mantiene constante. Sin embargo, al aumentar la
concentracion de PVA (9.67 x10° M) se observa un incremento de tamafio, lo que
sugiere que el polimero de PVA empieza a formar multicapas sobre la nanoplataforma

sin afectar significativamente la carga superficial de la nanoplataforma.
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CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos, DLS, potencial ¢, UV-Vis, AFM y TEM, se puede
concluir que se lograron encapsular GNR en PLGA, lo cual se estabilizd con quitosano
y PVA. El quitosano se agreg0 para invertir la carga de la nanoplataforma y que de esta
manera tuviera una mejor interaccion celular, donde la mejor concentracion, segun los
resultados obtenidos en la isoterma de Langmuir, fue la concentracién de 2.66x10° M
debido que es donde se observa la formacion del plateau y, corroborando con tamafio
de particula y potencial ¢, se obtuvo un tamafio de 161.0 nm con una carga superficial
de 21.6 mV. Se procedié a estabilizar con PVA, debido a que NPs muy positivas son
citotéxicas, donde la mejor concentracion fue 4.83x10® M ya que segun los resultados
obtenidos mediante DLS y potencial ¢ se obtuvo un tamafio adecuado de 197.7 nm y

una carga superficial de 15.5 mV.

% Fue posible desarrollar una nanoplataforma cuya matriz es PLGA y encapsular
GNR.

% Se sintetizaron GNR, donde se observo la absorcion del eje transversal en una
longitud de onda de = 510 nm y la absorcion del eje longitudinal en una longitud de

onda de = 800 nm.

% A su vez, se obtuvieron NPs de PLGA, con un tamafo de 146.0 nm y un potencial ¢
de -39.0 mV, con lo cual se corroboroé la carga negativa del polimero.

% Se obtuvo la nanoplataforma de GNR-PLGA, donde dependiendo de la cantidad de
GNR que se agregaban, aumentaba de tamafio desde 147 nm hasta 156.4 nm y su
potencial ¢ disminuia, haciéndolo menos negativo, desde -32.0 mV hasta -25.8 mV.

s Se estabilizd la nanoplataforma GNR-PLGA con Quitosano, desde una
concentracion de 3.33 x10° M hasta 1.33 x107 M, viendo que con la concentracién
mas baja de Quitosano el tamafio de particula fue de 192 nm y conforme se

aumentd la concentracion, el tamafo fue disminuyendo hasta que los tamafios
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fueron fluctuando entre 155 nm y 165 nm. El potencial { fue de muy negativo a muy
positivo, corroborando que las moléculas catiénicas de Quitosano se adsorbieron en
la superficie de las NPs anionicas de la nanoplataforma GNR-PLGA.

Una vez cubierta la nanoplataforma con Quitosano, se cubrié con PVA para modular
la carga de las particulas, observandose un aumento en el tamafio de particula
conforme se aumentaba la concentracion de este, desde 180 nm hasta 266.7 nm.

Asi mismo, se observé que el potencial { se redujo de 30 mV hasta 3.17 mV.

46



[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

[12]

[13]

BIBLIOGRAFIA

H. N. Banerjee and M. Verma, “Application of Nanotechnology in Cancer,”
Technol. Cancer Res. Treat., vol. 7, no. 2, pp. 149-154, Apr. 2008.

F. M. Britto, “Nanotecnologia , hacia un nuevo portal cientifico-tecnolégico,” pp.
171-183, 2012.

A. Kumari, S. K. Yadav, and S. C. Yadav, “Biodegradable polymeric nanoparticles
based drug delivery systems,” Colloids Surfaces B Biointerfaces, vol. 75, no. 1,
pp. 1-18, 2010.

J. H. Thrall, “Radiology,” 2004.

S. Nie, Y. Xing, G. J. Kim, and J. W. Simons, “Nanotechnology applications in
cancer.,” Annu. Rev. Biomed. Eng., vol. 9, pp. 257-288, 2007.

