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RESUMEN

Se evaltia la temperatura generada por nanoparticulas de oro (AuNPs) al ser irradiadas con luz laser para su utilidad en terapia fototér-
mica plasménica fotdnica o multifoténica. Las AuNPs fueron sintetizadas por el método de Turkevitch y caracterizadas por técnicas
espectroscopicas. La irradiacion se realiza con un liser Nd:YAG, a longitudes de onda de 532 y 1 064 nm, frecuencias de repeticion 5,
10y 15 Hz durante 210 s. La temperatura fue medida con un termopar tipo K acoplado a una tarjeta Arduino UNO®. Las AuNPs
muestran tamanos de 20.7 + 0.2 nm, forma esférica y un méximo de absorcion UV-Vis en 520.16 4+ 0.93 nm. La irradiacién a 1 064 nm
exhibe mayor incremento de temperatura en 3.4, 1.9,y 1.2 veces mds que a 532 nm a las respectivas frecuencias.

PALABRAS CLAVE: nanoparticulas de oro, excitacion foténica, excitacién multifotdnica.

ABSTRACT

Temperature generated by AuNPs when irradiated with laser, was evaluated to determine their usefulness in photonic plasmonic photo-
thermal therapy or multiphotonic plasmonic photothermal therapy respectively. AuNPs were synthesized by the Turkevitch method and
characterized by spectroscopic techniques. The AuNPs were irradiated by a Nd:YAG laser for 210 s, with 532 and 1 064 nm wavelength at
5,10 and 15 Hz pulse repetition rate frequency. Temperature recording was carried out every second by a type-K thermocouple bounded
to an Arduino UNO® card. AuNPs showed spherical shape, size of 20.7 + 0.2 nm and a maximum absorption peak of 520.16 + 0.93 nm.
Irradiation at 1 064 nm exhibits higher temperature increase by 3.4, 1.9, and 1.2 times more than at 532 nm at the respective frequencies.

KeYworps: gold nanoparticles, photonic excitation, multiphotonic excitation.
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INTRODUCCION

El calentamiento de nanoparticulas de oro (AuNPs), inducido por excitacién fotdnica, es la base de la terapia foto-
térmica plasmonica, la cual utiliza el calor generado por las AuNPs cuando son irradiadas por luz ldser para producir
ablacién térmica a nivel celular (Liu ez al., 2018; Ma ez al., 2019; Sivasubramanian ez a/., 2019; Zhang ez al., 2019).

Cuando las AuNPs son expuestas a la luz laser experimentan un fenémeno conocido como resonancia del plasmén
de superficie (RPS), donde los electrones libres de los d&tomos de oro se excitan a un estado de oscilacién colectivo.
Se produce entonces una separacion de las cargas de los d&tomos superficiales que forma un dipolo eléctrico. Cuan-
do los electrones en resonancia colectiva regresan a su estado base, lo hacen mendiante la liberacién de energia al
medio en forma de una red caliente de electrones que, a su vez, transfieren su energfa a una onda expansiva de calor
conocida como fonén. La RPS le permite a las AuNPs absorber o dispersar parte de la luz incidente (Aioub ez 4/.,
2018; Ali ez al., 2019; Panikkanvalappil e al., 2017). Al respecto, la absorcién se utiliza para conseguir imdgenes
opticas de contraste de fase, fototérmica, fotoactstica y microscopia de campo oscuro, mientras que la dispersiéon
induce la generacién de calor. Estudios previos han reportado que la temperatura originada a escala nanométrica
(en las inmediaciones de la nanoparticula) es cercana a los 800 °C, mientras que a escala microscdpica el aumento
de la temperatura es en el orden de unas pocas decenas de grados (Huang y El-Sayed, 2010).

El éxito para obtener imdgenes o generacién de calor con AuNPs depende sobre todo de su forma y tama-
flo, caracteristicas que tienen una relacién directa con el método de sintesis. En tal sentido, cabe mencionar
que nanoparticula es aquella estructura con un tamano entre 1-100 nm en alguna de sus dimensiones. Entre
los métodos para la sintesis de AuNPs se encuentra la sintesis por reduccién de Au (III) con surfactantes, la
sintesis asistida por microondas, la sintesis sonoquimica y la sintesis por ablacién laser. Al respecto, el método
mds usado es la reduccion con citrato de sodio al permitir que se obtengan nanoparticulas de 20 nm. En la
actualidad es posible sintetizar AuNPs con diferentes geometrias y tamanos (cilindros, cubos, cajas, esferas,
hilos, etc.), caracteristicas que repercuten en sus propiedades dpticas. Por ejemplo, las nanoparticulas esféricas
presentan sélo una banda de RPS, en tanto que aquellas con morfologfa cilindrica presentan dos bandas (una
asociada a la resonancia longitudinal y la otra a la resonancia transversal). El tamafio y forma de las nano-
particulas determinan la longitud de onda donde se experimenta la RPS (Riley y Day, 2017). Las bandas de
RPS pueden ser monitoreadas por espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis), mientras que la microscopia
clectrénica de transmisién (TEM) permite determinar su forma y tamaio.

