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Resumen

“Estudios de Estabilizacion de Nanoparticulas de oro con Copolimeros en Bloques a base
de Poli(N-vinilcaprolactama)”
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En la actualidad el uso de nanoparticulas de oro ha tenido un crecimiento considerable,
debido a su aplicacion potencial en distintas areas como en la electrdnica, en sensores, en el
area biomédica, entre otras. Dentro de las aplicaciones biomédicas la estabilidad es de suma
importancia por ejemplo para la aplicacion hacia la terapia fototérmica.

En el presente trabajo se disefiaron y prepararon copolimeros en bloques con el fin de
estabilizar nanoparticulas de oro con una resonancia de plasmon superficial localizada LSPR
cercana a los 800 nm. La metodologia consistié en la sintesis de un agente RAFT de la especie
tritiocarbonato (CTA) el cual se funcionalizd con polietilenglicol metil éter (PEG),
obteniendo un macro-CTA. Se sintetizaron copolimeros en blogues de N-vinilcaprolactama
y N-vinilpirrolidona via polimerizacion RAFT, obteniendo PEG-b-PNVCL y PEG-b-
P(NVCL-co-NVP). La temperatura del punto de turbidez (Tcp) se modifico de 35 a 43 °C

dependiendo de la composicion del copolimero con un Dy, de 100 a 200 nm. El grupo terminal

tritiocarbonato se modifico a tiol, lo que permiti6 reaccionarlos con nanoparticulas de oro.
Para ello, se sintetizaron nanobastones de oro (AuNRs) y nanotetrapodos de oro (AuNTPs).
Los AuNRs tuvieron una razon de aspecto de 3.75 con longitudes de 64 + 4 nm. Mientras
que los AUNTPs tienen un tamafio de ~30 nm. Al ser irradiados con un laser en el (NIR) de
785 nm se generd un aumento de la temperatura en el medio hasta alcanzar los 53 °C para

nanobastones y un poco mas bajo para nanotetrapodos.
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l. INTRODUCCION

I.  INTRODUCCION

El campo de las nanoparticulas plasmonicas ha crecido significativamente en las
ultimas decadas. Existe una gran diversidad de técnicas y nanoestructuras que representa una
excelente oportunidad para la investigacion biomédica, asi como para la deteccion de
imagenes entre otras’. Las propiedades fisicas y quimicas de los materiales se ven
fuertemente afectados por sus morfologias a escalas nanométricas?. Por lo tanto, la sintesis
de nanomateriales con la capacidad de controlar con precisidn aspectos como la composicion,
la estabilidad y la forma, se ha convertido un tema importante en la ciencia y tecnologia®, ya

que se pueden disefiar para tener propiedades especificas.

Debido a sus propiedades opticas, como la absorcion y la dispersion de la radiacion
electromagnética, las nanoparticulas de oro son de interés para su aplicacion en la terapia
fototérmica. La estrategia terapéutica incluye el uso de la radiacion electromagnética para
generar calor e inhibir térmicamente la proliferacion de células cancerosas* e incluso conduce
a una necrosis celular. La hipertermia localizada causada por el aumento de la temperatura
inducida por las nanoparticulas de oro, conduce a la alteracién de la membrana celular y a la
desnaturalizacion de las proteinas, lo que finalmente Ileva a la muerte celular®, los métodos
modernos de la terapia fototérmica caracterizados por una especificidad mejorada,
minimamente invasiva y una mejor selectividad espacio-temporal, dado a esto proporcionan
una alternativa prometedora para el tratamiento del cancer resistentes a la quimioterapia. Sin
embargo, la funcionalizacidon de las nanoparticulas de oro (AuNPs) es un aspecto importante
que, junto con su tamafio y forma determinara el destino final del alojamiento de las

particulas tras su administracion®.

Las modificaciones superficiales que tienen un efecto marcado sobre estos parametros
mencionados anteriormente, protegen contra la agregacion, mejoran la biocompatibilidad,
ademéas de las interacciones especificas con las celulas, asi como el transporte y la
acumulacion especifica en regiones deseadas’, ademas, de presentar un efecto significativo
sobre la vida media de las AuNPs en la sangre, evitando la eliminacién por células del sistema
reticulo endotelial. Estas modificaciones superficiales pueden enmascarar las AuNPs, lo que

garantiza un tiempo de flujo sanguineo mas prolongado, hasta llegar a la zona de accion®.
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Es importante sefialar que la funcionalizacion de la superficie puede alterar las propiedades
opticas de las AuNPs®. Esta funcionalizacion, se puede lograr mediante adsorcion fisica o
union covalente del ligando a la superficie de las nanoparticulas, generalmente a traves de
enlaces tiol. Se ha investigado en las ultimas décadas el uso de polimeros para la
funcionalizacion de las AuNPs, donde el poli(etilenglicol) tiol (PEG-SH) es uno de los méas
utilizados, este se une covalentemente a la superficie de las AuNPs!®, mejorando la
biocompatibilidad de las AuNPs y prolonga la vida media en la sangre, ademaés la coraza
hidratada del PEG confiere mayor resistencia a la captacion endocitica por parte de la

membrana celular®!,

Morfologias complejas de nanoparticulas de oro como los nanobastones (AuNRs) y
nanotetrapodos (AUNTPs) tienen la capacidad de recorrer la banda de absorcion plasmonica
LSPR hacia las regiones del infrarrojo cercano (NIR) de acuerdo a su relacion de aspecto
(longitud/didametro) este desplazamiento se va acercando al rango de la primera ventana
bioldgica entre 700-980 nm. Por otro lado, los copolimeros preparados a partir de la
polimerizacion de adicion-fragmentacion reversible (RAFT) se caracterizan por sus grupos
terminales de cadena, como los grupos tritiocarbonatos, ditioéster o xantato, que se pueden
reducir facilmente a un grupo terminal tiol para adherirse fuertemente a la superficie de las

nanoparticulas de oro*2,

La poli(N-vinilcaprolactama) (PNVCL) es un polimero termosensible con mayor
potencial de aplicacion en el area de la salud®®, ya que presentan una temperatura critica
inferior de solucién en agua (LCST) entre 32 y 37 °C la cual es cercana a la temperatura
fisiologica corporal, siendo importante para aplicaciones dentro del campo biomédico®. Esta
temperatura de respuesta se puede modificar usando bloques de polimeros aleatorios
hidrofilicos, mientras que la estabilidad a temperatura ambiente se puede mejor usando
bloques de polimeros hidrofdbicos, diversos estudios han demostrado que la PNVCL muestra

biocompatibilidad con el organismo humano®®.
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Il.  JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

2.1 Justificacion

Debido al aumento de casos relacionados con el céncer, es importante emplear
alternativas menos invasivas a los tratamientos actuales, estudiando asi la estabilidad de
nanobastones de oro y nanotetrapodos de oro para su potencial aplicacion en la terapia

fototérmica
2.2 Planteamiento del proyecto

En este proyecto se plantea preparar copolimeros en bloques del tipo PEG-b-PNVCL
y PEG-b-P(NVCL-co-NVP) para estudios de agregacion en funcion del pH y la temperatura
para la estabilizacion de nanoparticulas de oro con resonancia de plasmoén superficial

localizada LSPR cercana o entre la primera ventana biologica (700-980 nm).
2.3 Objetivo general

Estudiar la estabilizacion de nanoparticulas de oro con resonancia de plasmon
superficial localizada dentro de la primera ventana bioldgica con copolimeros PEG-b-
PNVCLY PEG-b-P(NVCL-co-NVP) en funcién de pH y temperatura.

2.4 Objetivos especificos

a) Determinar las condiciones adecuadas para sintetizar copolimeros en bloques
PEG-b-PNVCL y PEG-b-P(NVCL-co-NVP) por el método RAFT, variando la
proporcion PNVCL: PNVP.

b) Caracterizar los copolimeros obtenidos en cuanto a su composicion quimica, peso
molecular promedio, potencial zeta y la temperatura del punto de turbidez (Tcp).

c) Estudiar el comportamiento de agregacion de los copolimeros en funcion del pH
y de la temperatura.

d) Obtener nanobastones de oro y nanotetrapodos de oro variando la morfologia y
tamafio con una LSPR ubicada en el rango de absorcion de la primera ventana

biologica.
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e) Estudiar la estabilizacion de las nanoparticulas de oro utilizando los copolimeros

f)

en bloques preparados, encontrando las dimensiones de sus agregados, su LSPR,
su contenido de nanoparticulas y su estabilidad al almacenamiento en funcion del
pH y la temperatura.

Estudiar el comportamiento fototérmico de las nanoparticulas de oro, solas y
cargadas con los copolimeros, en cuanto al efecto del aumento de temperatura en

el entorno al ser irradiadas con luz en el infrarrojo cercano (NIR).
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I1l. TEORIA GENERAL

La nanociencia es el estudio de los procesos fundamentales que ocurren en las
nanoestructuras o nanomateriales, y con ello el estudio de las propiedades de la materia a
nivel atomico y molecular como las propiedades térmicas, eléctricas, magnéticas, opticas,
quimicas, etc!®. La nanotecnologia es una combinacion de principios relacionados con la
biologia, la fisica y la quimica; con la cual se crean particulas de tamafio nanometrico con
funciones particulares. Con este fin, las nanoparticulas de metales nobles como plata, oro,
platino, paladio asi como los 6xidos metalicos como el 6xido de zinc y el 6xido de titanio,

han sido ampliamente estudiados por sus propiedades dpticast’.

Estas nanoparticulas tienen propiedades Unicas, debido al &rea de superficie en relacion
de volumen, tamafio y forma®8. Por eso se utilizan en diversos campos de diagndstico como
la optoelectronica, para instrumentos de visualizacion, la catélisis, la fabricacion de
biosensores, el diagnostico o el seguimiento de enfermedades como las células cancerosas,
el descubrimiento de farmacos, la deteccion de metales o reactivos ambientalmente
peligrosos y en aplicaciones terapéuticas®. Las nanoparticulas de metales nobles
especialmente las de oro presentan propiedades fototérmicas, que se activan en presencia de
luz-laser®. Por otro lado, las nanoparticulas anisotrpicas tienen mayor estabilidad quimica,
baja toxicidad y alta compatibilidad con el organismo humano. Las investigaciones
realizadas mostraron que las nanoparticulas, son captadas de cierta manera mediante
endocitosis por la membrana celular. Las nanoparticulas de oro tienen un gran potencial
como agentes fototerapéuticos en la terapia del cancer??, asi como su implementacion dentro

de nanoestructuras Utiles para la administracion selectiva de farmacos 2.
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3.1 Resonancia de plasmones superficiales localizada (LSPR)

El plasmon se define como la excitacion colectiva de los electrones semi-libres
presentes en los metales, al ser iluminados por radiacion electromagnética®, dado que los
niveles de energia estdn muy proximos entre si, estos electrones son capaces de absorber la
radiacion electromagnética y liberarla en forma de calor. Sin embargo, esta propiedad se
modifica cuando se lleva a escalas nanométricas, donde los electrones superficiales sufren
un confinamiento cuantico?*, ya que, cuanto menor es el area que permite que los electrones
se muevan, mayor es la separacion energética. Debido a esta restriccion, cuando la luz incide
sobre las nanoparticulas de oro, el campo eléctrico de la radiacidn excita los electrones de
conduccion provocando que se muevan de sus posiciones originales para que los electrones
superficiales comiencen a oscilar uniformemente con el campo eléctrico de la luz 2°. Por este
motivo, se produce la absorcion de la energia por la superficie de las nanoparticulas dando
lugar a una banda de absorcion denominada banda plasmoénica?® LSPR, la posicion de la

LSPR es en funcion del tamafio y la morfologia de las nanoparticulas 2 ver Figura 1.

Nube de electrones Campo eléctrico

{ +++ T

Oscilacion transversal de electrones Oscilacion longitudinal de electrones

Figura 1. Resonancia de plasmones superficiales localizada (LSPR) de nanobastones de oro.
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3.2 Polimerizacion por transferencia de cadena reversible de adicion-fragmentacion
(RAFT)

En la técnica de polimerizacion RAFT en base a la estequiometria de la reaccion se
puede estimar el peso molecular de los copolimeros?. Ademas, existen diferentes estructuras
de CTA pero cada una actta de manera diferente para cada monomero a emplear, de esta
manera se recomienda utilizar el CTA que potencie la polimerizacion del monémero a

utilizar®® ver Figura 2A.

Estos compuestos actuan como agentes de control del peso molecular, pues a través de su
instauracién pueden realizar un proceso de dos pasos de adicién y fragmentacién, pero la
molécula tiene que ser activada de acuerdo al mecanismo de polimerizacion RAFT. El primer
paso es similar a una polimerizacion por radicales libres, donde comienza la formacién de
los radicales libres para la iniciacion®. La molécula iniciadora (I*) activa los radicales libres
para iniciar al mondmero y a medida que crece forma el radical propagante, que se convierte
en cadenas propagantes activas R-Pn*3L, En el siguiente paso, estas cadenas transfieren el
radical al CTA, que controla la polimerizacion dandole el caracter cuasi-viviente. Con esto,
se inicia un mecanismo de adicién y fragmentacion, ya que los radicales libres de este
precursor intermediario son estabilizado por el grupo Z en el CTA. El grupo denominado R
regula la fragmentacion vy, por lo tanto, la capacidad del radical para reaccionar, este grupo
R deber ser un buen grupo saliente y también debe permitir el reinicio (R*) para forma nuevas
cadenas propagantes activas, lo cual se le parece mucho a la etapa de iniciacién, con la
excepcion de que el agente iniciador (1) ya no sera quien aliente a la activacion y propagacion
de las cadenas®’. Ahora es el grupo R proveniente del CTA (R*), el que conduce a la
formacion de la etapa de equilibrio entre el polimero inactivo (Pn) y la cadena propagante
activa (Pm¥*). Ademas, también se presenta la etapa de terminacion, pero esto no es deseado

por que producen cadenas de polimero muertas ver Figura 2B.
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Figura 2. A) Especies de CTA, B) Mecanismo general de la polimerizacion RAFT.
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3.3 Poli(N-vinilcaprolactama)

Los polimeros termosensibles (también [lamados sensibles al calor), cuya solubilidad
depende de la temperatura de la solucion, se han estudiado extensamente para aplicaciones
biomédicas. La poli(N-vinilcaprolactama) (PNVCL) es un polimero no iénico soluble en
agua y sensible a la temperatura derivado de un mondémero econdémico de N-
vinilcaprolactama (NVCL)*. La PNVCL exhibe una temperatura de solucién critica inferior
(LCST) cercana a la temperatura fisiologica corporal (32 - 37 °C). Ademaés, la PNVCL se
denomina biocompatible y de baja toxicidad a ciertas concentraciones, que lo convierte en

un polimero muy atractivo para diversas aplicaciones biomédicas.

