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Resumen 

En este trabajo se han desarrollado cinco sistemas de fotoliberación de 

doxorrubicina basados en tres tipos de nanopartículas: nanoestrellas de oro 

recubiertas de una capa mesoporosa de sílice (AuNSt@mSiO2), nanoestrellas de oro 

(AuNSt) y nanopartículas Janus formadas por nanoestrellas de oro y nanopartículas 

mesoporosas de sílice (AuNSt-MSNP). Los sistemas sintetizados se basan en dos 

mecanismos de activación de la liberación, asociados con las propiedades ópticas de 

las nanoestrellas de oro. El primer mecanismo está relacionado con la conversión de 

la energía luminosa en calor, debido a la absorción de la radiación electromagnética 

por las partículas de oro. El calor generado durante la irradiación de las 

nanopartículas con un láser del infrarrojo cercano (NIR) se usa, en este caso como 

estímulo para activar la liberación del fármaco asociado a las nanopartículas. El otro 

mecanismo está relacionado con la amplificación del campo electromagnético de la 

radiación en la superficie de las nanopartículas. La amplificación del campo 

electromagnético favorece la absorción multifotónica de las radiaciones NIR en 

moléculas que absorben un fotón de mayor energía. Utilizando este mecanismo, se 

puede activar la fotoliberación del fármaco mediante el empleo de ligandos 

fotolábiles, que pueden enlazar directamente el fármaco a la partícula permitiendo 

su liberación después de la fotodescomposición. Por otra parte, la unión de otras 

moléculas a las nanopartículas a través de ligandos fotolábiles, también permite la 

activación indirecta de la liberación del fármaco, debido a un segundo proceso 

asociado con las moléculas enlazadas a la partícula y que se produce después de la 

fotodescomposición del ligando.  

El primer sistema desarrollado está constituido por nanoestrellas de oro 

recubiertas de una capa mesoporosa de sílice funcionalizada con moléculas de 

parafina que actúan como puertas moleculares termosensibles. Estas moléculas de 

parafina en la superficie externa de los poros evitan la liberación de la doxorrubicina. 

La irradiación del sistema produce la fusión de la parafina debido al calor generado, 

provocando la liberación al medio del fármaco. Las nanopartículas no muestran 

toxicidad hacia las células HeLa hasta que se irradian con un láser de 808 nm que 
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produce la generación de calor y la liberación de la doxorrubicina que conllevan a la 

disminución de la viabilidad celular por acción conjunta de la hipertermia y la 

quimioterapia. 

Los otros sistemas desarrollados están basados en dos profármacos de la 

doxorrubicina que se activan al irradiarlas en presencia de las nanoestrellas de oro 

generando el fármaco correspondiente. La doxorrubicina se modifica a través de un 

enlace carbamato con dos ligandos fotolábiles que poseen un espaciador 2-

nitrobencílico. Uno de estos ligandos tiene un grupo disulfuro que permite unir el 

profármaco a la superficie de las AuNSts. La activación se produce debido a la 

absorción multifotónica de la radiación NIR por los profármacos que se favorece en 

presencia de las AuNSts, provocando la ruptura del ligando fotolábil y la generación 

de la doxorrubicina. Los profármacos mostraron una citoxicidad hacia las células 

HeLa cien veces menor que la doxorrubicina. La toxicidad se incrementa cuando los 

profármacos se incuban con las AuNSts y se irradian con un láser de 808 nm que 

produce la fotodescomposición del espaciador 2-nitrobencílico y la formación de la 

doxorrubicina. 

También se obtuvo un sistema formado por nanopartículas Janus AuNSt-MSNP. 

El fármaco se encapsula en la nanopartícula mesoporosa de sílice que se funcionaliza 

con un complejo supramolecular entre el benzimidazol, unido covalentemente a la 

superficie externa de los poros, y la β-ciclodextrina. Este complejo actúa como 

puerta molecular sensible al pH evitando la difusión de la doxorrubicina. La 

superficie de la nanoestrella de oro se funcionaliza con un ligando fotolabil tiolado 

que posee un espaciador 2-nitrobencílico y que tiene enlazado el ácido succínico. La 

irradiación del sistema híbrido produce la descomposición del ligando en la 

superficie de la AuNSt y la generación de ácido succínico que provoca la disociación 

del complejo supramolecular en la superficie de la MSNP, conduciendo finalmente 

a la liberación del fármaco encapsulado.  

Por último, se obtuvo un sistema basado en nanoestrellas de oro cubiertas de una 

capa mesoporosa de sílice funcionalizada con moléculas de polietilenglicol a través 

de un ligando fotolábil que tiene un espaciador 2-nitrobencílico. El polietilenglicol 
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modificado con el ligando fotolábil actúa como puerta molecular fotosensible 

impidiendo la difusión del fármaco encapsulado. Al irradiar las partículas se produce 

la descomposición del ligando, la liberación del PEG y la difusión del fármaco desde 

el interior de los poros.  
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Abstract 

Herein, five doxorubicin photo-release systems based on three types of 

nanoparticles: gold nanostars coated with a mesoporous silica shell 

(AuNSt@mSiO2), gold nanostars (AuNSts) and Janus gold nanostars-mesoporous 

silica nanoparticles (AuNSt-MSNP) have been developed. Photo-release 

mechanisms are directly related to optical properties of AuNSts. One of them is 

concerned to the light-heat energy conversion efficiency of AuNSts due to localized 

surface plasmon resonance associated with the strong absorption of electromagnetic 

radiation at near infrared wavelengths by anisotropic nanoparticles. Heat evolved 

during the irradiation of nanoparticles with NIR laser is used as stimulus for 

triggering drug delivery from the nanoparticles. Another mechanism is related to the 

strong electromagnetic field enhancement taking place onto nanoparticle´s surface, 

which could favour multiphoton absorption of NIR radiations by photolabile 

molecules. Drug photo-release can be triggered by using photolabile linker which 

attaches drug to nanoparticle surface due to multiphoton molecular dissociation of 

linker induced by NIR irradiation. Moreover, other molecules can be linked to 

nanoparticles, which acts as indirect stimulus triggering drug delivery due to other 

processes related to released molecules after NIR irradiation.   

The first developed system is formed by AuNSts coated with mesoporous silica 

shell capped with paraffins, which act as thermo-sensitive molecular gates. These 

paraffin molecules onto the external silica surface form a hydrophobic layer that 

blocks the pores and avoids drug release. NIR irradiation of the hybrid nanoparticles 

produces plasmonic heating of nanoparticle´s surrounding and subsequent paraffin 

melting and drug delivery.  Doxorubicin loaded nanoparticles show no cytotoxicity 

toward HeLa cells, until they are irradiated with 808 nm laser, provoking drug 

release and a reduction of cell viability due to the synergistic effect of hyperthermia 

and chemotherapy.    

Other developed systems are based on two doxorubicin prodrugs, which can be 

activated by NIR laser irradiation in presence of AuNSts. Doxorubicin was coupled 

with two photolabile molecules bearing a 2-nitrobenzyl linker via carbamate linkage. 
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One of them has a disulphide group, allowing directly attachment of the prodrug to 

the nanoparticle´s surface. Multiphoton absorption of NIR radiation by the 

doxorubicin prodrug is favoured in presence of AuNSts provoking molecular 

photodissociation of the 2-nitrobenzyl linker and drug release. Both prodrugs show 

cytotoxicity toward HeLa cells 100 times lower than that of free doxorubicin. Cell 

viability decreased when cells were co-incubated with prodrugs and AuNSts and 

were irradiated with 808 nm laser, provoking photocleavage of prodrugs and 

doxorubicin delivery.   

A system based on Janus AuNSt-MSNP was also synthesized. Doxorubicin was 

loaded into MSNPs functionalized onto external surface with a supramolecular 

complex between benzimidazole (Bzi) and β-cyclodextrin (CD), which acts as pH 

sensitive molecular gate. AuNSts were modified with thiolated photolabile 

molecules bearing a 2-nitrobenzyl linker, which anchor succinic acid to 

nanoparticle´s surface. NIR irradiation of the hybrid nanoparticles produce 

photocleavage of 2-nitrobenzyl linker and succinic acid release resulting in 

dissociation of the Bzi-CD complex and doxorubicin delivery from MSNPs.  

Finally, a system based on AuNSts coated with mesoporous silica shell capped 

with polyethyleneglycol (PEG) molecules bearing a 2-nitrobenzyl linker, was 

developed. These modified PEG molecules act as photosensitive molecular gates, 

preventing drug release from the mesoporous silica shell. NIR irradiation of these 

nanoparticles produces the photodissociation of 2-nitrobenzyl linker, leading to PEG 

release and doxorubicin delivery from the mesoporous silica.  
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Resum 

En aquest treball s'han desenvolupat cinc sistemes de foto-alliberació de 

doxorrubicina basats en tres tipus de nano-partícules: nano-estreles d'or recobertes 

d'una capa mesoporosa de sílice (AuNSt@mSiO2), nano-estreles d'or (AuNSt) i 

nano-partícules Janus formades per nano-estreles d'or i nano-partícules mesoporoses 

de sílice (AuNSt-MSNP). Els sistemes sintetitzats es basen en dos mecanismes 

d'activació de l'alliberament associats amb les propietats òptiques de les nano-

estreles d'or. El primer mecanisme està relacionat amb la conversió de l'energia 

lluminosa en calor degut a l'absorció de la radiació electromagnètica per les 

partícules d'or. La calor generat durant la irradiació de les nano-partícules amb un 

làser de l'infraroig pròxim (NIR) pot utilitzar-se com a estímul per a activar 

l'alliberament del fàrmac associat a les nano-partícules. L'altre mecanisme està 

relacionat amb l'amplificació del camp electromagnètic de la radiació en la superfície 

de les nano-partícules. L'amplificació del camp electromagnètic afavoreix l'absorció 

multifotònica de les radiacions NIR en molècules que absorbeixen un fotó de major 

energia. Utilitzant aquest mecanisme es pot activar la foto-alliberació del fàrmac per 

mitjà de l'ús de lligants foto-làbils que poden enllaçar directament el fàrmac a la 

partícula permetent el seu alliberament després de la foto-descomposició. D'altra 

banda, la unió d'altres molècules a les nano-partícules a través de lligants foto-làbils 

també permet l'activació indirecta de l'alliberament del fàrmac degut a un segon 

procés associat amb les molècules enllaçades a la partícula i que es produeix després 

de la foto-descomposició del lligant. 

El primer sistema desenvolupat està constituït per nano-estreles d'or recobertes 

d'una capa de sílice mesoporosa funcionalitzada amb molècules de parafines que 

actuen com a portes moleculars termosensibles. Aquestes molècules unides a la 

superfície externa dels porus eviten la difusió de la doxorrubicina. La irradiació del 

sistema produeix la fusió de la parafina a causa de la calor generada, provocant 

l'alliberament al medi del fàrmac. Les nano-partícules no van mostrar toxicitat cap a 

les cèlꞏlules He-La fins que no es van irradiar amb un làser de 808 nm que produïx 

la generació de calor i l'alliberament de la doxorrubicina que comporten a la 
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disminució de la viabilitat celꞏlular per acció conjunta de la hipertèrmia i la 

quimioteràpia. 

Els altres sistemes desenvolupats estan basats en dos prodrogues de 

doxorrubicina que s'activen a l'irradiar-les en presència de les nano-estreles d'or 

generant la droga corresponent. La doxorrubicina es modifica a través d'un enllaç 

carbamat amb dos lligants foto-làbils que posseeixen un espaiador 2-nitrobencílic. 

Un dels lligants té un grup disulfur que permet unir la prodroga a la superfície de les 

AuNSts. L'activació es produeix a causa de l'absorció multifotònica de la radiació 

NIR per les prodrogues que s'afavorix en presència de les AuNSts, provocant la 

ruptura del lligant foto-làbil i la generació de la doxorrubicina. Les prodrogues van 

mostrar una citotoxicitat cap a les cèlꞏlules He-La cent vegades menor que la 

doxorrubicina. La toxicitat s'incrementa quan les prodrogues es coven amb les 

AuNSts i s'irradien amb un làser de 808 nm que produeix la foto-descomposició de 

l'espaiador 2-nitrobencílic i la formació de la doxorrubicina. 

També es va obtindre un sistema format per nano-partícules Janus AuNSt-MSNP. 

El fàrmac s'encapsula en la nanopartícula mesoporosa de sílice que es funcionalitza 

amb un complex supramolecular entre el benzimidazol, unit covalentment a la 

superfície externa dels porus, i la β-ciclodextrina. Este complex actua com a porta 

molecular sensible al pH evitant la difusió de la doxorrubicina. La superfície de la 

nano-estrela d'or es funcionaliza amb un lligant foto-làbil tiolat que posseeix un 

espaiador 2-nitrobencílic i que té enllaçat l'àcid succínic. La irradiació del sistema 

híbrid produeix la descomposició del lligant en la superfície de l'AuNSt i la generació 

d'àcid succínic que provoca la dissociació del complex supramolecular en la 

superfície de la MSNP conduint finalment a l'alliberament de la droga encapsulada. 

Finalment, es va obtindre un sistema basat en nano-estreles d'or cobertes d'una 

capa de sílice mesoporosa funcionalitzada amb molècules de polietilenglicol a través 

d'un lligant foto-làbil que té un espaiador 2-nitrobencílic. El polietilenglicol 

modificat amb el lligant fotolábil actua com a porta molecular fotosensible impedint 

la difusió de la droga encapsulada. A l'irradiar les partícules es produeix la 
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descomposició del lligant, l'alliberament del PEG i la difusió del fàrmac des de 

l'interior dels porus. 
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Abreviaturas y Acrónimos 

AcM Anticuerpos monoclonales 

ACN Acetonitrilo 

AcOEt Acetato de etilo 

AcOH Ácido acético 

APTES (3-aminopropil)trietoxisilano 

AuNPs Nanopartículas de oro 

AuNSts Nanoestrellas de oro 

BEM Método del elemento de contorno 

Bzi Benzimidazol 

CD β-Ciclodextrina 

Cis Cisteamina 

COSY Espectroscopía de correlación homonuclear 

DCM Diclorometano 

DEPT Espectroscopía de 13C con sensibilidad incrementada 

sin distorsión por transferencia de polarización 

DLS Dispersión dinámica de la luz 

DMF Dimetilformamida 
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Introducción 

El desarrollo de dispositivos nanométricos con propiedades adecuadas para ser 

empleados de forma simultánea en la terapia y el diagnóstico de enfermedades como 

el cáncer, constituye uno de los temas de investigación que en la actualidad se llevan 

a cabo con mayor auge en el campo de la nanociencia, la nanotecnología y la 

nanomedicina.[1-4] Las nanopartículas se diseñan para detectar y tratar 

exclusivamente células tumorales dentro del organismo. Por lo tanto, se están 

realizando numerosos estudios enfocados en encontrar diferentes vías de crear 

sistemas complejos basados en nanopartículas que contengan 4 elementos 

esenciales: 1- que actúe como reservorio del fármaco, 2- que permita la acumulación 

selectiva de las partículas en las células diana, 3- que pueda activar el mecanismo de 

liberación controlada del fármaco almacenado como respuesta a estímulos internos 

o externos,[5] y 4- que pueda emitir ciertas señales que determinen la localización de 

las partículas dentro del organismo. Los sistemas de liberación de fármacos 

controlados remotamente por la irradiación con luz han recibido una gran atención 

en este campo de investigación. En este sentido, las radiaciones del infrarrojo 

cercano (NIR) se han utilizado en mayor extensión como estímulo externo cuando 

se desarrollan materiales funcionales para la terapia foto-estimulada del cáncer. Esta 

región del espectro electromagnético (700–1100 nm) se denomina “ventana 

terapéutica” de transparencia para aplicaciones biológicas debido a que las 

radiaciones poseen una mayor profundidad de penetración en los tejidos y producen 

daños mínimos sobre estos.[6] 

