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Resumen

El grupo de trabajo del Laboratorio Nacional de Investigacion y Desarrollo de
Radiofarmacos (LANIDER) del ININ desarrolla desde hace mas de 20 afios radiofarmacos
para diagnostico y terapia. Recientemente desarrollé uno basado en nanoparticulas de oro
(AuNPs) funcionalizadas con la secuencia peptidica Arg-Gly-Asp (RGD). La secuencia
RGD ha mostrado una gran afinidad por las integrinas ayf3 sobre expresadas en diversas
células de cancer.

Cuando las AuNPs se exponen a radiacién electromagnética como luz laser, se induce el
efecto de resonancia de plasmdn de superficie (SPR), en este, los electrones libres absorben
y dispersan a la luz. Estos procesos son descritos por la teoria de Mie, la cual determina la
probabilidad del proceso mediante sus secciones eficaces C,ps Y Cscq, YCONsidera a la suma
de éstas como la seccion eficaz de extincion C,,;. La Cy;s €sta directamente relacionada
con la produccion de calor que genera la AuNP (con un alcance de temperatura de = 800°C)
y se ha demostrado que causa destruccion celular térmica irreversible por el aumento
incontrolado de temperatura, proceso denominado Terapia Fototérmica Plasmonica.

Por lo anterior, el objetivo general de este proyecto fue evaluar tedricamente el cambio de
temperatura en tejido por la presencia del conjugado AuNP-RGD al ser irradiado con luz
laser mediante un modelo de difusion de calor que considera los coeficientes de absorcion,
dispersion y extincion del sistema. De igual manera, el valor tedrico se correlaciono con el
valor experimental obtenido al irradiar dicho sistema con luz laser de 532 nm.

El desarrollo de este proyecto se planted en dos fases, una tedrica y una experimental. En la
primera, se determinaron l0os C,ps, Cscq Y Cex: Mediante teoria Mie, considerando a las
AUNP-RGD en agua y tejido (higado y colon). En la segunda se irradiaron muestras de
AUNP-RGD en agua y tejido con un laser pulsado de Nd:YAG a una longitud de onda de
532 nm y frecuencias de repeticion variables (5, 10 y 15 Hz) y se monitoreo la temperatura
cada segundo usando un termopar, se construyeron las graficas de temperatura vs tiempo y
se plante6 un modelo de distribucién de temperatura ente los datos tedricos y los
experimentales.

De la teoria Mie se determiné que el C,,, obtenido a 532 nm para las diferentes muestras
no representa el valor maximo, sino, el 94%, 98% y 96% de su valor maximo para AuNP-
RGD en agua, colon e higado respectivamente, obtenidos a 522.5 nm y 525 nm. En la parte
experimental se determind que el incremento de temperatura a nivel macroscépico después
de una irradiacion de 200 s a una frecuencia de 10 Hz 6 90 s a una frecuencia de 15 Hz es
alrededor de 13°C para una concentracion de 6.54x10**AuNP/mL. A partir de las curvas de
temperatura vs tiempo se construyd un modelo de una temperatura basado en los valores
tedricos de Cg,s Y un factor de correccion por pérdida de masa que describe el
comportamiento a nivel macroscépico del sistema.

Como conclusion de este proyecto tenemos que los calculos de 10S Cy,pg, Cocq Y Ceoxr Para
(AuNP-RGD)-agua, (AuNP-RGD)-colon y (AuNP-RGD)-higado ayudan a entender el
incremento de temperatura observado cuando son irradiados con luz laser de 532 nm. El



incremento de temperatura fue suficiente para producir muerte celular por terapia
Fototérmica Plasmédnica.



Summary

The working group of National Laboratory of Research and Development of
Radiopharmaceuticals (LANIDER) from ININ has developed radiopharmaceuticals for
diagnosis and therapy at last for the last 20 years. Recently it developed a
radiopharmaceutical based on gold nanoparticles (AuNPs) functionalized with the peptide
sequence Arg-Gly-Asp (RGD). The RGD sequence has shown a high affinity for oyfs
integrins over-expressed in various cancer cells.

When AuNPs are exposed to electromagnetic radiation as laser light, the surface plasmon
resonance (SPR) effect is induced, in which the free electrons absorb and disperse to light.
These processes are described by Mie theory, which determines the probability of the
process by its effective sections C,,s and C,., and considers the sum of these as effective
extinction section C,,;. C,ps 1S directly related to the heat production generated by the
AuNP (with a temperature range of =800 °C) and has been shown to cause irreversible
thermal cell destruction due to uncontrolled temperature increase, a process called Plasma
Photothermal Therapy.

Therefore, the overall objective of this project was to theoretically evaluate the change in
tissue temperature by the presence of the AUNP-RGD conjugate when irradiated with laser
light using a heat diffusion model that considers the absorption, dispersion and extinction
coefficients of the system. Likewise, the theoretical value was correlated with the
experimental value obtained when irradiating the system with laser light of 532 nm.

The development of this project was planned in two phases, one theoretical and one
experimental. In the first, C,ps, Cseq and C.,; Were determined by Mie theory, considering
the AUNP-RGD in water and tissue (Liver and Colon). In the second, samples of AuNP-
RGD were irradiated in water and tissue with a pulsed Nd: YAG laser at a wavelength of
532nm and variable repetition frequencies (5, 10 and 15 Hz) and temperature was
monitored every second using a thermocouple, temperature vs time graphs were
constructed and a model of temperature distribution was proposed between the theoretical
and experimental data.

From Mie theory it was determined that C,,, obtained at 532nm for different samples does
not represent the maximum value, otherwise, for AUNP-RGD in water, colon and liver are
respectively 94%, 98% and 96% of their maximum value obtained at 522.5 nm and 525 nm.
From experimental part, it was determined that temperature increase at macroscopic level is
about 13 °C with a concentration of 6.54x1011 AuNP /mL after an irradiation of 200s at a
10Hz frequency and after 90s at 15 Hz frequency. Using temperature vs time curves a
temperature model was constructed based on theoretical values of C,,, and a mass loss
correction factor describing the behavior at the macroscopic level of the system.

As a conclusion of this project, we have that calculations of C,js, Cscq and C,,; for (AuNP-
RGD)-water, (AuNP-RGD)-colon and (AuNP-RGD)-liver help to understand temperature
increase observed when they are irradiated with laser light at 532 nm. Observed
temperature increase was approximately 13 °C which is sufficient to produce cell death by
plasmonic photothermal therapy.
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AuNPs Nanoparticulas de oro

SPR Resonancia del plasmén de superficie
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Qext Coeficiente de extincion
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PBS Disolucién buffer de fosfatos (pH 7.0)
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de fotén Unico

UV-Vis Ultravioleta-visible
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Calor especifico del oro

Masa de agua

Volumen de agua

Densidad de agua

Masa de una AuNp

Volumen de una AuNp
Densidad de una AuNp
Velocidad de la luz en el vacio
Frecuencia

Energia pico (por pulso)
Tiempo pico (por pulso)
Potencia pico

Potencia media

Densidad de potencia o irradiancia
Energia total liberada

Calor de evaporacion
Conductividad térmica del oro
Radio de la AuNp
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CAPITULO I: INTRODUCCION

El grupo de trabajo del Laboratorio Nacional de Investigacion y Desarrollo de
Radiofarmacos (LANIDER) del Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares (ININ) ha
desarrollado diversos radiofarmacos entre los cuales se encuentran sistemas basados en
nanoparticulas de oro (AuNPs).

Las AuNPs se caracterizan por su alta biocompatibilidad, sus propiedades Opticas
(absorcion y dispersién de la luz) y capacidad de formacién de los enlaces Au-S y Au-N
con alta estabilidad quimica lo que hace posible la funcionalizacion de éstas con una gran
variedad de moléculas como péptidos, proteinas, cadenas de ADN, polimeros y otras
moléculas [1]; ademas es posible combinar simultaneamente algunos de estos elementos
funcionales en una misma particula. Varios estudios han demostrado que estos sistemas
presentan biocompatibilidad, estabilidad, multimericidad y alto reconocimiento molecular
especifico [1-4].

Uno de los sistemas desarrollado por LANIDER que ha mostrado una amplia aplicacion en
el area de Medicina Nuclear para tratamiento de diversos tipos de cancer [1,2,5], es el
formado por nanoparticulas de oro funcionalizadas con la secuencia tripeptidica Arg-Gly-
Asp (RGD) vy radiomarcado con ’Lu [6]. La secuencia RGD ha mostrado una gran
afinidad por las integrinas avPs. Estas integrinas estan expresadas en bajos niveles en las
células epiteliales y en las células endoteliales maduras, pero estan altamente expresadas en
células endoteliales activas en la neovasculatura de tumores, incluyendo osteosarcomas,
neuroblastomas, glioblastomas, melanomas, carcinomas de pulmén y cancer de mama [7-
10].

Por otro lado, el ¥’Lu es uno de los radiontclidos mas empleados en el area de Medicina
Nuclear para dar tratamiento a diversos tipos de cancer, debido al depdsito de su energia en
las inmediaciones del decaimiento, lo que genera una irradiacion homogénea al sitio de
interés (efecto de fuego cruzado). El Y"Lues un emisor beta negativo con una Emax = 497
KeV (abundancia 78.6%), 384 KeV (9.1%) y 176 KeV (12.2%) y una Emin = 0.134 MeV
con un alcance promedio de 2 mm en tejido blando, ademas, es un emisor de gamma E, =
113 KeV (6.4%) y 208 KeV (11% de abundancia), apropiado para la adquisicion de
imagenes in vivo en camara gamma Yy SPECT, para la realizacion de estudios dosimétricos
personalizados previos a la terapia radionuclidica [11,12].

Actualmente, el uso de las AuNPs no solo radica en la formacion de nanosistemas
multiméricos; por sus propiedades Opticas, son consideradas buenas candidatas para la
obtencién de imagenes Opticas por contraste de fase, microscopia de campo oscuro, imagen
fototérmica y/o imagen fotoacuUstica. Ademas, han sido propuestas como nanocalentadores
ya que al absorber luz son capaces de convertir esa luz en energia calorifica [1-4].
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Cuando las AuNPs se exponen a radiacion electromagnética como luz laser, la oscilacion
del campo electromagnético de la luz induce una oscilacion colectiva de los electrones
libres presentes en el arreglo periddico de los atomos. Los electrones libres forman un
dipolo en direccion al campo eléctrico de la luz. Se sabe que la maxima amplitud de
oscilacion se da a una frecuencia especifica, llamada resonancia de plasmon de superficie
(SPR, por sus siglas en inglés) [5,13-15]. La SPR depende de la longitud de onda incidente,
el tipo de metal de la nanoparticula, forma, estructura, composicion y la constante
dieléctrica del medio circundante. Cabe sefialar que para que se genere el efecto de SPR es
necesario que se cumpla la siguiente relacion: e; = —2¢,,, donde &; es determinada por la
parte real de la funcién dieléctrica de las AuNPs y ¢,, por la funcién dieléctrica del medio.
En el caso de AuNPs suspendidas en agua el efecto de SPR se encuentra alrededor de los
520 nm [13].

En el proceso de SPR los electrones libres de la AuNPs absorben y dispersan a la luz
incidente, estos procesos son descritos analiticamente por la teoria de Mie. Esta teoria
provee la solucion analitica exacta de las ecuaciones de Maxwell para la dispersion y
absorcion de las ondas electromagnéticas en nanoparticulas esféricas. Dicha teoria,
determina la probabilidad de absorcion y dispersion mediante la seccion eficaz de absorcion
Cps(M?) y la seccion eficaz de dispersion Cs.,(m?) respectivamente y considera a la suma
de éstas como la seccion eficaz de extincion C,,, (m?). Cuando la seccion eficaz es dividida
por el area de interaccion da como resultado la eficiencia, ya sea de absorcion, dispersion
y/o extincion [16].

El coeficiente de absorcion (C,;s) esta directamente relacionado con la produccion de calor
que genera la AuNP y se ha demostrado que este causa destruccion celular térmica
irreversible, proceso que ha sido llamado Terapia Fototérmica Plasmonica.

Las propiedades Opticas de absorcion y dispersion son fuertemente dependientes del
tamafo, forma y funcion dieléctrica del medio circundante, por ejemplo para particulas
pequefias esféricas (5-10 nm de didmetro) en agua, la eficiencia de extincion C,,; €s igual a
la eficiencia de absorcion Cy,,¢ y la eficiencia de dispersion Cs., es insignificante, pero al
aumentar el tamafio de las AUNPs se observa la disminucién en la eficiencia de absorcién y
un aumento en eficiencia de dispersion [17-20].