Comparado con la poli(N-isopropilacrilamida) (PNIPAM) otro polimero sensible a la
temperatura, la PNVCL destaca como un material para aplicaciones biomédicas ya que la
hidrolisis del grupo amida de las unidades de la NVCL no forman moléculas pequefias
dafiinos para la salud®*. Estudios in vitro recientes sugieren que la PNVCL se tolera bien en
concentraciones por debajo de 10 mg/mL. La PNVCL exhibe un comportamiento de
miscibilidad en agua de Flory-Huggins “clasico” (tipo I). Se sabe que la disminucion del peso
molecular PM de la PNVCL aumenta el valor de la LCST, debido al aumento de la
hidrofilicidad del polimero®. De esta manera, el valor de la LSCT es muy sensible a los
cambios en el PM y a la composicién de la solucion en la que se encuentra el polimero, ya
que la transicién hidrofilica e hidrofobica es altamente ajustable sin cambios estructurales en
el polimero®. La naturaleza inactiva de NVCL hace que la sintesis controlada del polimero
sea muy desafiante. Mientras que la mayoria de las referencias se centra en la polimerizacion
por radicales libres. Sin embargo, para obtener polimeros bien definidos se ha empleado la
polimerizacion RAFT. De tal manera, para tener un buen control sobre la polimerizacion la
eleccion del agente RAFT es de suma importancia, para polimerizar los monémeros menos

activos la estrategia mas adecuada es utilizar un agente RAFT del tipo xantato®’.
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3.4 Estabilizacion de nanoparticulas de oro con copolimeros

Los polimeros con grupos terminales son importantes para diversas aplicaciones, tanto
medicas como para la estabilizacion de nanoparticulas de oro. Se han empleado copolimeros
en bloques, biopolimeros conjugados entre otros, para la modificacion superficial de las
nanoparticulas de oro®. Hasta la fecha, se han sintetizado con éxito varios tipos de polimeros
con grupos terminales funcionales mediante métodos de polimerizacion cuasi-viviente
RAFT, ya que es mas favorable debido a su amplio alcance de mondmeros, faciles
condiciones de reaccion y sin la presencia de metales, ademés de su facilidad de uso en
general®®. Aunque lo relevante, es el grupo terminal del polimero de la especie tritiocarbonato
teniendo en cuenta que estos grupos son muy versatiles y se pueden convertir

convenientemente a otros grupos funcionales tales como alquilo, hidroxilo, carboxilo y tiol“.

La estabilizacion estérica consiste, en recubrir los centros metélicos de las
nanoparticulas de oro con materiales que son estéricamente voluminosos, tales como
polimeros y surfactantes. Resultando una barrera estérica que previene el contacto proximo
entre los centros metalicos de las nanoparticulas, convirtiendo este método de estabilizacion
muy versatil*l. La quimisorcion de tioles sobre la superficie de las nanoparticulas de oro
implica la formacion de un enlace covalente azufre-oro (Au-S) y la consecuente pérdida del
atomo de hidrégeno del grupo sulfhihidrilo. Por lo tanto, es posible considerar que el azufre
se encuentra con una hibridacion sp® con 2 de sus 4 orbitales hibridos participando en enlaces
covalentes con los electrones 6s del oro aproximadamente 90°42. Sin embargo, los electrones
d de los enlaces S-Au también incluyen contribuciones importantes. De esta manera, los
atomos del Au interaccionan por atracciones débiles del tipo 5d'°-5d'° que se conoce como
efectos aurofilicos y son muy importantes para comprender la estabilidad de estos

materiales* Figura 3.
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Figura 3. Esquema de estabilizacion de nanoparticulas de oro con tioles.

3.5 Terapia fototérmica

La terapia fototérmica (PTT) es un tratamiento contra el cancer que induce a la muerte
de las células cancerosas por el calor generado en el tejido tumoral, empleando
nanoparticulas de oro expuestas a la luz en el infrarrojo cercano (NIR). Estos absorbentes en
el NIR se utilizan para promover la generacion de calor eficaz y, por lo tanto, se han estudiado
métodos para mejorar la acumulacion selectiva de tales materiales mediante la incorporacion
de sistemas de administracion de farmacos (DDS)*. La introduccion de DDS mejora la
eficiencia de la generacion de calor en los tejidos tumorales, al tiempo que minimiza el dafio
fototérmico a los tejidos normales circundantes y se puede lograr una PTT eficiente, segura

y confiable.

En el caso de la PTT, el tumor se irradia con luz en el NIR en un momento especifico
después de la administracion del adsorbente. Para ello, se determinan los parametros de
irradiacion, como la intensidad del laser y el tiempo de irradiacion®. Sin embargo, es casi
imposible obtener informacion precisa relacionada con el tumor (el tamafio del tejido
tumoral, la heterogeneidad y la distribucion del adsorbente del NIR en el tumor). Es decir,
dado que no es facil optimizar los pardametros de irradiacion NIR segun cada tumor, se ha
optado la estrategia de establecer una dosis de irradiacidén excesiva para obtener una buena
respuesta térmica 6. De esta manera, el tejido tumoral se calienta a aproximadamente 50 °C
0 mas. Recuerde que los tumores malignos primarios son mas sensibles a los cambios de
temperatura, por lo que cuando la temperatura se mantiene por encima de los 42 °C durante

10 min o0 50 °C durante 5 min, puede destruir eficazmente las células tumorales.

11



I1. TEORIA GENERAL

A esta temperatura se llevan a cabo procesos complejos como la desnaturalizacion de
proteinas, que podrian ser fundamentales para la muerte celular, que altera de manera
eminentemente las estructuras multi-moleculares de las membranas y los complejos
enzimaticos responsables de la sintesis del ADN. Por lo tanto, el proceso de transferencia de
calor por foto-enfoque también podria dafiar los tejidos normales alrededor de los tumores,

causando efectos secundarios de sobrecalentamiento

12
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3.6 Hipotesis
Las nanoparticulas de oro recubiertas con los copolimeros en bloque del tipo PEG-b-
PNVCL-SH o PEG-b-P(NVCL-co-NVP)-SH presentaran las caracteristicas adecuadas para

su potencial aplicacion en la terapia fototérmica.

IV. EXPERIMENTAL

4.1 Reactivos, disolventes y gases

Reactivos

4,4-Azobis —(acido 4-cianopentanoico) (ACVA), 98% (Fluka)
N-vinilcaprolactama (NVCL), 98% (Sigma-Aldrich)
N-vinilpirrolidona (NVP), 97% (Sigma-Aldrich)
Poli-(etilenglicol) metil éter, Mn 5,000 g/mol (Sigma-Aldrich)
Cloroformo deuterado (CDCIs), 1% TMS (Sigma-Aldrich)
n-Dodeciltiol (CH3(CH2)11SH), 98% (Sigma-Aldrich)
Disulfuro de carbono (CSz), 99.9% (Sigma-Aldrich)

Hidruro de sodio (NaH), 60 % dispersién en aceite mineral (Sigma-Aldrich)
Dimetilaminopiridina (C7H10N2), 98% (Sigma-Aldrich)
Diciclohexilcarbodiimida (DCC), 99% (Sigma-Aldrich)
Sulfato de magnesio (MgSOa), 99% (Sigma-Aldrich)

Sulfato de sodio anhidrido (NaSQOa4), 99% (Sigma-Aldrich)
Tiosulfato de sodio (Na2S203), 99% (Sigma-Aldrich)

Yodo, 99.99 % bases de trazas de metales (Sigma-Aldrich)
Acido tetracloroaurico (HAuCl4), 99.999% (Sigma-Aldrich)

Acido ascorbico (CsHsOg), 99% (Sigma-Aldrich)

13
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Acido sulftrico, (H2S04), 98% (Fermont)

Hexametilentetramina (HTM), 99 % (Sigma-Aldrich)

Hidroxido de sodio (NaOH), 97 % pellets (Sigma-Aldrich)
Borohidruro de sodio (NaBH4), 98% (Sigma-Aldrich)

Bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB), 99% (Sigma-Aldrich)
Nitrato de plata (AgNOs3), 99% (Sigma-Aldrich)

n-Hexilamina (CH3NH(CH2)sCHz), 96% (Sigma-Aldrich)

Tributilfosfina [(CH3(CHz2)3)3P], 97% mezcla de isomeros (Sigma-Aldrich)

Disolventes

Agua destilada (Sparklets)

Acetato de etilo (C4HsO2), 99.9% (Sigma-Aldrich)
Cloruro de metileno (DCM), 99.5% (FERMONT)
Eter etilico (C2Hs)20), 99.8 % (FERMONT)
p-Dioxano, 99.8 (Sigma-Aldrich)

Metanol (CHzOH), 98% (FERMONT)

Isopropanol, (FERMONT)

Gases
Argon, (99.997 % alta pureza INFRA, S.A de C.V.)

Nitrogeno, (99.998 alta pureza INFRA, S.A de C.V.)

14
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4.2 Equipos

Equipo espectrofotometro de infrarrojo con transformada de Fourier (FT-IR,
Spectrum 400, FT-IR/FT-NIR Spectrometer, Perkin Elmer.

Equipo de calorimetria diferencial de barrido (DSC), modelo Q2000 Modulated DSC
TA Instruments.

Equipo de analisis termogravimeétrico acoplado a masas (TGA-MS), modelo
DISCOVERY, TA Instruments.

Equipo de RMN-tH, 400 MHz, Bruker modelo AMX-400.

Equipo de cromatografia de permeacion en gel (GPC), con los siguientes mddulos:
Bomba HPLC Waters 515, detector de dispersion de luz Dawn DSP (Wyatt
Technology), detector de indice de refraccion Optilab DSP (Wyatt Technology), 3
columnas en serie Shodex Asahipak: GF-1G 7B, GF-510 HQ y GF-310 HQ.
Desgasificador Waters. Dispersion de luz con 18 detectores a diferentes angulos, A=
633 nm, modelo Dawn DSP, Wyatt Techology. Detector de indice de refraccion
interferométrico, modelo Optilab DSP, Wyatt Technology. Mddulo de control de
temperatura, Waters.

Equipo de dispersién de luz dinamica (DLS): ZetaSizer (Nano-Zs) nano series,
Malvern Instruments. Modelo: ZEN3690 (Laser rojo 630 nm). Medicion de
dispersion con detector a 90 ° del laser.

Equipo de espectroscopia de UV-Vis, Varian Cary 100 Agilent-Technologies.
Equipo de microscopia de electronica de barrido de emisién de campo (FESEM),
JEOL modelo: JSM-7800F.

Equipo de microscopia electrénica de transmision (TEM) H7500 (Hitachi Co. Ltd.,
Tokio, Japon) Volt. Aceleracion de 80 kV.

Diodo de laser con salida a fibra (CNI, MDL-111-785) de 785 nm con potencia de
salida variable de 0-500 mW. A la salida de la fibra se acopld un sistema compuesto
por una lente de colimacién (Thorlabs, F240SMA-/(0) y una lente asférica (Thorlabs,
A397TM-B), termémetro comercial (RDXL4SD 4-Channel. Datalogger

Thermometer).
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4.3 Sintesis del agente RAFT (CTA)

4.3.1 Sintesis del dodecanotiolato de sodio

En un matraz esférico de 250 mL equipado con un agitador magnético se agregaron
3.16 g (79 mmol) de hidruro de sodio y 150 mL de éter etilico, se coloco en agitacion y se
sumergio en un bafio de hielo a 0 °C, después de 10 min se agregaron 18.24 mL (15.4 g, 79
mmol) de n-dodeciltiol por goteo durante 15 min en atmosfera inerte. La reaccion se mantuvo
en agitacion durante tres horas a 0 °C, hasta que las burbujas del gas de H2 no aparecieron, el
producto obtenido es un polvo blanco en suspension ver Figura 4A.

4.3.2 Sintesis de S-dodecanotritiocarbonato de sodio

Se agreg0 gota a gota el disulfuro de carbono (4.2 mL, 79 mmol) a la suspension de
dodecanotiolato de sodio obtenida en la etapa anterior, se observo una tonalidad amarillenta.
Esta suspension se agitd por 18 horas. Se recogio el precipitado de S-dodecanotritiocarbonato

de sodio por filtracién Figura 4B.
4.3.3 Sintesis del bis-(dodecanosulfanil tritiocarbonil) disulfito

El S-dodecanotritiocarbonato de sodio se coloco en un matraz esférico y se disperso en
100 mL de éter etilico. Luego, se agreg6é una cantidad equimolar de yodo en pequefias
porciones y se continud agitando a temperatura ambiente durante una hora. Se obtuvo una
solucion con tonalidad amarillo oscuro con un precipitado blanco, luego se filtrd (se eliminé
el precipitado) y se lavo con una solucion acuosa de tiosulfato de sodio anhidrido (5x100
mL) para eliminar el exceso de yodo. La solucién lavada fue de una tonalidad naranja, se
seco a través de sulfato de sodio anhidrido a granel, se filtrd y luego se secd a presion

reducida. Se obtuvo un solido con una coloracion amarillo-naranja Figura 4C.
4.3.4 Sintesis del acido 4-ciano-4 (dodecilsulfaniltiocarbonilsulfanil) pentanoico

En un matraz esférico de tres bocas se agregaron (4.22 g, 15 mmol) del 4,4-Azobis —
(&cido 4-cianopentanoico), luego (5.54 g, 10.98 mmol) de bis-(dodecanosulfanil
tritiocarbonil) disulfito y se agregaron 100 mL de acetato de etilo. La mezcla se agitd por 15

min en atmasfera de nitrogeno.
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A continuacion, se colocoé a reflujo por 18 horas, al finalizar el tiempo de reaccion se dejo
enfriar a temperatura ambiente y se concentrd a baja presion para obtener un sélido de color
amarillo-naranja. Posteriormente, se prepard una suspension utilizando el 4-ciano-4
(dodecilsulfaniltiocarbonilsulfanil) pentanoico y se agregaron 10 veces en volumen de éter
etilico se agitd y se mantuvo en refrigeracion durante 6 horas. Pasado el tiempo de reaccion
se decant0 y se concentrd en el rotoevaporador a presion reducida, esta purificacion se realiz6
por triplicado. Finalmente, el material se paso a traves de una columna empacada con gel de
silice (malla 70 - 230) usando DCM como fase mdvil para las primeras dos fases y éter de
petrdleo para la tercera. Por ultimo, la fase de interés se concentr6 a presion reducida y se
secd en una estufa de vacio durante 24 horas Figura 4D. Obteniendo un rendimiento del
70%.

s
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(0] S
HO Ne N J\
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CN 10 10
(0] S
Reflujo
¢ 18 h

Acetato de etilo

S
\M:O\S)J\s%‘/c’” N A
D o)

Figura 4. Ruta de sintesis del agente RAFT (CTA).
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4.4 Sintesis del macro agente RAFT (macro-CTA) funcionalizado con PEG Mn 5000
g/mol

En un matraz esférico de 250 mL con un agitador magnético*’, se afiadieron (10.2 g, 2
mmol) de poli(etilenglicol) metil éter M, 5000 g/mol, que se disolvieron en 50 mL de tolueno.
La solucién se mantuvo en reflujo durante 72 horas alrededor de 105 °C, se adapté al sistema
de destilaciéon una trampa Dean-stark para eliminar la mayor parte de humedad proveniente
del PEG. La solucidn se enfrié a temperatura ambiente y se agregaron (1.6 g, 0.644 mmol)
de acido 4-ciano-4 (dodecilsulfaniltiocarbonilsulfanil) pentanoico (CTA) en 50 mL de DCM
y 0.24 g de dimetil (amino piridina) disuelto (DMAP). Se concentrd en un matraz de reaccion
y se sumergio en un bafio de hielo, debido a la liberacion de calor y se disolvieron 0.82 g de
diciclohexilcarbodiimida (DCC) en 6 mL de DCM que se agregaron lentamente durante 15
min. Una vez completado el goteo se coloco a temperatura ambiente y en agitacion constante

durante 72 horas.