Las nanopartículas plasmónicas de oro se han utilizado en ensayos clínicos en el 

tratamiento del cáncer para la liberación de fármacos, la terapia fototérmica y la 

imagenología celular.[7-10] Debido a su intensa resonancia plasmónica superficial 

cuando interactúan con radiaciones electromagnéticas adecuadas, las nanopartículas 

pueden absorber la radiación y transformarla en energía térmica,[11-13] lo cual permite 

estimular la liberación de los fármacos almacenados. Además, el efecto sinérgico de 

combinar los tratamientos de hipertermia y quimioterapia ha demostrado ser 

marcadamente más eficiente para destruir las células tumorales.[14-17] Entre todas las 
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nanopartículas de oro anisótropas, las nanoestrellas poseen múltiples puntas agudas 

que le confieren propiedades plasmónicas superiores,[1, 18-20] al tener una mayor 

eficiencia de la conversión de luz en calor.[21-22] Esta elevada eficiencia en la 

conversión energética de las nanoestrellas al interactuar con la radiación 

electromagnética se debe a la gran intensificación del campo electromagnético que 

tiene lugar en las puntas agudas, actúando como múltiples puntos calientes. Por otro 

lado, la intensificación del campo electromagnético cerca de la superficie de las 

nanopartículas de oro provoca la activación de procesos no lineales como la 

absorción multifotónica en moléculas que normalmente absorben un fotón de mayor 

energía que la de la radiación a la cual resuenan las nanopartículas de oro. Este 

fenómeno se ha utilizado para diseñar sistemas en los cuales se asocia el fármaco a 

la nanopartícula a través de un ligando fotolábil de forma que la absorción 

multifotónica produce la fotodescomposición del ligando y la consiguiente 

liberación del fármaco. Además, debido a su forma irregular las nanoestrellas 

exhiben una mayor internalización celular y retención intracelular[23-24] que 

incrementa la efectividad de la liberación de los fármacos así como también 

minimiza la resistencia contra el tratamiento.[25-26]  

Otros materiales utilizados para la liberación controlada de fármacos están 

compuestos principalmente por dos subunidades: un soporte inorgánico poroso en el 

cual el fármaco puede almacenarse y ciertas entidades moleculares o 

supramoleculares, generalmente unidas a la superficie externa del soporte 

inorgánico, las cuales pueden controlar el transporte de masa desde los poros.[27] En 

muchas ocasiones para la preparación de estos sistemas se han usado materiales 

mesoporosos de sílice. Los soportes mesoporosos de sílice pueden obtenerse en 

diferentes formas y tamaños (micropartículas y nanopartículas). Están formados por 

poros con dimensiones determinadas y poseen volúmenes de poros y áreas 

superficiales elevadas. 

En este trabajo se sintetizarán sistemas híbridos basados en AuNPs (en forma de 

estrellas) y nanopartículas mesoporosas de sílice para el desarrollo de dispositivos 

de fotoliberación de fármacos usando radiaciones NIR con potenciales aplicaciones 
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en la terapia del cáncer. Por tal razón, en este capítulo se hará una breve descripción 

de las propiedades ópticas, y de algunas otras relacionadas con la química de 

superficie de las AuNPs, así como de los métodos de síntesis de las nanoestrellas de 

oro. Además, se describirán los métodos de síntesis y de funcionalización superficial 

de los materiales mesoporosos de sílice. Por otro lado, trataremos los métodos de 

síntesis de nanopartículas híbridas basadas en AuNPs y MSNPs con diferentes 

morfologías. Finalmente, describiremos los sistemas de fotoliberación de fármacos 

usando radiaciones NIR, reportados en la literatura para la terapia del cáncer. 

1. Nanopartículas de oro 

El estudio y uso de las nanopartículas de metales nobles constituye uno de los 

principales temas de investigación que se han desarrollado en años recientes.[28] 

Numerosos grupos prosiguen las investigaciones para comprender como las 

propiedades de las nanopartículas pueden ser ajustadas para mejorar y ampliar sus 

aplicaciones físicas y biomédicas.[29-30]  

Una nanopartícula metálica está formada por un conjunto de átomos metálicos 

que posee dimensiones del orden de los 100 nm. Un conjunto de nanopartículas, 

dispersas en un medio adecuado, forman un sistema coloidal. Entre las 

nanopartículas metálicas más usadas y estudiadas se encuentran las de oro (AuNPs). 

Estas partículas presentan cuatro propiedades fundamentales; tales como: su 

estabilidad química, sus reacciones de superficie, y sus propiedades ópticas y 

electrónicas, que las convierten en excelentes materiales para aplicaciones 

biomédicas.  

1.1. Propiedades ópticas de las AuNPs 

Resonancia Plasmónica Superficial Localizada 

Cuando una nanopartícula metálica esférica interactúa con una radiación 

electromagnética, el campo eléctrico oscilante puede provocar que los electrones de 

conducción se desplacen con respecto a los núcleos. A este desplazamiento de carga 

se le opone la atracción electrostática, entre los electrones y los núcleos, que actúa 
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como una fuerza restauradora generando así oscilaciones de la nube electrónica 

alrededor de los núcleos como se muestra en la Figura 1. La frecuencia de la 

oscilación depende de 5 factores: la densidad electrónica, la masa efectiva del 

electrón, y el tamaño, la forma y la polarizabilidad de la partícula. Cuando la 

frecuencia de la oscilación de la nube de electrones coincide con la frecuencia de la 

radiación electromagnética se produce el fenómeno de resonancia plasmónica 

superficial localizada (LSPR por sus siglas en inglés). En estas condiciones la nube 

electrónica de la partícula realiza los mayores desplazamientos respecto a los núcleos 

(oscilaciones de máxima amplitud) o, lo que es lo mismo, la partícula sufre la 

máxima polarización de su nube electrónica.  Como resultado del fenómeno de 

resonancia plasmónica superficial localizada, las partículas muestran una banda 

característica en el espectro Vis-NIR con coeficientes de extinción (absorción + 

dispersión de luz) entre los 108-1012 M-1 cm-1 que evidencia la fuerte interacción con 

la radiación incidente.[31]  

 

Figura 1. Interacción del campo eléctrico oscilante de la radiación electromagnética con 

la nube electrónica de la nanopartícula metálica. 

Típicamente para AuNPs esféricas entre 3-100 nm (menores de 2 nm no poseen 

LSPR) se produce la LSPR cuando son irradiadas con radiaciones de longitud de 

onda (λ) entre 510-600 nm. Para el caso de partículas más grandes o con geometrías 

diferentes a la esférica, la frecuencia de resonancia plasmónica puede incluso llegar 

a la zona del infrarrojo cercano (700-1100 nm). En el caso en que las nanopartículas 

sean mucho menores que las longitudes de onda a las que se produce la resonancia 
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plasmónica, típicamente para partículas de diámetro dAuNP<40 nm, se puede decir 

que la partícula entera está inmersa en una sola de las crestas (λ/2) del campo 

eléctrico oscilante de la radiación incidente. En este caso, puede decirse que la 

partícula interactúa con un campo eléctrico contínuo formando un dipolo oscilante 

(resonancia plasmónica dipolar) (Figura 1a). Para el caso de nanopartículas 

mayores, pueden producirse modos superiores de excitación plasmónica, como es el 

caso del modo cuadrupolar: al interactuar una AuNP con diámetro dAuNP>40 nm, más 

cercanos al valor de la “λ” de la radiación incidente, es más probable encontrar una 

situación en la que una parte del volumen de la partícula esté interactuando con una 

parte del campo eléctrico incidente orientado en un sentido mientras que la otra 

porción de la AuNP esté interactuando con el campo eléctrico orientado en sentido 

contrario (Figura 1b).[32]  

Producto de la oscilación electrónica de la partícula durante su interacción con la 

radiación incidente, en su superficie se genera un campo eléctrico oscilante muy 

intenso. La energía de los electrones oscilantes puede a su vez ser transformada en 

energía luminosa emitida (producto de procesos de dispersión) o puede ser 

transformada en calor (proceso de absorción). Por tal razón, al coeficiente de 

extinción de la banda LSPR pueden contribuir un coeficiente de absorción (Cabs) y 

uno de dispersión (Cscat, de scattering en inglés).[31-33] 

Gustav Mie[34] fue el primero en describir cuantitativamente la resonancia 

plasmónica mediante la resolución de las ecuaciones de Maxwell, empleando 

condiciones de contorno apropiadas para partículas esféricas. El coeficiente de 

extinción total que involucra la absorción y la dispersión está dado por la suma de 

todas las oscilaciones de multipolos eléctricos y magnéticos. La teoría de Mie tiene 

la ventaja de ser conceptualmente simple y ha encontrado una amplia aplicación en 

la explicación de los resultados experimentales.[35] 

Para nanopartículas pequeñas comparadas con la longitud de onda de la luz 

excitante, sólo la absorción dipolar de la ecuación de Mie contribuye al coeficiente 

de extinción (Cext) de las nanopartículas. La teoría de Mie se reduce entonces a la 
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siguiente relación para el coeficiente de extinción por partícula (aproximación 

dipolar o cuasi-estática): 

𝐶௘௫௧ ൌ
ଶସ൉గమ൉ோమ൉ఌ೘

య/మ

ఒ
൉

ఌ೔

ሺఌೝାଶ൉ఌ೘ሻమାఌ೔
మ (1) 

Donde R es el radio de la partícula esférica, λ es la longitud de onda de la luz 

incidente, εm es la constante dieléctrica del medio que está relacionada con el índice 

de refracción según 𝜀௠ ൌ 𝜂௠
ଶ . Los términos εr(ω) y εi(ω) denotan la parte real e 

imaginaria de la función dieléctrica del material de la partícula (ε(ω) = εr (ω) + 

iεi(ω)), que a su vez son funciones dependientes de la frecuencia angular de la 

oscilación “ω” (aunque estos términos también pueden ser expresados en función de 

“λ” o “ν”). Estos términos εr(ω) y εi(ω) determinan la posición y el ancho de la banda 

LSPR, respectivamente. El fenómeno de resonancia ocurre cuando se cumple la 

condición:  

εr(ω) = -2ꞏεm (2) 

y cuando además, “εi” sea pequeño o dependa débilmente de ω.[33]  

El coeficiente de extinción por partícula se relaciona con el coeficiente de 

extinción molar según la ecuación: 

𝜀 ሺ𝑀ିଵ ൉ 𝑐𝑚ିଵሻ ൌ
ଵ଴షయ൉ேಲ൉஼೐ೣ೟ሺ௖௠మሻ

ଶ.ଷ଴ଷ
 (3) 

donde NA representa el número de Avogadro. 

Del análisis de las ecuaciones 1 y 2 puede deducirse que la posición de la banda 

LSPR sólo depende de la función dieléctrica del metal y de la constante dieléctrica 

del medio y, contrariamente a lo reportado, no depende del radio de la partícula. En 

esta ecuación, el radio de la partícula solo afecta al coeficiente de extinción de la 

banda. Este comportamiento se corresponde con los datos experimentales para 

partículas de d<10 nm. No obstante, para partículas de dimensiones de 10-25 nm se 

ha observado que la posición de la banda se desplaza ligeramente al rojo a medida 

que la partícula crece. Para este intervalo de dimensiones, las propiedades ópticas de 

las partículas se pueden describir usando una corrección a la teoría de Mie que 

incluya la dependencia de la función dieléctrica del metal con el diámetro de la 

partícula. En nanopartículas mayores (d>25 nm), la dependencia de la posición de la 
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banda LSPR con el tamaño se describe usando la ecuación de Mie completa. En esta 

ecuación, al coeficiente de extinción contribuyen además de ε y εm, los modos de 

oscilación multipolares y estos dependen explícitamente del tamaño de las 

partículas.[35] De forma cualitativa, la dependencia de la posición de la banda LSPR 

con el tamaño se puede analizar como que, al aumentar el tamaño de las 

nanopartículas la frecuencia de LSPR es menor debido a que, en estas condiciones, 

la nube electrónica debe realizar un mayor desplazamiento con respecto a los núcleos 

y, con ello, se producen menos oscilaciones en el mismo tiempo o lo que es lo mismo 

la resonancia ocurre a menores frecuencias (mayores λ). 

Como se dijo anteriormente, al término Cext, contribuyen los coeficientes Cabs y 

Cscat según la expresión: Cext = Cabs + Cscat. Para nanopartículas mayores, se considera 

la contribución de la dispersión al coeficiente de extinción empleando la teoría de 

Mie completa producto de las oscilaciones electrónicas de orden superior (Figura 

2). 

 

Figura 2. Dependencia de la relación entre el coeficiente de dispersión y absorción con 

el tamaño de la nanopartícula. Adaptado con permiso de J. Phys. Chem. B 2006, 110, 7238-

7248. Copyright 2006 American Chemical Society. 

Para el caso de nanopartículas con geometrías diferentes a la esférica, es posible 

que posean varias bandas LSPR. La posición de dichas bandas depende de los 
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distintos modos de oscilación electrónica. Así, por ejemplo, una partícula con forma 

de varilla cilíndrica (o semejante) mostrará dos modos fundamentales de oscilación 

electrónica: uno transversal y otro longitudinal (Figura 3). La posición de ambas 

bandas dependerá de cuan gruesa y larga sea la nanovarilla. En ocasiones las varillas 

llegan a ser lo suficientemente largas para que la banda de resonancia plasmónica 

correspondiente al modo longitudinal esté en la zona del NIR (Figura 3).  Este tipo 

de comportamiento, sucede también para otros tipos de partículas como los 

nanoplatos triangulares,[36] nanoesferas huecas, nanojaulas[37] y partículas 

ramificadas,[38] por solo mencionar unas pocas de las complejas formas que 

actualmente se pueden obtener. La interacción de estas partículas con radiaciones 

NIR resulta importante en aplicaciones biomédicas puesto que producto de la LSPR 

las AuNPs pueden generar calor y, con ello, realizar terapias localizadas en tumores 

internos (ver más abajo).[39-40]  

 

Figura 3. Propiedades ópticas de partículas anisotrópicas en forma de varillas. Izquierda: 

modos de oscilación electrónica de una nanopartícula con forma de varilla cilíndrica: 

transversal y longitudinal. Derecha: bandas LSPR en el espectro Vis-NIR producto de los 

distintos modos de oscilación de la nube electrónica. En el modo transversal el 

desplazamiento de la nube electrónica es pequeño y por ello genera una banda LSPR que está 

en el intervalo 530-540 nm. El modo de oscilación longitudinal requiere un gran 

desplazamiento de la nube electrónica y, con ello, la LSPR se alcanza con radiaciones NIR. 
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Otra propiedad interesante de la LSPR de las AuNPs (y de cualquier otra 

nanopartícula metálica) es que, si se produce un acercamiento notable entre estas, 

por ejemplo, durante un proceso de agregación, la posición de la banda se desplaza 

hacia valores mayores de longitud de onda. Producto de las interacciones 

electrostáticas de campo cercano, el movimiento oscilatorio de la nube electrónica 

de una nanopartícula tiende a polarizar la nube electrónica de la partícula vecina. 

Como resultado, el movimiento oscilatorio de los electrones de una partícula en un 

agregado es frenado y acoplado a los dipolos oscilantes de las partículas vecinas 

(acoplamiento plasmónico).[41-42] Dependiendo de la configuración y tamaño de los 

agregados estas interacciones pueden conducir a bandas LSPR bien definidas e 

intensas pero, si los agregados no son homogéneos, formarán bandas muy anchas y 

poco intensas. En el interior de estos agregados, producto de las oscilaciones 

electrónicas acopladas entre las partículas del agregado, podrán encontrarse campos 

eléctricos significativamente intensos o sitios calientes.[43] 

Propiedades ópticas de las nanoestrellas de oro (AuNSts) 

 Entre las partículas anisotrópicas con propiedades ópticas más interesantes que 

pueden ser empleadas en aplicaciones biomédicas, se encuentran las AuNSts. Para 

estas partículas se ha descrito que la localización y la intensidad de los campos 

electromagnéticos generados durante la LSPR pueden ser convenientemente 

moduladas controlando la morfología de las nanopartículas. De forma general, se ha 

predicho y comprobado que aquellas AuNPs cuyas formas contienen puntas agudas, 

como las AuNSts, y/o bordes, generan campos eléctricos más fuertes que aquellas 

con estructura esferoide. 