Algunos autores han sugerido que nanoparticulas de tamano >40 nm dispersan mayor cantidad de luz; en
cambio, los tamafios menores experimentan mayor absorcion (Liu ez 4/, 2019). Ante esto, la gran limitante para
la obtencién de imdgenes dpticas y/o induccién de generacion de calor con AuNPs radica en el tamafio, porque
determina la longitud de onda ala cual la nanoparticula experimente RPS. En lo que toca a las imagenes dpticas,
se requiere que la longitud de onda de la radiacion dispersa (1) esté dentro del rango espectral del infrarrojo
cercano (NIR, por sus siglas en inglés), = 700-1 000 nm, ya que el tejido bioldgico es transparente para estas
longitudes de onda debido a su baja absorcién y dispersion, asi como a su minima autofluorescencia (Huh ez 4/,
2018). En el caso de la generacién de calor se requieren longitudes de onda de absorcién (1) cercanasa 532 nm,
longitud de onda que estd dentro del rango espectral donde el tejido biolégico es muy absorbente y dispersante,
por lo cual se requiere otra estrategia para irradiar las nanoparticulas de forma eficiente.

Una alternativa a la terapia fototérmica plasménica (usando AuNPs) es la terapia fototérmica plasménica mul-
tifoténica, en donde la RSP se induce por medio de la absorcién simultinea de dos fotones infrarrojos de 1 064
nm, en lugar de uno a 532 nm, como lo es para la primera. De esta forma, se cumple con la energfa (y longitud
de onda) necesaria para inducir la RPS de las AuNPs embebidas en tejido bioldgico, pues la energfa de un fotén
de 532 nm es igual a la suma de las energfas de dos fotones de 1 064 nm. La figura 1 muestra en un esquema el
fenémeno de absorcién multifoténica (Szepes y Tarczay, 1999; Paschotta, 2019).
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FIGURA 1

Esquema de absorcion multifotdnica
Fuente: elaboracién propia.

La ventaja que ofrece la terapia fototérmica plasmonica multifotdnica es que, al utilizar fotones de mayor lon-
gitud de onda, hay menor absorcién por los componentes de los tejidos bioldgicos. El rango espectral donde laluz
tiene méxima penetracion en tejido se denomina ventana dptica. En esta ventana el tejido llega a ser parcialmente
transparente a la luz visible e infrarroja, por lo que la misma presenta su méxima penetracién. El tejido presenta
dos ventanas 6pticas, la primera es la NIR I que va de 650 a 850 nm (rango espectral definido entre la banda de
absorcion visible de la hemoglobina) y la segunda es la NIR I que va de 950 a 1 350 nm (que corresponde a las
bandas de absorcién de agua) (Golovynskyi ez 4/., 2018). Ambas ventanas pueden ser aprovechadas en terapia
fototérmica plasménica multifoténica para lograr una mayor penetracion bioldgica.

Con base en este contexto, el objetivo de este articulo es evaluar el incremento de temperatura generado por nanopar-
ticulas de oro al ser la irradiadas con luz laser de una longitud de onda de 532 nm, como método de terapia fototérmica
plasmoénica, y con unalongitud de onda de 1064 nm, como método de terapia fototérmica plasménica multifotdnica.

1. METODOLOGIA
1. 1. Sintesis y caracterizacion de las nanoparticulas de oro

Las AuNPs se sintetizaron por el método que reportd Turkevitch en 1951, mediante la reduccién de 4cido clo-
rodurico (HAuCly) con citrato de sodio [Na3C3H5O(COQ)3]). Todos los materiales utilizados se lavaron tres
veces con agua regia (3HCI:1HNQO3), agua desionizada y agua grado inyectable. Después, se esterilizaron por
calor seco con la finalidad de eliminar toda impureza de los materiales.