Una vez pasado el tiempo de reaccion se filtrd para eliminar la diciclohexilurea (DCU)
formada, que en textura se asemeja a una masa color amarillo palido con un olor
desagradable. La solucién que se obtuvo después de la filtracion se precipitd agregando éter
etilico y se agitdé continuamente durante 20 min, luego se agregaron 30 mL éter de petroleo
y la solucién se mantuvo en reposo por 10 horas a baja temperatura. El precipitado resultante
se concentrd a presion reducida y esta purificacion se realizd por triplicado. Una vez
completado los ciclos de purificacién del material, se coloco en una estufa de vaci6 durante

24 horas en la Figura 5 se muestra la ruta de sintesis.

j\ CN DAMP/DCC i CN o N
\M:O\S SMOH HO/*/\O)’n — MU\S SX/\IOf \/\O'(/\/ *}\m

DCM
(0]

Figura 5. Ruta de sintesis del macro agente RAFT (macro-CTA).
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4.5 Purificacion de los monémeros
¢ N-vinilcaprolactama: Para la purificacion del monémero de NVCL se disolvieron 50
g de este monGmero en un vaso de precipitado en 50 mL de éter de petroleo a 40 °C,
se agitaron continuamente durante 4 horas. A continuacién, el material se coloco en
un recristalizador y se dejé en reposo a 0 °C por 24 horas, una vez pasado el tiempo
se retiro el sobrenadante. Este procedimiento se realiz6 por duplicado, para finalizar

se coloco en una estufa de vacio a 30 °C por 24 horas.

¢ N-vinilpirrolidona: Para la purificacion de la NVP se monto6 un equipo de destilacion
en el que se agregaron 50 mL de monémero en un matraz esférico y se disolvieron 5
g de etanox con agitacion continua a 95 °C hasta el punto de ebullicion del monémero.
El equipo de destilacion debe estar bien protegido de la pérdida de calor al ambiente,

y el producto una vez destilado se almacena a 0 °C.

4.6 Sintesis de los copolimeros en bloques
4.6.1 Sintesis de los copolimeros en bloques PEG-b-PNVCL

Los copolimeros en bloques se sintetizaron via polimerizacion RAFT. El
procedimiento fue el siguiente: se coloc6 un bafio de aceite mineral a 70 °C, luego se
agregaron a un vial de vidrio el monémero de N-vinilcaprolactama (NVCL) (2.5 g, 18 mmol)
y el macro-CTA en larelacién molar [NVCL]:[macro-CTA] de 200:1 (0.5223 g, 0.09 mmol).
Se disolvieron en 9 mL de p-dioxano y se agité durante 15 min hasta que la solucion fue
homogénea. A continuacion, se agrego el iniciador 4,4-Azobis—(acido 4-cianopentanoico) en
relacién molar [I]:[macro-CTA] de 0.4:1 (0.036 mmol, 0.01 g) y 0.2:1 (0.018 mmol, 0.05 g).
La solucion se transfirié a las ampolletas de reaccion que contenian un agitador magnético,
se sometid a 3 ciclos de evacuacion de oxigeno de congelacion-descongelacion en argon,
creando una atmdsfera inerte para la reaccion y finalmente se sellaron con un soplete de

(Propanof/aire) en condiciones de vacio.
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La ampolleta sellada se dej6 a la intemperie hasta que alcanzo la temperatura ambiente
y se colocé en un bafio de aceite durante 24 horas de reaccidn con agitacion magnética en la
ampolleta. Pasando el tiempo de polimerizacion, se retird la ampolleta del bafio, se enfrio
con agua a temperatura ambiente, luego con un cortador de vidrio se abrié la ampolleta y el

contenido se vertid a un vial de vidrio en la Figura 6 se muestra la ruta de sintesis.

En la formacion de bloques por RAFT, se generan muchos subproductos, por lo que la
purificacion requiere de varios pasos. Esta solucidn se sometié a un proceso de eliminacion
de disolvente a presion reducida para tratar de eliminar tanto p-dioxano como sea posible. Se
purificd disolviendo en la minima cantidad de DCM y se precipitd en éter etilico con
agitacion magnética, el producto se colocé a temperatura ambiente durante 1 hora y el liquido
sobrenadante se decantd al final. Este proceso de purificacion se realizé por 7 veces mas.
Luego se concentrd a presion reducida y se precipitd en una solucion 70:30 de (éter
etilico/isopropanol) para eliminar los oligbmeros que se formaron durante la reaccién, se
colocé a temperatura ambiente durante 12 horas. Finalmente, el sobrenadante se tratd con

eliminacion de disolvente a presion reducida, cuyo rendimiento se determind por gravimetria.

“

M;O\sis%o\/\o‘e\/ot1 (j °

p-Dioxano

70 °C/ACVA

S @O CN

YONE NS V0 St

)

PEG-b-PNVCL

Figura 6. Ruta de sintesis de los copolimeros en bloques PEG-b-PNVCL.
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4.6.2 Sintesis de los copolimeros en bloques PEG-b-P(NVCL-co-NVP)

Los copolimeros en bloques se sintetizaron via polimerizacion RAFT. El
procedimiento es el siguiente: se colocd un bafio de aceite mineral a 70 °C, luego en un vial
de vidrio se agregaron (2.054 g, 14.76 mmol) de N- vinilcaprolactama (NVCL) y el
monomero de N-vinilpirrolidona (NVP) en diferentes proporciones de alimentacion 10, 18 y
25% (en mol) (0.34 mL, 3.24 mmol) y el macro-CTA en la relacion molar
[NVCL]:[NVP]:[macro-CTA] de 200:20:1 (0.5223 g, 0.09 mmol) se disolvieron en 9 mL de
p-dioxano y se agitd durante 15 min hasta que la solucion fue homogénea. Luego, se afiadid
el iniciador 4,4-Azobis —(acido 4-cianopentanoico) en una relacién molar [I]:[CTA] de 0.4:1
(0.036 mmol, 0.01 g). La solucion se paso a las ampolletas de reaccidén que contenian un
agitador magnético, sometiéndolas a 3 ciclos de evacuacién de oxigeno congelacion-
descongelacion en argén, creando una atmosfera inerte para la reaccion y finalmente se sell6

con un soplete de (Propano/aire) en presencia de vacio.

La ampolleta sellada se dej6 a la intemperie hasta que alcanzo la temperatura ambiente
y se coloco en un bafio de aceite durante 24 horas de reaccion con agitacion magnética en la
ampolleta. Pasando el tiempo de polimerizacion, se retird la ampolleta del bafio, se enfrio
con agua a temperatura ambiente, luego con un cortador de vidrio se abri6 la ampolleta y el
contenido se vertio a un vial de vidrio en la Figura 7 se muestra la ruta de sintesis. En la
formacion de blogues por RAFT, se generan muchos subproductos, por lo que la purificacion
requiere de varios pasos. Esta solucion se sometid a un proceso de eliminacion de disolvente
a presion reducida para tratar de eliminar tanto p-dioxano como sea posible. Se purifico
disolviendo en la minima cantidad de DCM y se precipitd en éter etilico con agitacion
magnética, el producto se colocd a temperatura ambiente durante 1 hora y el liquido
sobrenadante se decantd al final. Este proceso de purificacion se realizo por siete veces mas.
Luego se concentré a presion reducida y se precipitd en una solucion 70:30 éter
(etilico/isopropanol) para eliminar los oligdmeros que se formaron durante la reaccion, se
coloco a temperatura ambiente durante 12 horas. Finalmente, el sobrenadante se trat con

eliminacion de disolvente a presion reducida, cuyo rendimiento se determind por gravimetria.
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Figura 7. Ruta de sintesis de los copolimeros en bloques PEG-b-P(NVCL-co-NVP).

4.7 Modificacion del grupo terminal de los copolimeros en bloques PEG-b-PNVCL y
PEG-b-P(NVCL-co-NVP)

La reduccion del grupo terminal tritiocarbonato de los copolimeros, se realizé mediante
la amindlisis, empleando una base como la n-hexilamina®. Para la reduccion se colocaron
(200 mg, 0.10 mmol) de cada copolimero en blogque PEG-b-P(NVCL-co-NVP) o PEG-b-
PNVCL vy se disolvieron en 10 mL de p-dioxano se agitd hasta que la solucion fue
homogénea. Luego se agitd por 20 min bajo atmosfera de nitrégeno, se agregé la n-
hexilamina y tributilfosfina, con una relacion molar [n-hexilamina]:[CTA-
copolimero]:[tributilfosfina] = [50]:[1]:[10] y la solucion se mantuvo en agitacion durante 2
horas. Transcurrido el tiempo de reaccidn, se tratd el producto por eliminacién del disolvente
a presion reducida, se disolvié el producto en la minima cantidad de DCM y se precipit6 en
éter etilico, y este proceso de purificacion se realizo por triplicado. El producto se filtrd, para
lo cual se utiliz6 300 mL de éter etilico y se lavo sobre el filtro hasta obtener un polvo blanco,

el rendimiento fue aproximadamente del 70 % ver Figura 8.
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Figura 8. Ruta de sintesis de reduccién del grupo terminal de tritiocarbonato a tiol de los
copolimeros en bloques.
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4.8 Sintesis de nanobastones de oro (AuUNRS)

Los nanobastones de oro se sintetizaron por medio de la técnica de germinacion de
semillas reportada por El-Sayed®®, esta técnica implica la preparacion de una solucion de
semillas a partir de 7.5 mL de una solucion 0.1 M de bromuro de hexadeciltrimetilamonio
(CTAB), 0.25 mL de solucion 0.01 M de acido tetraclorodurico HAuCls y 600 pL de
borohidruro de sodio (NaBH4) 0.01M, que se dejo en reposo durante 2 h se observo una
coloracion marron en la solucién. Luego, se prepard una solucion de crecimiento a partir de
5 mL de solucion 0.01 M de (HAuCl.), luego se agregaron 100 mL de solucion 0.1 M de
(CTAB) hubo un cambio en la coloracién (naranja ambar), posteriormente se agregd 1 mL
de solucion 0.01 M de nitrato de plata (AgNOz) y 1 mL de &cido sulfarico. La solucion se
coloco en un bafio de aceite mineral a 30 °C y se agit6 durante 30 min. Cuando la solucién
alcanzo6 la temperatura, se agregaron 0.8 mL de &cido ascérbico 0.1 M. Cambiando la
solucion de ambar a transparente, momento en el que se agrego la solucién de semillas por
goteo y se mantuvo en agitacion por 1 horas luego se mantiene en reposo durante 6 horas, la
dispersion se tornd a una coloracion similar a la del vino. La LSPR se verifico por
espectroscopia de UV-visible, se purificaron por centrifugacion a 10,000 rpm durante 30 min
por triplicado decantando el sobrenadante y el producto final fue redispersado en agua, se
almaceno en un frasco ambar a temperatura ambiente ver Figura 9.

Solucion de semillas
Aus Auo
2h
CTAB

HAuCly,
NaBH,

Soluciéon de crecimiento

30 min

CTAB

Figura 9. Sintesis de nanobastones de oro AuNRs.
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4.9 Sintesis de nanotetrapodos de oro (AuUNTPS)

Los nanotetrdpodos fueron sintetizados de manera similar que los nanobastones de oro
por la técnica de crecimiento de semillas. Se sigui6 la metodologia de Chang y col.*® De
manera similar, la técnica consiste en la preparacion de una solucion de semillas y una
solucion de crecimiento. En un experimento tipico para la sintesis de la solucion de semillas,
en un matraz esférico de 20 mL se agregaron 3.5 mL de una solucion de CTAB 0.14 M se
mezclé con 0.125 mL de una soluciéon 15 mM HAuUCIs y 0.50 mL de una solucion 100 mM
de NaBHjs fresca, el cual resultd una coloracion marrén en la solucion, la solucion se agit6

por 2 min y se almacend a 25 °C.

Para la sintesis de los nanotetrapodos, se agregaron en un vial de vidrio de 20 mL (0.38
mL, 15 mM) de la solucién de HAuClIs, (3 mL, 0.10 M) de la solucion de CTAB, (3.0 mL,
0.10 M) de la solucion de hexametilentetramina (HMT), (1 mL, 10 mM) de la solucién de
acido ascorbico y agua desionizada (0.62 mL) y se rotul6 como solucién A. Luego, se
agregaron a un vial rotulado como solucién B (6.0 mL) de agua desionizada, (60 pL, 1.0 M)
de la solucion de NaOH vy la solucion de semillas acorde al volumen 6ptimo respecto a la
posicion de la banda LSPR. La solucién B se agregd a la solucion A 'y se mezcl6 con agitacion
la solucion resultante fue incubada a 25 °C por 5 min. Para retirar el exceso de CTAB de la
solucion fresca de nanotetrapodos se purifico por centrifugacién a 9000 rpm por 15 min y los
nanotetrapodos fueron redispersados en una solucién acuosa de mPEG-SH (1 mL, 1 mg/mL)
para finalizar la mezcla se ultrasonificé por 5 min y se agité por 3 horas a temperatura

ambiente ver Figura 10.

Solucién de semillas Solucion de crecimiento

SIn. A SIn. B

H,0
NaOH
Semillas HAuCly

Figura 10. Sintesis de nanotetrapodos de oro AUNTPs.
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4.10 Determinacion del grado de fidelidad para la funcionalizacion de los copolimeros
en bloques

El grado de fidelidad se determinG para encontrar la relacion funcional de los
copolimeros, que contienen la porcion del tritiocarbonato del CTA. Se realiz6 un barrido de
concentraciones del CTA, disuelta en etanol ya que no es soluble en agua debido a la porcion
hidrofoba de la cadena alifatica. Se midio la absorbancia por espectroscopia de UV-visible a
concentraciones de 2.2x10°, 4.9x107°, 9.9x10°, 1.4x10* y 1.9x10* M. Mientras que el
copolimero se analiz6 a una concentracion de 9.829x10™ M disuelto en etanol. Se compar6
la intensidad de la absorbancia del CTA en el polimero frente a la curva de calibracién del
CTA, por lo que se pudo determinar el grado de fidelidad.