Las AuNSts poseen modos LSPR que están desplazados hacia el rojo con 

respecto a aquellos de partículas esféricas de tamaños similares. Sin embargo, 

experimentalmente, debido a la inevitable polidispersión de formas, se obtiene un 

promedio de modos de oscilación y, con ello, la formación de dos bandas de 

extinción bastante anchas[44] que incluyen, una banda intensa centrada alrededor de 
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650-900 nm y una banda débil/hombro localizada alrededor de 500-600 nm (Figura 

4).[19]  

 

Figura 4. Espectros de extinción experimental (línea continua) y calculados por el 

método del elemento de contorno (BEM) (líneas discontinuas) de las AuNSts. Adaptado con 

permiso de Nanotechnology 2008, 19, 015606-015612. Copyright 2008 IOP Publishing Ltd. 

La asignación actual de las LSPRs en las nanoestrellas ha sido teóricamente 

elucidada mediante la resolución de las ecuaciones de Maxwell usando métodos 

numéricos, tales como: el método del elemento de contorno (BEM),[44] del dominio 

de tiempo de diferencias finitas (FDTD)[45-46] o usando la aproximación del dipolo 

discreto (plasmón).[47] Todos estos esfuerzos computacionales concuerdan en asignar 

la banda de menor energía observada experimentalmente, a resonancias dipolares 

localizadas en las puntas individuales, mientras, la banda débil/hombro a mayor 

energía ha sido asignada para modos de oscilación en el núcleo central de la 
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partícula. Interesantemente, empleando técnicas experimentales como la 

espectroscopía de dispersión para una sola partícula[48] se obtienen, para diferentes 

ángulos de polarización de la luz incidente, diferentes espectros[49] que muestran 

múltiples picos agudos, cada uno correspondiente a un modo de oscilación  

específico.[50] Usando técnicas avanzadas de microscopía electrónica, como la 

espectroscopía por pérdida de energía de los electrones (EELS), se realizó un mapeo 

del modo de oscilación de baja energía para las AuNSts que evidenció una alta 

localización del mismo en las puntas.[51]  

Sin embargo, aunque la observación general de que la respuesta óptica de las 

AuNSts  está dominada por los modos de oscilación de las puntas, y por tanto, de la 

forma y cantidad de estas,[52] ha sido propuesto una contribución finita del modo de 

oscilación del núcleo al modo de oscilación de las puntas.[53] Debido a que los modos 

de oscilación del núcleo poseen mayores frecuencias que los modos de oscilación de 

las puntas, los electrones de conducción del núcleo pueden seguir adiabáticamente 

las oscilaciones plasmónicas de las puntas. Esta contribución del núcleo ha sido 

descrita en términos de la hibridación entre los modos de oscilación de los electrones 

del núcleo y las puntas usando combinaciones constructivas y destructivas, donde la 

combinación constructiva (o enlazante) incrementa el momento dipolar efectivo de 

los modos de oscilación de las puntas (Figura 5 panel superior). En la simulación 

representada en la Figura 5 (panel inferior) puede verse como el núcleo sirve de 

antena, incrementando el coeficiente de extinción y el campo eléctrico de los modos 

de oscilación de las puntas de la nanoestrella.[47, 54-55]  
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Figura 5. Contribución de los modos de oscilación del núcleo de una AuNSts a los modos 

de oscilación de las puntas. Panel superior: Esquema que ilustra el concepto de la hibridación 

de los modos de oscilación de la nube electrónica del núcleo y de las puntas de las AuNSts 

formando combinaciones constructivas (enlazantes) y destructivas (antienlazantes). Panel 

inferior: El panel izquierdo y derecho muestran los espectros de extinción del núcleo y las 

puntas, respectivamente (fueron multiplicados por un factor de 2 y 4, respectivamente). El 

panel central muestra el espectro de extinción de la AuNSts. Los gráficos de contorno 

muestran el incremento del campo eléctrico para los diferentes modos plasmónicos para el 

ángulo de polarización de la radiación indicado. Adaptado con permiso de Nano Lett. 2007, 

7, 729-732. Copyright 2007 American Chemical Society. 
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Con respecto a la influencia de las características morfológicas específicas de las 

AuNSts sobre sus propiedades ópticas, se ha encontrado que: 1) al aumentar la 

relación de la longitud de la punta respecto a la longitud de su base, la posición de la 

banda LSPR de menor energía se desplaza a mayores longitudes de onda, 2) el 

tamaño del núcleo tiene una menor influencia sobre la posición de la mencionada 

banda y 3) un aumento del número de puntas ensancha la banda de menor energía 

(Figura 6).[44, 56-58]  

 

Figura 6. Variación de las propiedades ópticas de las AuNSts con la morfología. 

Adaptado con permiso de J. Phys. Chem. C 2008, 112, 18849–18859. Copyright 2008 

American Chemical Society. 

Es importante destacar que, la constante dieléctrica del medio que rodea a las 

AuNSts, fundamentalmente a las puntas, puede cambiar drásticamente la posición 

de la banda LSPR de menor energía (Figura 7).[49] Este hecho permite monitorizar 

los procesos de modificación química superficial de las AuNSts. En este sentido, se 

ha utilizado esta propiedad para el desarrollo de sistemas muy sensibles de detección 

de biomoléculas.[59-60] 
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Figura 7. Espectros de las AuNSts antes (línea continua) y después (línea discontinua) 

de la modificación superficial con PEGSH en agua. Adaptado con permiso de 

Nanotechnology 2012, 23, 1-7. Copyright 2012 IOP Publishing Ltd. 

Por su parte, al igual que las AuNPs esféricas, las AuNSts que sufren procesos de 

agregación, cambian la forma de sus espectros Vis-NIR producto de la aparición de 

nuevos modos plasmónicos debido al acoplamiento de las oscilaciones electrónicas 

entre partículas cercanas.[26] 

1.2. Aplicaciones de las propiedades ópticas de las AuNPs en sistemas de 

liberación de fármacos 

Entre todas las propiedades de las AuNPs las que han encontrado mayor 

aplicabilidad en el campo de la biomedicina, específicamente en el diagnóstico y la 

terapia del cáncer, son sus propiedades ópticas. Producto de la LSPR las AuNPs 

pueden transformar la energía de la radiación electromagnética incidente en luz 

emitida (procesos de dispersión) o en calor. Esta última propiedad ha permitido su 

empleo como fotosensibilizadores en el tratamiento localizado de tumores.[13]  
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El proceso de transformación energética de luz en calor, en una AuNP durante la 

LSPR, comienza con la rápida pérdida de fase de los electrones excitados 

coherentemente mediante colisiones electrón-electrón (ocurre en femtosegundos). 

Estas colisiones producen electrones calientes con temperaturas tan altas como los 

1000 K. Luego, los electrones calientes ceden la energía a los fonones (o lo que es 

lo mismo, hacen vibrar el retículo) mediante interacciones fonón-electrón, proceso 

que ocurre en el orden de 0.5-1 ps, resultando en un retículo caliente con 

temperaturas que pueden llegar a los cientos de grados. Los procesos de relajación 

electrón-fonón son independientes del tamaño y la forma de las nanopartículas.  Por 

último, el retículo se enfría transfiriendo el calor a los alrededores mediante la 

relajación fonón-fonón, proceso que conduce al calentamiento del medio y que 

ocurre en el orden de los 100 ps.  

Específicamente, la conversión y disipación de energía en forma de calor puede 

ser empleada para inducir el daño celular, provocando efectos tales como: la 

hipertermia, la coagulación y la evaporación (Figura 8).[32-33] Más recientemente se 

ha empleado esta propiedad para el desarrollo de sistemas que liberen agentes 

citotóxicos, unidos a la superficie de las nanopartículas, en tejidos tumorales y que 

se activen bajo estímulos externos. De esta forma se puede lograr incrementar las 

especificidades con las cuales los agentes biomédicos son liberados, potenciando su 

eficacia o disminuyendo sus efectos colaterales.[61-62] 

 

Figura 8. Aplicación de las propiedades ópticas de las AuNPs en la terapia fototérmica 

del cáncer. Adaptado con permiso de Advanced Drug Delivery Reviews 2010, 62 1094–1124. 

Copyright 2010 Elsevier B.V. 
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Las AuNPs exhiben otro conjunto de propiedades que las hacen particularmente 

adecuadas para aplicaciones de liberación localizada de fármacos.[10, 63] Debido a su 

tamaño comparable a las proteínas, estos materiales  pueden acumularse 

preferencialmente en sitios tumorales debido al efecto de permeabilidad y retención 

incrementadas (EPR).[64-65] Otra propiedad importante es que debido a que los 

nanoconjugados basados en AuNPs son lo suficientemente grandes, pueden  

interactuar con varios sitios de unión celular que se encuentren adyacentes [66] y, de 

esta forma aumentar la afinidad y selectividad de su unión a un blanco.[67] Se ha 

planteado que la combinación de estas propiedades tiene ventajas tales como: 

proteger y facilitar la liberación localizada de agentes terapéuticos y de diagnóstico 

fisiológicamente inestables,  de aquellos que exhiben una penetración intracelular 

pobre (agentes quimioterapéuticos hidrofóbicos)[68] y/o de aquellos que pueden 

resultar degradables enzimáticamente (ARNs ).[69] 

En este sentido, es necesario tener en cuenta varios aspectos para diseñar un 

sistema de fotoliberación de fármacos citotóxicos basados en AuNPs que permita 

una terapia efectiva con una dosis mínima de radiación láser: 

1. Empleo de nanopartículas cuya banda LSPR se encuentre en la zona 

del espectro conocida como ventana de transparencia del tejido (700-1100 

nm). 

2. Empleo de nanopartículas con una elevada eficiencia fototérmica, es 

decir, aquella con un elevado coeficiente de absorción con pérdidas mínimas 

de energía por dispersión. 

3. Empleo de nanopartículas capaces de asociar la mayor cantidad de 

fármaco posible y que posean un perfil de liberación controlada durante la 

irradiación del sistema. 

4. Empleo de algún componente que le confiera estabilidad coloidal a 

las nanopartículas en el medio fisiológico. 

5. Empleo de un componente vectorizante que permita dirigir, de 

forma específica, las nanopartículas al sitio a tratar. 
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Tipos de radiaciones y AuNPs a emplear 

Las radiaciones más penetrantes en el organismo son aquellas del infrarrojo 

cercano (NIR) entre 700 y 1100 nm, donde la absorción por parte de los componentes 

químicos mayoritarios de los tejidos es mínima, por lo que son las más adecuadas 

para aplicaciones biomédicas (Figura 9).[13, 70] Por esta razón, es necesario el empleo 

de AuNPs que absorban fuertemente estas radiaciones, es decir aquellas cuya banda 

de resonancia plasmónica este en la mencionada región del espectro (Figura 9). 

 

Figura 9. Izquierda: Espectros de absorción de los principales componentes químicos de 

los tejidos. Derecha: AuNPs con diferentes morfologías cuyas bandas de resonancia 

plasmónica superficial están en el NIR. Adaptado con permiso de International Journal of 

Heat and Mass Transfer 2013, 67, 469–486. Copyright 2013 Elsevier Ltd. Adaptado con 

permiso de Chem. Soc. Rev. 2011, 40, 3391–3404. Copyright 2011 The Royal Society of 

Chemistry. 

Además, se necesitan emplear nanopartículas con una elevada eficiencia 

fototérmica, que no es más que la eficiencia en la transformación de luz en calor y 

que puede determinarse mediante la relación entre el coeficiente de absorción y el 

coeficiente de extinción. Recientemente se ha determinado la eficiencia fototérmica 

de nanopartículas de oro con diferentes morfologías, tales como nanovarillas, 

nanojaulas, nanoesferas huecas y nanoestrellas, que poseen una intensa banda LSPR 

alrededor de los 800 nm. Para ello se empleó una técnica termométrica basada en la 
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variación de las propiedades fluorescentes de nanopartículas semiconductoras con la 

temperatura, y donde se demostró que las nanoestrellas son las estructuras que 

poseen los valores más elevados de eficiencia fototérmica (~100 %).[71] 

Con respecto al tipo de láser a emplear, se conoce que el calentamiento utilizando 

láseres pulsados parece ser más controlable que los de onda continua en períodos de 

irradiación largos.[72] Por esta razón se prefiere el empleo de láseres pulsados para la 

liberación controlada de fármacos ya que el proceso ocurre en el orden de los 

minutos, en cambio para los láseres de onda continua ocurre en horas.[73-76] 

Estabilidad coloidal de las AuNPs 

La prevención de la floculación de las AuNPs es uno de los aspectos más 

importantes en su uso en nanomedicina.[77-78] Este aspecto es de mayor importancia 

para el caso de las partículas anisótropas debido a que sus propiedades ópticas 

pueden afectarse debido a la agregación en el medio fisiológico. Un método 

universal de estabilizar las AuNPs es el que emplea las repulsiones electrostáticas 

entre estas, mediante la modificación de las partículas con ligandos cargados, tales 

como el citrato. Sin embargo, la estabilización de las AuNPs por estas interacciones 

se afecta por varios factores incluyendo el pH, la fuerza iónica y la temperatura. La 

carga sobre la superficie de las AuNPs puede también influir sobre la interacción 

entre las AuNPs y las moléculas utilizadas como agentes vectorizantes, lo cual limita 

sus aplicaciones. 

Para lograr la estabilidad de las AuNPs bajo condiciones universales se emplea 

un método alternativo basado en la estabilización estérica mediante el recubrimiento 

superficial de las nanopartículas con diferentes polímeros. Entre estos polímeros el 

polietilenglicol (PEG) es uno de los más usados debido a su adecuada solubilidad y 

biocompatibilidad.[79] La modificación superficial de las nanopartículas 

transportadoras de fármacos con polietilenglicol/óxido de polietileno ha surgido 

como una estrategia para: 1) incrementar la solubilidad de fármacos hidrofóbicos, 2) 

prolongar el tiempo de circulación de las mismas, 3) minimizar la absorción no 
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específica y permitir la acumulación de las nanopartículas en el tejido tumoral a 

través del efecto de permeación y retención incrementada.[26, 49, 80] 

Funcionalización de AuNPs con agentes vectorizantes 

La funcionalización de las nanopartículas con agentes vectorizantes es necesaria, 

fundamentalmente, para lograr la acumulación de las AuNPs preferentemente en 

zonas dañadas, previo a la irradiación con láseres.[32, 81] Además, en ocasiones la 

conjugación de biomoléculas a AuNPs incrementan su estabilidad coloidal, 

funcionalidad y biocompatibilidad.[82]  

Por todo lo anterior, la biomolécula después de la conjugación debe ser estable y 

debe mantener sus propiedades para el bioreconocimiento. Además, luego de la 

conjugación, las nanopartículas deben mantener sus propiedades ópticas tales como: 

la fuerte absorción plasmónica y/o la dispersión de la luz.  