Se ha demostrado que in vitro las AuNPs son eficientes para terapia Fototérmica
Plasmodnica ya que la energia absorbida por la AuNPs e convierte rapidamente en calor (en
el orden de los femtosegundos). Se alcanzan temperaturas de aproximadamente 800 °C
alrededor de la nanoparticula, generando aumento de unas pocas decenas de grados a nivel
macroscopico, suficientes para producir a nivel celular desnaturalizacion de proteinas,
cambios conformacionales de ADN y/o ARN, entre otros que llevan a la muerte celular por
destruccion celular térmica [21-25].
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Una limitacion de la aplicacion de la terapia Fototérmica Plasmonica a nivel in vivo, es la
alta absorcion de la luz que presentan los tejidos bioldgicos, esto debido a la gran cantidad
de agentes absorbentes presentes como la hemoglobina y la melanina, lo que ha impedido
llevar al campo de aplicacion clinica este tipo de terapia. Los estudios hasta ahora
realizados en esta terapia comprenden medios homogéneos como el agua, donde las
constantes dieléctricas son conocidas y la cantidad de calor generada por la nanoparticula
sigue un modelo de distribucién bien definido. Por otro lado, los estudios con medios
complejos como tejidos biolégicos no han sido descritos en su totalidad, ya que se
presentan diversas dificultades para establecer los pardmetros que determinan la cantidad
de calor dtil para impartir terapia Fototérmica Plasmonica.

Para establecer una metodologia capaz de impartir de manera eficiente terapia Fototérmica
Plasmonica se debe tomar en cuenta las propiedades Gpticas del tipo de tejido y de las
nanoparticulas, ademas de las propiedades fisicas del laser usado para la irradiacién. Lo que
hace extenso el campo de estudio en esta area.

Tomando en cuenta lo descrito anteriormente, el objetivo general de este proyecto
esevaluar tedricamente el cambio de temperatura en tejido por la presencia del conjugado
AUNP-RGD al ser irradiado con luz laser mediante un modelo de difusion de calor que
considera los coeficientes de absorcion, dispersion y extincion del sistema y correlacionar
el valor tedrico obtenido con el valor experimental al irradiar dicho sistema con luz laser de
532 nm.
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CAPITULO Il: ESTADO DEL ARTE

2.1. Estado del Arte

El cancer es un término genérico que designa a un amplio grupo de enfermedades que
pueden afectar a cualquier parte del organismo; también se habla de “tumores malignos” o
“neoplasias malignas”. Una caracteristica del cancer es la multiplicacion rapida de células
anormales que se extienden mas alld de sus limites habituales y pueden invadir partes
adyacentes del cuerpo o propagarse a otros Organos, este proceso es conocido como
metastasis segun el Instituto Nacional Del Cancer [26]. La Organizacion Mundial de la
Salud da por hecho que las metéastasis son la principal causa de muerte por cancer [27]. Las
células que forman estos tumores son llamadas células de cancer.

Ademas, se sabe que el cancer es una de las primeras causas de muerte a nivel mundial,
acorde con la organizacion mundial de la salud (OMS) ya que en el 2012 se le atribuyeron
8.2 millones de muertes y se espera que los casos anuales diagnosticados aumentaran de 14
millones en el 2012 a 22 millones por afio en las proximas decadas [28].

El cancer es también la tercera causa de muerte en México y estimaciones de la Union
Internacional Contra el Cancer (UICC), cada afio se suman mas de 128,000 casos de
mexicanos. Existen 100 tipos de cancer, la mayoria son curables si se detectan en etapas
tempranas. En México, el Institucional del Instituto Nacional de Cancerologia reporta que
el 60% de los casos son detectados en etapa avanzada.

El Instituto Nacional del Cancer reporta que entre las terapias actuales empleadas para el
tratamiento del cancer se encuentran la cirugia, la quimioterapia y la radioterapia, entre
otras [26]. Si bien estas han sido aceptadas y practicadas durante décadas presentan un gran
namero de inconvenientes y efectos secundarios, por tal motivo es necesaria la busqueda de
nuevas técnicas de diagndstico y/o tratamiento que sean especificamente dirigidas a las
células tumorales y asi evitar el dafio a las células normales, contrarrestando los efectos
ocasionados.

Dentro de la Medicina Nuclear, encontramos a la radioterapia de blancos moleculares, la
cual tiene como objetivo, entregar una dosis maxima de radiacion a los tumores mediante el
empleo de radiofarmacos. Dicha entrega debera ser de forma selectiva y localizada, para
poder generar un efecto terapéutico a través del deposito de energia de las emisiones de
particulas cargadas.

Con el propésito de implementar una radioterapia especifica se han introducido

metodologias que utilizan una gran cantidad de biomoléculas (anticuerpos monoclonales,
péptidos bioactivos, agentes derivados de anticuerpos, unidades de reconocimiento
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molecular, entre otros) radiomarcadas para terapia de tumores y terapia paliativa 0sea
(tratamiento del dolor en metéstasis 6seas) [29,30].

La angiogénesis segin R. Haubner y C. Decristoforo es un proceso invasor caracterizado
por la formacion de vasos sanguineos provenientes de vasos sanguineos previamente
formados. Este proceso se caracteriza por la proliferacién de células endoteliales que
conlleva a la formacion de nuevos capilares por crecimiento celular. Existen diversos
desordenes que generan un desequilibrio en el organismo, que desencadenan el proceso de
angiogénesis. Dentro de estos procesos se encuentran: artritis reumatoide, retinopatia
diabética, soriasis y especialmente el crecimiento de tumor [31].

El crecimiento y la metéstasis de tumores sélidos dependen de la formacion de nuevos
vasos sanguineos que se originan del sistema vascular. Sin neovasculatura suficiente que
provea oxigeno y nutrientes a los tumores, éstos no pueden crecer mas alla de 1-2 mm. Por
otra parte, durante el proceso de angiogénesis los vasos sanguineos recién creados permiten
a las células tumorales diseminarse a través del torrente sanguineo y formar metastasis en
organos distantes [6].

N. Ferrera, H. Gerber y J. LeCounter publicaron en el 2003 que las células tumorales
necesitan una mayor cantidad de oxigeno para sobrevivir que las células normales del
cuerpo, debido a su metabolismo acelerado. Cuando un tumor se encuentra en un estado de
hipoxia libera diversos factores de crecimiento endotelial que propician la creacion de
nueva neovasculatura. La produccion y secrecion de dichos factores se originan en las
células del tumor los cuales son capturados por el tejido conector [32].

L. Joon, M. De Canny y N. P. Jiménez-Mancilla reportaron en 2005 y 2013 que la
angiogénesis es un proceso de varias fases caracterizado por la respuesta quimiotactica y
mitogénica de las células endoteliales a los factores de crecimiento angiogénicos, la
degradacion protedlica de la matriz extracelular y la modulacion de la interaccion de las
células endoteliales con las proteinas de la matriz extracelular. Esta Gltima interaccion, con
una variedad de receptores como las integrinas, en particular la oS3 y ovfs [33,34].

En 2012, M. A. Luna-Gutiérrez explicé que las integrinas son una superfamilia de
receptores celulares, formadas por dos cadenas glucoproteicas, a« y £. La asociacion de
dichas cadenas forma heterodimeros que se unen de forma no covalente y tienen funciones
de sefalizar respuestas celulares diversas y especificas. Las integrinas reconocen diferentes
proteinas de la matriz extracelular como por ejemplo fibronectina, lamininas, coldgenos y
vitronectina. Algunas de estas integrinas pueden ser especificas para una sola molécula,
pero en cambio hay otras que pueden reconocer diferentes ligantes [7].

Como se muestra en la Figura 1, acorde con L. Sanchez-Herndndez la secuencia tri-
peptidica Arginina-Glicina-Acido Aspartico (Arg-Gly-Asp=RGD), presente en muchas de
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estas proteinas extracelulares, reconoce de manera especifica a las integrinas oS3 y avfs
entre otras [24].

Receptores de colageno

Receptores especificos
de leucocitos

Receptores
de Receptores de laminina

®

Figura 1: Las integrinas e reconocen a diferentes proteinas de la matriz extracelular
con secuencia RGD [24].

J., M. Scottelius y H. Wester en 2009 publicaron que las integrinas a3 y owfs esta
expresada en bajos niveles sobre las células epiteliales y las celulas endoteliales maduras,
pero esta altamente expresada sobre las células endoteliales activadas en la neovasculatura
de tumores [35], incluyendo osteosarcomas, neuroblastomas, glioblastomas, melanomas,
carcinomas de pulmoén y cancer de mama. La expresion de las integrinas avfz Y ovfs
correlaciona bien con la progresion e invasividad del tumor en cancer de mama, ovario,
glioma y melanoma. Se ha demostrado que en el cancer de mama las integrinas a3 y ovfs
estan sobreexpresadas tanto en las células endoteliales como en las células del tumor [24].
Por su expresion altamente definida durante la iniciacion, el crecimiento, invasion y
metéastasis del tumor, las integrinas representan un blanco molecular importante para el
diagndstico temprano de tumores agresivos de rapido crecimiento y metéastasis.

Por otro lado, el ¥’Lu es uno de los radionticlidos mas empleados en el area de Medicina
Nuclear para dar tratamiento a diversos tipos de cancer, debido al depdsito de su energia en
las inmediaciones del decaimiento, lo que genera una irradiacion homogénea al sitio de
interés (efecto de fuego cruzado). El lutecio-177 (*'’Lu) es un isdtopo radiactivo del Lu que
tiene como nimero atdmico 71 y masa atomica de 174.967 uma. Es un elemento sélido de
color plateado y pertenece al grupo de los metales de transicion. Es el metal mas pesado,
raro y caro de la serie de los lantanidos o tierras raras. ElI ’Lu posee una vida media
radiactiva de 6.71 dias.
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El sitio web Lutetium Advameg [12] reporto que el "Lu es un emisor beta negativo con
una Emax = 497 KeV (abundancia 78.6%), 384 KeV (9.1%.) y 176 KeV (12.2%) y una Emin
= 0.134 MeV con un alcance promedio de 2 mm en tejido blando. Ademas, es un emisor de
gamma E, = 113 KeV (6.4%) y 208 KeV (11% de abundancia), apropiado para la
adquisicion de imagenes in vivo en camara gamma Yy por tomografia computarizada de
emision Unico (single photon emission computerized tomography, SPECT), para la
realizacion de estudios dosimétricos personalizados previos a la terapia radionuclidica.

El ¥"Lu es un candidato ideal para el radiomarcado de farmacos y tiene caracteristicas
favorables para ser empleado en terapia radionuclidica usando blancos moleculares
especificos. La ventaja que posee el 2’"Lu respecto a los emisores alfa es el efecto de fuego
cruzado dado por las particulas que permite la irradiacion de tejido tumoral en forma
homogénea, incluso en regiones donde el radiofarmaco no se acumula. EI Y""Lu puede ser
obtenido por reaccién de captura neutrénica (n, y) en un reactor a partir de la irradiacion
con neutrones térmicos de un blanco natural o enriquecido de ®*LuOs, o por la irradiacion
de un blanco de 7®Yb y la posterior separacion electroquimica del Y'’Lu del blanco de Yb.

El grupo de trabajo del Laboratorio Nacional de Investigacion y Desarrollo de
Radiofarmacos (LANIDER) del Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares (ININ) ha
generado diversos radiofarmacos entre los cuales se encuentran sistemas basados en
nanoparticulas de oro (AUNPs). Acorde con la pagina web
http://www.cyd.conacyt.gob.mx/269/articulos/nanoparticulas-de-oro-aplicacion-medicina.
html [36] las nanoparticulas de AuNP pueden ser definidas como solidos ultra-finos bien
definidos en forma y tamafio, con dimensiones de 1 a 100 nm. Actualmente, las
aplicaciones de la nanoparticulas se han incrementado en biomedicina, como liberadores de
farmacos y como agentes terapéeuticos y diagndsticos debido a que presentan caracteristicas
que las hacen adecuadas para su aplicacion biomédica, incluyendo su sintesis relativamente
facil, estabilidad y su habilidad para incorporarse selectivamente a blancos moleculares
especificos con alto reconocimiento molecular. Tienen excelentes propiedades fisicas,
quimicas y bioldgicas, que son dependientes a su tamafio y forma. Ademas Chen PC. [37]
en 2008 publicé que las AuNPs pueden ser facilmente funcionalizadas con una amplia
gama de biomoléculas dentro de los cuales destacan péptidos, proteinas, anticuerpos,
radiondclidos, farmacos, etc.

El uso de las AuNPs no solo radica en la formacién de nanosistemas multiméricos; por sus
propiedades Opticas son consideradas buenas candidatas para la obtencién de imagenes
Opticas por contraste de fase, microscopia de campo oscuro, imagen fototérmica y/o imagen
fotoacustica. Ademas, han sido propuestas como nanocalentadores ya que al absorber luz
son capaces de convertir esa luz en energia calorifica [1-4]. Por lo anterior, en los Gltimos
afios, se han dirigido notables esfuerzos a la investigacion y aplicacion de las AuNPs en la
deteccidén temprana, diagnostico y tratamiento del cancer. En este sentido, es preciso
subrayar el interés de éste proyecto dirigido a disefiar nanoplataformas en las que se
combinan gracias a la utilizacion de AuNPs, RGD y *"’Lu los principios de diagndstico y
terapia del cancer en un solo elemento.
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En 2006 F, A. Moores y Goettmann explicaron que cuando la radiacién electromagnética
interactia con una nanoparticula de oro en la regién visible e IR del campo
electromagnético, estd causa una resonancia coherente de los electrones de los atomos del
oro, obteniéndose asi la oscilacién colectiva de los electrones de superficie de los atomos
de oro. A este fendbmeno se le conoce como resonancia de plasmon de superficie (por sus
siglas en inglés SPR), el esquema de la SPR se muestra en la Figura 2. Los electrones
superficiales durante la SPR pasan de un estado estable a un estado excitado [15].
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Figura 2: Esquema del fenomeno de Resonancia del Plasmon de Superficie [15].