R. Swaminathan, “Engineering Nanomaterial Surfaces for Biomedical
Applications,” pp. 1-13, 2010.

O. C. Farokhzad, J. Cheng, B. a Teply, I. Sherifi, S. Jon, P. W. Kantoff, J. P.
Richie, and R. Langer, “Targeted nanoparticle-aptamer bioconjugates for cancer
chemotherapy in vivo.,” Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., vol. 103, no. 16, pp. 6315—-
20, Apr. 2006.

P. K. Stoimenov, R. L. Klinger, G. L. Marchin, and K. J. Klabunde, “Metal Oxide
Nanoparticles as Bactericidal Agents,” no. 13, pp. 6679-6686, 2002.

R. M. Navalakhe and T. D. Nandedkar, “Application of nanotechnology in
biomedicine,” vol. 45, no. February, pp. 160-165, 2007.

P. Nasimi and M. Haidari, “Medical Use of Nanoparticles: Drug Delivery and
Diagnosis Diseases,” Int. J. Green Nanotechnol., vol. 1, Jan. 2013.

L. Dykman and N. Khlebtsov, “Gold nanoparticles in biomedical applications:
recent advances and perspectives.,” Chem. Soc. Rev., vol. 41, no. 6, pp. 2256—
82, Mar. 2012.

E. Boisselier and D. Astruc, “Gold nanoparticles in nanomedicine: preparations,
imaging, diagnostics, therapies and toxicity.,” Chem. Soc. Rev., vol. 38, no. 6, pp.
1759-82, Jun. 2009.

E. C. Dreaden, A. M. Alkilany, X. Huang, C. J. Murphy, and M. a El-Sayed, “The

golden age: gold nanoparticles for biomedicine.,” Chem. Soc. Rev., vol. 41, no. 7,

47



[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

pp. 2740-79, Apr. 2012.

A. M. Alkilany and C. J. Murphy, “Toxicity and cellular uptake of gold
nanoparticles: what we have learned so far?,” J. Nanopart. Res., vol. 12, no. 7, pp.
2313-2333, Sep. 2010.

X. Huang and M. a. El-Sayed, “Gold nanoparticles: Optical properties and
implementations in cancer diagnosis and photothermal therapy,” J. Adv. Res., vol.
1, no. 1, pp. 13-28, 2010.

N. Khlebtsov and L. Dykman, “Biodistribution and toxicity of engineered gold
nanoparticles : a review of in vitro and in vivo studies,” pp. 1647-1671, 2011.

E. Locatelli, W. Bost, M. Fournelle, J. Llop, L. Gil, F. Arena, V. Lorusso, and M.
Comes Franchini, “Targeted polymeric nanoparticles containing gold nanorods: A
therapeutic approach against glioblastoma,” J. Nanoparticle Res., vol. 16, no. 3,
2014.

V. Sharma, K. Park, and M. Srinivasarao, “Colloidal dispersion of gold nanorods:
Historical background, optical properties, seed-mediated synthesis, shape
separation and self-assembly,” Mater. Sci. Eng. R Reports, vol. 65, no. 1-3, pp. 1-
38, 20009.

B. Nik and a El Sayed, “Preparation and Growth Mechanism of Gold Nanorods
(NRs) Using Seed - Mediated Growth Method,” no. 16, pp. 1957-1962, 2003.

J. Pérez-Juste, |. Pastoriza-Santos, L. M. Liz-Marzan, and P. Mulvaney, “Gold
nanorods: Synthesis, characterization and applications,” Coord. Chem. Rev., vol.
249, no. 17-18 SPEC. ISS., pp. 1870-1901, 2005.

X. Huang, I. H. EI-Sayed, W. Qian, and M. a. El-Sayed, “Cancer cell imaging and
photothermal therapy in the near-infrared region by using gold nanorods,” J. Am.
Chem. Soc., vol. 128, no. 6, pp. 2115-2120, 2006.