Se han empleado diferentes formas para funcionalizar las nanopartículas con las 

biomoléculas. Entre estas, aquellos métodos que se basan en la interacción 

electrostática entre las AuNPs y las biomoléculas constituyen la forma más fácil de 

funcionalizar y estabilizar los bioconjugados.[83] La masa molecular de la 

biomolécula y la carga total de sus grupos funcionales son factores importantes a 

considerar en este sentido. Las biomoléculas que poseen grupos ácidos o básicos son 

eficientes en la estabilización de las nanopartículas. En general, se acepta 

comúnmente que la estabilización ocurre mediante la adsorción pasiva de la 

biomolécula sobre la superficie de la nanopartícula por interacciones electrostáticas 

y/o hidrofóbicas. La ventaja de la adsorción física es que las nanopartículas tienen 

un efecto mínimo sobre la estructura y función de la biomolécula. Con la estructura 

nativa intacta, no se afecta la actividad, selectividad y especificidad de la 

biomolécula hacia su molécula blanco. Sin embargo, constituye una desventaja la 

posibilidad de la desorción de la biomolécula sobre la superficie de la nanopartícula. 
[84] 

Alternativamente, las biomoléculas se pueden unir a una capa de moléculas 

estabilizadoras, previamente asociadas a través de sus grupos tioles o disulfuros a la 
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superficie de la nanopartícula, empleando los métodos de la química de 

bioconjugación. El protocolo más común es la unión covalente de los grupos aminos 

de la biomolécula con los grupos carboxilos en el extremo libre de las moléculas 

estabilizadoras empleando la reacción activada por la EDC.[85] Otros modos para unir 

las biomoléculas es mediante el recubrimiento superficial de las nanopartículas con 

capas alternantes de polielectrolitos catiónicos y aniónicos[86] o mediante 

asociaciones supramoleculares específicas.[59, 87] 

Para aplicaciones en terapia fototérmica del cáncer, una conjugación eficiente del 

agente vectorizante a las nanopartículas (alta eficiencia y poca pérdida de actividad) 

aumenta la acumulación de estas en las células dianas y, con ello, se reduce 

grandemente la potencia del láser requerida para la destrucción fototérmica del tejido 

blanco y se minimizan los daños a los tejidos sanos que lo rodean.[88-90] La 

funcionalización de las AuNPs con anticuerpos (AcM) permite su unión específica 

a las células diana (Figura 10).[91] Por ejemplo, ha sido descrito que las nanovarillas 

de Au conjugadas con un anticuerpo anti-EGFR (receptor del factor de crecimiento 

epidérmico) se enlazan específicamente a la superficie de células malignas con 

mucha mayor afinidad, debido a la sobre-expresión del EGFR sobre la membrana 

citoplasmática de las células cancerígenas.[76, 88] 
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Figura 10. Reconocimiento molecular específico entre el anticuerpo (AcM) asociado a 

la AuNP y la molécula diana de la célula a tratar. 

1.3. Métodos químicos para la obtención de AuNPs 

De forma general, los métodos de síntesis de AuNPs involucran la formación de 

átomos de Au a partir del algún precursor de iones Au3+ (por ejemplo, HAuCl4) 

utilizando algún agente reductor, y que posteriormente se agrupan para formar 

pequeñas partículas, denominadas núcleos o semillas, que crecen a partir de la 

deposición de más átomos de Au sobre su superficie (Figura 11). El proceso puede 

llevarse a cabo en presencia de ligandos, como los tioles, fosfinas, aminas, 

polímeros, etc., que tienen afinidad por la superficie de la partícula y se enlazan 

inhibiendo su crecimiento y su agregación.[32] 
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Figura 11. Esquema que representa el proceso general de formación de AuNPs a partir 

de los iones metálicos en presencia de un agente reductor y un ligando tiolado que actúa como 

estabilizador. 

Los estudios de los mecanismos de formación de las AuNPs comenzaron en 1951, 

aunque los estudios experimentales más extensos del crecimiento de nanocristales lo 

constituyen los estudios de LaMer-Dinegar[92] y de Ostwald.[93] El aspecto principal 

del mecanismo propuesto por LaMer y Dinegar consiste en que la nucleación está 

confinada temporalmente en un estadío temprano del proceso de formación de los 

nanocristales separado del crecimiento (Figura 12). En el mecanismo de Ostwald, 

el crecimiento de nanopartículas mayores se produce a expensas de nanocristales 

más pequeños los cuales se disuelven progresivamente y se depositan sobre los más 

grandes. Otros estudios mecanísticos han identificado la participación de la 

agregación de los nanocristales y la coalescencia en los procesos de crecimiento de 

nanocristales.[94]  
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Figura 12. Representación esquemática del proceso de formación de nanocristales según 

el mecanismo de LaMer y Dinegar. Adaptado con permiso de Chem. Mater. 2014, 26, 5−21. 

Copyright 2014 American Chemical Society. 

 

Recientemente, se ha propuesto un mecanismo de formación de nanocristales que 

incluye los procesos de nucleación y crecimiento clásicos propuestos por LaMer (C), 

los procesos de nucleación y crecimiento agregativos (A) y los procesos de 

maduración descritos por Ostwald (OR). Los 3 procesos pueden superponerse 

temporalmente (Figura 13).[95]  

Con respecto a los procesos de crecimiento de nanocristales OR, se conoce que 

los procesos de oxidación de las especies cerovalentes incluyendo átomos, clusters 

y nanocristalitos, permiten el control sobre la cristalinidad, la morfología (tamaño y 

forma) y la cinética de crecimiento de los nanocristales.[96] Generalmente, los 

procesos de oxidación de nanocristales tienden a comenzar en sitios con puntas 

agudas en la superficie. Estos sitios son ricos en átomos con una baja coordinación 

por lo que la remoción de estos reduce la energía superficial total del nanocristal, 

resultando en una estructura final termodinámicamente más estable. Los precursores 
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de los metales nobles usualmente existen como complejos con haluros. Como 

resultado, los iones haluros liberados por los precursores pueden variar los 

potenciales redox de los iones metálicos[97] lo que promueve la reacción  con el 

dioxígeno del aire para facilitar los procesos de oxidación durante la nucleación y el 

crecimiento. 

 

Figura 13. Representación esquemática del proceso de formación de nanocristales que 

incluye 3 etapas. Los procesos de nucleación, crecimiento y maduración de Ostwald están 

representados con colores en el gráfico. Adaptado con permiso de Chem. Mater. 2014, 26, 

5−21. Copyright 2014 American Chemical Society. 

Nanopartículas esféricas 

Los dos métodos más empleados para preparar AuNPs esféricas con diferentes 

tamaños son el método de Turkevich- Frens para nanopartículas entre 10 y 150 nm 

y el de Brust- Schiffrin para nanopartículas más pequeñas entre 1 y 5 nm.   

El método más popular por mucho tiempo ha sido el de Turkevitch (reportado 

por primera vez en 1951). En este método se calienta a ebullición una disolución 

acuosa diluida de HAuCl4 y posteriormente se adiciona un volumen determinado de 
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una disolución acuosa de citrato de sodio al 1%, que actúa como agente reductor y 

ligando estabilizador de las partículas formadas.[98] En un esfuerzo posterior para 

obtener AuNPs con distintos tamaños (10-147 nm), Frens reportó en 1973 el mismo 

método, pero variando la relación entre la cantidad de citrato y del HAuCl4.[99]   

Crecimiento anisótropo de AuNPs 

Debido a la fuerte correlación entre la morfología y las propiedades químicas, 

físicas, ópticas, electrónicas y catalíticas de las nanopartículas, el desarrollo de 

métodos de síntesis que permitan un control preciso de la morfología (forma y 

tamaño) es una paso clave para la fabricación de materiales funcionales en la escala 

nanométrica.[100] Desafortunadamente, en ocasiones, los métodos de síntesis 

descritos por LaMer-Dinegar-Ostwald no siempre permiten obtener AuNPs de todos 

los tamaños y formas y, para ello, se requieren de métodos de crecimiento de 

semillas. En estos métodos se busca separar la etapa de nucleación de la de 

crecimiento y, para ello, se utilizan reacciones de reducción catalizadas por 

superficies de metales blandos. Muchos de los métodos de síntesis de nanopartículas 

con diferentes morfologías se basan en el crecimiento de una semilla preformada 

para evitar la nucleación incontrolada y de esta forma dirigir el crecimiento de las 

partículas a los tamaños deseados. En estos casos se busca que la semilla actúe como 

catalizador de la oxidación del reductor permitiendo la adsorción y reducción de los 

iones metálicos sobre su superficie.[101-102]  La mayoría de los reductores usados que 

cumplen estas condiciones son especies que posean insaturaciones como los 

aldehídos (formaldehído), ácido ascórbico, hidroquinona, o moléculas simples como 

el H2 que interactúa con metales nobles.[103]  

El crecimiento anisótropo de las partículas está directamente relacionado con las 

diferencias en la velocidad de adsorción de iones y/o átomos sobre las diferentes 

caras cristalográficas. Mientras, en general, los metales tienden a crecer para dar 

partículas termodinámicamente estables,[104] interesantemente, la presencia de 

ciertos agentes de recubrimiento superficial o aditivos, pueden alterar las energía 

superficial relativa de las caras (en el retículo cúbico centrado en las caras del Au: 

γ(110) > γ(100) > γ(111))[104-105] y, con ello, se puede modificar la forma de la 
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partícula o, incluso, inducir la formación de nanopartículas con morfologías que en 

condiciones ordinarias no están favorecidas termodinámicamente.[106-107]  

Por ejemplo, el crecimiento de partículas cubo-octaédricas preformadas produce 

octaedros o cubos dependiendo de si el proceso tiene lugar en ausencia o presencia 

de iones Ag+, respectivamente.[107] Los iones Ag+ se depositan preferencialmente 

sobre las caras {100}, formando una capa de Ag que inhibe el crecimiento epitaxial 

de átomos de Au adicionales (Figura 14). 

 

Figura 14. Esquema que representa el crecimiento anisótropo de nanopartículas de oro 

en presencia de ciertos aditivos que conducen a partículas con diferentes morfologías. 

Adaptado con permiso de J. Am. Chem.Soc. 2012, 134, 1793−1801. Copyright 2012 

American Chemical Society. 

Nanopartículas ramificadas o nanoestrellas 

La utilización de semillas presintetizadas es una de las opciones más populares 

para la preparación de nanoestrellas metálicas monodispersas. En un procedimiento 

simple, las semillas de las nanopartículas metálicas monocristalinas o policristalinas 

constituidas por varios monocristales que comparten una cara, sirven como punto de 
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nucleación para el crecimiento de puntas o ramas, que crecen preferencialmente en 

una dirección cristalográfica determinada del núcleo metálico. En general, ya sea 

utilizando semillas mono o policristalinas,[44, 108] se observa que las nanoestructuras 

ramificadas resultantes son nanocristales policristalinos formados por un núcleo y 

un número de puntas cada una de ellas formada por un monocristal. Sin embargo, se 

han descrito otros ejemplos en los cuales se han obtenido nanoestrellas con puntas 

policristalinas.[109]  

Uno de los métodos de síntesis de AuNSts más populares ha sido inspirado en el 

muy conocido procedimiento de crecimiento de semillas empleado para la obtención 

de nanovarillas de Au.[110] Este método involucra la reducción del HAuCl4 con ácido 

ascórbico a temperatura ambiente sobre semillas de Au policristalinas estabilizadas 

con citrato y en presencia del surfactante catiónico bromuro de cetiltrimetilamonio 

y de aditivos como el AgNO3 y el HCl (ac).[50, 111-112] Con este método se obtienen 

AuNSts con numerosas puntas largas (poseen un núcleo de 38 nm rodeado de 17 

puntas elongadas con un ancho de 9 nm y un largo de 46 nm).[71]  

Un protocolo de reducción diferente, el cual ha demostrado tener un gran éxito 

en la producción de nanopartículas de Au ramificadas con altos rendimientos, fue 

propuesto sobre la base de resultados previos que demostraron la eficiencia de la 

DMF como agente reductor para la formación de nanopartículas metálicas (Figura 

15).[113]  

 

Figura 15. Ecuaciones químicas de la reducción del complejo HAuCl4 por la DMF que 

permite el crecimiento de AuNPs a partir de semillas preformadas. 
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Aunque los primeros trabajos usando este disolvente como reductor, se han 

enfocado principalmente en la producción de partículas con superficies lisas y 

geometrías bien definidas (esferas, alambres, decaedros y octaedros), en presencia 

de PVP como polímero protector a concentraciones elevadas, se ha descrito que 

pueden ser obtenidas nanoestructuras altamente ramificadas. Para ello, se añade 

HAuCl4 en presencia de semillas de Au de 15 nm cubiertas con PVP.[44, 114] Este 

procedimiento es muy eficiente ya que se pueden generar nanopartículas con 

múltiples pinchos agudos, en un tiempo muy corto y a temperatura ambiente. Un 

análisis de tales partículas, con un diámetro total de 80 nm, revela que cada punta es 

un monocristal con una dirección de crecimiento {011} (Figura 16). Se ha 

observado que el tamaño de las AuNSts puede variarse entre 45 y 160 nm 

simplemente disminuyendo la concentración de las semillas de Au. Por otra parte, 

no se observan cambios significativos en el tamaño y la forma de las nanoestrellas 

cuando se utilizan PVP de diferentes masas moleculares.[58] 

 

Figura 16. Arriba: Imágenes TEM de campo claro a) y oscuro b) de una nanoestrella, 

junto con su correspondiente patrón SAED c). Abajo: Imagen de HRTEM de una punta de la 

nanoestrella, donde la dirección de crecimiento 011 se identifica claramente. Adaptado con 

permiso de Nanotechnology 2008, 19, 015606-015612. Copyright 2008 IOP Publishing Ltd. 
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El PVP juega un papel importante en el proceso de crecimiento anisotrópico de 

las semillas de AuNP (15 nm) pues altera las energías superficiales relativas de las 

caras y por tanto sus velocidades de crecimiento (las cuales siguen el orden 

{111}<{100}<{110}) (Figura 17). Para comprender el papel del PVP en el proceso 

se debe tener en cuenta además los siguientes aspectos: la interacción entre el PVP 

y la DMF y la interacción entre el complejo PVP-DMF con la disolución del 

HAuCl4.[115-116]  

 

Figura 17. Esquema que muestra el crecimiento anisótropo de AuNPs en presencia de 

PVP que conduce a la formación de nanopartículas ramificadas. 

El mecanismo de crecimiento de las nanoestrellas puede ser dividido en 2 etapas: 

primero se produce un rápido crecimiento después de la nucleación cuando el oro 

comienza a depositarse sobre las semillas y, con ello, incrementando su diámetro y 

formando protuberancias que sobresalen de su superficie y se desarrollan 

posteriormente para formar las puntas. En la segunda etapa se produce un 

crecimiento gradual mediante la deposición continua de oro que permite el 

crecimiento simultáneo de las puntas y el relleno del espacio fractal en sus bases que 

incrementa efectivamente el diámetro del núcleo de la estrella. Cuando el área 

superficial del núcleo se incrementa, genera espacio para que se puedan formar 

protuberancias adicionales que se desarrollan en puntas y, con ello incrementar la 

cantidad de puntas por partícula (Figura 18). 
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Figura 18. Imágenes de TEM tomadas en diferentes momentos durante la síntesis de 

AuNSts empleando una disolución de PVP en DMF. Adaptado con permiso de J. Phys. 

Chem. C 2008, 112, 18849–18859. Copyright 2008 American Chemical Society. 