4.11 Estabilizacion de nanoparticulas de oro con los copolimeros en bloques con grupo
terminal tiol

Las nanoparticulas de oro se estabilizaron con los copolimeros en bloques con grupo
terminal tiol. Este recubrimiento se llevo a cabo a una concentracion de 1 mg/mL de la
solucion de polimero en solucion acuosa. Para ello se disolvieron 5 mg de cada polimero en
5 mL de agua desionizada, se agitod por 3 horas hasta que la solucién se volvié homogénea.
Se purificaron y concentraron las nanoparticulas de oro para agregar la solucién de polimero
con grupo terminal tiol en una relacion de 5 mL de solucion de polimero por 3 mL de solucion
de nanoparticula, se coloco en ultrasonido por 2 min y se agitd por 3 horas mas, una vez
terminado el proceso de estabilizacion se dejo en reposo 12 horas mas, se tomo el
sobrenadante y se transfirié a un vial de vidrio. Este procedimiento se realiz6 para ambas

geometrias de nanoparticulas ver Figura 11.

Figura 11. Estabilizacion de nanoparticulas de oro con copolimeros en bloques con grupo
terminal tiol.
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4.12 Caracterizacion térmica de nanoparticulas de oro

Con las especificaciones del laser descritas anteriormente, se afiadié en una celda de
cuarzo 1 mL de solucién de nanoparticula y polimero, se colocd dentro de una espuma
aislante para evitar la disipacion de calor. Se insert6 un termopar a la solucidon para
monitorear la evolucidn de la temperatura, la potencia de irradiacion se vario de 100 a 500
mW y la medicion de la temperatura se llevo a cabo durante 10.5 minutos cada 2 segundos.
Durante este periodo, los primeros 30 segundos se perturba el laser para tener un “offset” de
referencia se comenzo a temperatura ambiente de 25 °C, después de 30 segundos se comenzé
la irradiacion de manera continua durante 10 minutos. El laser se coloc a 0.5 cm de la celda

de cuarzo.

4.13 Técnicas analiticas empleadas
4.13.1 Resonancia magnética nuclear de hidrégeno (RMN-tH)

Esta técnica es un método espectroscopico basado en las propiedades magnéticas del
nucleo de hidrégeno. Es un método de analisis no destructivo, que se basa en la absorcién de
energia en la zona de la radiofrecuencia por parte de los ndcleos de algunos atomos, cuando
se colocan estos a un campo magnético intenso y de alta homogeneidad. Por lo tanto,
utilizando esta técnica se determind la composicién quimica real de los compuestos

sintetizados, utilizando cloroformo deuterado como disolvente. 400 MHz, Varian Mercury.

4.13.2 Analisis termogravimétrico (TGA)

El equipo de analisis termogravimético (TGA), mide la masa (pérdida o ganancia) de
una muestra cuando se expone a un programa de temperatura controlada y que, ademas de su
estabilidad térmica, mide la cantidad y la variacion del cambio en el peso de una muestra que
depende de la velocidad de calentamiento. Mediante esta técnica, se puede determinar el
porciento de la pérdida de peso por descomposicion, por deshidratacion y por perdida del
disolvente, etc. Se utilizd un equipo modelo SDT 2960 Simultaneous DSC-TGA, TA

Instruments.
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4.13.3 Dispersion de luz dindmica (DLYS)

Se utilizé un equipo de dispersion de luz dinamica (DLS) para determinar el Dy vy el
indice de polidispersidad de los agregados formados en agua y en solucién de oro. Se trata
de una técnica fisico-quimica empleada para determinar el tamafio de particulas en
suspension que al alcanzar la luz laser se dispersa en todas las direcciones posibles. Los haces
de luz son dispersados por diferentes particulas que interfieren entre si y provocan una cierta
intensidad de dispersion. El equipo utilizado fue un ZetaSizer (Nano-ZS) nano series,
Malvern Instruments. Modelo: ZEN3690 (Léser rojo de 633 nm). Se midié con un detector

a 90° del laser.

4.13.4 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Esta es una técnica de andlisis termoanalitica en la que la diferencia de calor entre una
muestra y una referencia se mide en funcion de la temperatura. La muestra y la referencia se
mantienen aproximadamente a la misma temperatura, cuando la muestra presenta un cambio
fisico tal como una transicion de fase, se requerira un mayor o menor flujo de calor en la

muestra en comparacion a la referencia, para que ambas se mantengan a la misma
temperatura. Mediante esta técnica se determinaron las temperaturas de transicion vitrea (Tg)

de los polimeros y sus puntos de fusion. Se utilizé un equipo modelo 2920 Modulated DSC,

TA Instruments.

4.13.5 Espectroscopia de UV-visible

Esta técnica implica la espectroscopia de fotones en las regiones de ultravioleta (UV)-
visible e infrarrojo cercano (NIR). En esta region del espectro electromagnético, las
moléculas experimentan una transicion electronica, que en términos de espectroscopia de
absorcion mide la transicion del estado fundamental al estado excitado. Con esta técnica, las
soluciones de oro se analizaron para determinar la longitud de onda a la que exhiben la
resonancia de plasmon superficial localizada (LSPR). El equipo utilizado fue un Cary 100

Varian Inc.
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4.13.6 Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (IR)

Se utilizo el equipo Spectrum 400, FT-IR/FT-NIR Spectrometer Perkin Elmer. Se
utiliz6 espectroscopia de infrarrojo con la transformada de Fourier (FT-IR) para la deteccion
de los principales grupos funcionales. Este método espectroscépico de absorcion que utiliza
la region del infrarrojo del espectro electromagnético, se basa en el hecho de que los enlaces
quimicos tienen sus propias frecuencias de vibraciones especificas, correspondiente a los
niveles de energia de la molécula, la geometria molecular, las masas atbmicas y posiblemente

el acoplamiento vibracional.

4.13.7 Cromatografia de permeacion en gel (GPC)

Equipo de cromatografia de permeacion en gel (GPC) por medio de esta técnica se
determinaron los pesos moleculares y la dispersidad de los copolimeros. con los siguientes
maodulos: Bomba HPLC Waters 515, detector de dispersion de luz Dawn DSP (Wyatt
Technology), detector de indice de refraccidén Optilab DSP (Wyatt Technology), 3 columnas
en serie Shodex Asahipak: GF-1G 7B, GF-510 HQ y GF-310 HQ. Desgasificador Waters.
Dispersion de luz con 18 detectores a diferentes dngulos, A= 633 nm.

4.13.8 Microscopia electronica de barrido de emision de campo (FESEM)

Por medio de Microscopia Electronica de Barrido de Emision de Campo (FESEM), se
obtuvieron las micrografias de los nanobastones de oro. FESEM utiliza como fuente de
electrones, un cafién de emision de campo que proporciona el haz de electrones de alta y baja
energia muy focalizados, llegando a mejorar la resolucién espacial y ademas permite trabajar
a muy bajo potencial. El equipo utilizado fue un JEOL modelo: JSM-7800F.

4.13.9 Microscopia electronica de transmision (TEM)

Por Microscopia Electrénica de Transmision (TEM) se obtuvieron las micrografias de
los nanobastones de oro utiliza un haz de electrones para visualizar un objeto dada la potencia
de amplificacion de un microscopio éptico esta limitada por la longitud de onda de la luz
visible y utiliza una muestra ultra fina y que la imagen se obtiene a partir de los electrones
gue pasan a través de la muestra. Todos los electrones son dirigidos y modulados por una
serie de lentes para formar la imagen final con diferentes intensidades de gris. El equipo
utilizado fue un (TEM) H7500 (Hitachi Co. Ltd).
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Sintesis y caracterizacion del agente RAFT (CTA)
En la sintesis del CTA de la especie tritiocarbonato, el rendimiento obtenido fue del

72%, el cual se esperaba comparado al obtenido previamente en el grupo de investigacion de
polimeros.

5.1.1 Caracterizacion por espectroscopia de infrarrojo (FT-IR) del CTA

En la caracterizaciéon del &cido-4-ciano-4(dodecilsulfaniltiocarbonil sulfanil)
pentanoico (CTA) por espectroscopia de infrarrojo, ver Figura 12 en el espectro, se tiene
una banda ancha en 2500-3500 cm™ que corresponde al estiramiento de los grupos hidroxilos.
A 2900 y 2800 cm'%, se muestran las bandas de los estiramientos C-H alifaticos. A 2200 cm’
1 se observd la banda correspondiente al estiramiento carbono y nitrégeno del grupo ciano de
la molécula del CTA. A 1711 cm™ aparece el estiramiento caracteristico de los grupos

carbonilos C=0, a 1063 cm aparece una banda de estiramiento C=S.
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Figura 12. Espectro de FT-IR del CTA.
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5.1.2 Caracterizacion por resonancia magnética nuclear de hidrégeno (RMN-1H) del
CTA

Mediante el analisis de RMN-1H del agente RAFT (CTA), presentado en la Figura 13
se observé un triplete con un desplazamiento quimico de 0.88 partes por millon (ppm) (g)
que integra para tres hidrogenos correspondientes al grupo metilo de la terminacion de la
cadena alifatica del CTA. A 1.26 ppm (f) se observd un singulete bien defino que integra
para dieciocho hidrogenos de los nueve metilenos f pertenecientes al resto de la cadena
alifatica. A 1.69 ppm (e) se ha encontrado un multiplete con poca intensidad que integra para
dos hidrégenos que pertenecen al segundo metileno proximo al tritiocarbonato. A 1.89 ppm
(d) hay un singulete que integra para tres hidrégenos que pertenece al metilo unido al carbono
cuaternario al que esta unido el grupo ciano. A 2.50 y 2.37 ppm (b) se tienen dos sefiales en
forma de multipletes, debido al desdoblamiento diasterotopico de las sefiales, cada una
integran para un hidrégeno, lo que indica que pertenecen al metileno, seguido del carbono
cuaternario, y este desdoblamiento muestra que ambos hidrégenos no son magnéticamente
equivalentes entre si. A 2.68 ppm (c) se presenta un multiplete con poca intensidad
integrando para dos hidrégenos y finalmente a 3.33 ppm (a) se observa un multiplete que
integra para dos hidrogenos se atribuye al metileno que se encuentra unido al grupo tritio

directamente.
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Figura 13. Espectro de RMN-'H del CTA (CDCls).
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5.1.3 Caracterizacion por resonancia magnética nuclear de carbono 13 (RMN-2C) del
CTA

En la Figura 14 se muestra el espectro por 13C del CTA, se elucid6 la estructura basada
en carbono 13, por esta técnica se corrobora el resultado que se obtuvo por RMN-IH.
Aproximadamente a 220 ppm a campo bajo se observa una sefial de poca intensidad
correspondiente al carbono (e) C=S. A 176 ppm (j) aparece el carbonilo del extremo de la
estructura, la sefial (g) que aparece a 118 ppm es una sefial débil que indica la zona de carbono
triple enlace nitrogeno C=N. El disolvente de cloroformo deuterado aparecié a 76 ppmy la
sefial (h) aparece a 45 ppm caracteristico de carbonos cuaternarios. La sefial (i) aparece a 36
ppm que corresponde al carbono seguido del carbono cuaternario. A 20 ppm hay una sefial
(f) del carbono del metilo unido al carbono cuaternario, el resto de las sefiales corresponden
a la estructura alifatica de la molécula. De acuerdo a los desplazamientos, se puede hacer una

elucidacién correcta de la estructura, utilizando ambas técnicas.
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Figura 14. Espectro de RMN-C del CTA (CDCls).
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5.1.4 Caracterizacion por andlisis termogravimétrico (TGA) del CTA

El anélisis termogravimétrico del CTA se presenta en la Figura 15, donde se llevd a
cabo comenzando a temperatura ambiente con una rampa de incrementos de temperatura de
20 °C /min hasta los 600 °C y enfriando en presencia de nitrogeno. Se observé que el CTA
presenta dos etapas de descomposicidn, la primera etapa ocurre a una temperatura de 207 °C,
teniendo en cuenta que el peso molecular del producto es de 404 g/mol, esto se debe al
desprendimiento de la cadena alifatica con una pérdida del 54.23 %, este por la ruptura del
enlace C-S con una peérdida del peso molecular de 170 g/mol. La segunda etapa de
descomposicion tiene lugar a una temperatura de 244 °C, en esta etapa el porcentaje de
descomposicion es de 40.82 %, en el cual se le atribuye a la descomposicion de los grupos
C=0, C=S, C=N y C-S, dado que tienen mayores energias de enlace y se requieren altas
temperaturas para su descomposicion, mostrando una relacion de residuos de
aproximadamente 0.90 %.

120 40
206.66°C
100
30
80
=
£
= 2
S S
o 60 2o @
%] [0
] o
a . =
Residue: b
a
404 0.9011%
/ \ (0.01037mg) |
Fo
20+ / I\
/
/ \
0 J‘// T T T T T T T T T T T T T = T 0
100 200 300 400 500 600

Temperatura (°C) Universal V4.5A TA Instrum¢

Figura 15. Termograma de descomposicion del CTA.
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5.2 Sintesis y caracterizacion de macro agente RAFT (macro-CTA) funcionalizado con
polietilénglicol (PEG) Mn 5000 g/mol

La sintesis general del macro-CTA se llevd a cabo mediante la esterificacion a
temperatura ambiente resultando la union entre las terminaciones OH en el CTA y en el poli
(etilenglicol) metil éter (PEG). El producto final tiene una coloracion amarillo opaco con una
consistencia en forma de cera con un rendimiento del 72%.

5.2.1 Caracterizacion por resonancia magnética nuclear de hidrégeno (RMN-1H) del
macro-CTA

En el espectro de RMN-'H que se muestra en la Figura 16 las sefiales del PEG aparecen
en conjunto con las sefiales ya presentadas por el CTA. Se observé a 0.88 ppm (g) un
multiplete con baja intensidad que integra para tres hidrogenos correspondiente al metilo que
se encuentra en la terminacién de la cadena alifatica. Con un desplazamiento de 1.26 ppm (f
1-9) aparece un singulete con alta intensidad que integra para dieciocho hidrégenos
pertenecientes a los nueve metilenos a lo largo de la cadena alifatica. A 1.70 ppm (e), hay un
multiplete de baja intensidad que integra para dos hidrogenos que se encuentran. A 1.88 ppm
(d) se tiene un singulete que integran para tres hidrogenos que se le atribuye al grupo metilo
al que estd unido al carbono cuaternario. Encontrandose a 3.33 ppm (a) es la sefial del
metileno de la cadena alifatica que se encuentra unido al grupo tritio directamente integrando
para dos hidrogenos. A 2.52 y a 2.39 ppm (b) se encuentran dos sefiales de baja intensidad
que integran para un hidrégeno cada una de ellas, que denota a los hidrdégenos diasterotopicos
del metileno. Muy cerca a esta Ultima sefial se encuentra a 2.56 ppm (c) un multiplete de baja
intensidad que integran para dos hidrégenos que es el metileno junto al carbono al que esta
unido el grupo ciano. En las sefiales del PEG, a 3.64 ppm (j y k), se tiene un singulete intenso
junto con las sefiales satelitales que integran para 471 hidrogenos, se tiene la sefial a 3.38
ppm (i) que también pertenece al PEG, es el metoxi terminal que integra para 3 hidrogenos,
asi como la sefial a 4.26 ppm (h) que integra para dos hidrogenos generado por la
esterificacion entre el CTA y el PEG, el espectro del PEG se encuentra en el ANEXO Al.1.
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Figura 16. Espectro de RMN-'H del CTA (CDCls).