Ademas, el campo eléctrico oscilante de la luz incidente induce fisicamente en las AuNPs
un dipolo eléctrico que desplaza parte de los electrones libres (electrones de la banda de
conduccion del Au) en una direccion lejos del resto de la particula metélica. Al estar
alejados los electrones exteriores de la nanoparticula, se genera una carga neta negativa en
un lado de la particula y el resto de los nucleos en conjunto con los electrones internos que
no se desplazan constituyen una carga opuesta positiva. La separacion de cargas actla
como una fuerza restauradora de equilibrio para las AUNPs [5,13-15,25].

Durante el fendmeno de SPR el medio circundante en el que se encuentran suspendidas las
AuNPs intensifica varios procesos dpticos como: absorcion, dispersion y extincion. Dichos
procesos han sido relacionados con diversas aplicaciones en el campo de la medicina, por
ejemplo: La dispersion causada ha sido propuesta para la obtencion de imagenes Opticas
por medio de campo obscuro, mientras que la energia absorbida por la AuNP ha sido
propuesta con fines de calentamiento localizado [38,39].

Diversos grupos de investigacion han reportado que las AuNPs de 20 nm presentan el
fendmeno de SPR a una longitud de 520 nm, mientras que esta longitud es desplazada a
mayor frecuencia con el aumento de tamafio de la AuUNP. Las AuNPs de tamafios pequefios
como 5, 10, 15 nm presentan una dispersion de energia menor en comparacion con AuNPs
de mayor tamario, esto acorde con A. M. Gobin [39].
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En 2012 S. Hashimoto publicé que la SPR depende de la longitud de onda incidente, el tipo
de metal de la nanoparticula, forma, estructura, composicion y la constante dieléctrica del
medio circundante. Cabe sefialar que para que se genere el efecto de SPR es necesario que
se cumpla la siguiente relacion: e; = —2¢,,, donde &, es determinada por la parte real de la
funcién dieléctrica de las AuNPs y &, por la funcion dieléctrica del medio. En el caso de
AuNPs suspendidas en agua, el efecto de SPR se encuentra alrededor de los 520 nm [13].

En el proceso de SPR la absorcion y dispersion de la luz incidente por los electrones libres
de la AuNPs, son descritas analiticamente por la teoria de Mie. Esta teoria provee la
solucion analitica exacta de las ecuaciones de Maxwell para la dispersion y absorcién de las
ondas electromagnéticas en nanoparticulas esféricas. Esta teoria determina la probabilidad
de absorcion y dispersion mediante la seccion eficaz de absorcion C,p,s(m?) y la seccion
eficaz de dispersion C.,(m?) respectivamente y considera a la suma de éstas como la
seccion eficaz de extincion C,,, (m?). Cuando la seccion eficaz es dividida por el area de
interaccion da como resultado la eficiencia, ya sea de absorcion, dispersion y/o extincion
[16].

Warner, Johnson y Giannios publicaron que las propiedades dpticas de absorcion y
dispersion son fuertemente dependientes del tamario, forma y funcién dieléctrica del medio
circundante, por ejemplo, para particulas pequefias esféricas (5-10nm de didmetro) en agua
la eficiencia de extincion C,,; es igual a la eficiencia de absorcion Cy,;¢ v la eficiencia de
dispersion C,., es insignificante, pero al aumentar el tamafio de las AUNPs se observa la
disminucion en la eficiencia de absorcion y un aumento en eficiencia de dispersion [17-20].
Estos parametros Caps, Csca ¥ Cext S han calculado en el caso de AuNPs dispersas en un
medio homogéneo, pero no para tejidos especificos.

2.2. Planteamiento del problema

La terapia fototérmica plasmonica generada a partir de AuNPs tiene como fin principal
ocasionar dafios celulares irreversibles por medio del aumento incontrolado de temperatura,
efecto conocido como hipertermia. Debido a que este aumento de temperatura es producido
alrededor de la AuNP y por las dimensiones nanométricas que esta tiene es imposible
cuantificar el incremento de la temperatura por nanoparticula.

2.2.1. Pregunta de investigacion:

¢Es posible calcular el cambio de temperatura en tejido por efecto fototérmico plasmonico
a partir de un modelo de difusion de calor que considere como variables fundamentales
parametros de irradiacion (frecuencia, tiempo y area) y los coeficientes de absorcion,
dispersion y extincion del *’Lu-AuNP-RGD?
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2.3.

Hipotesis

A partir de un modelo de difusion de calor que considere como variables fundamentales los
parametros de irradiacion (frecuencia, tiempo y area) y los coeficientes de absorcion,
dispersion y extincion de *"’Lu-AuNP-RGD, se puede determinar el cambio de temperatura
en tejido por efecto fototérmico plasmdnico.

2.4,

24.1

Objetivos

Objetivo General

Evaluar tedricamente el cambio de temperatura en tejido por la presencia del *"’Lu-AuNP-
RGD al ser irradiado con luz laser mediante un modelo de difusién de calor que considere
los coeficientes de absorcion, dispersion y extincion del sistema y correlacionarlo con el
valor experimental al irradiar dicho sistema con luz laser de 532 nm.

2.4.2.

Objetivos Especificos

Determinar tedricamente las constantes dieléctricas de las AuNPs, AUNP-RGD vy
17_u-AuNP-RGD en tejido y agua tipo 1 (control).

Calcular tedricamente los coeficientes de absorcion, dispersion y extincion de las
17_u-AuNP-RGD en tejido y agua tipo 1 (control).

Determinar el cambio de temperatura en tejido y agua tipo 1 (control) mediante un
modelo de difusion de calor que considere como variables fundamentales los
parametros de irradiacion (frecuencia, tiempo y area) y los coeficientes de
absorcion, dispersion y extincion de *’Lu-AuNP-RGD.

Determinar experimentalmente el cambio de temperatura generado por el sistema
17_u-AuNP-RGD en tejido y agua tipo 1 (control), considerando diferentes niveles
en los parametros de irradiacion de frecuencia y tiempo del laser de Nd:YAG (532
nm).

Correlacionar tedrica y experimentalmente los resultados obtenidos en el cambio de
temperatura por el efecto fototérmico plasmonico del sistema *"’Lu-AuNP-RGD en
tejido.
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CAPITULO Ill: MARCO TEORICO

3.1. Interaccién de Luz con AuNPs

Cuando las AuNPs se exponen a radiacion electromagnética en el rango visible e IR, la
oscilacion del campo electromagnético de la luz induce una oscilacién colectiva de los
electrones libres presentes en el arreglo periddico de los atomos. Los electrones libres
forman un dipolo en direccién al campo eléctrico de la luz. Se sabe que la maxima amplitud
de oscilacion se da a una frecuencia especifica, llamada resonancia del plasmén de
superficie (SPR, por sus siglas en inglés). La SPR depende de la longitud de onda
incidente, el tipo de metal de la nanoparticula, forma, estructura, composicion y la
constante dieléctrica del medio circundante.
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Figura 3: Esquema del fendmeno de Rosonancia del Plasmon de Superficie [15].

Para que se genere el efecto de SPR es necesario que se cumpla la siguiente relacion entre
las nanoparticulas y el medio circundante:

& = —2&p 1)

Donde &, es la parte real de la funcion dieléctrica de la particula y ¢,,es la funcion
dieléctrica del medio. En el caso de AuNPs suspendidas en agua el efecto de SPR se
presenta al irradiar con radiacion electromagnética de 520 nm. Para generar un proceso de
SPR continuo sobre la AuNP se ha recurrido a la irradiacion con luz Iaser.
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En la SPR los electrones libres de la AuNPs absorben y dispersan a la luz incidente, estos
procesos son descritos analiticamente por la teoria de Mie.

3.2. Teoria MIE

Esta teoria provee la solucion analitica exacta de las ecuaciones de Maxwell para la
dispersion y absorcion de las ondas electromagnéticas en nanoparticulas esféricas. Esta
teoria, determina la probabilidad de absorcion y dispersion mediante la seccién eficaz de
absorcion C,,,s(m?) y la seccion eficaz de dispersion C.,(m?) respectivamente y considera
a la suma de éstas como la seccion eficaz de extincion C,,, (Mm?).

Para el caso especifico de particulas esféricas irradiadas con una longitud de la onda > que
el tamafio de la particula, las Cgps, Cscq Y Coxt SON definidas como se muestran a
continuacion:

_ 12nwR? ei/zez(a)) (2
ety g (@) + 26 ] + g5(w)?
3 128m5R%e2, [ (g1(w) — £,)? + &5 (w)? (3)

Csca = (mtR?)32* [(g1(w) + 2&,,)? + &5 (w)?

Caps = Cext — Csca (4)

Donde: R es el radio de la nanoparticula, c, es la velocidad de la luz en el vacio, 4 es la
longitud de onda de la luz que incide en el medio, w es la frecuencia angular de la luz que
incide en el medio, &, es la constante dieléctrica del medio que circundante, &, (w) y &, (w)
son términos de la funcion dieléctrica de la nanoparticula [13].

Al dividir cada una de las secciones eficaces por el area de interaccion se tienen como
resultado las eficiencias de absorcion (Q.ps), dispersion (Qscq) Y extincion (Qext),
matematicamente descritas por las siguientes ecuaciones:

Cabs (5)
Qabs = m

C 6
Qsca = % ( )
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Cext (7)
nr?

Qext =

La dispersion generada por la AuNP ha sido propuesta para la obtencion de imégenes por
dispersion, mientras que la absorcién ha sido propuesta para impartir terapia fototérmica
plasménica. Al ocurrir la resonancia del plasmon de superficie en la nanoparticula, los
electrones superficiales se encuentran en estado excitado, por lo que al regresar a su estado
base necesitan liberar ese exceso de energia. Esta liberacion de energia es cedida al medio
por medio de energia térmica que es la que produce el aumento de temperatura alrededor de
la nanoparticula. El coeficiente de absorcion (C,,s) estd directamente relacionado con la
produccion de calor que genera la AuNP y se ha demostrado que causa destruccion celular
térmica irreversible.

Las propiedades 6pticas de absorcion y dispersion son fuertemente dependientes del
tamafo, forma y funcion dieléctrica del medio circundante, por ejemplo, para particulas
pequefas esféricas (5-10 nm de didmetro) en agua la eficiencia de extincion C,, es igual a
la eficiencia de absorcion Cy;s Y la eficiencia de dispersion Cs., es insignificante. Pero, al
aumentar el tamafio de las AuNPs se observa la disminucion en la eficiencia de absorcion y
un aumento en la eficiencia de dispersion.

Se ha demostrado que in vitro las AuNPs son eficientes para terapia fototérmica
plasmonica, ya que la energia absorbida por la AuNP, se convierte rapidamente en calor (en
el orden de los femtosegundos). Se alcanzan temperaturas de aproximadamente 800 °C
alrededor de la nanoparticula, generando aumento de unas pocas decenas de grados a nivel
macroscopico, suficientes para producir a nivel celular desnaturalizacion de proteinas,
cambios conformacionales de ADN y/o ARN, entre otros que llevan a la muerte celular por
destruccion celular térmica.

El proceso de conversion de energia a calor alrededor de la AuNP se lleva a cabo en el
orden de femtosegundos generdndose una red caliente que transporta esta energia por
medio de fonones, que son ondas mecanicas que transmiten la energia al medio. La
explicacion matematica de este proceso se ha descrito por medio del uso de modelos de
temperatura ya sea de una temperatura o de dos temperaturas, los cuales han considerado a
todo el sistema de irradiacion como una red homogénea o bien como dos muestras
independientes considerandolos como un sistema con fronteras delimitadas.

3.3. Radiacion electromagnética: Laser
La palabra laser es un acronimo de las palabras en inglés: Light Amplification by Stimulated

Emision of Radiation, traducido como: amplificacién de luz mediante emisién estimulada
de radiacion. Asi bien, un laser es un dispositivo cuantico, que sirve para generar ondas
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electromagnéticas con caracteristicas bien definidas. La radiacion laser es monocromatica
(una sola longitud de onda), posee una gran direccionalidad (escasa divergencia) y puede
concentrar un elevado nimero de fotones en fase en areas muy pequefias.

Actualmente, existen laseres que emiten en el visible, infrarrojo, ultravioleta e, incluso, en
la banda espectral de los rayos X. Algunos laseres, como los de colorantes, permiten
sintonizar la emision dentro de una gama de frecuencias.

3.3.1. Caracteristicas Fisicas de la Emision Laser

La radiacion laser posee todas las propiedades de la luz; sin embargo, se caracteriza por ser:
monocromatica, coherente y direccional (el haz de radiacion presenta escasa divergencia,
fruto de las dos caracteristicas anteriores). La principal utilidad préactica de la radiacion
laser reside en que concentra un gran nimero de fotones por unidad de superficie. A
continuacion se detalla cada una de las propiedades anteriormente mencionada de los
laseres.

Monocromaticidad: Esta referida a la alta precision de la frecuencia de la luz emitida. Es
una de las principales caracteristicas de la radiacion laser. Permite aprovechar las
caracteristicas fisicas y biologicas que posee la radiacion de una longitud de onda
determinada.