 

Este proceso puede también conducir a la formación de nanoestructuras 

ramificadas en ausencia de semillas preformadas, pero con una polidispersión 

significativamente mayor y tamaños de partículas más grandes.[115-116] En este 

procedimiento es importante destacar la influencia de diferentes parámetros como: 

la pre-reducción controlada del Au(III) a Au(I), la relación molar 

HAuCl4/Au(semilla), el tamaño de la semilla y la temperatura, sobre el tamaño, la 

morfología y la monodispersión de las nanoestrellas obtenidas. La pre-reducción del 

Au(III) a Au(I) influye sobre la monodispersión, mientras que la relación Au(III)/Au 

afecta la morfología. El tipo de semilla influye sobre la dimensión final de las 

nanoestrellas y el número de puntas. La temperatura de la síntesis influye sobre la 

morfología de las partículas, siendo más redondeadas cuando la temperatura está por 

encima de 60 oC.[114] 

2. Materiales mesoporosos de sílice 

El desarrollo de sistemas de liberación de fármacos capaces de liberar las 

móleculas encapsuladas bajo determinados estímulos, constituye uno de los temas 

de investigación que se llevan a cabo con mayor auge en los últimos años, debido a 

su potencial aplicación en el campo de la biomedicina para el diagnóstico y 
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tratamiento de múltiples enfermedades.[117-118] En este sentido, se han desarrollado 

varios sistemas basados en liposomas, partículas poliméricas y soportes inorgánicos 

con diferentes tamaños, estructuras, propiedades superficiales y perfiles de 

liberación.[119-120] Entre estos sistemas, los materiales mesoporosos de sílice son 

especialmente interesantes y atractivos debido a que poseen propiedades únicas; 

tales como: su estabilidad química, biocompatibilidad, alta capacidad de carga de 

fármacos y una gran superficie, fácil y versátil de funcionalizar. Estos materiales se 

pueden obtener en forma de partículas con diferentes tamaños desde los micrómetros 

hasta los nanómetros, poseen poros de diámetros específicos entre 2 y 10 nm, una 

elevada área superficial específica (hasta 1200 m2 g-1) y un gran volumen de poros 

(1 cm3 g-1). Además, estos materiales se pueden funcionalizar con especies químicas, 

bioquímicas y entidades supramoleculares que actúan como puertas moleculares, 

controlando la difusión de los fármacos encapsulados desde el interior de los poros 

hacia el medio. Esta propiedad permite diseñar múltiples sistemas de liberación 

controlada por estímulos específicos de diferente naturaleza; como los estímulos 

físicos (radiación electromagnética, temperatura, campos magnéticos, ultrasonidos), 

químicos (aniones, cationes, moléculas neutras, agentes oxidantes y reductores, 

ácidos y bases) y bioquímicos (proteínas, enzimas, anticuerpos, carbohidratos, 

lípidos y ácidos nucléicos). Debido a la influencia de estos estímulos, se pueden 

producir cambios en las interacciones electrostáticas o supramoleculares, cambios 

en las propiedades físicas y/o la ruptura o formación de enlaces covalentes en las 

especies químicas unidas a la superficie externa de los materiales mesoporosos, que 

provocan en último caso, la difusión de los fármacos encapsulados desde el interior 

de los poros hacia el exterior.[27] 

2.1. Métodos de síntesis  

La síntesis de partículas de sílice mediante hidrólisis y condensación de 

alcoxisilanos en disoluciones alcohólicas en presencia de amoníaco fue reportada en 

1968 por Stober y col.[121] Con este método se obtienen partículas monodispersas con 

tamaños entre 50 nm y 2 µm utilizando alcoholes y alcoxisilanos con diferentes 
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longitudes de las cadenas alquílicas y ajustando la concentración de agua y amoníaco 

en la mezcla (Figura 19).  

 

Figura 19. Imágenes de TEM de las partículas de sílice obtenidas por hidrólisis del 

tetraetoxisilano en etanol. Adaptado con permiso de Journal of Colloid and Interface Science 

1968, 26, 62-69. Copyright 1968 Elsevier. 

Por otro lado, en 1992 se describió la síntesis de una familia de materiales 

mesoporosos de sílice (M41S) utilizando diferentes surfactantes (sales de amonio 

cuaternario). Uno de los materiales de esta familia (MCM-41) posee un 

ordenamiento hexagonal de mesoporos uniformes cuyas dimensiones pueden variar 

entre 2 y 10 nm (Figura 20), mientras que los otros materiales poseen ordenamiento 

cúbico y laminar. El material MCM-41 posee una elevada área superficial superior 

a 700 m2 g-1 y una capacidad de adsorción de 0.7 cm3 g-1, después de la calcinación, 

que permite eliminar el surfactante del interior de los poros.  
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Figura 20. Imágenes de TEM de diferentes materiales MCM-41 con tamaños de poro de 

2, 4, 6.5 y 10 nm. Patrón de difracción de rayos-X en polvo del material MCM-41 con tamaño 

de poros de 4 nm. Adaptado con permiso de J. Am. Chem. Soc. 1992, 114, 10834-10843. 

Copyright 1992 American Chemical Society. 

Para la formación de estos materiales, se ha propuesto un mecanismo en el cual, 

las estructuras de cristales líquidos que forman las moléculas de surfactante en la 

disolución, actúan como plantillas orgánicas sobre las cuales se condensan los 

oligómeros de sílice, debido a la atracción electrostática entre las especies aniónicas 

de sílice y la superficie hidrofílica catiónica de las micelas, produciéndose luego un 

crecimiento controlado del material (Figura 21).[122] La estructura y las dimensiones 

de los poros de estos materiales están estrechamente relacionadas con las 

propiedades del surfactante empleado, incluyendo el tamaño de la cadena alquílica; 

con el empleo de moléculas que actúan como co-surfactantes; con la concentración 

de agua y con la relación molar entre el surfactante y el precursor de silicio. La 

estructura de los cristales líquidos formados en la disolución del surfactante es 

altamente sensible a la composición de la mezcla. Además, la temperatura, la fuerza 

iónica, la concentración del surfactante, la carga y la polarizabilidad del contra-ión 

y la adición de co-surfactantes o aditivos como alcoholes e hidrocarburos, son 

factores que provocan un cambio del ordenamiento de las moléculas del surfactante 

en la disolución (micelas y varias fases cristalinas líquidas).[123] Por ejemplo, el 

bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB), uno de los surfactantes más utilizado 

en la síntesis de materiales mesoporosos de sílice, tiende a formar micelas en forma 
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de cilindros en sistemas acuosos por encima de la segunda concentración micelar 

crítica (CMC2 = 0.3 M), que se ensamblan en cristales líquidos hexagonales cuando 

la concentración es mayor que 1.1 M.[124] A pesar del elevado ordenamiento de los 

poros y la gran área superficial que poseen, los materiales obtenidos por este 

procedimiento están formados por láminas con morfología y tamaño 

heterogéneos.[125] 

 

Figura 21. Posibles mecanismos para la formación del material MCM-41. Iniciado con 

la formación de los cristales líquidos del surfactante (1), o con la condensación de los 

oligómeros de sílice sobre las micelas del surfactante (2). Adaptado con permiso de J. Am. 

Chem. Soc. 1992, 114, 10834-10843. Copyright 1992 American Chemical Society. 

La síntesis de nanopartículas mesoporosas de sílice con una estructura de poros 

similar a la del material MCM-41 puede llevarse a cabo usando procedimientos 

similares al de Stober, al adicionar un surfactante catiónico a la mezcla de 

reacción.[126-127] La obtención de las nanopartículas sigue un mecanismo de auto-

ensamblaje de partículas primarias formadas por condensación de oligómeros de 

sílice sobre las micelas del surfactante (Figura 22). La formación de estas partículas 

apantalla la repulsión electrostática entre las micelas adyacentes y permite el auto-

ensamblaje de estas, produciéndose el crecimiento controlado del material. Mediante 

estos procedimientos se puede controlar las propiedades estructurales y el tamaño de 

las nanopartículas variando las condiciones de síntesis. Los procedimientos de 

síntesis se clasifican en función del medio empleado para la formación de las 

partículas. En sistemas acuosos, el tiempo de disolución de la sílice es mayor que el 



Introducción 

35 

                                                                            

tiempo de gelificación por lo cual la síntesis se lleva a cabo en condiciones 

heterogéneas; mientras que, utilizando mezclas de agua y alcoholes como co-

disolventes, el tiempo de disolución de la sílice es menor que el tiempo de 

gelificación, siendo en este caso el sistema homogéneo.[124] Otros factores 

importantes son el tipo y la concentración del surfactante, el precursor de silicio y la 

base empleados, así como el empleo de otros aditivos que limitan el crecimiento y 

la agregación de las partículas. El tamaño de las nanopartículas aumenta con el 

incremento de las concentraciones de surfactante y precursor de silicio, lo que indica 

que en todos los casos el número de sitios de nucleación es constante desde los 

primeros instantes de la reacción. Cuando se utilizan condiciones heterogéneas y 

surfactantes catiónicos, se obtienen partículas cuasi-esféricas irregulares con 

mesoporos ordenados, creciendo las partículas en la dirección paralela a los canales 

de los poros. Por otro lado, cuando se emplean condiciones homogéneas y 

surfactantes catiónicos, se obtienen partículas esféricas con mesoporos ordenados 

que se orientan radialmente desde el centro hacia la superficie externa de la 

nanopartícula. En este caso, al aumentar la cantidad de etanol en el medio, disminuye 

la velocidad de hidrólisis y condensación de la sílice, formándose partículas más 

grandes. En condiciones homogéneas y con surfactantes neutros, se obtienen 

partículas esféricas con mesoporos desordenados.[15, 124, 128] 
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Figura 22. Posibles mecanismos para la formación de nanopartículas mesoporosas de 

sílice mediante un proceso controlado por la hidrólisis del precursor de silicio y posterior 

condensación de los oligómeros de sílice sobre las micelas del surfactante. Adaptado con 

permiso de Chem. Mater. 2002, 14, 4721-4728. Copyright 2002 American Chemical Society. 

El tamaño y la morfología de las nanopartículas, así como la organización de los 

poros, están también relacionados con el tipo y la concentración de base. Cuando se 

utilizan condiciones heterogéneas al emplear NaOH en lugar de amoníaco, se 

producen micelas cilíndricas de menor tamaño conduciendo a la formación de 

partículas más pequeñas (Figura 23).[129] En este sistema el tamaño de las 

nanopartículas también puede controlarse utilizando tiempos de reacción cortos y 

variando el tiempo entre la dilución y la neutralización de la mezcla.[130] También se 

ha determinado que existe una mayor influencia del pH sobre el tamaño de las 

partículas y la organización de los poros que la influencia de la concentración de 

TEOS y el tiempo de síntesis.[131]  
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Figura 23. Morfología de las partículas mesoporosas de sílice sintetizadas en 

condiciones heterogéneas en función del tipo de base utilizada y de la concentración de 

reactivos. Adaptado con permiso de Chem. Mater. 2001, 13, 258-263. Copyright 2001 

American Chemical Society. 

 

Por otro lado, cuando se utiliza un procedimiento en dos etapas separadas en el 

tiempo: una de nucleación utilizando una concentración baja de TEOS y luego una 

de crecimiento donde se adiciona el resto del precursor de silicio, el tamaño de las 

partículas aumenta al aumentar la concentración de amoníaco en el intervalo de pH 

entre 10.86 y 11.52.[132] En la etapa de nucleación la etapa limitante de la velocidad 

es la condensación de la sílice. La dependencia de la velocidad de condensación de 

la sílice con el pH no es monótona en todo el intervalo de pH, siendo creciente por 

debajo de 7 y decreciente a valores mayores de pH (Figura 24).[133] Por eso, en el 

intervalo de 10.86 a 11.52 al incrementarse el pH disminuye la velocidad de 

condensación formándose un menor número de núcleos que producen partículas más 

grandes.[134]  
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Figura 24. Efecto del pH sobre la velocidad de condensación de la sílice y la densidad 

de carga superficial de las especies de sílice. Adaptado con permiso de Chem. Soc. Rev. 

2013, 42, 3862-387. Copyright 2013 The Royal Society of Chemistry. 

 

Sin embargo, cuando se emplean aditivos inorgánicos para ajustar el pH entre 6 

y 10, disminuye el tamaño de las nanopartículas al aumentar el pH, debido a que al 

aumentar la velocidad de condensación de la sílice se forman un mayor número de 

núcleos y la etapa de crecimiento es la que determina el tamaño final de las 

nanopartículas. Durante el crecimiento se produce la agregación de más partículas 

primarias produciendo el crecimiento de los núcleos y la agregación de estos que en 

ambos casos provocan el incremento del tamaño de las nanopartículas. Al aumentar 

el pH se incrementa la densidad de carga superficial sobre las partículas en 

crecimiento que impide la posterior agregación de más partículas primarias por 

repulsión electrostática, disminuyendo la velocidad de crecimiento y conduciendo a 

la formación de partículas más pequeñas.[128] 
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2.2. Eliminación del surfactante y funcionalización superficial 

Finalmente, para poder utilizar estas partículas como sistemas de liberación de 

fármacos, es necesario la eliminación del surfactante y la funcionalización de la 

superficie. La eliminación del surfactante puede realizarse mediante la calcinación 

al aire de las partículas a altas temperaturas, proceso que permite la oxidación de 

toda la materia orgánica en el material.[129] Durante este proceso, las partículas en 

contacto pueden agregarse irreversiblemente debido a la formación de enlaces Si-O-

Si por la deshidratación de los grupos silanoles de la superficie externa de partículas 

adyacentes.[134] Se ha desarrollado un método de calcinación en fase líquida para 

eliminar surfactantes a altas temperaturas utilizando disolventes que poseen una 

elevada temperatura de ebullición que evita la agregación de las nanopartículas.[135] 

La eliminación del surfactante mediante extracción utilizando disoluciones 

etanólicas de HCl o NH4NO3, es un método que se utiliza con preferencia sobre la 

calcinación al aire.[127, 134, 136] En este caso, el surfactante se solubiliza en etanol 

favoreciéndose su difusión hacia el medio por intercambio iónico con el catión. 

También se utiliza el proceso de diálisis para extraer el surfactante que evita la 

agregación de las partículas durante los procesos de sedimentación y redispersión 

manteniendo el estado coloidal original.[137]  

La superficie externa de las nanopartículas mesoporosas de sílice posee una 

elevada densidad de grupos silanoles que pueden reaccionar con un gran número 

derivados organotrialcoxisilanos X-R-Si(OR1)3 en los cuales el átomo de Si esta 

unido covalentemente a un fragmento orgánico (X-R-) que puede tener diversos 

grupos funcionales (X) como aminos, tioles, halógenos, isocianato. Esta primera 

modificación de la superficie de las nanopartículas permite su posterior 

funcionalización con un gran número de especies químicas, bioquímicas y entidades 

supramoleculares. La primera modificación puede producirse durante el proceso de 

formación de las nanopartículas al adicionar el derivado en la misma mezcla de 

reacción junto al precursor de silicio y el surfactante, en un proceso conocido como 

co-condensación.[138] En este proceso no sólo se modifican los grupos silanoles de la 

superficie externa del material, sino que además, se pueden modificar en mayor o 
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menor grado la superficie interna de los poros en dependencia del momento en el 

cual se adiciona el derivado en la mezcla de reacción. Cuando las partículas se 

modifican utilizando este procedimiento no puede emplearse el método de 

calcinación para eliminar el surfactante ya que se oxidarían los grupos orgánicos 

enlazados en la superficie. Utilizando este procedimiento se puede reducir las 

posibilidades de agregación de las nanopartículas después de extraer el surfactante 

durante los procesos de sedimentación y redispersión, al transformar los grupos 

silanoles reactivos de la superficie por otros grupos ionizables, que además pueden 

incrementar la estabilidad coloidal de las suspensiones de nanopartículas al 

incrementar la carga eléctrica superficial. La funcionalización de la superficie y la 

extracción del surfactante usando disoluciones etanólicas pueden realizarse 

simultáneamente.[133] El proceso de funcionalización de la superficie de las 

nanopartículas también puede realizarse después de la eliminación del surfactante. 

A diferencia del proceso de co-condensación, con este método se modifica 

principalmente la superficie externa que está más expuesta al medio de reacción. 

Además de la asociación covalente, pueden unirse entidades químicas a la superficie 

de la nanopartícula mediante adsorción por interacciones electrostáticas debido a que 

los grupos silanoles pueden ionizarse generando una elevada densidad de carga 

superficial negativa que permite la unión, por ejemplo, de polímeros catiónicos.[125] 

 

3. Sistemas híbridos sílice-oro 

Se han sintetizado nanopartículas híbridas sílice-oro con diferentes morfologías 

que se han utilizado en numerosas aplicaciones como catalizadores, sensores y 

sistemas de liberación de fármacos, pues incorporan en un único sistema las 

propiedades favorables de ambos materiales. Uno de los sistemas híbridos más 

utilizado está formado por un núcleo constituido por una nanopartícula de oro con 

diferentes morfologías (nanoesfera, nanovarilla, nanojaula) que se encuentra 

rodeado por una capa mesoporosa de sílice con diferentes dimensiones y 

ordenamiento de los poros.[5, 139-140] La síntesis de estas nanopartículas se produce 

mediante un procedimiento similar a la síntesis de nanopartículas mesoporosas de 
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sílice, añadiendo al medio de reacción las nanopartículas de oro junto al surfactante 

y la base, antes de añadir el precursor de silicio. De esta forma se produce el 

crecimiento controlado de la sílice sobre las nanopartículas de oro.[141] De forma 

similar a la síntesis de nanopartículas mesoporosas de sílice, el mecanismo para la 

formación de estas nanopartículas híbridas tiene tres etapas: la hidrólisis y 

condensación del precursor de silicio para formar oligómeros de sílice, la posterior 

formación de partículas primarias por asociación electrostática entre los oligómeros 

de sílice y la moléculas de surfactantes y finalmente el crecimiento controlado y 

preferencial de la sílice sobre las nanopartículas de oro, que actúan como centros de 

nucleación permitiendo la deposición de las partículas primarias (Figura 25).  