El primer paso consisti6 en calentar a ebullicién 100 mL de una solucién de citrato de sodio trihidratado 1.7
mM con agitacién constante. En seguida, se adicionaron 0.87 mL de HAuCly al 1% a la solucién anterior; al
momento de la adicién del HAuCly, se percibié un cambio de color de amarillo claro a rojo fuerte, lo que indicé
la formacién de las nanoparticulas de oro; posterior a esto, la mezcla se retir6 del calor. Por tltimo, las nanopar-
ticulas se purificaron por didlisis, para lo cual se emplearon membranas de celulosa Spectra/Por Float-A-Lyzer
G2 (100 kD) durante 24 horas en 0.5 L de agua grado inyectable, con dos cambios agua.

La solucién de AuNPs resultante se caracterizé por espectroscopia UV-Vis para monitorear la banda de RPS aso-
ciada a la forma y tamano que tienen y por TEM para evaluar su tamafio y morfologfa. Los espectros de absorcion se
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adquirieron en un espectrofotémetro UV-Vis marca PerkinElmer modelo Lambda Bio, donde se colocaron 1 000 uL
de la solucién en una celda de cuarzo de 1 cm con barridos en un rango de 400 a 700 nm. Los analisis se hicieron al
instante de la sintesis y también alas 36 h posteriores con la finalidad de observar la estabilidad de las AuNPs sintetizadas.

Las micrografias se obtuvieron con un microscopio electrénico de transmisién marca JEOL JEM 2010 HT
operado a 200 kV. Las muestras se prepararon colocando una gota de la solucién de AuNPs en rejillas de cobre
recubiertas con carbén. Los tamafios de particula se cuantificaron gracias al programa Image]J; en cuanto a esto,
se contaron al menos 600 nanoparticulas para determinar el didmetro promedio y la distribucién de la muestra

1. 2. Irradiacién y monitoreo de la temperatura generada por las nanoparticulas de oro

Lairradiacién de las muestras de AulNPs se realizé con un laser Nd:YAG de la marca C&antel@), modelo Q-smart
100, el cual cuenta con dos longitudes de onda disponibles: la fundamental de 1 064 nm y la del segundo arménico
(532 nm). Provee una energfa maxima de 108 mJ a 1 064 nm y de 49 mJ a 532 nm y una frecuencia de repeticién
variable de 1 a 20 Hz. Todas las muestras se irradiaron durante un tiempo de 210 s con ambas longitudes de onda
a frecuencias de repeticién de 5, 10 y 15 Hz. Este tiempo de irradiacion (210 s) es el considerado en la terapia
fototérmica plasménica para entregar una densidad de energfa acumulada de 233 J/cm?. La densidad de energfa
total entregada (DE) en cada una de las irradiaciones se calculé con la siguiente ecuacion:

Dp=Dp*t (1)

Donde: Dp es la densidad de potencia [mW/cm?] y ¢ es el tiempo de irradiacién [s].
La densidad de potencia [Dp], por su parte, se calculé mediante esta ecuacion:

Dp=P,/A (2)

Donde: Py, es la potencia media del laser a la longitud de onda utilizada en el nivel méximo de energfa, que se
obtiene en m]/s,y 4 es el drea de irradiacién en cm?.

Para las irradiaciones se utiliz6 un mililitro de la muestra de AuNPs y un grupo control (buffer de fosfato, PBS por
sus siglas en inglés) que se colocaron en un vial de vidrio con la finalidad de evitar la posible absorcién de la energfa del
laser por el contenedor de la muestra. Cada irradiacion, con sus respectivas variaciones de frecuencia de repeticion
del l4ser, se realizé por triplicado. El esquema estructural de la irradiacién de las muestras se encuentra en la figura 2.

FIGURA 2
Arreglo experimental. Liser de Nd:YAG, cubeta de cuarzo con la muestra y el sistema de monitoreo

de la temperatura
Fuente: elaboracién propia.
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En un inicio las muestras se encontraban a temperatura ambiente. Durante cada una de las irradiaciones, la
temperatura se monitore$ con un termopar tipo K acoplado a una tarjeta Arduino UNO® (figura 2), codificada
en Matlab para la medicién de temperatura por segundo. El termopar fue sumergido en cada una de las muestras
durante las irradiaciones.

Se realizaron las curvas de temperatura vs. tiempo para cada una de las variaciones de pardmetros de irradiacién con
la finalidad de determinar las condiciones dptimas para llevar a cabo la terapia fototérmica plasménica multifotdnica.

2. RESULTADOS
2. 1. Sintesis y caracterizacion de las nanoparticulas de oro

Con el método de Turkevich se realizé la sintesis de las AuNPs, donde el citrato, ademds de ser el agente reduc-
tor, también fungié como el agente estabilizante de la suspensién coloidal. La formacién de las AuNPs se pudo
observar tras el cambio de color de amarillo claro a rojo fuerte después de anadir la solucién de HAuCly a la de
citrato, lo cual es indicativo de la correcta formacién de las nanosestructras.