5.2.2 Caracterizacion por espectroscopia de infrarrojo (FT-IR) del macro-CTA
Mediante el analisis de FT-IR, se determind los estiramientos de los principales grupos
funcionales del material sintetizado con PEG M, 5000 g/mol. Donde se identificaron las
siguientes sefiales: Resultando un estiramiento entre 2900 y 2800 cm™ pertenecientes al
enlace C-H alifatico del CTA y el PEG, en 2200 cm! se observa una se tiene el estiramiento
del enlace C=N del grupo ciano. A 1724 cm™ se observd el estiramiento del carbonilo C=0,
y por Gltimo en 1100 y 1070 cm™ el estiramiento de la banda éster tal como se muestra en la
Figura 17. Es notoria la ausencia de la banda OH a entre 2500 y 3500 cm™ comparando con
el espectro del CTA, indicando que se llevo a cabo la esterificacion. En el ANEXO Al.2 se

encuentra el espectro del PEG.
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Figura 17. Espectro de (FT-IR) del macro-CTA.

5.2.3 Caracterizacion por analisis termogravimétrico (TGA) del macro-CTA

En la Figura 18 se tiene el termograma de TGA para la descomposicion del macro-
CTA con PEG M, 5000 g/mol, el cual cuenta con 117 unidades repetitivas. Presentd dos
pérdidas de peso conforme aumenta la temperatura. En la primera etapa de descomposicién,
se produjo a 227 °C con un porcentaje de pérdida de 2.8 %, fue atribuible a la pequefia porcion
del CTA. La segunda y ultima pérdida de peso se present6 a los 399 °C es la temperatura
tipica de descomposicion del PEG con un 91.8 % en el ANEXO AL.3 se tiene el termograma
del PEG, cuya temperatura de descomposicion es de 387 °C mientras que la temperatura de
descomposicion del PEG en el macro-CTA se desplazé a 399 °C, debido que esta ligado al

CTA, y se requiere una temperatura superior para su descomposicion.
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Figura 18. Termograma de descomposicion del macro-CTA con PEG M, 5000 g/mol.
5.3 Sintesis y caracterizacion de los copolimeros en bloques PEG-b-PNVCL.

5.3.1 Caracterizacion por cromatografia de permeacion en gel (GPC) de los
copolimeros en bloques PEG-b-PNVCL

En la Tabla 1 se tiene la informacion obtenida por cromatografia de permeacion en gel
y las especificaciones de la reaccion, se estimo el peso molecular objetivo de 30,000 g/mol
para esto se disefié con un mayor contenido de PNVCL en el copolimero respecto al PEG.
El peso molecular por GPC M;, fue muy cercano al peso molecular objetivo, con rendimientos
entre el 26 y 35%. La dispersidad es consistente con la técnica de polimerizacion y mostro
un buen control. La diferencia en las relaciones molares [NCTA]:[I] se realizd para obtener
copolimeros dentro del mismo intervalo del peso molecular pero con un mayor contenido de
tritiocarbonato-CTA en la muestra. De esta manera, hay una ligera diferencia en el peso

molecular que se obtuvo debido al efecto de la relacion [CTA]:[I] sobre la polimerizacion.
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Tabla 1. Pesos moleculares obtenidos para los copolimeros de NVCL partiendo de macro-
CTA M, 5000 g/mol variando la relacion [M]:[macro-CTA]:[1] con 24 horas de reaccion.

Mn obj. Rend Mn cPc b trx
gmolr  %°  MeOH M/
(g/mo)® M, ()

Muestra [M]:[mCTA]:[1]

Pl (PEG-b-PNVCL)-1  [200]:[1]:[0.4] 33624 35 38130 1.06 24

P2 (PEG-b-PNVCL)-2  [190]:[1]:[0.2] 30840 26 28710 1.07 24

4El peso molecular objetivo se calculé mediante la formula M,, Objetivo = [(W) * Mo] *
Conver + M, mCTA asumiendo una conversion del 100 % (PM= Peso molecular del monémero
[NVCL], My mCTA= Pesos molecular del macro-CTA).

b | porcentaje de rendimiento se determind mediante gravimetria por diferencia de pesos.

®Mn y Mw/M, se determinaron por GPC con metanol: TEA (99:1) como fase mévil y dn/dc=0.154

mL/g.

En la Figura 19 se tiene los cromatogramas de las muestras descritas anteriormente,
cabe destacar que el tiempo de retencion es en funcion del peso molecular, ya que el polimero
al tener un mayor peso molecular como es el caso del copolimero P1, su tiempo de elucion
es menor y pasa por las columnas en tiempos mas cortos. A diferencia del copolimero P2, al
tener un menor peso molecular su tiempo de elucion son mas prolongados. Esto debido a que
la muestra se retiene por mas tiempo en las columnas. Ademas, junto a los cromatogramas
de los copolimeros se tiene el cromatograma del macro-CTA en ANEXO A2.1 se tiene la
distribucion de pesos moleculares de los copolimeros.
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Figura 19. Cromatogramas del tiempo de elucion de los copolimeros en bloques PEG-b-
PNVCL.
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5.3.2 Caracterizacion por resonancia magnética nuclear de hidrégeno (RMN-'H) de
copolimeros en bloques PEG-b-PNVCL

En la Figura 20 se tiene el espectro de RMN-!H correspondiente al copolimero P2,
en el espectro se tienen las sefiales presentadas por el PEG en conjunto a las sefiales de la
PNVCL. La sefial del PEG aparece a 3.66 ppm (h) con las sefiales satelitales en sus costados.
A 4.39 ppm (b) se observo una sefial bastante ancha que pertenece al metino de la PNVCL.
Otra sefial muy similar a esta se tiene a 3.23 ppm (d) basado a la relacién del nimero
hidrégenos, la integracion es el doble en comparacion con la sefial (b), para el metileno unido
a la amina terciaria. De manera similar, se tiene a 2.50 ppm (e) la misma relacion para la
sefial del metileno unido a la amida del anillo de la lactama. En la Ultima sefial a 1.75 ppm
de la PNVCL, se tiene una sefial ancha e intensa, que pertenece al resto de los metilenos del
anillo de la lactama los hidrégenos (f) y (c), dado a que se encuentran en un entorno quimico
muy similar y se adjuntan en una sola sefial, para el resto de los sistemas ver ANEXO 3.1.
En el espectro de RMN-!H la integracion del metino de la PNVCL es mucho mayor respecto
a la del PEG, esto se debe a cadenas de homopolimero de PNVCL que se originaron durante
la reaccion ya que en la distribucién de pesos moleculares se observa en una pequefia

poblacién a mayores pesos moleculares.
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Figura 20. Espectro de RMN-'H del copolimero en bloques (PEG-b-PNVCL)-2 (CDCIs)
400 MHz.

39



V. RESULTADOS Y
DISCUSION

5.3.3 Caracterizacion por espectroscopia de infrarrojo (FT-IR) de los copolimeros en
bloques PEG-b-PNVCL

En la Figura 21 se tiene el espectro del copolimero (PEG-b-PNVCL)-2 y del macro-
CTA donde se muestra la diferencia entre ambos, se identifican las siguientes sefiales de los
principales grupos funcionales del copolimero: el estiramiento C-H caracteristico de la
cadena alifatica se observo a 2921 cm™, una caracteristica especial que tiene la PNVCL es
que es un material higroscopico, lo que significa que tiene la capacidad de absorber la
humedad del medio ambiente y esta se presenta en estiramientos de enlaces OH a 3400 cm’
!, Una banda intensa se tiene a 1626 cm™ que se le atribuye al grupo amida, la mayoria de
los copolimeros presentan la huella dactilar del PEG, por lo que es dificil indicar sefiales en

esta region. El resto de los espectros de los copolimeros son muy similares entre si, ya que
no hay cambio estructural.
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Figura 21. Espectro de FT-IR. A) macro-CTA, B) Copolimero en bloques (PEG-b-PNVCL)-
2.
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5.3.4 Caracterizacion por analisis termogravimétrico (TGA) de los copolimeros en
bloques PEG-b-PNVCL

En la Figura 22 se tiene el termograma que corresponde al copolimero (PEG-b-
PNVCL)-2 el cual presenta dos etapas de descomposicion. En el termograma se muestra un
calentamiento inicial de 100 a 600 °C con incrementos de temperatura de 20 °C por min. La
primera etapa de descomposicién se presentd a los 200 °C indicando la descomposicion de
la porcion del CTA con un porcentaje de descomposicion del 2.5 %, mientras que la segunda
etapa de descomposicion se presentd alrededor de los 434 °C. Como se observo
anteriormente, la temperatura de descomposicion del PEG fue a 400 °C, mientras que la
descomposicion de laPNVCL es de alrededor de 440 °C, estas dos etapas de descomposicion
son muy similares tienden a traslaparse totalmente, dependiendo del contenido de la PNVCL.
Sin embargo, se presenta la descomposicion temprana del PEG, al momento de
descomponerse presenta una perdida del 92 % cuando se combina con la PNVCL, se tiene
un residuo de la muestra total alimentada del 0.9 % en el ANEXO A4.1 se muestran los TGA

del resto de los sistemas.
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Figura 22. Termograma de descomposicion del copolimero en bloques (PEG-b-PNVCL)-2.
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5.3.5 Caracterizacion por calorimetria diferencial de barrido (DSC) de los copolimeros
en bloques PEG-b-PNVCL

En la Figura 23 se muestran los termogramas de DSC correspondiente de ambos
copolimeros los cuales presentan una temperatura de transicion vitrea (Tg) a 144 °Cy 141 °C
asignada a la PNVCL. Por encima de la Tgocurre una transicion termodinamica donde las
moléculas ganan energia por lo que hay més movilidad y el polimero adquiere cierta
capacidad de deformacién sin fractura, disminuyendo su densidad, dureza y rigidez.

0.20

A)

0.15+

137.59°C

0.10+

Flujo de calor reversible (W/g)

0.05+

0.00 T T T
-20 30 80 130 180
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0.15

B)
135.88°C

0.10 -

Flujo de calor reversible (W/g)

0.05 -

0.00 T T T
-20 30 80 130 180

Exo Down Temperatura (°C) Universal V4.5A TA

Figura 23. Termogramas de DSC de los copolimeros en bloques. A) (PEG-b-PNVCL)-1 B)
(PEG-b-PNVCL)-2.
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5.4. Sintesis y caracterizacion de los copolimeros en bloques PEG-b-P(NVCL-co-NVP)
Luego con la misma relacion molar de los copolimeros anteriormente presentados, se
sintetizaron copolimeros en bloque PEG-b-P(NVCL-co-NVP) con unarazén de alimentacion
del 10, 18, y 25 % de NVP en base a moles a la NVCL. Para ajustar su temperatura de punto
de turbidez a 40 °C, a una temperatura cercana a la temperatura fisioldgica del cuerpo
humano.
5.4.1 Caracterizacion por cromatografia de permeacion en gel (GPC) de los
copolimeros en bloques PEG-b-P(NVCL-co-NVP)
En la Tabla 2 se tiene la informacidn obtenida por cromatografia de permeacion en gel
y de las especificaciones de la reaccidn, se estimo el peso molecular objetivo en alrededor de

30,000 g/mol, el copolimero se disefié con un mayor contenido de PNVCL respecto al PEG.
El peso molecular M, por GPC resulté muy cercano al peso molecular objetivo, con un
rendimiento entre el 33 y 37%. Las dispersidades fueron adecuadas para la técnica de
polimerizacion entre 1.05 a 1.22, mostrando un buen control sobre la polimerizacion. En la
Figura 24 los cromatogramas de los copolimeros son muy similares, lo que indica que es
minima la diferencia en el peso molecular en el ANEXO A5.1 se tienen la distribucion de
pesos moleculares de los copolimeros PEG-b-P(PNVCL-co-NVP).

Tabla 2. Pesos moleculares obtenidos para los copolimeros PEG-b-P(NVCL-co-NVP)
partiendo de macro-CTA Mp 5000 g/mol variando la relacion [M]:[mCTA]:[I] por GPC.

Alimentado Mn Ren  Mngpc D

Muestra [NVCL]:[NVP]: NVP Obj. d. MeOH M,/

[mCTA]:[1] % mol g/mol® g4 (g/mol)b M,

P3 PEG-b-P(NVCL-co- [180]:[20]:[1]:[0.4] 10 33062 33 32250 1.05
NVP)-3

P4 PEG-b-P(NVCL-co- [164]:[36]:[1]:[0.4] 18 32613 37 30520 1.21
NVP)-4

P5 PEG-b-P(NVCL-co- [150]:[50]:[1]:[0.4] 25 32220 34 29050 1.22
NVP)-5

a P . . . . _

El peso molecular objetivo se calculé mediante la formula M,, Objetivo = [(—macrocm) * Mo] *
Conver + M, mCTA asumiendo una conversién del 100 % (Mo= Peso molecular del monémero,
M= [NVCL] + [NVP], My mCTA= Pesos molecular del macro-CTA).

b | porcentaje de rendimiento se determiné mediante gravimetria por diferencia de pesos.

®Mn y Muw/M, se determinaron por GPC con metanol: TEA (99:1) como fase mévil y dn/dc=0.154
mL/g.
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Figura 24. Cromatogramas del tiempo de elucion de los copolimeros en bloques PEG-b-
P(NVCL-co-NVP).

5.4.2 Caracterizacion por resonancia magnética nuclear de hidrégeno (RMN-tH) de los
copolimeros en bloques PEG-b-P(NVCL-co-NVP)

En el analisis por RMN-'H en la Figura 25, se tienen las mismas sefiales presentadas
por el PEG y la PNVCL apareciendo las nuevas sefales de la PNVP. Se tiene el espectro que
pertenece al copolimero P4 con un 18% en alimentacion de NVP. Se observo la sefial del
PEG a 3.64 ppm (g). A 4.42 ppm (b) se tiene una sefial bastante ancha perteneciente al metino
de la PNVCL. A 3.89 ppm (1) se tiene el metino de la PNVP, que es una sefial ancha y
traslapa en su totalidad la sefial del PEG. Otra sefial se tiene a 3.23 ppm (d) traslapada con la
sefial (5) de la PNVP, es el metileno unido a la amina terciaria en ambos segmentos del
polimero, la diferencia del doble de la integracién de la sefial (b) corresponde al contenido
de PNVP. De manera similar, se presentan las mismas integraciones para la sefial del
metileno unido a la amida a 2.49 ppm (e 4) del anillo de la lactama. En la Gltima sefial ancha
e intensa de la PNVCL se tiene a 1.75 ppm, que corresponde al resto de los metilenos del
anillo del polimero (fy 3) y la sefial (c y 2), que se encuentran en un entorno quimico muy
similar por lo que se adjunta en una sola sefial, en los ANEXOS A6.1 se encuentra el espectro
del resto de los copolimeros. En el espectro de RMN-'H la integracion del metino de la
PNVCL es mucho mayor respecto a la del PEG, esto se debe a cadenas de homopolimero de
PNVCL que se originaron durante la reaccion ya que en la distribucion de pesos moleculares

se observa en una pequefia poblacion a mayores pesos moleculares.
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Figura 25. Espectro de RMN-!H del copolimero en bloques PEG-b-P(NVCL-co-NVP)-4
(CDCl3) 400 MHz.