 

Figura 25. Mecanismo de formación de nanopartículas híbridas formadas por un núcleo 

de oro y una capa mesoporosa de sílice. Estructura de las partículas primarias formadas 

cuando se utilizan diferentes relaciones molares entre el surfactante y el precursor de silicio. 

Efecto del medio sobre la relación de aspecto de las varillas micelares formadas mediante el 

proceso de auto-ensamblaje de las partículas primarias y por consiguiente sobre la dirección 

de crecimiento de las nanopartículas. Adaptado con permiso de Langmuir 2003, 19, 7628-

7637. Copyright 2003 American Chemical Society. 
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El tamaño de la capa de sílice, el ordenamiento de los poros y la morfología de 

las nanopartículas depende del medio, la solubilidad y la velocidad de hidrólisis del 

precursor de silicio, el pH y la relación molar entre el surfactante y el precursor de 

silicio. Estos factores determinan, además, el grado de ocupación y la posición de 

las nanopartículas de oro dentro de la matriz mesoporosa de sílice, obteniéndose 

nanopartículas que no poseen ningún núcleo de oro, otras con múltiples núcleos de 

oro o con un núcleo de oro pero que no está localizado en el centro de la partícula, 

sino más cercano a la superficie. Cuando se emplean relaciones molares bajas entre 

el surfactante y el precursor de silicio, se forman partículas primarias pequeñas con 

pocas cadenas de surfactante asociadas que poseen un débil potencial de dispersión 

y una reactividad química baja para auto-ensamblarse, lo que provoca que las 

nanopartículas de oro puedan flocular obteniéndose sistemas híbridos con varios 

núcleos. Por el contrario, al emplear relaciones molares altas, se forman partículas 

primarias grandes con una gran densidad de cadenas de surfactante asociadas, 

incrementándose su potencial de dispersión y su reactividad. En estas condiciones 

las partículas primarias se auto-ensamblan con mayor velocidad y se depositan sobre 

las nanopartículas de oro evitando que floculen, lo que permite obtener 

nanopartículas híbridas con un solo núcleo. Sin embargo, en estas condiciones se 

incrementa el número de partículas sin núcleos debido también a la elevada 

reactividad de las partículas primarias. La utilización de alcoholes como co-

disolventes reduce la constante dieléctrica del medio, lo que provoca la formación 

de micelas en forma de varilla con menor longitud, lo cual incrementa la frecuencia 

de defectos en el ensamblaje de estas micelas a larga distancia, obteniéndose 

partículas con mesoporos desordenados al estar poco alineados con respecto a las 

partículas. El elevado número de defectos y el auto-ensamblaje no direccional de las 

micelas también determinan la formación de nanopartículas con morfología esférica. 

Las nanopartículas Janus son otro tipo de sistema híbrido que se han preparado 

para su empleo en aplicaciones como la comunicación química, y el desarrollo de 

sensores y sistemas de liberación de fármacos.[142-144] Las partículas Janus son 

sistemas con una morfología anisotrópica en los cuales las nanopartículas de oro y 

de sílice están unidas y situadas en posiciones opuestas, de forma que ambas 
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superficies están expuestas, lo cual permite su funcionalización diferenciada. Estas 

nanopartículas pueden sintetizarse utilizando una emulsión de parafina en agua, de 

forma que las partículas mesoporosas de sílice previamente sintetizadas, se confinan 

en la interfase de la emulsión, quedando expuesta al medio sólo una parte de su 

superficie, la cual puede ser funcionalizada con el derivado (3-

mercaptopropil)trimetoxisilano como se describió anteriormente (Figura 26).[145-147] 

Este procedimiento de funcionalización parcial de la superficie de las nanopartículas 

de sílice permite su posterior unión con las nanopartículas de oro mediante el 

ensamblaje del ligando tiolado unido a la partícula de sílice sobre la superficie de la 

nanopartícula de oro. Ajustando la cantidad de parafina y de nanopartículas de sílice 

se puede controlar el área superficial de las partículas que queda expuesta en la 

emulsión y por consiguiente que pueda ser funcionalizada.[148] Controlando las 

proporciones mezcladas de las nanopartículas de oro y de sílice se puede controlar 

la composición de las nanopartículas híbridas resultantes. 

 

Figura 26. Síntesis de nanopartículas Janus utilizando una emulsión de parafina en agua. 

Adaptado con permiso de Colloids and Surfaces A: Physicochem. Eng. Aspects 2009, 332, 

57–62. Copyright 2009 Elsevier B.V. 
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4. Sistemas empleados para la fotoliberación de fármacos 

Las antraciclinas son antibióticos anticancerígenos que exhiben una actividad 

quimioterapéutica producto de su unión a la doble hélice del ADN que impide su 

replicación y la transcripción del ARN. Un ejemplo común de antraciclina es la 

doxorrubicina (Dox), la cual es muy efectiva contra varios tipos de tumores 

humanos. La doxorrubicina es una molécula tetracíclica, que contiene tres anillos 

hidroxiantraquinónicos planos y un anillo no aromático y no plano el cual tiene una 

cadena lateral aminoglicosídica (Figura 27). Debido a la presencia de varios grupos 

hidroxilos y carbonilos, así como del grupo amino de la unidad oligosacarídica, la 

doxorrubicina puede estar en varias formas prototrópicas a diferentes pH.[149-150]  

 

Figura 27. Estructura química de la doxorrubicina. 

Algunas investigaciones que han sido llevadas a cabo para determinar la dosis 

efectiva de este agente anticancerígeno, han revelado que este fármaco tiene un 

efecto tóxico hacia el tejido cardíaco.[151]  Debido a esto, se han realizado numerosos 

esfuerzos por lograr un tratamiento específico de la doxorrubicina hacia las células 

cancerígenas.[152-153] El conocimiento detallado del microentorno de la doxorrubicina 

en diferentes medios constituye un pre-requisito para desarrollar un sistema 

transportador efectivo del fármaco.[149] 
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Se han propuesto numerosas estrategias para la carga y la liberación de la 

doxorrubicina utilizando las AuNPs: 1) modificando la superficie de las AuNPs de 

forma que se establezcan interacciones electrostáticas y/o supramoleculares con el 

fármaco, 2) creando nanoestructuras huecas como las nanocapas y nanojaulas de oro 

que almacenan el fármaco en su interior, 3) introduciendo las nanopartículas dentro 

de estructuras termosensibles como liposomas e hidrogeles y 4) uniendo el fármaco 

a la superficie de la nanopartícula a través de un espaciador que puede 

fotodescomponerse.[153]  

En general, los sistemas basados en AuNPs recubiertas con una monocapa, 

usualmente tienen una baja capacidad de carga del fármaco y falta de sensibilidad 

para el control de la liberación en respuesta a los cambios del entorno local. [154] 

Probablemente, los sistemas más eficientes reportados en la literatura para la 

fotoliberación de doxorrubicina basados en AuNPs son aquellos que emplean 

nanopartículas huecas y porosas[155-157] y nanojaulas recubiertas con un polímero 

termosensible (Figura 28).[76, 158] Ambos sistemas se activan con radiaciones NIR, 

poseen tamaños que le permiten acumularse en el tumor debido al efecto EPR, son 

inertes y capaces de almacenar grandes cantidades del fármaco. Sin embargo, 

empleando las nanopartículas huecas y porosas el fármaco se libera por el 

calentamiento de toda la partícula empleando un láser con una potencia de 2 W cm-

2 mientras que, con el empleo de las nanojaulas, el calor generado afecta 

principalmente al polímero termosensible, localizado en los vértices del cubo donde 

se encuentra los espacios vacios por donde puede escapar el fármaco almacenado. 

Además, hay que destacar que estos sitios son los más calientes cuando se irradia la 

partícula y, por ello, con menos potencia se activa la liberación del fármaco (se 

emplean láseres con una potencia de 20-40 mW cm-2). 
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Figura 28. Sistemas eficientes de fotoliberación de fármacos basados en AuNPs. 

Izquierda: Nanopartículas huecas y porosas. Derecha: Nanojaula recubierta con un polímero 

termosensible. 

Resulta importante destacar que, no se han descrito sistemas de fotoliberación de 

doxorrubicina basados en AuNSts aunque, si se han reportado otros donde la 

liberación es provocada por otro estímulo externo[159] o donde solo emplean las 

partículas en terapia fototérmica.[7, 26, 160] 

En la literatura han sido descritos varios sistemas de fotoliberación de fármacos 

que combinan las nanopartículas plasmónicas de oro (nanovarillas y nanocajas) y 

materiales mesoporosos de sílice modificados con puertas moleculares, que pueden 

ser empleados en la terapia y el diagnóstico del cáncer (Figura 29).[5, 14, 27, 161-162] Se 

han utilizado varias entidades moleculares como puertas termosensibles en estos 

materiales tales como: polímeros,[5, 163] materiales que cambian de fase,[14] 

oligonucleótidos[161, 164-165] y válvulas supramoleculares.[162] Sin embargo, las 

nanoestrellas de oro combinadas con materiales mesoporosos de sílice con puertas 

moleculares no han sido empleadas en aplicaciones de fotoliberación de fármacos 

usando radiaciones del infrarrojo cercano, a pesar de tener propiedades plasmónicas 

superiores[22, 71] y de ser utilizadas actualmente con mayor auge en aplicaciones de 

imagenología intracelular y terapia fototérmica.[1-2, 23-24, 159, 166]  
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Figura 29. Sistema de fotoliberación de doxorrubicina basado en nanojaulas de oro 

recubiertas de una capa mesoporosa de sílice funcionalizadas con un polímero termosensible. 

Adaptado con permiso de Chem. Mater. 2013, 25, 3030−3037. Copyright 2013 American 

Chemical Society. 

 



Objetivos 

48 

 

Objetivos 

El objetivo principal de la tesis es el desarrollo de nanodispositivos basados en 

nanoestrellas de oro y nanopartículas mesoporosas de sílice para la fotoliberación de 

fármacos empleando radiaciones del infrarrojo cercano que puedan ser utilizados en 

nanomedicina para el diagnóstico y la terapia del cáncer. 

Con este propósito pueden ser sintetizadas nanopartículas con diferente 

composición y morfología, que tienen la capacidad de transformar eficientemente la 

energía de las radiaciones del infrarrojo cercano. Esta transformación puede ser 

empleada como una señal para la activación remota de la liberación controlada de 

los fármacos en las células tumorales dentro del organismo. Estas nanopartículas son 

capaces de almacenar el fármaco eficientemente evitando su acción en las células no 

tumorales y permitiendo su liberación controlada en las células diana después de la 

irradiación de las partículas.  

Los objetivos específicos de la tesis son: 

1‐ Sintetizar nanoestrellas de oro con diferentes tamaños y 

morfologías. 

2‐ Evaluar la capacidad de calentamiento de una sola nanoestrella y de 

la suspensión de estas nanopartículas al irradiarlas con un láser NIR. 

3‐ Síntetizar nanoestrellas de oro recubiertas con una capa de sílice 

mesoporosa cargadas con doxorrubicina y funcionalizadas en la superficie 

externa con moléculas de parafina que actúan como puertas moleculares 

termosensibles. 

4‐ Sintetizar dos profármacos de la doxorrubicina con un espaciador 

fotolábil 2-nitrobencílico. 

5‐ Sintetizar una molécula fotolábil con un espaciador 2-nitrobencílico 

con grupos tiol y carboxilo. 

6‐ Sintetizar un polietilenglicol con un espaciador fotolábil 2-

nitrobencílico y un grupo carboxilo terminal. 
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7‐ Sintetizar nanopartículas Janus basadas en nanoestrellas de oro 

funcionalizadas con moléculas fotolábiles con un espaciador 2-

nitrobencílico y grupos tiol y carboxilo y nanopartículas mesoporosas de 

sílice cargadas con doxorrubicina y funcionalizadas en la superficie externa 

con un complejo supramolecular entre el benzimidazol y la β-ciclodextrina 

que actúa como una puerta molecular sensible al pH. 

8‐ Síntetizar nanoestrellas de oro recubiertas con una capa de sílice 

mesoporosa cargadas con doxorrubicina y funcionalizadas en la superficie 

externa con moléculas de polietilenglicol con un espaciador 2-nitrobencílico 

que actúa como puerta molecular fotosensible. 

9‐ Caracterizar las nanopartículas sintetizadas por microscopía 

electrónica, espectroscopía de emisión de rayos X, espectroscopía UV-Vis-

NIR y FT-IR, dispersión dinámica de la luz, difracción de rayos X, 

porosimetría y análisis termogravimétrico. 

10‐ Caracterizar las moléculas sintetizadas por espectroscopía RMN, 

FTIR y UV-Visible, espectrometría de masas, cromatografía de capa fina, 

cromatografía líquida de alta resolución y espectroscopía de fluorescencia. 

11‐ Realizar experimentos in vitro de fotoliberación de doxorrubicina 

con un láser de 808 nm empleando las nanopartículas sintetizadas. 

12‐ Evaluar la citotoxicidad de los profármacos de doxorrubicina y las 

nanopartículas sintetizadas. 

13‐  Realizar experimentos in vitro de fotoliberación de doxorrubicina 

en células con un láser de 808 nm empleando las nanopartículas sintetizadas. 



Resultados y Discusión 

50 

 

Capítulo 1. Nanoestrellas de oro recubiertas de una capa mesoporosa de 

sílice como agentes fototérmicos efectivos y no tóxicos con capacidad para la 

liberación de fármacos inducida por un láser 

En este trabajo se describe el desarrollo de un sistema de fotoliberación de 

doxorrubicina basado en nanoestrellas de oro recubiertas de una capa mesoporosa de 

sílice (AuNSt@mSiO2) que se funcionaliza con moléculas de parafina que actúan 

como puertas moleculares termosensibles. Se midió utilizando una matriz biológica 

termosensible, la temperatura superficial de una AuNSt irradiada con un láser 

ajustadamente enfocado. La temperatura de la superficie de la nanopartícula se 

incrementa en cientos de grados Celcius, incluso cuando se irradia a bajas potencias 

del láser. Las AuNSts se recubrieron con una capa mesoporosa de sílice utilizando 

un surfactante como plantilla para el crecimiento de la capa mesoporosa. Los 

parámetros de la síntesis se optimizaron para evitar la oxidación de las AuNSt y de 

esa forma obtener nanopartículas híbridas con propiedades ópticas adecuadas para 

la liberación del fármaco inducida por la irradiación con un láser NIR. Las 

nanopartículas AuNSt@mSiO2 se cargaron con doxorrubicina, se funcionalizó la 

superficie externa con octadeciltrimetoxisilano y se recubrieron con heneicosano. 

Las moléculas de parafina forman una capa hidrófoba que bloquea los poros 

impidiendo la liberación de la carga. Este sistema exhibió un perfil de fotoliberación 

de doxorubicina bien definido usando radiaciones NIR, mientras que la muestra no 

irradiada no mostró una liberación apreciable del fármaco. Estas nanopartículas no 

mostraron citotoxicidad hacia las celulas HeLa, hasta que se irradiaron con un láser 

de 808 nm que provoca la fusión de la parafina y la liberación del fármaco. El método 

empleado en este trabajo pemite obtener nanopartículas híbridas con propiedades 

ópticas adecuadas para la liberación de fármacos en aplicaciones potenciales 

relacionadas con la terapia del cáncer. 