Coherencia: En contraposicién a la radiacion luminosa convencional, de componentes
desorganizados o incoherentes, la radiacion coherente es aquella en la que todos sus fotones
estdn en fase. Al coincidir en una misma direccion de propagacion, los estados
vibracionales se suman. El resultado es un efecto de amplificacion en la intensidad
luminosa emitida, caracteristica de la radiacion laser.

Direccionalidad: Esta caracteristica se refiere a la disposicion de una cavidad resonante,
uno de los requisitos técnicos mas importantes en la construccion de los sistemas laser. La
cavidad resonante asegura otra de las caracteristicas de esta radiacion, su escasa
divergencia. Dado que solo se amplifican los fotones emitidos en el sentido de un eje del
material emisor, la radiacion resultante posee una marcada direccionalidad de emisién, lo
cual la hace idonea para diversas aplicaciones practicas, en las que se requiere precision en
la iluminacion.

Emision Estimulada De Radiacion: Para que se produzca una emision coherente, es
necesario que los electrones corticales del material emisor se desexciten al mismo tiempo y
siempre entre los mismos niveles. El fendmeno por el que puede alcanzarse esta situacion
fue descrito por Einstein en 1917, quien lo denomin6 «emision estimulada de radiacion».
Esta teoria explica el equilibrio térmico de un gas, que simultdneamente estuviera
absorbiendo y emitiendo energia radiante. La teoria indica que es necesario admitir la
existencia de una cierta emision de radiacion inducida, por lo que en el experimento estan
implicados tres procesos: absorcion, emisién espontanea y emisién estimulada. La emision
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estimulada es un proceso en el que, al interaccionar con un 4&tomo excitado un fotén cuya
energia es idéntica a la que este &tomo emitiria al desexcitarse espontaneamente, se induce
la inmediata desexcitacion y, con ello, la emisién de un foton absolutamente idéntico al
primero en frecuencia, fase y direccion.

3.3.2. Produccion de Radiaciéon Laser

Un sistema de emision laser debe constar, de un medio activo, un sistema de bombeo y una
cavidad resonante. Al desexcitarse los atomos del medio activo, se genera radiacion
monocromatica de longitud de onda caracteristica, fendmeno que se estimula en presencia
de otra radiacion de igual longitud de onda. El sistema de bombeo debe aportar la energia
necesaria para producir la excitacion de los atomos. Por Gltimo, la cavidad resonante,
constituida por dos paredes reflectantes paralelas, consigue un gran flujo de fotones en la
misma direccién. Uno de los espejos de la cavidad resonante, parcialmente reflectante,
permite la emision de un haz de radiacién con escasa divergencia. Al mismo tiempo, los
fotones que se encuentran «en resonancia», a su paso por el medio activo, estimulan la
emision de mas radiacion.

3.3.3. DESCRIPCION DE UN LASER DE Nd:YAG PULSADO

Un Laser Nd-YAG (acronimo del inglés neodymium-doped yttrium aluminium garnet) es
un dispositivo de emision laser de estado sdlido que posee Oxido de itrio y aluminio
cristalino cuya red hace de anfitrién ya que esta dopada con neodimio que hace de huesped
formando la especie (Nd:Y3AIlsO12), una variedad de granate.

Los laseres Nd:YAG se bombean de forma oOptica con una lampara de flash o matriz de
diodos laser. Son uno de los tipos de laser mas comunes y se los utiliza en diferentes
aplicaciones. Por lo general, emiten una luz con una longitud de onda de 1064 nm, pero
puede ser de doble frecuencia (532 nm, verde) o triple (266 nm, azul). Los laseres Nd:YAG
funcionan tanto en modo de onda pulsada como continua (CW, por sus siglas en inglés).
Los laseres Nd:YAG pulsados cominmente funcionan en un modo por conmutacion Q.

La conmutacion Q se logra colocando un atenuador variable dentro del resonador 6ptico
del laser. Cuando el atenuador esta en funcionamiento, la luz que deja el medio de ganancia
no vuelve y no se puede comenzar a usar el rayo laser. Esta atenuacion dentro de la cavidad
corresponde a una disminucion en el factor Q (calidad) del resonador éptico. Un factor Q
alto corresponde a bajas pérdidas de resonador por vuelta, y viceversa. El atenuador
variable se denomina cominmente "*conmutacion Q"', si se lo usa con este propésito
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3.3.4. Parametros caracteristicos de un Laser Pulsado

e Energia pico (E,): Se le denomina energia pico a la energia de salida que tiene cada
pulso del laser.

e Potencia pico (B,): Se le denomina potencia pico o potencia de emision a la relacion
entre la energia de salida y el tiempo (t,,) que tiene cada pulso.

e Potencia Media: La potencia media puede calcularse de la siguiente manera:
Energia pico de un pulso E, = B,t,,
Potencia media B,, = P,t,f = E,f
Donde B, es la potencia pico, t,es el tiempo de duracion del pulso y f es la
frecuencia de repeticién (nimero de pulsos por segundo).

e Densidad de Potencia (DP): Se denomina densidad de potencia a la relacién entre la
potencia de emision y la superficie de irradiacion: DP = B,,/S (W /cm?).
En las radiaciones Opticas, recibe el nombre de irradiancia y representa la
concentracion de fotones sobre el punto o superficie irradiada por unidad de tiempo.

e Densidad de Energia (DE): La densidad de energia o fluencia de energia, también
denominada exposicion radiante, representa la densidad de potencia o irradiancia
durante el tiempo de aplicacion t: DE = DP * t(W *t = J/cm?).

3.4. Distribucion de la Temperatura: Modelo de una Temperatura

Durante la interaccion de un pulso de laser de intensidad I,con duracion de pulso 7, y una
nanoparticula metalica de radio ry, la energia del laser es absorbida por los electrones libres
debido al fendmeno inverso de Bremsstrahlung y luego se transfiere desde el gas de
electrones a la celosia [13].

En el modelo de una temperatura OTM por sus siglas en inglés, se supone que la
transferencia de calor de electrones en el subsistema de fonones es muy rapida, es decir, las
temperaturas de los electrones y de la red son iguales T, = T, en cualquier momento del
tiempo por lo que se considera que el sistema presenta equilibrio térmico y conservacion
del principio de la energia entre sus componentes.

En la aproximacion OTM, podemos limitar la descripcién a una distribucion de la
temperatura de la red, dT,(t, R,), la cual puede ser encontrada por solucion numérica de la
ecuacion de transferencia de masa de calor entre la particula y el medio circundante:

dT,(tRy)  po(T)) 0t Ro) 3L dR,
= AT, (t,Ry) + ——% — o (T,)Sp + —e—2
Qe poC, (1) 2 TR+ o ey T TS+ e Ty

(8)
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Donde A= d%/dx? + 0%/dy* + 0%/0z* es un operador de Laplace; u,(T,), C,,(T,), L,
Po Y R, son, respectivamente, la conductividad térmica, calor especifico, calor de
evaporacion, la densidad y el radio de la nanoparticula; Q(t, R,) es una fuente de calor;
Jjp(T,)es la pérdida de calor desde la superficie de la nanoparticula en el medio
circundante; S, = 4mR} es el area de superficie de la particula [40].

La densidad de potencia en la generacion de energia en las particulas Q(t,r) debido a la
absorcion de energia de radiacion es generalmente no uniforme en todo el volumen de las
particulas. La no uniformidad es dependiente de las constantes Opticas y del tamafio de la
particula. Dado que para las nanoparticulas 2mR,/A < 1, se puede asumir que Q(t,r) es
uniforme en todo el volumen de la nanoparticula, y puede ser descrita por la ecuacion:

3Kaps (Ro, DIof () (9)
4R,

Q(t,Ry) =

Donde K,;,s(Ry, 1) es la eficiencia de absorcion de la nanoparticula como funcion de la
longitud de onda A del laser, el radio de la particula R, y f(t) la funcién que describe la
forma del pulso del laser [40].

El intercambio de calor entre la superficie de la nanoparticula y el medio circundante es
rapido y la pérdida de calor se vuelve sustancial para pulsos de laser relativamente largos.
Suponiendo que la pérdida de calor de la superficie de las nanoparticulas se produce solo
debido a la difusion del calor en el medio circundante, la densidad de reflujo de energia
Jjp(T,) removida de la superficie de la particula puede ser expresada como una funcion no
lineal de la temperatura [14]:

o T, TS+ (10)
Iolo) = ST DRZC, (Ty)py [(TT) B 1]

Donde ., es la conductividad de calor del medio circundante a temperatura normal T, y el
exponente s es la constante que depende de las propiedades térmicas del medio circundante.
Después de la integracion sobre el volumen para el caso de simetria esférica y la transicion
a una temperatura uniforme en todo el volumen de la particula, la ecuacidon que describe la
cinética de calentamiento por laser de la nanoparticula y resultados a partir de (8) toma la
siguiente forma:

dT,  3Kaps(Ro, MIof () w.T, l(@) _1l 3L__dRy 1))

= +
dt 4Ry Ce,(To)po (s + DRGCe, (To)po [\T. RyC,,(Tp) dt
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Aqui, el primer término de la derecha de la ecuacion describe la generacion de calor en el
volumen esférico debido a la absorcion de energia por laser de la nanoparticula. EIl segundo
término describe las pérdidas de energia de la superficie de la particula en el medio
circundante debido al proceso de difusion de calor. El Gltimo término describe las pérdidas
de energia debido a la evaporacion de la particula. Esta evaporacion depende de las
caracteristicas del pulso laser y propiedades de las particulas y se puede realizar en cuatro
diferentes regimenes: molecular libre, por conveccion, dindmica de gas y explosion. Dentro
de la aproximacién de flujo libre molecular, el término evaporacion en (11) se puede
escribir como [14]:

dR,

Donde 7 es el coeficiente de acomodamiento, V,(T,) y p,(T,) son respectivamente, la
velocidad promedio y la densidad del vapor a temperatura T. Si el calentamiento de la
nanoparticula se produce debajo de la temperatura de transicion de fase en el material de la
particula, el tercer termino del lado derecho de (11) se puede despreciar [14].
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CAPITULO IV: METODOLOGIA

En este capitulo se presenta el desarrollo experimental realizado para finalmente llegar a
exponer a un campo de irradiacion laser al sistema coloidal *’’Lu-AuNP-RGD suspendido
en agua, higado y colon. El conjugado AuNP-c[RGDfK(C)] se prepar6 por reaccion
espontanea del grupo tiol de la cisteina con los atomos de oro de la superficie de la
nanoparticula, segin la metodologia reportada por Luna-Gutiérrez et al. [6]. El sistema fue
caracterizado antes y después de la irradiacion.

4.1. Caracterizacion quimica y estructural del sistema AuNP-
c[RGDfK(C)]

4.1.1. Caracterizacion por UV-Vis

La espectrofotometria Ultravioleta-Visible (UV-Vis) es una técnica espectroscopica que
brinda informacion sobre transiciones electrénicas que involucran absorcion y emision de
energia correspondiente a esta region del espectro electromagnético. Con esta técnica se
mide la energia requerida para promover electrones a un nivel energético mas alto.

Los espectros UV-Vis de 400 a 800 nm para los sistemas AuNP y AuNP-c[RGDfK(C)] de
20 nm se obtuvieron con un espectrometro Perkin-Elmer Lambda Bio usando una celda de
cuarzo de 1 cm de camino Optico. En los nanoconjugados se monitored la SPR, para
observar el desplazamiento de la banda de plasmon de superficie de la AUNP (520nm) antes
y después de la irradiacion.

4.1.2. Caracterizacion por TEM

El microscopio electronico de transmision (TEM) es generalmente considerado en el
estudio de las propiedades de superficie de un solido ya que proporciona informacion
morfologica y topografica de la muestra bajo estudio [41]. El estudio morfoldgico vy la
distribucién del tamafio de las AuUNP se obtuvieron por TEM, utilizando, un microscopio
electronico de transmisién marca JEOL JEM 2010 HT que opera a 200 kV. Las muestras se
prepararon colocando una gota de la solucion de nanoparticulas conjugadas en rejillas de
cobre recubiertas con carbon.
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4.2. Determinacion de los indices de refraccion del Oro, Higado y
Colon.

A nivel coloidal los materiales presentan un indice de refraccion que puede representarse
por un nimero compuesto con una parte real (n) y una parte imaginaria (k) descrito
matematicamente como sigue:

n=n+ik (13)

Por otro lado, las constantes dieléctricas estan directamente relacionadas con el indice de
refraccion (71) del material. Esta relacion viene dada por la siguiente ecuacion:

= 72 (14)

Donde ¢, representa la constante dieléctrica de un medio quetambién estadescrita por una
parte real (¢') y una compleja (¢") y se expresade la siguiente forma:

e=¢ +ie’ (15)

Asi, tenemos que:

g'=n%—k? (16)

e =2nk a7

4.2.1. Oro

De acuerdo con Johnson y Chisty [18], en la tabla 1 se muestra las componentes n y k del
indice de refraccién de oro dependientes de la energia.
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Tabla 1: Valores que definen las funciones n y k del oro

E (eV) n An k Ak
1.26 0.22 0.02 6.35 0.05
1.39 0.17 0.02 5.663 0.03
1.51 0.16 0.02 5.083 0.025
1.64 0.14 0.02 4.542 0.015
1.76 0.13 0.02 4,103 0.01
1.88 0.14 0.02 3.697 0.007
2.01 0.21 0.02 3.272 0.007
2.13 0.29 0.02 2.863 0.007
2.26 0.43 0.02 2.455 0.007
2.38 0.62 0.02 2.081 0.007
2.50 1.04 0.02 1.833 0.007
2.63 1.31 0.02 1.849 0.007
2.75 1.38 0.02 1.914 0.007
2.88 1.45 0.02 1.948 0.007

Partiendo de la tabla 1 se obtuvieron las componentes n y k del indice de refraccion del oro
dependiente de la longitud de onda utilizando la siguiente ecuacion:

he (18)

Donde h = 4.1357x10°eVs, ¢ = 3.00x108 m/s, E la energia y A la longitud de onda.