5.4.3 Caracterizacién por analisis termogravimétrico (TGA) de los copolimeros en
bloques PEG-b-P(NVCL-co-NVP)

En la Figura 26 se tiene el termograma correspondiente al copolimero PEG-b-
P(NVCL-co-NVP)-4 el cual presenta dos etapas de descomposicion. En el termograma se
muestra un calentamiento inicial de 100 a 600 °C con incrementos de temperatura de 20 °C
por min. La primera etapa de descomposicion se presenta a una temperatura cercana a los
200 °C indicando la descomposicion de la porcion del CTA, con un porcentaje de
descomposicion del 2.9 %, mientras que la segunda etapa de descomposicion se presenta a
los 440 °C. Como se observo anteriormente la temperatura de descomposicion del PEG fue
a los 400 °C mientras que la PNVCL se descompone alrededor de los 440 °C, al ser muy
parecidas estas dos etapas de descomposicion se traslapan totalmente dependiendo del
contenido de PNVCL. Sin embargo, se tiene la descomposicion temprana del PEG, este
copolimero al momento de descomponerse presenta una pérdida del 89.2 % en conjunto, de
la muestra total alimentada present6 un residuo del 1.7 % a los 300 °C hay una pequefa
descomposicion que pueden ser cadenas de polimeros de bajo peso molecular en el ANEXO

A7.1 se muestran los termogramas del resto de los sistemas.
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Figura 26. Termograma de descomposicion del copolimero en blogues PEG-b-P(NVCL-co-

NVP)-4.

5.4.4 Caracterizacion por calorimetria diferencial de barrido (DSC) de los copolimeros

en bloques PEG-b-P(NVCL-co-NVP)

En la Figura 27 se tiene el termograma de DSC correspondiente al copolimero PEG-

b-P(NVCL-co-NVP)-4, donde a los 144 °C los copolimeros presentaron una temperatura de

transicion vitrea (Tg) de la PNVCL ocurriendo una transicion termodinamica y por encima

de la Tgocurre una transicion termodinamica donde las moléculas ganan energia por lo que

hay méas movilidad y el polimero adquiere cierta capacidad de deformacion sin fractura,

disminuyendo su densidad, dureza y rigidez en el ANEXO A8.1 se encuentran los

termogramas del resto de los copolimeros.
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Figura 27. Termograma por DSC del copolimero en bloque PEG-b-P(NVCL-co-NVP)-4.

5.4.5 Determinacion del punto de turbidez (T¢p) de los copolimeros en bloques en medio
acuoso

Se estudio la variacion del didmetro hidrodinamico en funcion de la temperatura, para
determinar la temperatura de punto de turbidez (T¢p) de los copolimeros en bloque PEG-b-

PNVCL y PEG-b-P(NVCL-co-NVP). La PNVCL presenta una LCST en un rango de 32-37
°C, sin embargo, al formar copolimeros en bloques con la PNVP es modificada a mayores

temperaturas de respuesta dependiendo del contenido de PNVP. Esta propiedad esta
relacionada con el caracter hidrofilo-hidrofobo, ya que la PNVCL debajo de su Tcp genera

enlaces de hidrégeno ver Figura 28 y una vez que se alcanza esta temperatura los enlaces

tienden a disociarse, aumentando la hidrofobicidad llevandose a cabo una separacién de fase.
En la Figura 29 se muestra la T¢p para los diferentes copolimeros, los copolimeros PEG-b-
PNVCL exhiben una T¢p de 35 °C, a medida que aumenta la temperatura estos diametros
hidrodinamicos aumentan hasta los 900 nm. Por el contrario, en los sistemas PEG-b-
P(NVCL-co-NVP), aumento la Tep de 37, 39 y 43 °C, presentdé una disminucion en el
didmetro hidrodinamico en comparacion de los sistemas anteriores, y este cambio en el
tamario se debe al factor de empaquetamiento incluso a 40 °C se tienen Dy, alrededor de 200

nm.
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25°C 40°C

Figura 28. Copolimeros en blogues en medio acuoso a diferentes temperaturas por arriba y

debajo de su Tp.

—a— (PEG-b-PNVCL)-1
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Figura 29. Determinacion de la Tcp en agua de los copolimeros en bloques en funcion de la
temperatura
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5.4.6 Estudio del efecto de la temperatura en el tamafio Dn de los agregados poliméricos
en medio acuoso

En la determinacién de tamafios por DLS las soluciones se prepararon por dispersion
directa en agua, con 24 h de agitacion, esta medicion se realiz6 25 °C que presentd dos
distribuciones de tamafio una a 14 nm y la segunda a 130 nm con intensidades diferentes
indicando que hay una menor proporcion de agregados de mayor tamafio, debido a la
naturaleza hidrofilica del copolimero a esta temperatura, sin embargo, la polidispersidad que

presentan son entre 0.1 y 0.2 ver Figura 30A-B. Cuando se miden un grado mas alto que la
Tep para aumentar el caracter hidréfobo del copolimero, la distribucion de tamafios resulto
unimodal con un Dy, de 200 nm y con una polidispersidad entre 0.1 y 0.2 en la Tabla 3 se
muestra la informacion de los copolimeros, mientras que en la Figura 30C se tiene la
distribucion de tamafios arriba de la Tcep. Ademas, los sistemas tienden a reducir el Dy a

medida que aumenta el contenido de PNVP.

Tabla 3. Variacion de Dy, de los copolimeros en blogues en funcion de la temperatura.

Muestra D (nm)a T Dn

. PDI °C (nm)°  ppI
(PEG-b-PNVCL)-1 137 (14) 0.205 37 265 0.148
(PEG-b-PNVCL)-2 112 (18) 0.173 37 226 0.131
PEG-b-P(NVCL-co-NVP)-3 108 (14) 0.274 38 228 0.038
PEG-b-P(NVCL-co-NVP)-4 107 (15) 0.237 39 185 0.164
PEG-b-P(NVCL-co-NVP)-5 98 (14) 0.232 44 123 0.216

2Copolimeros disueltos en agua medidos a 25 °C.
® Copolimeros disueltos en agua medidos arriba de su Tep.
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Figura 30. Distribuciones de Dn: A) Copolimeros PEG-b-PNVCL a 25 °C, B) Copolimeros
PEG-b-PNVCL a 25 °C, C) Copolimeros PEG-b-P(NVCL-co-NVP) medidos por encima de
su Tep.
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5.4.7 Cambio en el valor del potencial zeta de los agregados poliméricos por efecto del
pH del medio

El potencial zeta se refiere a particulas coloidales dispersas en una solucién cargadas
eléctricamente, debido a sus propiedades ionicas siendo la carga superficial de la particula.
Tienen como propiedad un punto isoeléctrico donde, el nimero de cargas positivas es igual
al numero de cargas negativas, resultando una carga neta del agregado igual a cero. Esta
propiedad es proporcionada por los grupos ionizables de la molécula, y ademés del efecto
anionico o cationico proporcionado por el iniciador en la Figura 31 se tiene la variacion de
la carga superficial en funcion del pH. A pH bajo presentan cargas ligeramente positivas,
todos los sistemas tienen un punto isoeléctrico a un pH entre 3 y 4, la carga superficial se
vuelve negativa a medida que aumenta el pH, la carga superficial al pH de 8 es de -8 mW el
resto de los copolimeros tuvieron el mismo comportamiento.

—a— (PEG-5-PNVCL)-1
—s— (PEG-5-PNVCL)-2

PEG-b-P(NVCL-co-NVP)-3
21 —+— PEG-b-P(NVCL-co-NVP)-4
—+—PEG-5-P(NVCL-~o-NVP)-5
0 i
> -2
E
4]
ry
8

pH

Figura 31. Cambio en el valor del potencial zeta de los agregados poliméricos por efecto del
pH en medio acuoso a 25 °C.
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5.5 Determinacion del grado de fidelidad de los copolimeros en bloques

Se determiné el grado de fidelidad para la funcionalizacién de los copolimeros en
bloque, para ello se realizd un barrido de concentraciones molares de 2.22 x 10° M a 1.98 x
10* M del CTA de partida. A medida que aumenta la concentracion a su vez aumenta la
intensidad de la banda cercana a los 300 nm, la cual corresponde a las transiciones
electrénicas n-* por parte del azufre al orbital ©*, alcanzando una Abs maxima de 1.1 ver
Figura 32A.

Luego se realizd una curva de calibracion para determinar el contenido de
tritiocarbonato CTA en la muestra del polimero, donde se grafico cada una de las intensidades
de acuerdo a la concentracion del CTA resultando un ajuste de R?=0.99 y una absortividad
molar €=5851 L mol™* cm™ ver Figura 32B. Si bien en la Tabla 4 se tiene el grado de
fidelidad en porcentaje de cada uno de los copolimeros, este grado de fidelidad indica el
porcentaje de funcionalizacién en la muestra, de acuerdo a la relacién [CTA]:[I] que se
empled donde puede aumentar o disminuir este porcentaje en ANEXO A9.1 se tiene el

ejemplo de los célculos.

——1.98E-4 mol/L
1.0 1 —— 1.48E-4 mol/L
9.90E -5 mol/L 1.0 m=5851.9x - 0.05195
0.8 1 ——4.95E-5 mol/L R2=0.9952
—2.22E -5 mol/L

Ab

0.5

Abs 300 nm

N7\

T T T T 1 0.0 . . . .
250 300 350 400 450 500 0.00005  0.00010  0.00015  0.00020
Longitud de onda (nm)

Concentracién (mol/L)

A) B)

Figura 32. A) Abs del CTA a diferentes concentraciones, B) Curva de calibracion del CTA
a diferentes concentraciones.
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Tabla 4. Grado de fidelidad de los copolimeros en bloques.

Muestra Grado de fidelidad
(%)
(PEG-b-PNVCL)-1 42
(PEG-b-PNVCL)-2 70
PEG-b-P(NVCL-co-NVP)-3 40
PEG-b-P(NVCL-co-NVP)-4 41
PEG-b-P(NVCL-co-NVP)-5 39

5.6 Reduccion del grupo terminal tritiocarbonato a tiol para la modificacion de los
copolimeros en bloques

Se realizo la reduccion quimica de los copolimeros para convertir el tritiocarbonato del
CTA en tioles y se utilizaron para estabilizar las nanoparticulas de oro, esta se llevd a cabo
por aminolisis usando la hexilamina y como catalizador la tributilfosfina, se utilizé una
relacion [hexilamina]:[CTA-copolimero]:[tributilfosfina] [50]:[1]:[10].

Siendo inevitable el homoacoplamiento disulfuro debido a la alta reactividad de los
tioles. Para ello, una vez que se realiz6 la reduccién el tiempo de purificacion es decisivo
para su uso efectivo. Es complicado eliminar la hexilamina en la muestra, ya que al decantar
el polimero una vez precipitado en éter etilico sigue presente en la muestra. Tiene un olor
caracteristico y es facil de detectar, se estandariz6 un método de purificacion y se siguié por
RMN-H hasta que desaparecen las sefiales de la amina. Como pruebas preliminares, se inicié
con la reduccidon del macro-CTA, con un alto contenido de tritiocarbonato que resulta tener
una banda intensa cercana a los 300 nm a una concentracion de 1 mg/mL, esta sefial es el
resultado de la banda n-7* de los electrones libres del azufre al orbital #* en la Figura 33 se
muestra la disminucién de esta banda despues de la reduccién. EI cambio de coloracion es
muy evidente ya que pasa de una coloracion amarillo ocre a un polvo blanco, indicando la

disociacién del tritiocarbonato y la modificacién del polimero.
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Figura 33. Reduccion del grupo tritiocarbonato terminal del macro-CTA PEG M, 5000
g/mol.

En el caso de la reduccion de los copolimeros PEG-b-PNVCL y PEG-b-P(NVCL-co-
NVP) se espera que el contenido de tritiocarbonato sea menor, ya que ha sufrido un proceso
de polimerizacién, a medida que aumenta la temperatura el CTA se degrada. La relacion
[CTA]:[I] puede ayudar a obtener un mayor contenido de tritiocarbonato en la muestra, al
disminuir la concentracién del iniciador. Esto se muestra claramente en la Figura 34 donde
el copolimero PEG-b-PNVCL se sintetizd con una relacion CTA:I de [1]:[0.2] la cual es el
doble de la relacion que se utilizd para preparar otros copolimeros. El resultado es una banda
de absorcion mas intensas lo que indica un mayor contenido de tritiocarbonato en
comparacion con los copolimeros que se sintetizaron con una relacion de [1]:[0.4] en el
ANEXO A10.1 se tiene el resto de los copolimeros.

1.0 4

1.0+

—— (PEG-b-PNVCL)-2
— (PEG-b-PNVCL)-2- —— PEG-b-P(NVCL-co-NVP)-4
PEG-b-P(NVCL-Co-NVP)-4-

———

0.0 T T 1
250 300 350 2%0 360 3%0

0.0

Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

Figura 34. Reduccion del grupo tritiocarbonato terminal de los copolimeros en bloques PEG-
b-PNVCL y PEG-b-P(NVCL-co-NVP) de tritiocarbonato a tiol.

54



V. RESULTADOS Y
DISCUSION

5.7 Sintesis y caracterizacion de nanobastones de oro (AuNRS)
5.7.1 Caracterizacion por espectroscopia de UV-visible

Se sintetizaron nanobastones de oro de acuerdo a la técnica de crecimiento de semillas,
utilizando una soluciéon de CTAB 0.1 M. En un primer paso consiste en la preparacion de
semillas de oro en presencia de un estabilizante y un agente reductor, luego en un segundo
paso, se adicionan a una solucion de crecimiento que contiene el precursor del oro. En la
presencia de semillas se da la formacion de nanobastones obteniendo al final una coloracion
rojiza. El espectro de UV-visible de la dispersion de AuNRs se muestra en la Figura 35, una
vez terminado el tiempo de reaccion, se verifico la banda de absorcion de la LSPR. Donde
se observé una intensa banda de absorcion cerca a los 800 nm correspondiente al plasmon
longitudinal del nanobaston. Una banda adicional aparece alrededor de los 500 nm que
pertenece a la LSPR transversal, el grosor de los nanobastones dependera de este pico de
absorcion. Esta dispersion contiene CTAB, que es un surfactante citotdoxico a ciertas
concentraciones. Por lo tanto, se requiere un método de purificacion por centrifugacién y
redispersion en agua desionizada, para eliminar el surfactante lo que ocasiona un
desplazamiento en la posicion de la LSPR. El cambio de la posicion de la banda de absorcién
de la LSPR, se debe a las interacciones de la superficie de las nanoparticulas con el medio,
cuando se elimina el CTAB y se reemplaza con agua se produce un desplazamiento de

aproximadamente 20 nm.