1.1.  Introducción 

Las nanoestrellas de oro absorben fuertemente las radiaciones NIR 

transformando eficientemente la energía electromagnética en calor,[11-13] debido a su 

intensa resonancia plasmónica superficial que genera una gran intensificación del 
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campo electromagnético en las puntas agudas de las partículas actuando como 

múltiples puntos calientes.[22, 41] En la literatura se ha descrito que las nanoestrellas 

poseen propiedades plasmónicas superiores[1, 18-19, 167] y por tanto una mayor 

eficiencia de la conversión de la energía luminosa en calor comparadas con otras 

partículas anisótropas de oro.[21-22, 25, 71] Estas propiedades de las AuNSts las 

convierten en excelentes plataformas para el diseño de sistemas de fotoliberacion de 

fármacos con potenciales aplicaciones en la terapia del cáncer[7-10] ya que puede 

obtenerse un efecto sinérgico al combinar la quimioterapia y la hipertermia debido 

al efecto conjunto del citotóxico liberado y del calor generado.[14-17, 168-169]  

Aunque el uso de las nanoestrellas en aplicaciones basadas en el calentamiento 

producido por la absorción de las radiaciones NIR parece ser una alternativa 

prometedora para la terapia del cáncer, tanto la generación del calor adecuado como 

el control de la temperatura del entorno constituyen algunos de los retos asociados 

con estas aplicaciones.[22, 159-160, 167, 170] La capacidad de calentamiento de las 

nanopartículas producido por la absorción de la radiación se define por la velocidad 

de absorción específica (SAR por sus siglas en ingles) que depende de la densidad 

de potencia del láser, de la sección transversal de absorción y de la concentración de 

las nanopartículas.[13] Se ha descrito que la eficiencia de calentamiento de las AuNSts 

en suspensiones acuosas depende del tamaño de la partícula y de la longitud de onda 

del láser.[171] Sin embargo, cuando las partículas están presentes en un entorno 

tumoral esa dependencia se ve alterada, debido a la agregación o la degradación de 

las partículas in vivo.[24] Con el objetivo de evaluar y comparar la capacidad de 

calentamiento de las nanopartículas individuales y por lo tanto determinar sus 

aplicaciones potenciales en la terapia del cáncer (hipertermia y liberación 

fototermoestimulada de fármacos) es importante conocer el perfil de temperatura 

alrededor de una nanopartícula irradiada con un láser.[172-173]. Para cuantificar el 

perfil de temperatura alrededor de una nanopartícula irradiada se puede utilizar una 

matriz biológica con una temperatura de transición de fase bien definida como 

sensor. Esta metodología se ha descrito en la literatura para varios tipos de 

nanopartículas,[174-177] sin embargo, no se ha utilizado para las nanoestrellas. 
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Por otro lado, las nanopartículas mesoporosas de sílice son excelentes candidatas 

para encapsular eficientemente el fármaco ya que poseen poros de tamaños definidos 

y elevados volúmenes y áreas específicas. Estas nanopartículas pueden 

funcionalizarse en la superficie externa de los poros con moléculas termosensibles 

que evitan la difusión del fármaco desde el interior de los poros hacia el medio.[27] 

Se han preparado varios sistemas de fotoliberación de fármacos basados en 

nanopartículas plasmónicas de oro cubiertas de una capa de sílice mesoporosa y 

funcionalizadas con diferentes puertas moleculares termosensibles. Las 

nanopartículas de oro empleadas con mayor frecuencia son las nanovarillas[14, 161-165] 

y las nanojaulas,[5] mientras que se han empleado como puertas moleculares 

termosensibles oligonucleótidos,[161, 164-165] polímeros,[5, 163] válvulas 

supramoleculares[162] y materiales que cambian de fase.[14] Sin embargo, no se han 

descrito sistemas similares utilizando las nanoestrellas de oro, a pesar de que se han 

utilizado extensamente en aplicaciones de terapia fototérmica[1, 26, 159, 178] e 

imagenología celular.[23, 166, 179-180] 

En este trabajo, se desarrolló un sistema de fotoliberación de fármacos basado en 

nanoestrellas de oro cubiertas de una capa mesoporosa de sílice y funcionalizadas 

con moléculas de parafina que actúan como puertas moleculares termosensibles. 

También se cuantificó las capacidades de calentamiento y liberación de fármacos de 

las nanopartículas utilizando radiaciones NIR. Utilizando una matriz biológica, se 

determinó el perfil de temperatura alrededor de las nanoestrellas de oro. El 

calentamiento asociado con la irradiación de las nanopartículas depende de la 

potencia del láser y del recubrimiento de las AuNSts. Tanto para las AuNSts sin 

recubrimiento como para las AuNSts recubiertas con PVP (polivinilpirrolidona) se 

pueden alcanzar temperaturas sobre los 100 oC en la superficie de las nanopartículas 

utilizando potencias de láser relativamente bajas (50 mW), que son suficientemente 

elevadas para su empleo en la terapia del cáncer. Se optimizó la reacción de 

recubrimiento de las nanoestrellas con la capa mesoporosa de sílice con el objetivo 

de obtener sistemas híbridos con propiedades ópticas adecuadas. Las nanopartículas 

se cargaron con doxorrubicina y se funcionalizaron en la superficie externa con 

octadeciltrimetoxisilano y heneicosano, que forman una capa de parafina en la 
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superficie que evita la difusión del fármaco. La liberación de la doxorrubicina se 

produce al irradiar las nanopartículas con un láser de 808 nm debido a la fusión de 

la parafina por el calor generado producto de la absorción de la radiación por las 

nanoestrellas. Las nanopartículas híbridas cargadas con doxorrubicina no mostraron 

toxicidad hacia las células HeLa hasta que se irradiaron con el láser, ya que se 

produce la liberación del citotóxico que provoca la disminución de la viabilidad 

celular. 

1.2 Resultados y Discusión 

Aunque el empleo de las AuNSts recubiertas de una capa de sílice mesoporosa 

funcionalizada con moléculas de parafina parece ser una alternativa novedosa e 

interesante para aplicaciones de liberación de fármacos controlada por radiaciones 

NIR, la preparación de estas nanopartículas presenta una gran dificultad debido a 

que se producen procesos químicos competitivos durante las etapas de síntesis. Por 

ejemplo, el CTAB es un componente crucial para el crecimiento de la capa 

mesoporosa de sílice, sin embargo, la presencia de los iones Br- puede favorecer la 

oxidación parcial de las puntas de las AuNSts produciéndose la consiguiente 

variación de sus propiedades ópticas. Por esta razón, se requiere de un control 

riguroso de cada etapa de síntesis para obtener nanopartículas con una capa de sílice 

y mesoporos homogéneos y con propiedades plasmónicas adecuadas. La preparación 

del sistema híbrido final requiere cinco etapas: 1-síntesis de las AuNSts; 2-

recubrimiento con la capa mesoporosa de sílice; 3-eliminación del surfactante de los 

poros; 4-cargado de los poros con el fármaco y 5- recubrimiento de la superficie 

externa con la parafina. En la Figura 1 se muestra la representación de las etapas de 

síntesis de las nanopartículas AuNSt@mSiO2@Dox@parafina. 
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Figura 1. Representación del proceso de síntesis de las nanopartículas híbridas 

AuNSt@mSiO2@Dox@parafina. 

Síntesis de las AuNSts y evaluación de la eficiencia fototérmica 

Las AuNSts se obtienen por un método de crecimiento de semillas utilizando una 

disolución concentrada de polivinilpirrolidona (PVP Mw = 10000) en N,N-

dimetilformamida (DMF).[44, 113] Este proceso se basa en la reducción del HAuCl4 

por la DMF y la consiguiente deposición de átomos de Au en presencia del PVP 

sobre nanopartículas de oro pre-sintetizadas que actúan como semillas o centros de 

nucleación. El polímero se adsorbe sobre la superficie de las nanopartículas de oro 

promoviendo el crecimiento preferencial en la dirección de ciertos planos 

cristalográficos y la formación de nanopartículas multiramificadas. La morfología 

de las nanopartículas y la posición de la banda de resonancia plasmónica se pueden 

modular variando la relación molar HAuCl4/Au(semilla) y el tamaño de las 

semillas.[114, 181] 

Se sintetizaron dos muestras de nanoestrellas (AuNSt y AuNSt@PVP) con 

diámetros de 120 y 250 nm a partir de nanopartículas de oro esféricas de 15 y 40 nm, 
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respectivamente. Las AuNSts de 120 nm se lavaron varias veces con agua para 

eliminar el recubrimiento superficial de PVP, mientras que las AuNSt@PVP de 250 

nm solo se lavaron una vez con agua, quedando un exceso de PVP asociado a la 

superficie de las partículas.  En la Figura 2 se muestran las imágenes de TEM de las 

nanopartículas de oro utilizadas como semillas y de las nanoestrellas obtenidas a 

partir de las primeras. Se puede observar la morfología anisótropa de estas partículas 

formada por un núcleo cuasi-esférico rodeado de múltiples puntas agudas. Los 

diámetros hidrodinámicos de estas partículas determinados por DLS son consistentes 

con los tamaños determinados por TEM (Figura 3a). Estas nanopartículas poseen 

diferentes propiedades ópticas. Las nanopartículas esféricas poseen una banda LSPR 

en la zona visible del espectro electromagnético cuya posición se desplaza 

ligeramente a mayores longitudes de onda al incrementarse el tamaño de la 

nanopartícula. Los espectros de las suspensiones acuosas de ambas muestras de 

nanoestrellas poseen una banda u hombro en la región visible asociada con la LSPR 

de los electrones de los núcleos y otra banda más intensa en la región NIR asociada 

con la LSPR de los electrones de las puntas.[182] La longitud de onda de esta banda 

varía desde 850 a 1050 nm cuando el tamaño de las nanoestrellas cambia de 120 a 

250 nm (Figura 3b). La posición de esta banda depende del tamaño y la morfología 

de las partículas y del índice de refracción local cerca de la superficie.[26, 60, 183-184] 

 

Figura 2. Imágenes de TEM de las semillas (AuNPs) con diferentes diámetros (15 nm 

(a), 40 nm (e)), y de las AuNSts de 120 nm sin recubrimiento (b,c,d) y AuNSt@PVP de 250 

nm recubiertas de PVP (f,g,h). Barras de escala: 100 nm (b,c,f,g); 20 nm (a,d,e,h). 
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Figura 3. Distribuciones por DLS del diámetro hidrodinámico de las AuNSt de 120 nm 

sin recubrimiento y de las AuNSt@PVP de 250 nm recubiertas de PVP (a). Espectros de 

absorción de las AuNPs de 15 y 40 nm utilizadas como semillas y de las AuNSt de 120 nm 

sin recubrimiento y de las AuNSt@PVP de 250 nm recubiertas de PVP (b). 

Después de la síntesis se caracterizó la capacidad de calentamiento de las AuNSts 

cuantificando tanto el perfil de temperatura alrededor de una nanopartícula como el 

incremento de la temperatura de la suspensión asociados con la irradiación 

electromagnética.  

Utilizando una matriz lipídica termosensible se realizaron mediciones directas del 

perfil de temperatura alrededor de una AuNSt de 120 nm sin recubrimiento y de una 

AuNSt@PVP de 250 nm recubierta de PVP, ambas irradiadas con un láser NIR.[174-

175] En los experimentos se inmovilizó una partícula sobre una bicapa lipídica con 

una temperatura de transición de fase bien definida, a la cual se le incorpora un 

colorante fluorescente que posee una mayor afinidad por la fase líquida (FAST-

DiO). La nanopartícula inmovilizada se irradia con un láser NIR ajustadamente 

enfocado (1064 nm). La temperatura de la cámara donde se realizaron las mediciones 

se mantuvo a 28 oC, mientras que la bicapa posee una transición de fase a 33 oC. Si 

la temperatura en la región alrededor de la nanopartícula se incrementa en 5 oC se 

produce una transición de fase en la bicapa y una difusión del fluoróforo hacia la 

fase líquida. De esta forma se puede determinar el área de la región fundida debido 

al incremento de la señal de fluorescencia.[176] Utilizando este sistema se puede medir 
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el calentamiento asociado con la radiación electromagnética visualizando la huella 

alrededor de la nanopartícula correspondiente a la región de la bicapa fundida. El 

contorno de la región fundida se determinó calculando el área sobre la superficie con 

mayor intensidad del color. Las imágenes tomadas se transformaron en imágenes 

binarias con un valor límite correspondiente a la intensidad del color de la bicapa sin 

fundir. Los pixeles por encima del valor límite se les asignó el valor de 1, mientras 

que los pixeles restantes se les asigno el valor 0. Se determinó el radio (rm) a partir 

del área de la región circular de la bicapa fundida. 

 

Figura 4. Cuantificación de la temperatura superficial de la AuNSt de 120 nm sin 

recubrimiento. a) Los círculos muestran las mediciones experimentales del radio del área de 

la bicapa fundida alrededor de la AuNSt irradiada a diferentes potencias del láser. b) 

Incrementos de temperatura en la superficie de la AuNSt irradiada en función de la potencia 

del láser. Los paneles superiores muestran las imágenes confocales correspondientes al área 

fundida para cada potencia del láser. Las barras de escala miden 10 μm. Las barras de error 

muestran la desviación estándar de las mediciones realizadas para 10 partículas diferentes y 

la línea discontinua representa el ajuste lineal a los datos experimentales. 
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Una descripción cuantitativa del incremento de temperatura alrededor de una 

partícula en un medio infinito en estado estacionario se obtiene a partir de la 

ecuación:[185]  

∆𝑇ሺ𝑟ሻ ൌ
஼൉௉

௥
 (1) 

Donde P es la potencia del láser y C es una constante que incluye el área del haz 

del láser, la sección transversal de absorción de las nanopartículas y la conductividad 

térmica del medio.[174-175] Basado en esta ecuación, existe una relación lineal entre rm 

donde la temperatura es Tm = 33 oC (∆Tm = 5 oC) y P. En la Figura 4a se muestra la 

dependencia entre rm y P determinada experimentalmente a partir del análisis de las 

imágenes, verificándose la relación lineal que predice la ecuación 1. Ajustando esta 

ecuación a los datos experimentales se puede determinar el valor de C = 40 K nm 

mW-1. Utilizando este valor de C, es posible obtener el perfil de temperatura 

alrededor de la nanopartícula irradiada a diferentes potencias.  

El incremento de temperatura en la superficie (ΔTS) de la AuNSt de 120 nm sin 

recubrimiento en función de la potencia del láser se muestra en la Figura 4b. Para 

determinar el incremento de temperatura en la superficie de la partícula utilizamos 

como radio promedio de la nanopartícula 60 nm (Figura 2 y 3). Las barras de error 

muestran la desviación estándar de las mediciones realizadas para 10 nanopartículas. 

El incremento de temperatura en la superficie de la AuNSt alcanza valores en el 

orden de los cientos de grados Celsius, sin mostrar signos de deterioro. Este resultado 

indica que seleccionando cuidadosamente la potencia de irradiación se puede 

controlar el perfil de temperatura alrededor de la nanopartícula.[175] Por ejemplo, a 

100 mW, el incremento de la temperatura en la superficie de la partícula alcanza un 

valor superior a 50 oC, suficiente para producir la fusión de la parafina y la liberación 

del fármaco encapsulado en las nanopartículas AuNSt@mSiO2.  

Se puede realizar una determinación experimental de la sección transversal de 

absorción de las nanopartículas utilizando la siguiente ecuación:[186] 

𝐶௔௕௦ ൌ
ସ൉గ൉௞ത ൉∆ ೞ்൉ோ

ூ
 (2) 
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Donde ΔTS es el incremento de temperatura en la superficie de la nanopartícula, 

R es el radio de la partícula, I es la densidad de potencia del laser y 𝑘ത es la 

conductividad térmica del sistema agua-vidrio a 300 K que puede aproximarse al 

promedio de 𝑘௩௜ௗ௥௜௢= 1.1 W m-1 K-1 y 𝑘௔௚௨௔= 0.61 W m-1 K-1[187] como se sugiere 

en la referencia.[186] Utilizando esta ecuación se determina Cabs = 1012 nm2. Este 

valor es menor que el reportado para las nanocapas de oro[177] debido a la menor 

absorción de las nanoestrellas a la longitud de onda del láser. 