4.2.2. Higado

Partiendo de los resultados reportados por Giannios y Konstantinos [20], se obtuvieron las
componentes n y k del indice de refraccion del tejido higado. En el tejido higado se tiene
que la parte real del indice de refraccidn esta dada por la siguiente funcién:

B C
m=AtEt (19)

La parte compleja del indice de refraccion del higado esta dada como:
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kh = aAl_b

(20)

Donde 4 es la longitud de onda, y las constantes A, B, C, ay b se muestra en la tabla 2:

Tabla 2: Valores que definen las funciones n y k del medio higado

A

B (um?)

C(um*)

a

b

Higado

1.3591

0.00827

-0,000576

0.0196

1.27

4.2.3. Colon

Partiendo de los resultados reportados por Giannios y Konstantinos [20], se obtuvieron las
componentes n y k del indice de refraccion del tejido Colon. Al igual que en el caso del
higado, el indice de refraccion del tejido colon esta descrito por la siguiente ecuacion:

B C
nC=A+—+F

/‘lZ

Donde A, B y C se muestran en la siguiente tabla 3:

Tabla 3: Valores que definen la funcion n del medio colon

(21)

A

B

9

Colon

1.321743411

9941.336

—890,957E6

Y la parte compleja k del indice de refraccion del colon estd descrita por la siguiente

ecuacion:

ke

= A1+

C1

+/14

Donde Al, B1y C1 se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 4: Valores que definen la funcion k del medio colon

(22)

Al

B1

C1

Colon

0.003436864

682.889

—34,285E6
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4.3. Determinacion de las contantes dieléctricas del Oro, Higado y
Colon.

4.3.1. Oro

Utilizando los valores de ny k de Johnson y Christy [18] se obtuvo la parte real (s, = n? —
k?) y la parte compleja (s, = 2nk) de la funcién dieléctrica dependientes de la longitud de
onda.

4.3.2. Higado y Colon

Para el medio (higado y tejido de colon) las constantes dieléctricas complejas se obtuvieron
utilizando las n y k respectivas mediante el mismo procedimiento empleado para las
AuUNP, pero empleando el indice complejo de refraccion reportado por Giannios y
Koutsoumpos [19].

4.4, Calculo teorico de los coeficientes de absorcion, dispersion y
extincion

Mediante el uso de las ecuaciones provistas por la Teoria Mie, referenciadas en este
proyecto por las ecuaciones (2), (3), (4) y la variacion de las condiciones de tamafio (Radio)
y los valores de las constantes dieléctricas obtenidos en los puntos anteriores se realizd una
simulacién tedrica computacional para obtener las funciones de la seccién eficaz de
absorcion, dispersion y extincion de los sistemas AuNP y AUNP-RGD en los tejidos higado
y colén y en agua.

4.5. Determinacion del cambio de temperatura en tejido y agua

Al considerar el equilibrio térmico y el principio de conservacion de la energia en los
sistemas de AuNP y AuNP-RGD suspendidos en agua Y tejido al ser irradiados con luz
laser se tiene que:

Las particulas de ambos sistemas logran la misma energia y por tanto la misma
temperatura, por lo que la cantidad de calor Perdido (Q,) de la particula (Sistema 1)
debe ser igual a la cantidad de calor ganado (Q,,) por el medio (Sistema 2).

Teniendo en cuenta que para el sistema 1.
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Qo = M, Ce, AT (29)

Donde m, es su masa, C, es el calor especifico y AT =T, — T, donde Ty es la
temperatura final que tendran ambos sistemas debida al equilibrio térmico y T, es el valor
de temperatura inicial que tiene este sistema.

Para el sistema 2 se tiene en cuenta que:

Qu = m,C,, AT (24)

Donde m,, es la masa del sistema, C,, es su calor especifico y AT = Ty — T,,, donde Ty es
la temperatura final que tendrdn ambos sistemas debida al equilibrio térmico y
T, es la temperatura inicial a la que esté estara.

Asi bien, para que la AuNP y una masa de agua dada entren en equilibro térmico se tiene
que cumplir que:

Q, = Q,, (Cantidad de calor Perdido = Cantidad de calor Ganado) (25)

Entonces tenemos que:

Para el agua: Q,, = m,,C,, AT (Q,, — Cantidad de calor ganado)

Donde: m,, = Masa de agua, C,, = Calor especifico del agua, AT=T; —T,,, con T la
temperatura final que se tendra debida al equilibrio térmico entre la AuNP y el medio y
T, es la temperatura inicial a la que estara el medio.

El valor de m,, se obtuvo conociendo la densidad y volumen de agua que le corresponde a
una AuNP. El volumen de agua correspondiente a una AuNP “I},” se obtiene al dividir el

volumen total de agua entre el nimero de AuNPs que esta contiene. Una vez calculado este
Volumen de agua 1}, , se calcula la masa del agua por medio de la ecuacion:

m,, =V, pw (26)

Donde p,, es la densidad del agua.
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Para el oro: Q, = m,C, AT (Q, — Cantidad de calor perdido)

Donde: m,= Masa de una AuNp, C,, = Calor especifico del Oro y AT=T, — Ty, con T la
temperatura final que se tendra debida al equilibrio térmico entre la AuNP y el medio y T,
es el valor de temperatura que dara el modelo de una temperatura.

El valor de m, se obtuvo conociendo la densidad del oro y el volumen de una AuNP.
El volumen de una AuNP “V,” se obtiene por medio de la siguiente ecuacion:

my, = Vopo (27)

Donde V, = gnr3 Yy p, €s la densidad del oro.

El calculo de la temperatura final (T), de la masa de agua y de la AuNp se obtiene como ya

se dijo considerando conservacion de energia Q, = Q,, (Cantidad de calor Perdido =
Cantidad de calor Ganado).

De donde:

M, Co AT = m,,C AT (28)

Asi bien, despejando la temperatura final a la que estara la masa de agua y la AuNp, se
tiene que:

_ my G, Ty, + mpCe Ty (29)

—)Tf_

my, Ce, + m,Ce,

Donde Tres la temperatura final de la masa de agua una vez que la AuNP disipa su calor, y

es la misma temperatura a la que estara todo el medio. Sin embargo, experimentalmente
esta temperatura no serd obtenida, ya que es necesario incluir la contribucion de
temperatura que tendra el medio debido a la luz laser.

La contribucion de temperatura que tendrd el medio, debida al laser se obtuvo
experimentalmente irradiando un medio de agua sin AuNPs de igual masa que el medio de
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agua con AuNPs. Al obtener los valores de temperatura vs tiempo se construyd
experimentalmente la funcién DE; que modela dicho proceso.

Asi bien, la temperatura final que tendra toda la muestra de agua debida a la contribucion
de calor por las AuNPs y aun pulso del laser fue descrita de la forma siguiente:

T = my, Ce, Twy + MyCe, To, t DE, (30)

m,, Ce,, + mOCeo

Donde DE; es el calor generado al medio debido al primer pulso emitido por el laser; para n
pulsos de laser se desarrollé el siguiente modelo de temperatura, donde la temperatura final
del medio es:

n

T, = (b/c)nT0 + Z(b/c)n_iDEi + az b;l (31)

i=1

Donde:

a = Co,moTy,

b = C,,myTy,

c = C,,m, + Cp,my,

4.6. Determinacion experimental de la temperatura generada por los
sistemas AuUNP y AuUNP-RGD en agua

La irradiacion se llevo a cabo mediante el uso de un laser de Nd:YAG (Qsmart-100, quantel
laser) con duracion de pulso de 5 ns y longitud de onda de irradiacion de 532 nm (energia =
45.9 mJ/pulso) con una frecuencia de repeticion de 5, 10 y 15 Hz.

Se disefid un arreglo experimental de irradiacion el cual se muestra esquematicamente en la
figura 6 que consistié en la focalizacion del haz de energia sobre un pozo de una placa de
96 pozos, donde se contenia la muestra, de manera que el pozo de la placa qued6 totalmente
cubierto por la luz laser (diametro = 7 mm, area = 0.38 cm?). La placa se colocé en una
plancha de calentamiento a 37 °C (Microplaca ThermoShaker, HumanLab MB100-2A,
Hangzhou Zhejia, China) durante la irradiacion.
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Figura 4: Arreglo experimental de irradiacion de muestras en placa de 96 pozos

Las muestras utilizadas fueron las siguientes:

a) Control (200 uL de agua y/o PBS)

b) 100 pL de suspension de Tejido de higado y 100 uL de la solucién de control
c) 100 puL de suspension de Tejido de Colony 100 uL de la solucién de control
d) 100 pL de AuNP-c[RGDfK(C)] y 100 uL de solucién de control

e) 100 pL de suspension de Tejido de higado y 100 uL de AuNP-c[RGDfK(C)]
f) 100 pL de suspension de Tejido de Colon y 100 uL de AuNP-c[RGDfK(C)]

Se colocaron n = 3 pozos de la caja de 96 pozos.

Los tratamientos fueron expuestos individualmente a la irradiacion laser. EI aumento de
temperatura fue medido usando un termopar tipo k (modelo TPK-01) de reaccion inmediata
que habia sido previamente calibrado. EI termopar se introdujo en el pozo de la placa y la
temperatura se registrdé cada segundo usando una tarjeta microcontroladora (ArduinoOne)
con una conexién USB a la computadora.

Se tuvo en cuenta que la densidad de potencia DP,, se mantuviera constante a 0.65 W/cm?
para cada punto de tiempo de irradiacién 6.5, 3.5 y 1.5 minutos, que corresponde a las
frecuencias de 5, 10 y 15 Hz, respectivamente.

La irradiacién se llevd a cabo bajo el disefio experimental mostrado en siguiente tabla:
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Tabla 5: Posiciones de las diferentes muestras a irradiar a diferentes frecuencias

1 2 3 4 5 6 7 8 9

A

B oHz 10Hz 15Hz

C

D oHz* 10Hz* 15Hz*
E

F oHz 10Hz 15Hz

G

H oHz* 10Hz* 15Hz*

4.7. Correlacion tedrica y experimental de los resultados

Se realizd una comparacion de los resultados del aumento de temperatura obtenidos en el
experimento de irradiacion laser con los valores de aumento de temperatura obtenidos a
partir del modelo de difusion de calor. En ambos desarrollos se establecieron las similitudes
y diferencias con respecto a la temperatura obtenida. Estas comparaciones permitieron
obtener un factor de correccion por perdida de masa.
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CAPITULO V: RESULTADOS

5.1. Caracterizacién quimica y estructural antes y después de la
irradiacién laser del sistema AuNP-c[RGDfK(C)]

La técnicas de espectroscopia UV-Vis y las imagenes TEM demostraron que las AuNPs
fueron funcionalizadas con el péptido c[RGDfK (C)] de acuerdo con los reportes previos
[7,10].

5.1.1 Caracterizacion por UV-Vis

Las Figuras 5-7 muestran los espectros UV-Vis de las AUNP-c[RGDfK(C)]antes y después
de la irradiacion laser a las diferentes frecuencias estudiadas.

12 — Absorbancia (U.A.) vs Longitud de onda (nm)

0 (519.09,1) (518.99,1)

——— UV-Vis antes de irradiacién
UV-Vis despues de irradiacion a SHz

[Area de 600nm a 700nm = 5,32]
[Area de 600nm a 700nm = 11.84]

Absorbancia (U. A.)

0.0

I
400 500 600 700 800

Longitud de onda (nm)

Figura 5: UV-Vis antes y después de irradiacion a 5 Hz

En las tres figuras se observa la banda de resonancia plasmonica de superficie del sistema
AUNP-c[RGDfK(C)] a 519.09 nm y su desplazamiento hacia el rojo a 518.99 nm, 518.49
nm y 518.89 nm para 5 Hz, 10 Hz y 15 Hz respectivamente. Este desplazamiento se
atribuye a los cambios en el indice de refracciébn como consecuencia de la interaccién entre
el péptido y la superficie AUNP [7].
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Figura 6: UV-Vis antes y después de irradiacion a 10 Hz

Absorbancia (U.A.) vs Longitud de onda (nm)

1.0 4 (519.09,1) A (518.89,1)

0.8 —
2 7 —=— UV-Vis antes de irradiacion
é 0.6 — UV-Vis despues de irradiacion a 15Hz
=
35 os [Area de 600nm a 700nm = 5.32]
% ' [Area de 600nm a 700nm = 13.3]

0.2 —

0.0 T T . I

400 500 600 700 800

Longitud de onda (nm)

Figura 7: UV-Vis antes y después de irradiacion a 15 Hz

De igual manera se observa gque cuando el aumento de la frecuencia aumenta el area bajo la
curva en la regién de 600 a 700 nm. Esta region del espectro indica el nivel de agregacion
de las particulas. Las figuras muestran que el aumento de la frecuencia aumenta el grado de
agregacion del sistema coloidal.
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5.1.2 Caracterizacion por TEM

Las imagenes TEM mostraron que las AuNPs estabilizadas con citrato cambian su tamafio
de 20 + 1.6 nm (antes de la irradiacion) a 19.38 + 0.02 nm (después de la irradiacion). Esta
modificacion de tamafio es consecuencia del reordenamiento estérico molecular en la
superficie de las nanoparticulas.