1.0+ AuNRs-CTAB
AuNRs -HEO
0.8
0.6
(7]
0
<
0.4 1

0'2_\/\
0.0+ T T T T T T T T T
400 500 800 700 800 900
Longitud de onda (nm)

Figura 35. Espectro de UV-visible de nanobastones de oro (AuNRs) con una LSPR
longitudinal de 805 nm.
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5.7.2 Caracterizacion mediante microscopia electrénica de barrido de emisién de
campo (FESEM)

La morfologia de los nanobastones se observo por FESEM. En las micrografias que se
muestran en la Figura 36 son visibles particulas cilindricas, sin embargo, no fue posible
determinar dimensiones exactas de los AuNRs si bien; se observo una homogeneidad en

cuanto a la morfologia cilindrica de las nanoparticulas.

Entre estas se encuentran nanoparticulas con morfologia esférica, esto se debe a que la
sintesis no es totalmente limpia y contiene subproductos esféricos. De esta manera se debe
prestar atencion a las relaciones de intensidad en el espectro de UV-visible, ya que si existe

una alta intensidad en la LSPR transversal a 500 nm indica una alta concentracion de esferas.

- lpm ITT-JEOL 6/11/2021 - lpm  ITT-JEOL 6/11/2021
29.5kV TED SEM WD 7.8mm 17:16:20 29.5kV TED SEM WD 7.7mm 17:20:32

Figura 36. Micrografia por FESEM de nanobastones de oro AuNRs con una LSPR
longitudinal alrededor de 805 nm.
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5.7.3 Caracterizacion mediante microscopia electronica de transmision (TEM)

La dispersién de AuNRs se analizaron por TEM en la cual se usé un voltaje de
aceleracion de 80kV y un tiempo de exposicion de 2 segundos. En comparacion a las
micrografias por FESEM se tiene una mejor resolucion de las nanoparticulas. En efecto, en
la Figura 37 se termina de confirmar la morfologia de los AuNRs, resultando particulas
cilindricas en conjunto con nanoparticulas esféricas. Se puede ver que la mayoria de las
nanoparticulas de oro sintetizadas tienen una morfologia de baston muy bien definida. Se
muestra claramente la homogeneidad de las AuNRs, con una longitud promedio de 64 nm 'y
un diametro promedio de 14 nm. Mientras que en la Figura 38 se muestra la dispersion de
tamarfios, donde se tomé una muestra de 100 nanoparticulas y se obtuvo la relacién longitud
/ didmetro, resultando una razén de aspecto de 3.75.

Figura 37. Micrografia por TEM de nanobastones de oro AuNRs con una LSPR longitudinal
alrededor de 805 nm.
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Figura 38. Dispersion de tamafios de AuNRs.
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5.7.4 Caracterizacion éptica de AUNRs

La caracterizacion Optica de las nanoparticulas en dispersién coloidal consiste
principalmente en la medicion espectroscépica de su transmitancia y reflectancia (difusa o
direccional) en la region visible del espectro. Es decir, se mide la luz que atraviesa la muestra
y de esta se obtienen las pérdidas por absorcion y dispersion. En cada una de las
configuraciones ver Figura 39A, se utiliz6 una lampara de luz blanca (I&mpara halogena de
xenén USHIO FDS 24V 150W). El haz de luz blanca es colimado utilizando la lente L1
(lente colimadora) y después, mediante la lente L2 (lente asférica con foco de 15 cm), se
enfoca en el espectrometro (Ocean Optics, USB4000-VIS-NIR). La cubeta que contiene a la
muestra se coloca a la entrada de una esfera integradora, el tamafio del haz de luz que ilumina
la muestra se ajusta con un diafragma (D) colocado enfrente de ésta. En el primer arreglo
Figura 39A, se mantiene abierta la apertura de la parte trasera de la esfera integradora la cual
permite que la luz que pasa a través de la muestra sea captada por el detector. La sefial es una
medida de le extincion (que se reduce tanto por pérdidas de absorcion como de dispersién) y
permite estimar lo que se conoce como atenuancia (D), la cual se define como D =
—log, Tp, donde Tpes la sefial normalizada que se obtiene del cociente de la medicion de

una muestra de nanoparticulas y la muestra de referencia (agua).

Para medir la absorbancia (A), que cuantifica s6lo las pérdidas por absorcion, es
necesario colectar la luz dispersa. Para esto, se cierra la apertura trasera de la esfera
integradora, de esta manera toda la luz que atraviesa la muestra es colectada (tanto la luz
esparcida como la luz que pasa sin perturbarse). Este caso se muestra esquematicamente en
la Figura 39B. Para el caso de nanoparticulas cuyos tamafios sean mucho menores a la
longitud de onda, la absorbancia se puede obtener como A ~ —logT,, donde T, es la sefial
normalizada del cociente de la muestra de nanoparticulas y la muestra de referencia (agua)
medidas a través de la fibra. La caracterizacion dptica de los nanobastones de oro sintetizados
se muestra en la figura Figura 39C. Los espectros de atenuancia y absorbancia obtenidos
mediante el arreglo experimental de espectroscopia implementado la diferencia entre ambos
espectros es minima, lo que indica un grado de dispersion minimo prediciendo una buena
respuesta térmica. En este caso, no se normalizé el espectro debido a las caracteristicas de la

medicion.
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Figura 39. Arreglo para la caracterizacion oOptica. A) Atenuancia, B) Absorbancia, C)
Caracterizacion optica de AuNRs con una LSPR longitudinal alrededor de 805 nm.

5.7.5 Incremento en la temperatura del medio por irradiacion en el infrarrojo cercano
(NIR) de AuNRs

La caracterizacion fototérmica de las AuNRs se logr6 aislando la celda de cuarzo
cuando se irradi6 con un laser de 785 nm a una distancia de 0.5 cm, el laser se coloco alejado
de las salidas del termopar ver Figura 40. La potencia del laser se vari6 de 100 a 500 mW, y
se tomo6 como blanco la irradiacion del agua a una potencia de 500 mW, de esta manera se
confirmé que no hay aumento de la temperatura en el medio debido a la irradiacion de las
salidas del termopar. Se monitoreo la evolucion de la temperatura al irradiarse comenzando
a los 25 °C en cada una de las mediciones. Durante este periodo de medicion, los primeros
30 segundos se obturo el laser para tener un “offset” y después de este tiempo se comenzé la

irradiacion de manera continua durante 10 minutos.
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El aumento de la temperatura en el medio aumentd a medida que se aumenta la potencia
del léser, se partié de una potencia de 100 mW y se obtuvo un aumento méximo de la
temperatura hasta llegar a los 33 °C, a una potencia de 500 mW se tiene un aumento maximo
de la temperatura hasta llegar a los 53 °C. Dentro de la celda cuando se alcanza esta
temperatura se forma una estela de vapor en la superficie de la celda. La caracterizacion
Optica indica la absorcion neta de las AUNRS, mientras que en la caracterizacion térmica se
confirma la buena conversion térmica. Al contar con una buena evolucion de la temperatura

con el tiempo los convierte en materiales con un buen potencial para la terapia fototérmica.

En la Figura 41 se tienen las imégenes térmicas de la solucion de AuNRs al momento
de ser irradiadas con el laser, se ve claramente como ocurre el aumento de la temperatura a
medida que pasa el tiempo, las distintas tonalidades de naranja-rojo indican la disipacion de

la temperatura en el medio hasta alcanzar los 37 °C.
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Figura 40. Perfil del incremento de la temperatura de AuNRSs con respecto al tiempo de
irradiacion con un laser de 785 nm.
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Figura 41. Imagenes térmicas de solucion de AuNRs mostrando el incremento de la
temperatura al irradiase con un laser de 785 nm.

5.8 Estabilizacion de AuNRs con copolimeros en bloques con grupo terminal tiol

La estabilizacion de AuNRs se realiz6 utilizando los copolimeros en bloques
modificados con grupo terminal tiol, debido a las interacciones ya descritas anteriormente
entre las terminaciones del polimero y la superficie de la nanoparticula. Se utilizaron 5 mL
de una solucion de 1 mg/mL de polimero en agua, y se estabilizaron 3 mL de solucién de
nanoparticulas. Una vez purificadas se coloco la dispersion de nanoparticulas estabilizadas
en agitacion por 3 horas llevandose a cabo la quimisorcion del azufre sobre la superficie de
las nanoparticulas. Después de la estabilizacion, se verificé la posicion de LSPR, en la Figura
42 se compara la LSPR de las nanoparticulas purificadas con agua y con la LSPR de la misma
solucidn de particulas aln recubiertas con CTAB, se observo que durante la estabilizacion
de las AuNRs con los copolimeros con grupo terminal tiol, hubo un desplazamiento en la
LSPR longitudinal y la banda de absorcién LSPR transversal permanecié sin cambios. El
cambio en la posicion de la banda LSPR se debe a las interacciones superficiales de las
nanoparticulas al estar expuestas con el polimero. La nueva posicion de la banda LSPR se
centro entre la banda de la LSPR purificadas con agua y la banda de la LSRP recubiertas con
CTAB.
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Figura 42. Estabilizacion de AuNRs con el copolimero en blogues PEG-b-P(NVCL-co-
NVP)-4 con grupo terminal tiol.

Este mismo comportamiento también se presentd en las AuNRs que fueron
estabilizadas con el macro-CTA PEG M, 5000 g/mol con grupo terminal tiol ver ANEXO
Al1l.1, ya que se demostrd que la muestra present6 un alto contenido de tioles, sin embargo,
se utilizé una relacion 1:1 de mL solucion de polimero por mL de solucién de nanoparticulas.
De esta manera buscando una mejor interaccion entre las nanoparticulas y los copolimeros
con grupo terminal tiol, se decidié utilizar una relacion 5:3 mL de solucién de polimero en
agua por 3 mL de solucion de nanoparticulas, ya que se expone a un ligero exceso de solucion
de polimero con terminacion tiol, para lograr una mejor estabilizacion. En la Figura 43A-F
se muestra el seguimiento de la posicion de la LSPR en el tiempo, y no se observé ningln
desplazamiento hacia mayores o menores longitudes de onda si bien es notorio que la
intensidad de las bandas LSPR disminuye con el tiempo, sin embargo, no hay indicio de
precipitacion en la solucién en el tiempo. En un intento de explicar esta disminucion en la
intensidad de la absorbancia, la solucién se sumergié durante un minuto en un bafio
ultrasonico y la banda de absorcion LSPR se abatio por completo siendo evidente la
precipitacion en la solucion, concluyendo que las muestra presentd inestabilidad de los
AuNRs ver Figura 43A.
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Figura 43. Seguimiento de la estabilizacion LSPR de AuNRs con copolimeros en bloques
con grupo terminal tiol. A) (PEG-b-PNVCL)-1, B) (PEG-b-PNVCL)-2, C) PEG-b-
P(NVCL-co-NVP)-3, D) PEG-b-P(NVCL-co-NVP)-4, E) PEG-b-P(NVCL-co-NVP)-5, F)
macro-CTA.
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5.8.1 Incremento de la temperatura en el medio por irradiacion NIR de AuNRs
estabilizadas con copolimeros en bloques con grupo terminal tiol

Una vez estabilizados las AuUNRs con los polimeros con grupo terminal tiol, se examino
su comportamiento fototérmico para comparar si habia diferencia en cuanto al incremento de
la temperatura cuando las nanoparticulas se encuentran en contacto con el polimero y cuando
no. La medicion se realizé de la misma manera que las AUNRS en agua, en este caso se utilizo
1 mL de dispersion de polimero-nanoparticula, se inicid a los 25 °C, donde los primeros 30
segundos se obtur6 el laser para tener un “offset” y luego de este tiempo se inicié la
irradiacion de manera continua durante 10 minutos. La solucidén era transparente a

temperatura ambiente, lo que indica que el polimero era soluble a esta temperatura, a medida
que aumenta el tiempo de irradiacion la temperatura fue aumentando hasta alcanzar la Tep

del polimero, la solucion se volvio turbia ocurriendo la agregacién del polimero con los
AUNRs ver Figura 44.

Se compara con el blanco irradiando agua a 500 mW confirmando que no hubo
aumento en la temperatura del medio debido a la irradiacion de las salidas del termopar. En
cada muestras se varid la intensidad de la potencia iniciando en 100 mW hasta 500 mW, y el
perfil del aumento de la temperatura en el medio se comportaron de manera similar a las
AuNRs en agua, sin embargo, existen ligeras diferencias en los perfiles del aumento de la
temperatura, esto se debe a la manera de agregacion del copolimero, donde las particulas de
200 nm tienden a dispersar la luz y disminuye la absorcion de la nanoparticulas, incluso con

la méxima potencia se alcanzan temperaturas de 50 °C ver Figura 45A-E.

Figura 44. Agregacion al incrementarse la temperatura del copolimero en blogues con grupo
terminal tiol PEG-b-P(NVCL-co-NVP)-4 conteniendo AuNRs al irradiarse con un laser de
785 nm.
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Figura 45. Perfiles del incremento de la temperatura con respecto al tiempo de irradiacion
con un laser de 785 nm de agregados de copolimeros en bloques con grupo terminal tiol
conteniendo AuNRs. A) (PEG-b-PNVCL)-1, B) (PEG-b-PNVCL)-2, C) PEG-b-P(NVCL-

c0-NV/P)-3, D) PEG-b-P(NVCL-co-NVP)-4, E) PEG-b-P(NVCL-co-NVP)-5.
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5.8.2 Estudio de agregacion de AuNRs estabilizadas con copolimeros en bloque con
grupo terminal tiol

Se determind el Dy, de los agregados poliméricos conteniendo AuNRs por DLS, en la
Figura 46A se tiene la distribucion de los AuNRs dispersas en agua, presentd dos
distribuciones la primera de 74 nm perteneciente a la longitud de la nanoparticula la segunda
se encuentra a 3.5 nm esta se debe a semillas que no crecieron durante la reaccion. En la
Figura 46B se tienen las distribuciones de los agregados poliméricos medidos por arriba de
su T¢p conteniendo AuNRs, lo que conduce a un aumento del caracter hidréfobo del polimero,
las distribuciones obtenidas fueron alrededor de los 200 nm. Estan ausentes las distribuciones
de AuNRs solas, con el aumento de segmento de la PNVP los agregados presentan la

tendencia de disminuir el Dy. En Tabla 5 se resume la informacion obtenida.

A) B)
8 — (PEG-b-PNVCL)-1
] AuNRs / H,0 — (PEG-6-PNVCL).»
7 3.5nm 74 nm 254 PEG-b-P(NVCL-co-NVP)-3
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S g
T g = 154
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Figura 46. A) Distribucion de AuNRs dispersas en agua, B) Agregados poliméricos con
grupo terminal tiol conteniendo AuNRs medidos arriba de su Tp.
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Tabla 5. Agregacion de los copolimeros en bloques con grupo terminal tiol conteniendo
AUNRSs.