C. J. Murphy, L. B. Thompson, A. M. Alkilany, P. N. Sisco, S. P. Boulos, S. T.
Sivapalan, J. A. Yang, D. J. Chernak, and J. Huang, “The Many Faces of Gold
Nanorods,” pp. 2867-2875, 2010.

D. W. Grainger, “The Williams dictionary of biomaterials,” Mater. Today, vol. 2, no.
3, p- 29, 1999.

H. K. Makadia and S. J. Siegel, “Poly Lactic-co-Glycolic Acid (PLGA) as
Biodegradable Controlled Drug Delivery Carrier,” pp. 1377-1397, 2011.

48



[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

L. S. Nair and C. T. Laurencin, “Biodegradable polymers as biomaterials,” Prog.
Polym. Sci., vol. 32, no. 8-9, pp. 762-798, 2007.

F. Danhier, E. Ansorena, J. M. Silva, R. Coco, A. Le, and V. Préat, “PLGA-based
nanoparticles : An overview of biomedical applications,” J. Control. Release, vol.
161, no. 2, pp. 505-522, 2012.

R. L. Mccall and R. W. Sirianni, “PLGA Nanoparticles Formed by Single- or
Double-emulsion with Vitamin E- TPGS,” no. December, pp. 1-8, 2013.

T. Govender, S. Stolnik, M. C. Garnett, L. lllum, and S. Davis, “PLGA
nanoparticles prepared by nanoprecipitation : drug loading and release studies of
a water soluble drug,” vol. 57, pp. 171-185, 1999.

T. Betancourt, B. Brown, and L. Brannon-Peppas, “Doxorubicin-loaded PLGA
nanoparticles by nanoprecipitation: preparation, characterization and in vitro
evaluation.,” Nanomedicine (Lond)., vol. 2, no. 2, pp. 219-232, 2007.

N. Nafee, M. Schneider, U. F. Schaefer, and C. Lehr, “Relevance of the colloidal
stability of chitosan / PLGA nanoparticles on their cytotoxicity profile,” vol. 381, pp.
130-139, 2009.

C. M. Goodman, C. D. Mccusker, T. Yilmaz, and V. M. Rotello, “Toxicity of Gold
Nanoparticles Functionalized with Cationic and Anionic Side Chains,” pp. 897—
900, 2004.

H. S. Kas, “Chitosan: properties, preparations and application to microparticulate
systems.,” J. Microencapsul., vol. 14, no. 6, pp. 689-711, 1997.

E. Locatelli, I. Monaco, and M. C. Franchini, “Surface Modifications of Gold
Nanorods for Applications in Nanomedicine.,” RSC Adv., 2014.

B. Kim, C. Kim, and K. Lee, “The Intracellular Uptake Ability of Chitosan-coated
Poly ( D, L-lactide- co-glycolide ) Nanoparticles,” vol. 31, no. 8, pp. 1050-1054,
2008.

V. L. Sanjeeb K. Sahoo, Jayanth Panyam, Swayam Prabha, “Residual polyvinyl
alcohol associated with poly ( D, L-lactide-co-glycolide ) nanoparticles affects their
physical properties and cellular uptake R esidual polyvinyl alcohol associated with
poly ( D, L -lactide-co- glycolide ) nanoparticles affects thei,” vol. 82, no. August
2015, pp. 105-114, 2002.

C.-W. Su, C.-S. Chiang, W.-M. Li, S.-H. Hu, and S.-Y. Chen, “Multifunctional

49



[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]
[48]

[49]

nanocarriers for simultaneous encapsulation of hydrophobic and hydrophilic drugs
in cancer treatment,” Nanomedicine, vol. 9, no. 10, pp. 1499-1515, 2014.

J.-H. P. Michael J. Sailor, “Hybrid Nanoparticles for Detection and Treatment of
Cancer,” Adv. Mater., vol. 24, no. 28, pp. 3779-3802, 2013.