Una vez funcionalizadas con c[RGDfK(C)] estas cambiaron su tamafio de 21.56 + 0.06 nm
(antes de la irradiacion) a 21.13 £ 0.07 nm (despues de la irradiacion). Este resultado

demuestra que el péptido [RGDfK (C)] permanece funcionalizado a la superficie de AuNP
después de la irradiacion con laser.

5.2. Determinacion Teorica de los indices de refraccion del Oro, Higado
y Colon

5.2.1. Oro
Mediante la ecuacion (18) se obtienen n y k dependientes de la longitud de onda. Esta

dependencia se muestra a continuacion en la tabla 6:

Tabla 6: Valores que definen las funciones n y k del oro

E (eV) Alnm) n An k Ak
1.26 984.682 0.22 0.02 6.35 0.05
1.39 892.59 0.17 0.02 5.663 0.03
1.51 821.655 0.16 0.02 5.083 0.025
1.64 756.524 0.14 0.02 4.542 0.015
1.76 704.943 0.13 0.02 4.103 0.01
1.88 659.946 0.14 0.02 3.697 0.007
2.01 617.263 0.21 0.02 3.272 0.007
2.13 582.488 0.29 0.02 2.863 0.007
2.26 548.982 0.43 0.02 2.455 0.007
2.38 521.302 0.62 0.02 2.081 0.007
2.50 496.280 1.04 0.02 1.833 0.007
2.63 471.749 1.31 0.02 1.849 0.007
2.75 451.163 1.38 0.02 1.914 0.007
2.88 430.798 1.45 0.02 1.948 0.007

Partiendo de los datos de los indices de refraccion dependientes de la longitud de onda que
se muestran en la tabla 6, se construyo la grafica de n y k para las AuNPs (Figura 8):
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Figura 8: Grafica de ny k para AuNPs

5.2.2. Higado

De acuerdo con Giannios y Konstantinos [20] en el medio higado se tiene que la parte real
(n) y la parte compleja (k) del indice de refraccion estan descritas por la ecuacion (19) y
(20) respectivamente. Utilizando estos parametros se construyo la Figura 9, donde se
representa ambos componentes dependiente de la longitud de onda.
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Figura 9: Grafica de n y k para Higado

La componente real esta asociada con transmitancia, mientras que la imaginaria se asocia a
reflectancia. Por tanto, el comportamiento de la figura 9 indica que la transmitancia de la
luz en el higado se mantiene casi constante. Este valor constante se debe a la irrigacion
constante que presenta este 6rgano.

5.2.3. Colon

De acuerdo con Giannios y Konstantinos [20], y utilizando las ecuaciones (21) y (22), se
obtuvieron la contribucidn real (n) e imaginaria (k) del indice de refraccion del tejido colon
respectivamente. La dependencia de estas contribuciones con la longitud de onda se
muestran en la Figura 10.
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Figura 10: Grafica de ny k para Colon

Al igual que la figura 9, en la figura 10 observamos que el valor de la parte compleja del
indice de refraccion (k) es practicamente despreciable, pero se observa un mayor cambio en
la parte real del indice de refraccion (n). Este comportamiento es debido a que n esta
relacionada con la transmitancia, y si se tiene un cambio en la transmitancia por
consecuencia se tiene un cambio en la absorbancia dado que este tejido cuenta con menor
irrigacion en comparacion al higado.

5.3. Determinacion Teodrica de las constantes dieléctricas del Oro,
Higado y Colon

El calculo de las constantes dieléctricas dependientes de la longitud de onda para el sistema
AUNP en agua, el medio higado, y el colon se determinaron utilizando las ecuaciones (16) y
(17) a partir de las componentes n y k de los indices de refraccion. Las Figuras 11-13
muestran la dependencia de la parte real (&) e imaginaria (&) con la longitud de onda de
estos sistemas.
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Figura 11: Gréfica de la funcion dieléctrica de las AUNPs

Se observa en la figura 11 que la parte real de la funcion dieléctrica (¢') tiende a aumentar
su valor negativo a mayor longitud de onda del espectro visible. Esto se debe a que la figura
8 muestra que la parte compleja del indice de refraccion (k) es mayor que la parte real del
indice de refraccion (n) a mayor longitud de onda. La parte compleja de la funcion
dieléctrica (¢") tiende a disminuir su valor a mayor longitud de onda debido a que el valor
de la parte real del indice de refraccion (n) es pequefio a mayor longitud de onda.
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Figura 12: Gréfica de la funcion dieléctrica del Higado
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Figura 13: Grafica de la funcién dieléctrica del Colon

En las figuras 12 y 13 se muestra como la parte real de la funcién dieléctrica ( ) del
higado y colon tiende a cambiar poco en todo el espectro visible. Este resultado se
complementa con el resultado obtenido en las figuras 9 y 10, donde se muestra que la parte
real del indice de refraccion (n) sufre cambios minimos en el mismo espectro, y la parte
compleja de la funcion dieléctrica ( ") para el higado y colon es despreciable (las figuras
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12 y 13 muestran que la parte compleja del indice de refraccion (k) es despreciable en todo
el espectro visible).

Para el medio agua la parte compleja de la funcién dieléctrica es cero debido a que k = 0,
esto quiere decir que el agua no absorbe energia electromagnética en el espectro visible, por

lotanto e, = Ve? =& =n? = 1.77

5.4. Curvas de los coeficientes de absorcidn, dispersion y extincion
Mediante la teoria Mie tenemos las funciones de la seccion eficaz de extincion (Cy.),

dispersion (C,ps) y absorcion (C,ps), estas funciones se definen por las ecuaciones (2), (3) y
(4) respectivamente.

5.4.1. Agua

A continuacion, se muestra la seccion eficaz de extincion (C,..), absorcion (C,ps) Y
dispersion (C,ps) de las AuNp en agua dependientes de la longitud de onda:

Seccion Eficaz: AuNP (R=10 nm)
375 Medio: Agua

Seccién Eficaz (nm")

|
450 500 550 600 650 700

Longitud de Onda (nm)

Figura 14: Secciones eficaces para AUNPs en Agua

Se aprecia que el maximo de absorcidn y extincion se logra a una longitud de onda de
A=522 nm teniendo C,,; =385 nm?, pero la seccion eficaz de absorcion para la longitud de
onda del el laser de 532 nm es C,, =362 nm?. Existe una diferencia porcentual del 6%
entre el valor maximo tedrico y el valor maximo posible a obtener experimentalmente.
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5.4.2. Higado

A continuacion, se muestra la seccion eficaz de extincidn (C..:), absorcién (C,ps) Y
dispersion (C,.,) de las AuNp en higado dependientes de la longitud de onda:

Seccion Eficaz: AuNP (R=10 nm)
450 — Medio: Higado

Seccién Eficaz (nm’)

450 500 550 600 650 700

Longitud de Onda (nm)

Figura 15: Secciones eficaces para AuUNPs en Higado

Se aprecia que el maximo de absorcion y extincion se obtienen a una longitud de onda de A
= 525 nm, correspondiendo a C,,s = 450 nm?, pero la seccion eficaz para el laser de

longitud de onda 4 = 532 nm es C,p,= 437 nm?, por lo que se tiene una diferencia
porcentual de aproximadamente de 3% respecto al maximo.

5.4.3. Colon

A continuacion, se muestra la seccion eficaz de extincion (C..:), absorcion (C.ps) Y
dispersion (C,ps) de las AuNp en Colon dependientes de la longitud de onda:
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Seccion Eficaz: AuNP (R=10 nm)
Medio: Colon

Seccién Eficaz (nm")

|
450 500 550 600 650 700

Longitud de Onda (nm)

Figura 16: Secciones eficaces para AUNPs en Colon

Se aprecia que el maximo de absorcion se logra a una longitud de onda de 2 = 525 nm
teniendo C,,s = 419 nm? pero la seccion eficaz de absorcion para el laser de longitud de

onda 2 = 532 nm es C,p,= 400 nm?, por lo que se tiene una diferencia porcentual de
aproximadamente de 4.5% respecto al maximo.

En concordancia con reportes anteriores [5,13], los resultados de esta investigacion
demostraron que el Cext Se debe principalmente a la contribucion del proceso de absorcion.
La seccion eficaz de absorcion representa el (98.96 + 0.03)% de la Cex, por lo tanto, la
dispersion se puede considerar despreciable. El valor maximo de Cex Se observa a la
longitud de onda de irradiacion de 522.5 nm para AUNP-RGD en medio acuoso y a 525 nm
cuando las nanoparticulas son depositadas o incrustadas en los tejidos. Esto significa que la
méaxima absorcion de energia ocurre en esas longitudes de onda. Por consiguiente, la
velocidad de aumento de temperatura mas alta debe alcanzarse también a tales longitudes
de onda.

En esta investigacion, la parte experimental se llevé a cabo utilizando un laser Nd:YAG de
532 nm. Para esta longitud de onda el AUNP-RGD en agua (n = 1.33) tiene un Cext = 365.66
nm?, mientras que estos valores fueron 442.39 y 404.24 nm? para (AuNP-RGD) -Higado y
(AuNP-RGD)-colon, respectivamente. Esto significa que la irradiacién de estos tres medios
gue contienen nanoparticulas aumentaria la temperatura en el higado > colon> agua.
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5.5. Curva Tedrica de temperatura en Agua

El modelo de una temperatura muestra que el aumento en la superficie de la AuNp es
directamente proporcional a la eficiencia de absorcién como se muestra en la ecuacion (9).

Este modelo arrojé datos de aumento de temperatura alrededor de la AuNp de Toro=1064
°C, la transferencia de calor es tan rapida que no se logra la fusion del oro.

Recordando que para que una AUNP y una masa de agua dada entren en equilibro térmico
se tiene que cumplir que:

Q, = Q,, (Cantidad de calor Perdido = Cantidad de calor Ganado)

Por lo tanto, para una muestra de 150 pL con una concentracién de 1.962x10* AuNp
entren en equilibrio térmico se tiene lo siguiente:

Para el agua: Q,, = m,,C,, AT (Q,, — Cantidad de calor ganado)
Donde
m,,=V,p,, = 7.645218X10"%6 kg
Ce,, = 1Cal/g°C
AT=T; — 20°C

Para el oro: Q, = m,C, AT (Q, — Cantidad de calor perdido)
Donde
m,=V,p, =8.092742X10?° kg

Ce, = 1Cal/g°C
AT=1064°C — T

Por conservacion de energia Q, = Q,, (Cantidad de calor Perdido =
Cantidad de calor Ganado)

M, Co, AT = m,,Co AT = m,C, (1064°C —Tj) = m,,C,, (T; — 20°C)

My Ce, 20°C + myCe, 1064°C

—)Tf_

my, Ce, + m,Ce,

A partir de esta ecuacion se calcula la temperatura final del medio una vez que la AuNP
disipa su calor a este. Tomando en cuenta la contribucion de calor transferida al medio
debida al pulso del laser que interactta con la AuNP con el que se genere esa temperatura
se cumple la ecuacién (30).
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Por lo tanto, para n pulsos de laser se desarrolld el modelo de temperatura, donde la
temperatura final del medio est& dada por la ecuacion (31) que se muestra a continuacion:

n

Ty, = (b/c) To + zn:(b/c)"_iDEi + az b;l
i=1

i=1

Donde:

a = Ce,m,Ty,

b =C,, m,T,,

c = C,,m, + Cp,my,

Y DE;es una funcion que describe la contribucion de calor por pulso del laser que esta dada
como:

DE, = Ae /8 +Y
Donde:
A= 0.03543
B= 1095.185
Y=-0.00303

De este modelo se tiene el siguiente valor de aumento de temperatura en 5 minutos a una
frecuencia de irradiacion de 10 Hz.
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Figura 17: Incremento de temperatura teorico de AuNPs en Agua

5.6. Curvas experimentales de la temperatura generada por el sistema
177_u-AuNP-RGD en tejido y agua

La relacion entre el aumento de temperatura y las frecuencias de irradiacién en cada uno de
los tratamientos se muestra en la Figura 6. Excepto para el tejido de colon, no hay
diferencia significativa (p < 0.05) entre el AT alcanzado con 10 o 15 Hz. Sin embargo,
existen diferencias significativas entre las frecuencias mas altas y la mas baja a 5 Hz. Para
generar la mayor cantidad de temperatura es necesario que la duracion del impulso y la
frecuencia de repeticion estén en el mismo orden del tiempo de relajacion de la onda de
expansion del SPR, que es de femtosegundos. Para las tres frecuencias estudiadas, el
incremento de la temperatura producido en el sistema (AuNP-RGD)-Higado es
significativamente mayor que los sistemas (AuNP-RGD)-colon y (AuNP-RGD)-agua.
Estos incrementos siguieron la misma tendencia de los incrementos tedricos calculados
anteriormente.
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Figura 18: Aumento de temperatura para las diferentes muestras a 5, 10 y 15 Hz.