La figura 3 ilustra los espectros de absorcién UV-Vis de las AuNP inmediatamente después de ser sintetiza-
das, asi como también los que se obtienen pasadas 36 h. Las bandas de absorcidn, correspondientes a la RSP se
encuentran centradas a alrededor de los 520 nm, tanto para los espectros adquiridos inmediatamente después de
la sintesis como para los espectros correspondientes a las 36 h.

1.6 — Sintesis 1, #=0h, A =520.7 nm.
4 e Sintesis 2, 7=0h, 21 =519.6 nm.
1.4 SN - —""Sintesis 3, 7=0h, A =519.2 nm.
i P £ Sintesis 1, =36 h, 1 =521.2 nm.
12 A | NIRRT Sintesis 2, /=36 h, 2 =519.9 nm.
B S rd i Sintesis 3, /=36 h, A =519.4 nm.
= 1.04
2 ]
<
5 0.8
g
E .
2 0.6
o
< ]
0.4
0.2
0.0 T T T T T T T T T T i !
400 450 500 550 600 650 700
Longitud de onda (nm)
FIGURA 3

Espectros de absorcion UV-Vis de nanoparticulas de oro después de ser sintetizadas y después de 36 h
Fuente: elaboracién propia.

La figura 4 presenta una micrografia TEM de las AuNDPs sintetizadas, donde se observa que las nanoparticulas
obtenidas fueron de morfologfa esférica, asi como también el histograma de frecuencias (1 = 600) de las tres sintesis
realizadas con el porcentaje de frecuencias correspondiente al didmetro de las nanoparticulas. El didmetro promedio
de las AuNPs sintetizadas fue de 20.7 + 0.2 nm, obtenido a partir del ajuste de la funcién gaussiana del histograma.
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FIGURA 4
Micrografia obtenida de las AuNP:s sintetizadas por microscopia electrénica de barrido e histograma

de frecuencias por conteo de micrografias
Fuente: elaboracién propia.

2. 2. Irradiacién y monitoreo de la temperatura generada por las nanoparticulas de oro

El cuadro 1 exhibe los parametros de irradiacion utilizados, asi como también los cdlculos empleados para
obtener la energfa total entregada (DE,;) en cada una de las irradiaciones. Como se puede observar la
DE, en lairradiacién a 1 064 nm es el doble de la entregada a 532 nm, lo cual se debe a que en la emisién
fundamental se tiene mayor numero de fotones de longitud de onda de 1 064 nm en comparacién con los
fotones que se tienen a 532 nm; cabe recordar que la energia de un fotdén es inversamente proporcional a su
longitud de onda. Asi, se podria pensar que la irradiacién de 1 064 nm produciria el doble de la cantidad
de calor; sin embargo, el calor depende de que en las AuNps se genere la RPS, lo cual s6lo sera posible si la
frecuencia de irradiacidn es suficiente para producir absorcién multifotdnica.

Los resultados del incremento de temperatura alcanzados para la irradiacién a 532 nm y 1 064 nm con
sus correspondientes variaciones en la frecuencia de repeticién de laser se muestran en las figuras 5y 6.

Como se aprecia, la velocidad del incremento de temperatura es mayor en la irradiacion de las AuNPs a 1 064
nm para cada una de sus frecuencias, aunque también lo es para las muestras control, lo que implicaria un
incremento en los tejidos que no poseen AuNPs y causar su destruccién térmica. Para poder afirmar o refutar
lo anterior, seria necesario realizar pruebas iz vivo con la finalidad de observar los cambios histopatoldgicos
del tejido a profundidad. En la figura 7 se encuentra la comparacién del incremento total de temperatura
para cada una de las irradiaciones con sus respectivas variaciones de frecuencia.

El incremento total de temperatura en la irradiacién de AuNPs a 1 064 nm, con las frecuencias de re-
peticién del laser de 5, 10 y 15 Hz, fue 3.4, 1.9 y 1.2 veces mayor, respectivamente, en comparacion con el
obtenido a 532 nm. Los resultados arrojan que la irradiacién con dicha longitud de onda produce RPS, ya
que la temperatura en las muestras con AuNPs es mayor a las de control, ademds de que la irradiacién a 1 064
nm penetra més en el tejido siendo mas adecuada en aplicaciones 7 vivo, ya que se encuentra dentro de la
ventana dptica del tejido.
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CUADRO 1

Parametros de irradiacion utilizados para la obtencién de energia total entregada
Longitud (nm) 532 1 064
Energia (mJ) 49 108

Frecuencia (Hz) Pm (mlJ/s)

5 245 540

10 490 1080

15 735 1620

Area a irradiar 0.5026 cm?