X. Wang, Y. Wang, Z. G. Chen, and D. M. Shin, “Advances of cancer therapy by
nanotechnology.,” Cancer Res. Treat., vol. 41, no. 1, pp. 1-11, 2009.

T. S. Hauck, T. L. Jennings, T. Yatsenko, J. C. Kumaradas, and W. C. W. Chan,
‘Enhancing the toxicity of cancer chemotherapeutics with gold nanorod
hyperthermia,” Adv. Mater., vol. 20, no. 20, pp. 3832-3838, 2008.

S. Acharya and S. K. Sahoo, “PLGA nanoparticles containing various anticancer
agents and tumour delivery by EPR effect,” Adv. Drug Deliv. Rev., vol. 63, no. 3,
pp. 170-183, 2011.

A. Wei, “Hyperthermic effects of gold nanrods on tumour cells,” Natioanl Inst.
Heal. Public Access, vol. 2, no. 1, pp. 125-132, 2008.

N. R. Jana, L. Gearheart, and C. J. Murphy, “Wet Chemical Synthesis of High
Aspect Ratio Cylindrical Gold Nanorods,” pp. 4065-4067, 2001.

M. Almada, E. D. Ruiz, J. Ibarra-Hurtado, N. Hassan, M. J. Kogan, R. D. Cadena-
Nava, M. A. Valdés, and J. Juarez, “Growth Kinetics of Gold Nanorods
Synthesized by a Seed-Mediated Method Under pH Acidic Conditions,” J.
Nanosci. Nanotechnol., vol. 16, no. 7, pp. 7707-7714, 2016.

S. Zia, U. Quasim, A. Naveed, M. M. Athar, S. Irfan, M. I. Ali, M. Ahmed, and R. B.
Reddy, “Materials for Drug & Gene Delivery,” vol. 385, no. January, pp. 113-142,
2010.

Malvern instruments, “Zetasizer Nano Series User Manual,” Dep. Biochem.
Biophys. Facil. , Univ. Chambridge, no. 2, p. 207, 2004.

E. N. Kaufmann, Characterization of Materials. John Wiley & Sons, Inc., 2003.

K. S. Birdi, SCANNING PROBE Applications in Science. 2003.

Y. Leng, Related Titles Characterization of Surfaces and Nanostructures Basic
Concepts of X-Ray Diffraction Characterization of Solid Materials and
Heterogeneous Catalysts Advanced Characterization Techniques for Thin Film
Solar Cells Characterization Techniques f, 2nd editio. Wiley-VCH, 2013.

R. D. Near, S. C. Hayden, R. E. Hunter, D. Thackston, and M. A. El-sayed, “Rapid

50



[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

and E ffi cient Prediction of Optical Extinction Coe ffi cients for Gold Nanospheres
and Gold Nanorods,” 2013.

X. Chen, “Modeling of experimental adsorption isotherm data,” Inf., vol. 6, no. 1,
pp. 14-22, 2015.

K. Y. Foo and B. H. Hameed, “Insights into the modeling of adsorption isotherm
systems,” Chem. Eng. J., vol. 156, no. 1, pp. 2-10, 2010.

R. Alvarez-Puebla, “Los avances de la ciencia,” 2016. [Online]. Available:
http://ctqcquimicasostenible.blogspot.mx/2016_01 01 archive.html.  [Accessed:
08-Jun-2016].

E. Kim, J. Yang, J. Choi, J.-S. Suh, Y.-M. Huh, and S. Haam, “Synthesis of gold
nanorod-embedded polymeric nanoparticles by a nanoprecipitation method for
use as photothermal agents.,” Nanotechnology, vol. 20, no. 36, p. 365602, 2009.
A. Sharma and A. Kakkar, “Designing dendrimer and miktoarm polymer based
multi-tasking nanocarriers for efficient medical therapy,” Molecules, vol. 20, no. 9,
pp. 16987-17015, 2015.

51