Se logra apreciar en estos datos experimentales el aumento de temperatura generada por el
sistema AuNP-RGD debido a la resonancia de plasmon de superficie. Se observa que el
tejido higado sin AuNP tiene un incremento de temperatura comparable al de las AuNPs.
Este comportamiento se explica por la gran absorcion de este tejido de la luz debido a su
mayor irrigacion y concentracion de melanina que se relacionan con el indice de refraccion.

Se observa como la muestra de colon presenta menor aumento de temperatura por su menor
irrigacion, melanina y C,;s en comparacion con el higado. Sin embargo, se muestra un
mayor aumento en la muestra AuNp-Higado debido a los fendmenos de SPR, a la mayor
irrigacion, melanina y C,;,s del medio higado en comparacion con los demas medios. Se
logra observar que para frecuencias de 10 Hz y 15 Hz no se muestra estadisticamente
diferencias significativas en los aumentos de temperatura.

Las figuras 19, 20 y 21 muestran el aumento de temperatura total alcanzado en cada uno de
los tratamientos a las diferentes frecuencias de repeticion. No hay diferencia
estadisticamente significativa entre los valores de temperatura alcanzados por la muestra de
control como los cambios de frecuencia. La temperatura alcanza un maximo y permanece
constante en el tiempo, lo que indica que el aumento de la muestra de control no depende
de la frecuencia de repeticion.
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Figura 19: Aumento de temperatura a 5 Hz para los diferentes medios
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Figura 20: Aumento de temperatura a 10 Hz para los diferentes medios
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Figura 21: Aumento de temperatura a 15 Hz para los diferentes medios

La absorcion optica del tejido hepatico es mayor que la del tejido del colon, ya que el
primero es mas irrigado que el posterior. Por lo tanto, estos dos tejidos se emplearon en este
trabajo como modelos de tejidos altamente y bajamente irrigados, respectivamente. Ellos
mostraron entre si diferencias estadisticamente significativas en los valores de temperatura
alcanzados al variar la frecuencia de irradiacion. Se obtienen valores méas altos de
temperatura con el higado (= 13.7 °C). Esta diferencia se atribuye a la diferencia de
hemoglobina entre el higado y el colon. La hemoglobina es uno de los componentes
tisulares que mas absorbe longitudes de onda cercanas a 532 nm. En consecuencia, el tejido
hepatico tiene una mayor absorcion (C.,: Y Caps), Y €l sistema (AuNP-RGD-higado) tiene
el mayor aumento de temperatura.

En este trabajo, una concentracion de 6,54x10!AuNP/mL generé un aumento de
temperatura de aproximadamente 13 °C después de 200 s de irradiacion a 10 Hz y después
de 90 s de irradiacion a 15 Hz. Si este aumento ocurre en células o tejidos por encima de la
temperatura basal del cuerpo (37 °C), causara varios procesos que pueden conducir a la
muerte celular. Algunos de estos procesos son transiciones de fases lipidicas,
desnaturalizacion de proteinas, cambios conformacionales de ARN y ADN, entre otros; Tal
es la razon por la que el uso de AuNPs podria ser util para la terapia fototérmica usando el
laser de Nd:YAG a 532 nm, porque la eficacia de la terapia (muerte celular) esta
directamente relacionada con la cantidad de calor producido.
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Estos resultados concuerdan con los anteriormente obtenidos por Mendoza-Nava vy
colaboradores cuando irradiaron AuNP funcionalizadas con octredtido en células HelLa en
un laser de igual condiciones al utilizado en este trabajo y obtuvieron un aumento de
temperatura de 11°C aproximadamente (temperatura aumento hasta 48 °C) produciendo
muerte celular en un 94% [22].

5.7. Correlacion tedrica y experimental de los resultados obtenidos en el
cambio de temperatura

De las figuras 5, 6 y 7 se observa que la frecuencia éptima para obtener la generacién
maxima de temperatura por las AuNPs se logra a 10 Hz, ya que los UV-Vis muestran una
mayor agregacion de las AuNPs a 15 Hz. Por tanto, la frecuencia Optima para un
tratamiento de terapia fototérmica plasménica es a 10 Hz ya que a esta frecuencia es
posible seguir generando calor durante un tiempo mas prolongado sin que las AuNPs
pierdan la propiedad fisica de SPR.

Tomando la frecuencia optima de irradiacion de 10 Hz con una densidad de potencia de
0.65 W/cm?y tomando un tiempo de irradiacion de 5 minutos, se irradié una muestra de
AuNp en agua la cual fue de 150pL con una concentracion de 1.962x10*AuNp.

Usando el modelo de difusion de calor mencionado en la ecuacion (31) para un total de
3000 pulsos de laser se tiene a continuacion el resultado experimental, asi como el calculo
teorico con el modelo de difusion de calor, el aumento de temperatura para cada caso es el
siguiente:
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Figura 22: Comparacion de aumento sin correccion de temperatura tedrico-
experimental

Comparando los datos de temperatura del modelo de difusion de calor con los datos de
temperatura experimentales se muestra que el modelo de difusion de calor no arroja datos
reales de temperatura dado que no se toma en cuenta la pérdida de masa ni la agregacion
que sufren las AuNPs del sistema a irradiar, por lo tanto se llaga a un factor de correccion
por pérdida de masa o = 2.27 °C.

Una vez que se suma este valor al modelo de difusion de calor, la temperatura que se
obtiene es la siguiente:
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Figura 23: Comparacion de aumento con correccion de temperatura teorico-

experimental

Esta grafica nos muestra que una vez que el modelo de temperatura contiene el factor de
correccion por pérdida de masa y agregacion, esté modelo logra llegar a los datos de
temperatura que se obtienen experimentalmente.
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CAPITULO VI: DISCUSIONES Y
CONCLUSIONES

El sistema ’Lu-AuNP-RGD exhibe propiedades que son adecuadas para la terapia
fototérmica plasmonica y radioterapia dirigida in vitro, Por lo anterior, el sistema
multifuncional *""Lu-AuNP-RGD mostrd aplicacion potencial en el diagndstico médico y
en los tratamientos terapéuticos debido a su combinacién Unica de propiedades radiactivas,
Opticas y termoablativas.

Los célculos mostraron que Caps representa el 98.96 + 0.03% de Cext @ 532 nm, Cex para el
AuNP funcionalizado en agua fue 365.66 nm? (94% del valor maximo tedrico a 522.5 nm),
para el colon fue de 404.24 nm? (98% del valor méaximo teérico a 525 nm) y para el higado
fue 442.39 nm? (96% del valor tedrico maximo a 525 nm). Por lo tanto, las nanoparticulas
irradiadas a 532 nm estan muy proximas a su valor de resonancia. Estos resultados eran de
esperarse dado que el higado presenta una mayor irrigacion melanina en comparacion con
el colon, asi como el colon presenta mayor irrigacion en comparacion con la nula irrigacion
del agua.

En la parte experimental se deposito la misma densidad de energia en todas las muestras y
los resultados de Cext, Cans ¥ Csca Se correlacionaron con los ensayos de irradiacion en AuNP
funcionalizado, donde el aumento de la temperatura de los medios, mostré el patron de
Higado > Colon> Agua, logrando obtener aumente similares a 10 y 15 Hz sin observar
estadisticamente diferencias significativas, el aumento de la temperatura (AT de
aproximadamente 13 °C) es suficiente para producir la muerte celular por terapia
Fototérmica Plasmonica., y observando los UV-Vis se llega a la conclusién que la
frecuencia optima de irradiacion es 10 Hz, ya que esta no presenta la mayor agregacion.

La comparacion de los resultados de aumento de temperatura obtenidos en el experimento
de irradiacion laser con los valores de aumento de temperatura obtenidos a partir del
modelo de difusion de calor mostré que el modelo de difusion de calor no arroja datos
reales de temperatura dado que no se toma en cuenta la pérdida de masa ni la agregacion
que sufren las AuNPs del sistema a irradiar, por lo tanto, se llaga a un factor de correccién
por pérdida de masa de o = 2.27 °C. En ambos desarrollos se establecieron las similitudes y
diferencias con respecto a la temperatura obtenida. Con el modelo teérico de difusion de
calor generado en este trabajo es posible predecir la temperatura que se generara al irradiar
diferentes concentraciones de AuNPs en agua sin necesidad de realizar el experimento.
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Abstract

Mie theory explains the interaction of light with a gold nanoparticle (AuNP) through
the absorption (Cabs), scattering (Csca) and extinction (Cext) cross-sections. These
parameters have been calculated in the case of AUNPs dispersed in homogeneous
media, but not for specific tissues. The aim of this research was to theoretically
obtain the optical cross-sections (Cabs, Csca and Cext) of functionalized AuNPs in liver
and colon tissues through Mie Theory, and correlate them with the temperature
increase observed experimentally in tissues containing AuNPs under plasmonic
photothermal irradiation using a Nd-YAG laser (A = 532 nm). Calculations showed
that Caps represents 98.96+0.03% of Cext at 532 nm. The Cext value for a
functionalized AuNP in water was 365.66 nm? (94% of the theoretical maximum
value at 522.5 nm), 404.24 nm? in colon (98% of the theoretical maximum value at
525 nm), and 442.39 nm? in liver (96% of the theoretical maximum value at 525 nm).
Therefore, nanopatrticles irradiated at 532 nm are very close to their resonance
value. These results correlated with the experimental irradiations of functionalized
AuNPs in different tissues, where the average temperature increase showed the
pattern liver>colon>water. The temperature increase observed (AT up to 13°C) is
sufficient to produce cellular death.

1. Introduction

The optical properties (absorption and scattering) present in gold nanoparticles
(AuNPs) play a significant role in the development of new photothermal ablation
systems potentially applicable in cancer treatment [1-3]. The photothermal ablation
process generated by AuNPs is due to the optical absorption phenomenon present
when AuNPs are exposed to light that induces a collective oscillation of the free
electrons (Surface Plasmon Resonance, SPR) [1,4-6]. The temperature around the
AuNPs reaches 800°C and causes irreversible thermal destruction to the tissue [7-
11].
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Gold nanoparticles (AuNPs) have been synthesized in various size and shapes. For
instance, spheres, rods, cubic, prisms forms, etc. [12, 13]. Some of these structures
have been proposed for a variety of medical applications [2,3,14,15]. Many
biomolecules such as DNA chains, proteins, peptides, and aptamers, can be
conjugated to one AuNP [3]. The Arg-Gly-Asp (RGD) sequence has been reported
to have high affinity and selectivity for the a(v)B(3) integrin. This integrin is expressed
on the surface of healthy endothelial cells at low levels but is overexpressed in the
tumor neovasculature of osteosarcoma, neuroblastoma, glioblastoma, melanoma,
lung carcinoma and breast cancer [16-19].

The SPR band intensity and wavelength characteristics of the AuNPs depend on
factors affecting the electron charge density on the particle surface, such as the
metal type, particle size, shape, structure, composition and the dielectric constant of
the surrounding medium (water, type of tissue). In the SPR phenomenon, the
electrons of gold resonate in response to incoming radiation, causing both the
absorption and scattering of light; these processes can be explained by Mie theory.
This approach provides exact analytical solutions to Maxwell’s equations for spheres
with various diameters; the absorption and scattering probabilities are represented
by the absorption, scattering and extinction cross-sections (Cabs, Csca and Cext) [13].
The optical absorption and scattering phenomena strongly depend on the size of the
nanoparticles and the dielectric constant of the surrounding medium. For small
AuNPs in water (refractive index n = 1.33 and dielectric constant ¢ = n?), total
extinction is completely ruled by absorption; when the size increases, the scattering
process appears and intensifies [20-23].

The theoretical calculations of the Cabs, Cscaand Cext coefficients through Mie Theory
have been previously reported in the case of light interacting with AUNPs dispersed
in a homogeneous medium, where the refractive index is considered a constant.
However, such parameters have not been determined for specific tissues, where the
refractive index has to be evaluated as a function of the interacting wavelength since
the absorption and scattering cross-sections are strongly affected by the
composition of the tissue (amount of the water, hemoglobin, and melanin). The
determination of these parameters could explain the temperature increase
generated by the AuNP, which is a critical point in the potential clinical application of
the plasmonic photothermal therapy.

This research aimed to calculate the optical coefficients (Cabs, Csca and Cext) of
functionalized gold nanoparticles in different tissues (liver and colon) by Mie Theory,
and to determine their correlation with the temperature increase observed
experimentally in tissues containing AuNPs under plasmonic photothermal
irradiation using a Nd-YAG laser.

2. Materials and Methods

2.1.Materials



88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125

126
127

128

129
130

Gold nanoparticles (20 nm) were obtained from Sigma-Aldrich (6.54x10!
particles/mL). A 50 pM solution of c[RGDfK(C)] and PBS pH 7 were prepared in type
I-grade water. Homogeneous suspensions of pork liver and chicken intestinal viscera
(for simulating colon tissue) were blended with a small volume of water. The mixtures
were then passed through a strainer for sieving and homogenization.