Muestra T°C Dp PDI
(nm)

AUNRs @ (PEG-b-PNVCL)-1 35 242 0.221

AUNRs @ (PEG-b-PNVCL)-2 35 190 0.125

AuNRs @ PEG-b-P(NVCL-co-NVP)-3 37 206 0.279

AuNRs @ PEG-b-P(NVCL-co-NVP)-4 39 185 0.222

AuNRs @ PEG-b-P(NVCL-co-NVP)-5 43 199 0.225

5.8.3 Cambio en el valor del potencial zeta por efecto del pH del medio de AuNRs
estabilizadas con copolimeros en bloques con grupo terminal tiol

El potencial zeta se refiere a las particulas coloidales dispersas en una solucion que
portan cargas debido a sus caracteristicas ionicas, y es la carga eléctrica de la superficie de
la particula. De la manera similar que, a los agregados poliméricos dispersos en agua, se
realizé un barrido de pH midiendo su carga superficial. En la Figura 47A se tiene la variacion
de la carga superficial de las AUNRs dispersas en agua a 25 °C, a pH més bajo presentan una
carga superficial positiva del7 mW, a medida que aumenta el pH disminuye esta carga
superficial, hasta alcanzar el punto isoeléctrico que se encuentra entre un pH 8 y 9. Mientras
que a un pH entre 9 y 11 presentan cargas superficiales negativas. Por otro lado, en los
agregados poliméricos conteniendo AuNRs ver Figura 47B estd claro que hay una
disminucion en los valores de la carga superficial. Los valores registrados son muy similares
al comportamiento de los agregados poliméricos dispersos en agua. Sin embargo, hay un
cambio el punto isoeléctrico, mientras que las AUNRs dispersas en agua lo presentan a un pH
de 8, los copolimeros dispersos en agua lo presentan a un pH de 4 y los agregados de
polimero-AuNRs su punto isoeléctrico es a un pH entre 5 y 6, este cambio es muy evidente
debido al efecto del polimero sobre la nanoparticula, indicando el recubrimiento sobre la
AuNRs.
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Figura 47. Cambio en el valor del potencial zeta por efecto del pH del medio medido a 25°C.
A) AuNRs dispersas en agua, B) AUNRs @ Copolimeros en bloques con grupo terminal tiol
a25°C.
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5.9 Determinacion del contenido de nanobastones de oro en agregados (AuNRs) con
copolimeros en bloques mediante andlisis termogravimétrico (TGA)

Una vez que las AuNRs se estabilizaron y evaluaron térmicamente, se congelaron y
liofilizaron, resultando esponjas de color rojo intenso. Las muestras se colocaron en una
estufa por 24 horas para eliminar la mayor humedad posible. En la Figura 48 se tiene los
termogramas de los copolimeros con AuNRs, donde la etapa de descomposicion del polimero
ocurre alrededor de los 440 °C, sin embargo, tienen un porcentaje de residuo mas alta
comparandolo con el copolimero solo, este aumento se debe al contenido de AuNRs en la
muestra. Estos sistemas con la relacion 5:3 de mL solucion de polimero por mL de solucion
AUNRs, los porcentajes de contenido van entre el 9 y 12 %, para estos porcentajes, presentan
un buen comportamiento fototérmico lo cual es muy adecuado para utilizar la menor cantidad
de AuNRs, siempre que presenten una buena estabilidad en el tiempo y aumente la
temperatura por exposicion a la irradiacion mientras se mantenga dentro de los intervalos de

la terapia fototérmica.
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Figura 48. Termogramas de TGA de los copolimeros en bloques con grupo terminal tiol
conteniendo AuNRs.

70



V. RESULTADOS Y
DISCUSION

5.10 Sintesis y caracterizacion de nanotetrdpodos de oro (AuNTPS)

5.10.1 Estabilizacion de AUNTPs con PEG Mn 6000 g/mol

Se sintetizaron nanotetrapodos de oro de acuerdo a la técnica de crecimiento de
semillas, utilizando diferentes concentraciones de la solucion de CTAB como se describio en
la metodologia. En el primer paso, consiste en preparar la solucion de semillas en presencia
del estabilizante CTAB y el reductor NaBHg, luego en el segundo paso, éstas se adicionan a
una solucién de crecimiento que contiene el precursor de oro, el estabilizante y el reductor.
Se procede a la formacion de nanotetrapodos, constituidos por un centro a partir del cual
crecen los cuatro vértices externos, adquiriendo una morfologia de 4 picos al final se tiene

una coloracion verdosa.

En la Figura 49A se tiene el espectro de UV-vis para la solucion de nanotetrapodos
una vez finalizado el tiempo de reaccion, se verificd la banda de absorcion LSPR. Donde se
observo una banda intensa de absorcion alrededor de los 800 nm que corresponde a la LSPR
longitudinal de los picos extremos de la particula, se mostré una banda de absorcion LSPR
adicional a los 500 nm, que representa el nucleo de la particula y su grosor dependeria de
esta banda de absorcién. Los nanotetrdpodos se encuentran dispersos en CTAB, un
surfactante que presenta citotoxicidad como se menciond anteriormente a ciertas
concentraciones. Por lo tanto, se requieren purificar por centrifugacion y redispersion en agua
desionizada, para eliminar el surfactante, lo que provoca que la LSPR se desplace durante
este proceso. Esta modificacion en la posicion de la banda de absorcion LSPR se debe a la
interaccion de la superficie de las nanotetrapodos con el medio, donde una vez que se elimina
el CTAB y se reemplaza con agua, provoca un desplazamiento aproximadamente de 50 nm.
Dado que la particula es termodinamicamente inestable, intentard encontrar su estado

fundamental en este caso esferas. Los nanotetrdpodos una vez purificados se estabilizaron
con PEG-SH M, 6000 g/mol, ya que se observ6 un desplazamiento de la banda de absorcion

LSPR, mientras que los nanotetrapodos que no fueron estabilizados al menos en 14 horas
cambid su morfologia a esferas. Se realizo un seguimiento de la estabilizacion con el pasar
de los dias, en el cual, no se observé un desplazamiento a mayores 0 menores longitudes de

onda, sin embargo, la intensidad de la absorbancia disminuye con el tiempo Figura 49B.
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Figura 49. Estabilizacion de AUNTPs. A) Estabilizacion de AUNTPs con PEG-SH M;, 6000
g/mol, B) Monitoreo de la estabilidad LSPR con el pasar del tiempo.

5.10.2 Caracterizacion mediante microscopia electronica de transmision (TEM)

Las morfologias de los AUNTPs se analizaron por TEM en la cual se usé un voltaje de
aceleracion de 80kV y un tiempo de exposicién de 2 segundos. Se confirma en la Figura
50A la morfologia de las AUNTPs, se observaron particulas en forma de picos combinada
con nanoparticulas esféricas esto puede deberse a que la sintesis no produjo de exclusiva
durante el crecimiento anisotropico, que da origen a la formacion de los cuatro picos, luego
se determinaron las dimensiones longitudinales y transversales de los nanotetrdpodos. Se
puede ver que la mayoria de las nanoparticulas de oro sintetizadas presentan una morfologia
de picos bien definida. Cabe destacar, que la muestra se analizé por TEM tres meses después
de su sintesis por lo que se observaron deformaciones en la morfologia. Las dimensiones que
presentaron oscilan entre los 25 y 30 nm desde la parte superior del pico hacia su eje
transversal. Comparando con los AuNRs son mas pequefios, y la homogeneidad de esta
estructura esta relacionada con lo estrecho de la banda de absorcion longitudinal LSPR. En
la segunda sintesis se obtuvo una banda de absorcion més ancha ver ANEXO 12.1 y se
analizaron por TEM dos semanas después de su sintesis donde se observaron morfologias

heterogéneas Figura 50B.
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Figura 50. Micrografias por TEM de AuNTPs. A) AuNTPs con una LSPR estrecha analizada
después de tres meses de su sintesis, B) AUNTPs con una LSPR ancha analizadas después de
dos semanas de su sintesis.
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5.10.3 Incremento de la temperatura en el medio por irradiacion NIR de AUNTPs

Una vez que los AUNTPs se estabilizaron, se examind su comportamiento fototérmico
y se determind el incremento de la temperatura cuando la nanoparticula se encuentra unida
al polimero. La medicion se realiz6 de manera similar que las AuNRs dispersas en agua, se
utilizé 1 mL de solucién de polimero-nanoparticula, se inicié de una temperatura de 25 °C
donde los primeros 30 segundos se obturo el laser para tener un “offset” y después de este
tiempo se comenzo la irradiacion de manera continua durante 10 minutos. Se compar6 de
manera similar el blanco de agua irradiando a 500 mW, confirmando que no hay algun
aumento en la temperatura del medio, debido a la irradiacion de las salidas del termopar.
Durante cada medicién, la intensidad de la potencia se varié iniciando en 100 mW hasta 500
mW. En la Figura 51A se tienen una menor respuesta térmica al ser irradiadas, debido al
largo periodo de envejecimiento de 3 meses comparado con los AUNTPs recién sintetizados,
asi como la deformacion que sufre la estructura con el tiempo de esta forma reduce la
respuesta térmica. En comparacion a los tetrapodos analizados después de dos semanas y que
obtuvo una banda de absorcion ancha, la respuesta térmica fue similar a la de los AUNRS
presentando incrementos en la temperatura hasta los 45 °C con una potencia maxima de 500

mW ver Figura 51B.
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Figura 51. Perfiles del incremento de la temperatura de AuUNTPs con respecto al tiempo de
irradiacion con un laser de 785 nm. A) AuNTPs con una LSPR estrecha analizada después
de 3 meses, B) AUNTPs con LSPR ancha analizadas después de dos semanas.
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VI. CONCLUSIONES
El uso del macro agente RAFT funcionalizado con PEG de My 5000 g/mol, permitio preparar

copolimeros en bloques de PEG-b-PNVCL y PEG-b-P(NVCL-co-NVP) con control de su
peso molecular, dispersidad y composicion.

Se modifico el punto de turbidez de los copolimeros en bloques en agua desde 35 a 43 °C en

funcién del contenido de PNVP en ellos.

Los copolimeros en bloque formaron agregados cercanos a los 200 nm de didmetro dispersos
en agua por arriba de la Tcp del copolimero; fue notoria la disminucion del Dy al aumentar el

contenido de NVP provocando una contraccion del agregado.

Se logro la reduccidn del grupo terminal tritiocarbonato a tiol en los copolimeros en bloques,
siendo notorio el cambio de coloracion de la muestra ademas de la disminucién de la banda

de absorcion perteneciente al tritiocarbonato.

El comportamiento fototérmico de los nanobastones de oro (AuNRs) dispersos en agua
preparados con dimensiones de (64 + 4 longitud y 14 + 4 diametro) nm y con una razon de
aspecto de 3.75 fue favorable en cuanto al incremento de la temperatura en el medio al ser

irradiadas con un laser de 785 nm, llegando hasta a los 53 °C.

La estabilizacion de los AuNRs con los diferentes sistemas de copolimeros en blogque con
grupo terminal tiol fue efectiva, sin mostrar algin indicio de precipitacion o aglomeracion

con el paso de los dias, presentando una buena estabilizacion hasta por 8 dias.

Hay una diferencia de 4 °C en la respuesta térmica de los AuNRs solos y los AuNRs
estabilizados con los copolimeros al ser irradiados con luz en el infrarrojo cercano NIR (785

nm) esto debido a las interacciones entre ellos.

Los AuNRs estabilizados con los copolimeros en blogue con grupo terminal tiol formaron
agregados con un diametro de alrededor de los 200 nm, siendo adecuados para la aplicacion

biomédica.
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La formacion de agregados con los copolimeros en bloques con grupo terminal tiol muestran
un cambio del potencial zeta de los (AuNRs); al estar en contacto con lo copolimeros se
modificd su punto isoeléctrico a un pH entre 5 y 6.

Los nanotetrapodos de oro preparados (AUNTPs) con dimensiones de 30 nm presentaron una
banda de absorcién estrecha, indicando una homogeneidad en la morfologia mostrando 4
picos hacia los extremos. Estas nanoestructuras mostraron inestabilidad en el tiempo
desplazandose su LSPR a valores tipicos para nanoesferas de oro a 500 nm en cuestion de

horas.

El uso de PEG-tiol como estabilizante ayudo a preservar los AUNTPs, llegando a conservar
su estructura hasta por 3 meses. Sin embargo, fue notorio un engrosamiento en los picos. Esta

deformacion disminuye la respuesta térmica al ser irradiadas con el laser.
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ANEXO A7.2. Termograma por TGA del copolimero PEG-b-P(NVCL-co-NVP)-5.
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ANEXO A8.1. Termograma por TGA del copolimero PEG-b-P(NVCL-co-NVP)-3.
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ANEXO A8.2. Termograma por TGA del copolimero PEG-b-P(NVCL-co-NVP)-5.



ANEXOS

Mhn polimero= 30,520 g/mol

Abs por UV-visble del copolimero a una concentracion de 3 mg/mL en etanol= 0.22

0.003 g/mL

Concentracion molar =
30,520 g /mol

Se busca en la curva de calibracion del CTA la Abs de 0.22 y se obtiene la
concentracién molar de 4.797 x 10~°> mol/L

4.215x107° mol/L

Dividiendo —
9.829 x10~° mol /L

= 0.42 x100 = 42%

ANEXO A9.1. Calculos para determinar el grado de fidelidad de los copolimeros en
bloques.

1.0
—— (PEG-b-PNVCL)-1
(PEG-b-PNVCL )-1
3
2 05
\hw_HH\\\‘
0.0 ==
Y250 300 350 400

Longitud de onda (nm)

ANEXO A10.1. Reduccidn del grupo terminal tritiocarbonato del copolimero (PEG-b-
PNVCL)-1 a tiol.

= 9.829 x10~®mol/mL = 9.829 x10~° mol /L
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1 ——PEG-b-P(NVCL-co-NVP)-3
PEG-b-P(NVCL-co-NVP)-3

Abs

T T T T T T T T T T T 1
240 260 280 300 320 340 360
Longitud de onda (nm)

ANEXO A10.2. Reduccidn del grupo terminal tritiocarbonato del copolimero PEG-b-
P(NVCL-co-NVP)-3 a tiol.

—— PEG-b-P(NVCL-co-NVP)-5
PEG-b-P(NVCL-co-NVP)-5
05 -
[72]
o]
<
0.0 : e

250 300 350

Longitud de onda (nm)

ANEXO A10.3. Reduccidn del grupo terminal tritiocarbonato del copolimero PEG-b-
P(NVCL-co-NVP)-5 a tiol.
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1.0 1
——AuNRs - CTAB
AuNRS - HZO
0.8 1 Estabilizados
PEGmacroCTA-SH
2 06 -
<
0.4 -
0.2 -\/\
0.0 4 T T T T —— T T T
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ANEXO A11l.1. Estabilizacién de AuNRs con macro-CTA PEG M, 5000 g/mol con grupo
terminal tiol.

1.0+
0.8 1

0.6 1

Abs

0.4+

0.2 1

00 T T T T T T T T T T
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ANEXO A10.2. Banda de absorcién ancha de la LSPR cercana a los 800 nm de AuNTPs.
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