Densidad de potencia (DP;;, = P;,,/Area)

Frecuencia (Hz) DP;, (W/cmz)
5 0.487 1.074
10 0.974 2.148
15 1.462 3.223

Densidad de energia (DEy;, = DPy, * tiempo)

Tiempo de irradiacion = 210 s

Frecuencia (Hz) (DEm (J/cm?)
5 102.27 225.54
10 204.54 451.08
15 307.02 676.83

Fuente: elaboracién propia.
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FIGURA 5

Incremento de la temperatura en la irradiacién a 532 nm con frecuencias de repeticién de 5,10y 15 Hz
Fuente: elaboracién propia.
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FIGURA 6

Incremento de la temperatura en la irradiacion a 1 064 nm con frecuencias de repeticion de 5, 10y 15 Hz
Fuente: elaboracién propia.
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FIGURA 7

Incremento total de temperatura obtenido con irradiacién a 532 nmy 1 064 nm con frecuencias de
repeticiéon de 5,10y 15 Hz

Fuente: elaboracién propia.
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PRrROSPECTIVA

Los resultados muestran un mayor incremento de temperatura con la irradiacién a 1 064 nm en comparacién
ala obtenida con 532 nm. A su vez, indican que a 1 064 nm hubo absorcién multifoténica en los electrones
superficiales de las AuNPs que generd la RPS y, como consecuencia, la produccién de calor. El incremento de
temperatura es el primer indicador considerado para la posible aplicacién en terapia fototérmica plasménica
multifoténica. Otro indicador es el alcance que posee lalongitud de onda de 1 064 nm, ya que ésta se encuentra
dentro de la ventana éptica del tejido, por lo que los componentes del tejido presentan menor absorcién de
esta longitud y dan la posibilidad de realizar la terapia en tejidos més profundos.

Aunado a lo anterior, en el 4rea de la medicina hoy en dia las AuNPs han mostrado una gran aplicacién, de-
bido a la facilidad de conjugar a su superficie diferentes moléculas bioldgicamente activas (péptidos, proteinas,
fluoréforos, entre otros) (Kasten ez al., 2013; Luna-Gutiérrez ez al., 2012). Esta caracteristica abre la posibilidad
de aplicar terapias combinadas e incluso terapia y diagndstico (terandstica), como ya algunos autores lo han
sugerido en otros campos como la medicina nuclear. La implementacién de la terapia fototérmica plasmoénica
multifotdnica y las técnicas de imdgenes sugeridas (imagen éptica) producirfan un menor dafio bioldgico que
otras terapias o técnicas de imagen de uso clinico en la actualidad.

Los resultados conseguidos permiten continuar el estudio en tejido bilégico para conocer pardmetros de apli-
cacion clinica, como la eficiencia de produccion de calor a profundidad en tejidos homogéneos y no homogéneos
y, en un futuro, implementar métodos alternativos de tratamiento de diferentes enfermedades, como el cdncer,
basados en la terapia fototérmica plasménica multifotdnica.

CONCLUSIONES O RESULTADOS

Las nanoparticulas de oro se sintetizaron con un tamafo de 20.7 + 0.2 nm y morfologia esférica. La espectroscopia
UV-Vis mostré una banda de absorcién centrada a 520 nm tanto para las AuNPs analizadas después de la sinte-
sis como para las analizadas luego de 36 horas. Los resultados indican que dichas nanoparticulas se mantienen
fisicoquimicamente estables.

Posterior a la irradiacion con la longitud del ldser de Nd:YAG de 532 nm (con variaciones de frecuencia de
repeticién del ldser de 5, 10 y 15 Hz), se produjo calor y por ende el incremento de temperatura (hasta ~90 °C,
15 Hz). Sin embargo, la irradiacion a la longitud de onda de 1 064 nm mostré un incremento de temperatura de
3.4, 1.9y 1.2 veces mds respecto a la lograda a 532 nm respectivamente. Con base en estos resultados, se puede
afirmar que se experiment6 absorcién multifoténica en los electrones superficiales de las AuNPs, generada por
la RPS y la subsecuente produccién de calor. Lo anterior, abre la posibilidad de la aplicacién futura de la terapia
fototérmica plasménica multifotdnica.
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