2.2.Preparation of the AUNP-c[RGDfK(C)] Conjugate.

The synthesis of cyclo[Arg-Gly-Asp-Phe-Lys(Cys)] (c[RGDfK(C)]) was carried out
according to the method reported by Luna Gutierrez [14]. In the c[RGDfK(C)]
molecule, the sequence Arg-Gly-Asp-(-RGD-) acts as the active biological site. The
D-Phe (f) and Lys (K) residues completed the cyclic and the pentapeptide structure,
and Cys (C) is the spacer that contains the active thiol group that interacts with the
gold nanoparticle surface. For conjugate preparation, a 50 pM solution of
c[RGDfK(C)] was prepared using type | grade water, and then 0.02 mL (6.023x10%4
molecules) were added to 1 mL of the AuNP suspension (20 nm, 6.54x10%!
particles/mL) followed by stirring for 5 min. No further purification was required.

2.3.Characterization Before and After Laser Irradiation

Before laser irradiation, the chemical conjugation was confirmed by UV-Vis, medium
and far IR, Raman spectroscopy and Transmission Electron Microscopy (TEM), as
previously reported [16,19].

After laser irradiation, TEM and the absorption spectrum in the range of 400—800 nm
were also obtained. The UV-Vis analysis was performed with a Perkin-Elmer
Lambda-Bio spectrometer using a 1 cm quartz cuvette to monitor the size and the
AuNP surface plasmon band around 520 nm.

2.4.Absorption Cross-Section Evaluation
2.4.1. Complex dielectric constant

The complex dielectric constant (e, = €, + i, ) of the AUNP was obtained from the
complex refractive index of gold (7, = n,, + ik,,) at different wavelengths (450 to 700

nm), according to Johnson and Christy [20]. These values were corrected by the
nanoparticle size using a cubic interpolation and calculated as:

n, =ny, + ik,
The complex dielectric constant e, + ie,” was obtained as follows:

N2 N2
& = (an) = (znp + lkp)
& = (np) - (kp) +i2(np * kp)
Where:
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gp, = (np)z - (kp)z
& = Z(np * kp)

For the¢g,, media (liver or colon tissue) the complex dielectric constants were
obtained using the same procedure employed for AUNP, but employing the complex
refractive index reported by Giannios and Koutsoumpos [22,23]. The experimental
data was used to obtain the values for the refractive index as a continuous function
dependent on the wavelength.

2.4.2. Calculations of Optical properties of AUNP-RGD-Tissue by the
Mie theory

Theoretical calculations were carried out using the Generalized Mie Theory
considering spherical nanoparticles (r = 20 nm) whose diameter is lower than the
irradiation wavelength (532 nm). In this case, the Mie-Drude theory was not
employed. Therefore, free electron density was not directly considered. However,
electron movement is taken into account indirectly in the dielectric functions of
materials.

Mie Theory explains the interaction between the light and AuNPs where the
absorption and scattering probabilities process are represented by the absorption
cross section Caps (M?), the scattering cross section Csca (M?), and the extinction
cross section Cext, which is the sum of both (Cext = Csca + Cabs). These cross sections
were calculated as follows:
24m% R3¢, 3/? &
ext — 2

* > >
(ep + Zem) + ¢
2775 R6 2
sca — 1

& —Em

* |[—
& T 2&y

Cabs = Cext — Csea

Where R is the radius of the particle and A is the incident wavelength.

All the calculations were carried out considering the real and imaginary parts of the
dielectric constant of the AUNP and tissue.

2.5.Laser Arrangement

Laser experiments were conducted using an Nd-YAG laser (Qsmart-100, Quantel
laser) pulsed for 5 ns at 532 nm (energy=45.9 mJ/pulse), with a repetition rate of 5,
10 and 15 Hz. The power of each laser pulse was measured by a Dual-Channel
Joulemeter/Power Meter (Molectron EPM 200, Coherent). A diverging lens was used
in the path of the laser beam in a way that the well plate was fully covered by the
laser (diameter = 7 mm, area = 0.38 cm?) (Fig. 1). The well plate was placed on a
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heating plate at 37°C (Microplate Thermo Shaker, Human Lab MB100-2A,
Hangzhou Zhejia, China) during laser irradiation.

Figurel. Laser arrangement.
2.5.1. Laser Irradiation Experiments

The effect of laser irradiation on the temperature increasing rate was measured in
the following treatments:

a) Control (200 uL of type | grade water or 200 uL of PBS pH7)
b) 100 pL liver tissue and 100 yL of control solution

c) 100 pL colon tissue and 100 uL of control solution

d) 100 pL of AuNP-c[RGDfK(C)] and 100 pL of control solution
e) 100 pL liver tissue and 100 uL of AUNP-c[RGDfK(C)]

f) 100 uL colon tissue and 100 pL of AUNP-c[RGDfK(C)]

The described treatments were exposed individually to the laser (n= 6). The
temperature was measured using a type k thermocouple (model TPK-01) of
immediate reaction that had been previously calibrated (probe diameter = 0.8 mm).
A thermocouple was introduced into the well plate, and the temperature was
registered every single second using a cold-junction-compensated K-thermocouple
fixed to a digital converter (MAX6675, Maxim Integrated TM) connected to a
microcontroller board (Arduino Uno) with a USB computer connection.

The total delivered energy (DE,,, ] /cm?) to the well plate was calculated as follows:
DE,, = DP,, *t

Where t is the irradiation time, DP,, is the irradiance or density power in W /cm? and
is calculated by:

Where P, is the average power (B, = E * f), f is the repetition rate in Hz, E is the
energy by pulse in Joule/pulse, and A is the irradiation area in cm?. The density
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power DPm was kept constant at 0.65 W/cm? for each irradiation time point 6.5, 3.5,
1.5 min which corresponds to the 5, 10 and 15 Hz frequencies, respectively [8,24].

2.6. Statistical Analysis

Differences among treatment data were evaluated with Student’s t-test (grouped
analysis, significance was defined as p<0.05).

3. Results and Discussion
3.1.Characterization Before and After Laser Irradiation
3.1.1. Before laser irradiation

Spectroscopy techniques and TEM images demonstrated that AuNPs were
functionalized with the c[RGDfK(C)] peptide accordingly with previous reports
[16,19]. The average particle diameter was 21.56 £ 0.06 nm.

The UV-Vis spectrum showed the surface plasmon resonance band at 520 nm for
AuNPs, and a red shift to 522 nm for AUNP-c[RGDfK(C)] was observed. This shifting
Is attributed to the changes in the refraction index as consequence of the interaction
between the peptide and the AuNP surface [16].

Raman spectroscopy and Medium and Far-infrared showed several well-defined
bands characteristics of the AUNP-c[RGDfK(C)] conjugate [16]. The Far-IR spectrum
of the AuNP-c[RGDfK(C)] showed a characteristic band at 279 + 1 cm™, which is
representative of the Au-S bond [18,19].

3.1.2. After laser irradiation

TEM images after laser irradiation demonstrated that the [RGDfK(C)] peptide,
remain functionalized to AuNPs surface. The particle average diameter changes
from 21.56 £ 0.06 nm to 21.13 + 0.07 nm (Figure 2). The observed size modification
after laser irradiation on AuNP citrate-stabilized was from 20 + 1.6 nm to 19.38 +
0.02 nm, which can be explained as a consequence of molecular steric
rearrangement on the nanoparticle surface.
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F|gure 2. Morphologlcal Results Before and After Laser Irradiation.

TEM measurements were supported by SPR band on UV-Vis spectra. The SPR for
AuNP-c[RGDfK(C)] shifted from 522 nm to 519.8 nm after irradiation, while for AUNP
the shifting was from 520 nm to 517.5 nm (Figure 2). These shifts to a lower
wavelength are also an indication of a reduction in the nanoparticle size.

3.2.Absorption Cross-Section Evaluation
3.2.1. Complex Dielectric Constant
Figure 3 shows the differences between the real and imaginary parts of the refractive
index and dielectric constant of a) gold, b) liver tissue and c) colon tissue. The real

part of the dielectric constant is related to the stored energy, and the imaginary part
is related to the dissipation of the energy within the medium.
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3.3.Optical coefficients of AuUNP-RGD-Tissue by the Mie theory

In agreement with previous reports [1,4] the results showed in this research
demonstrated that the Cext is mainly due to the absorption process contribution
(Figure 4). The effective absorption section represents the 98.96+0.03% of the total
extinction effective section (Cext). Therefore the scattering one can be considered
negligible. The maximum Cext value is observed at the irradiation wavelength of
522.5 nm for AuNP-RGD in a water medium and 525 nm when the nanopatrticles are
deposited or embedded in the tissues.This result means that the maximum energy
absorption occurs at those wavelengths; consequently, the highest temperature
increase rate should be reached at such wavelengths as well.
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Figure 4. Cross section absorption, scattering, and extinction, for AUNP in A) water,
B) liver tissue and C) colon tissue.

In this research, the experimental part was carried out using a 532 nm Nd-YAG laser.
For this wavelength, the AUNP-RGD in water (n=1.33) has a Cext = 365.66 nm?, while
these values were 442.39 and 404.24 nm? for (AuNP-RGD)-liver and (AuNP-RGD)-
colon, respectively. This result means that the irradiation of these three media
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containing nanoparticles would increase the temperature in the pattern
liver>colon>water.

3.4 Laser irradiation

The ratio between the temperature increase and the irradiation frequencies in each
one of the treatments is shown in Figure 5. Except for colon tissue, there is no
significant difference (p < 0.05) between the AT reached with 10 or 15 Hz. However,
there are significant differences between the higher frequencies with the lowest
tested (5 Hz). To generate the greatest amount of temperature, it is necessary that
the pulse duration and repetition frequency be in the same order the relaxation time
of the SPR expansion wave, which is of femtoseconds. For the three frequencies
studied, the temperature increased produced in the system (AuNP-RGD)-liver is
significantly higher than the (AuNP-RGD)-colon and (AuNP-RGD)-water systems.
These increments followed the same trend of the theoretical Cext calculated before.
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Figure 5. Total temperature increase vs. irradiation frequency with laser

The Cext obtained at 532 nm for AUNP-RGD in the water media, colon tissue, and
liver tissue are respectively 94%, 98% and 96% of the Cext maximum values obtained
at 522.5 nm and 525 nm. In other words, the nanoparticles were irradiated with a A
very close to that of the resonance value. This incident energy reached the
nanoparticle at all the tested frequencies (5, 10, 15 Hz), so the higher the frequency,
the higher the energy deposited in the nanoparticle. This energy deposited is
absorbed in a 98.96%, meaning that almost all the absorbed energy is converted
into heat, leading to temperature increase. Therefore, the calculation of Cext, Cabs

10
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and Csca helps in the prediction of a pattern of temperature increase when AuNP-
RGD immersed in a medium is irradiated.

Figure 6 shows the total temperature increase reached in each of the treatments at
the different repetition frequencies. There is no statistically significant difference
between the temperature values reached by the control sample as the frequency
changes. The temperature reaches a maximum and remains constant over time,
which indicates that the increase in the control sample does not depend on the
repetition frequency.
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Figure 6. Temperature increase at different frequencies A) 5Hz, B) 10Hz and C)
15Hz.

Holmer et al. reported that the optical absorption of liver tissue is higher than that of
colon tissue because the former contains more blood irrigation than the later [25].
Therefore, liver and colon were employed in this work as models of high and low
blood irrigation tissues, respectively. Tissues showed statistically significant
difference between them regarding the temperature values reached by varying the

11
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frequency. Higher temperature values are obtained with the liver (=13.7°C). This
difference is attributed to the different hemoglobin concentration between liver and
colon and agrees with the Holmer et al. results. Hemoglobin is the tissue component
of greater absorbance to wavelengths close to 532 nm. Consequently, liver tissue
has higher absorption (Cext and Cabs), and the (AuNP-RGD)-liver system has the
highest temperature increase.

Several authors have mentioned that the local temperature near the AuNP is
increased up to approximately 700 - 800°, which is lower than the fusion temperature
of gold (1063 °C) [7-11]. Therefore, it could be expected a temperature increase of
the order of 10 "C at macroscopic levels. In this work, gold nanopatrticles (6.54x10*!
AuNP/mL) generated a temperature rise of approximately 13°C (200 s of irradiation
at 10 Hz or after 90 s of irradiation at 15 Hz).

If a temperature increase of 13°C occurs in cells or tissues above basal body
temperature (37°C), several processes could lead to cellular death. These
processes are related to transitions of lipid phases, denaturalization of proteins,
conformational changes of RNA and DNA, among others. This is the reason why the
use of AuNPs could be useful for photothermal therapy using a Nd-YAG laser at 532
nm because the therapy efficiency (cell death) is directly related to the amount of
heat produced.

4. Conclusions

The calculation of Cext, Cabs and Csca for the (AUNP-RGD)-water, (AuNP-RGD)-colon
and (AuNP-RGD)-liver systems helps to understand the temperature increase
observed when they are irradiated with a Nd-YAG laser at 532 nm. The temperature
increased obtained (approximatelyl3 °‘C) is sufficient to produce cellular death by
photothermal therapy.
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