También se determinó el incremento de temperatura de las AuNSt@PVP de 250 

nm recubiertas de PVP. Comparadas con las nanoestrellas de 120 nm sin 

recubrimiento superficial, las nanoestrellas de 250 nm se calientan más, a bajas 

potencias del laser (40 mW). Utilizando la ecuación 2 se puede calcular Cabs = 13763 

nm2 que es 14 y 2.5 veces mayor que los valores para las nanoestrellas de oro de 120 

nm y las nanocapas,[177] respectivamente, debido a la mayor absorción de las 

nanoestrellas de 250 nm a 1064 nm (Figura 3). Este resultado esta en 

correspondencia con el hecho reportado en trabajos previos relacionado con la 

elevada eficiencia de la conversión energética de las AuNSts.[22, 24, 41, 71] Sin embargo, 

para potencias mayores de 40 mW el incremento de temperatura en la superficie de 

las nanopartículas se mantiene constante. Este incremento de temperatura está en 

correspondencia con la temperatura de fusión del PVP. Por lo tanto, el plateu en la 

curva de ΔTS vs P indica probablemente la fusión del recubrimiento polimérico 

(Figura 5). 
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Figura 5. Cuantificación de la temperatura superficial de la AuNSt de 250 nm recubierta 

con PVP. a) Los círculos muestran las mediciones experimentales del radio del área de la 

bicapa fundida alrededor de la partícula irradiada a diferentes potencias del láser. b) 

Incrementos de temperatura en la superficie de la partícula irradiada en función de la potencia 

del láser. Los paneles superiores muestran las imágenes confocales correspondientes al área 

fundida para cada potencia del láser. Las barras de escala miden 10 μm. Las barras de error 

muestran la desviación estándar de las mediciones realizadas para 10 partículas diferentes y 

la línea discontinua representa el ajuste lineal a los datos experimentales para P<40 mW. 

La capacidad de calentamiento macroscópico de las nanopartículas se evaluó 

irradiando las suspensiones acuosas de las AuNSts de 120 nm sin recubrimiento con 

un láser de 808 nm y midiendo la temperatura de la suspensión con un sensor de 

fibra óptica. Ambos equipos fueron diseñados en nuestro instituto. En la Figura 6a 

se muestra los valores de la temperatura de la suspensión de c = 5.7ꞏ109 

nanopartículas mL-1 durante 15 min de irradiación a diferentes densidades de 

potencias del láser. A 4 W cm-2 la temperatura se incrementa rápidamente y alcanza 

los 70 oC. Tanto la velocidad inicial de incremento de temperatura (pendiente inicial 

de la recta tangente a la curva de T vs t, 
ௗ்

ௗ௧
) como la máxima temperatura alcanzada, 

disminuyen al disminuir la densidad de potencia del láser. Además, la relación entre 
ௗ்

ௗ௧
 y la densidad de potencia, I, es lineal (Figura 6b). La sección transversal de 



Resultados y Discusión 

61 

 

absorción de las nanopartículas se puede calcular a partir de los datos experimentales 

y utilizando las ecuaciones 3 y 4:[13, 188] 

𝑆𝐴𝑅 ൌ 𝐶௦ ൉ 𝜌௦ ൉
ௗ்

ௗ௧
 (3) 

𝑆𝐴𝑅 ൌ
ே൉஼ೌ್ೞ൉ூ

௏
 (4) 

Donde, SAR representa la velocidad de absorción especifica por unidad de 

volumen mientras que Cs y ρs representan el calor específico y la densidad de la 

suspensión, respectivamente. N es el número de nanopartículas y V es el volumen de 

la suspensión. Utilizando estas ecuaciones se determinó 𝐶௔௕௦ ൌ 16000  𝑛𝑚ଶ, valor 

superior a los reportados para otras nanopartículas anisótropas de oro a 808 nm, lo 

que también demuestra la mayor eficiencia de las nanoestrellas para la conversión 

fototérmica durante la irradiación con un láser a la longitud de onda de la LSPR. 

 

Figura 6. Variación de la temperatura de la suspensión de AuNSts de 120 nm durante la 

irradiación a 808 nm (a) y velocidad inicial de calentamiento de la suspensión (b) a diferentes 

densidades de potencia del láser. 

Recubrimiento de las AuNSts con la capa mesoporosa de sílice  

Las nanopartículas AuNSt@mSiO2 se sintetizan mediante el recubrimiento 

directo de las AuNSts de 120 nm con una capa de sílice mesoporosa. El método de 

síntesis se basa en la hidrólisis y condensación del tretraetoxisilano en presencia de 
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un surfactante que actúa como plantilla y de las nanopartículas de oro que actúan 

como centros de nucleación para el crecimiento de la capa mesoporosa.[121, 139, 189] La 

formación de la capa mesoporosa sobre las AuNSts tiene lugar en 4 etapas: 1- la 

adsorción del surfactante catiónico (CTAB) sobre la superficie de las nanopartículas 

de oro; 2- la hidrólisis del TEOS; 3- la consiguiente condensación del monómero de 

sílice para producir oligómeros; y 4- la deposición de los oligómeros de sílice sobre 

la superficie de las micelas que conducen al crecimiento controlado de la capa de 

sílice sobre las AuNSts. El proceso de recubrimiento de las AuNSt con la capa 

mesoporosa de sílice es uno de los más críticos para la preparación del sistema de 

fotoliberación, debido a que se produce un cambio en la morfología de las AuNSts 

por la oxidación del oro de las puntas en presencia del CTAB,[96-97, 114, 190-193] 

produciéndose una disminución de la absorción de las nanopartículas resultantes a 

808 nm y de la eficiencia de la conversión energética (Figura 7 y 8).[178] 

 

Figure 7. Imágenes de TEM de las nanopartículas AuNSt@mSiO2 obtenidas mediante el 

recubrimiento directo de las AuNSts con la capa mesoporosa de sílice a 60 oC (a) y 25 oC sin 

emplear atmósfera inerte (b); barras de escala: 100 nm. Espectros de absorción 

correspondientes a las suspensions acuosas de las nanopartículas (c). 
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Figura 8. Análisis de EDXS a partir de las imágenes de STEM de las nanopartículas 

AuNSt@mSiO2 obtenidas a 25 oC sin emplear (a) y empleando atmósfera inerte (b). Barras 

de escala: 100 nm. 

En la síntesis se identificaron 5 parámetros cruciales para obtener nanopartículas 

AuNSt@mSiO2 con una capa mesoporosa de sílice adecuada, en términos de tamaño 

y organización de los poros, minimizando también la oxidación del núcleo de oro:[14, 

171, 194]; 1- la reacción se llevó a cabo a 25 oC; 2- se utilizó como medio de reacción 

una mezcla de agua y etanol para lograr una velocidad de hidrólisis más controlada; 

3- el medio de reacción se purgó con Ar para eliminar el dioxígeno y la reacción se 

llevó a cabo en atmósfera de Ar, 4- se utilizó amoníaco como catalizador básico en 

lugar de otras bases fuertes; 5- la relación molar CTAB/TEOS se ajustó en el 

intervalo de 1.8-2.5 y la concentración de AuNSts se fijó alrededor de 7-14ꞏ10-12 M 

(c(Au)=1-2ꞏ10-4 M).[128, 133, 140-141, 195]   

En la Figura 9 se muestran las imágenes de TEM de las nanopartículas 

AuNSt@mSiO2 obtenidas con diámetros que pueden variar entre 150-200 nm. El 

espesor de la capa de sílice puede controlarse ajustando la cantidad de TEOS en la 

mezcla de reacción. La capa de sílice en las nanopartículas híbridas tiene un espesor 

adecuado para lograr un incremento de temperatura en la superficie de la 
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nanopartícula suficiente para que se produzca la fusión de la parafina unida a la 

superficie al irradiar las partículas con el láser. El espectro de absorción de la 

suspensión acuosa de las nanopartículas AuNSt@mSiO2 muestra que la banda LSPR 

asociada con los electrones de las puntas se desplaza ligeramente a mayores 

longitudes de onda debido a que la capa de sílice modifica el índice de refracción 

superficial (Figura 9e).[19, 168, 180, 196-198] 

 

Figura 9. Imágenes de TEM de las nanopartículas AuNSt@mSiO2 obtenidas utilizando 

las condiciones óptimas de síntesis. Barras de escala: 100 nm (a,b,c); 20 nm (d). Espectros 

de absorción de las AuNSts y AuNSt@mSiO2 (e). 

Las moléculas de surfactantes en las nanopartículas se eliminan completamente 

utilizando un proceso de extracción por intercambio iónico con una disolución de 

nitrato de amonio en etanol.[5, 14] La eliminación del CTAB de las nanopartículas se 

monitorizó por espectroscopía FTIR y mediciones del potencial zeta por DLS 

(Figura 10). Las bandas de absorción características del CTAB a 2923, 2853 (νC-H, 

vibración de valencia) y 1478 cm-1 (δC-H, vibración de doblaje) no están presentes en 

el espectro de las nanopartículas AuNSt@mSiO2 después del proceso de extracción. 

La variación del potencial zeta de las nanopartículas desde +32.5 mV a -45.3 mV, 

también confirmó la eliminación del CTAB. 
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Figura 10. Espectros FT-IR (a) y distribuciones del potencial zeta por DLS (b) de las 

nanopartículas AuNSt@mSiO2 antes y después del proceso de extracción del CTAB. 

Se llevó a cabo un análisis detallado de la morfología de las nanopartículas 

utilizando la microscopía electrónica de transmisión de alta resolución (HR-TEM), 

de transmisión y barrido de campo oscuro (DF-STEM) y de barrido de emisión de 

campo (FE-SEM).[199] Las nanopartículas AuNSt@mSiO2 poseen un núcleo de oro 

multi-ramificado recubierto de una capa mesoporosa de sílice con poros que se 

extienden radialmente (Figura 11). La geometría de los canales mesoporosos de la 

capa de sílice es un parámetro importante que puede determinar la eficiencia del 

encapsulado del fármaco y el perfil de su liberación ya que influye sobre el proceso 

de difusión de las moléculas dentro de los canales mesoporosos. 
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Figura 11. Imágenes de HR-TEM (a,d), DF-STEM (b,e) and FE-SEM (c,f) de las 

nanopartículas AuNSt@mSiO2. Barras de escala: 50 nm (b,e), 1 μm (c), 20 nm (f). 

El patrón de difracción de rayos X en polvo a ángulos bajos muestra un máximo 

a 2θ = 2.20o que puede indexarse al plano de difracción (100) de la celda unidad 

hexagonal.[141] Este máximo también sugiere la presencia de canales mesoporosos 

radiales y una mesoestructura ordenada.[124] En el patrón de difracción a ángulos altos 

se observan 4 máximos a 2θ = 38.16, 44.35, 64.60 and 77.61o, que se indexan a los 

planos de difracción (111), (200), (220), and (311), respectivamente, del retículo 

cúbico centrado en las caras del Au (Figura 12a).[200] Además, se obtuvieron las 

isotermas de adsorción-desorción de N2 de las nanopartículas que muestran la forma 

tipo IV, típica de materiales mesoporosos.[201] A partir de estas isotermas se 

determinó el área superficial BET, el tamaño promedio de los poros y el volumen 

específico cuyos valores son 241 m2 g-1, 2.6 nm y 0.25 cm3 g-1, respectivamente 

(Figura 12b).[5, 161, 200] 
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Figura 12. Patrón de difracción de rayos X en polvo (PXRD) (a) e isotermas de 

adsorción-desorción de N2 (b) de las nanopartículas AuNSt@mSiO2 (Recuadro: Distribución 

del tamaño de poros). 

Encapsulado del fármaco y funcionalización de la superficie externa con parafina 

Las nanopartículas AuNSt@mSiO2 se cargaron con doxorrubicina, un fármaco 

anticancerígeno que puede detectarse fácilmente por espectroscopía de absorción 

(λmax = 488 nm) y de fluorescencia (λem = 560 nm; λexc = 488 nm). Luego, la 

superficie externa de las nanopartículas cargadas con doxorrubicina se funcionalizó 

con octadeciltrimetoxisilano (ODTMS) y finalmente se recubrió con 

heneicosano.[202] La superficie se funcionaliza con el ODTMS para facilitar el 

recubrimiento posterior con las moléculas de parafina que interactúan por fuerzas de 

van der Waals con las cadenas hidrocarbonadas unidas a la superficie. El 

recubrimiento de parafina forma una capa hidrófoba que bloquea los poros y evita 

las pérdidas de la doxorrubicina encapsulada. Los procesos de encapsulado del 

fármaco y de funcionalización superficial de las nanopartículas se optimizaron para 

obtener el sistema de fotoliberación final con propiedades ópticas adecuadas. La 

concentración de doxorrubicina y el tiempo de encapsulado y funcionalización 

superficial se ajustaron a 500 μg mL-1 y 12 h, respectivamente, para obtener 

nanopartículas con una banda LSPR centrada en 808 nm (Figura 13 y 14). 
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Figura 13. Imágenes de TEM de las nanopartículas AuNSt@mSiO2@Dox@parafina. 

Las flechas en (b) indican la capa de parafina formada sobre las nanopartículas. Análisis 

elemental por EDXS del Au, Si y C (d); barras de escala: 100 nm (a,b,d), 20 nm (c). Espectro 

de absorción de las nanopartículas AuNSt@mSiO2@Dox@parafina (e). 

 

Figura 14. Análisis elemental de EDXS del Au, Si y C a partir de las imágenes de STEM 

de las nanopartículas AuNSt@mSiO2 (a) y AuNSt@mSiO2@Dox@parafina (b); barras de 

escala: 100 nm. 

Se realizaron mediciones del diámetro hidrodinámico y del potencial zeta de las 

nanopartículas por DLS que confirman la presencia de la parafina alrededor de las 

nanopartículas AuNSt@mSiO2. El diámetro hidrodinámico promedio de las 

nanopartículas se incrementa desde 228 hasta 300 nm después del proceso de 

encapsulado del fármaco y de recubrimiento con la parafina; mientras que, el 

potencial zeta varió desde -45.3 a -17.0 mV debido a la presencia del fármaco 

catiónico en el interior de los poros y de la funcionalización parcial de los grupos 
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silanoles de la superficie externa con el ODTMS (Figura 15). Además, se determinó 

la fracción de materia orgánica total en las nanopartículas 

AuNSt@mSiO2@Dox@parafina por análisis termogravimétrico y la fracción de 

doxorrubicina encapsulada por espectrofotometría, obteniéndose valores de 25 y 2.4 

%, respectivamente.  

 

Figura 15. Distribuciones por DLS del diámetro hidrodinámico (a) y del potencial zeta 

(b) de las nanopartículas AuNSt@mSiO2 y AuNSt@mSiO2@Dox@parafina. 

Experimentos de fotoliberación in vitro de doxorrubicina 

Las suspensiones acuosas de las nanopartículas AuNSt@mSiO2@Dox@parafina 

se irradiaron con el láser de 808 nm desarrollado en el instituto de investigación 

IDM,[188] cuya longitud de onda coincide con la banda LSPR de las nanopartículas. 

La fotoliberación acumulativa de doxorrubicina se determinó utilizando la 

espectroscopia de fluorescencia. Las nanopartículas muestran un perfil de liberación 

de doxorrubicina bien definido (Figura 16). Alrededor de un 30 % de la 

doxorrubicina encapsulada se liberó después de 20 minutos de irradiación con una 

densidad de potencia de 4 W cm-2, mientras que la muestra control no mostró una 

liberación apreciable de doxorrubicina, corroborando la capacidad de la parafina 

para cerrar los poros y evitar la difusión de la doxorrubicina y la eficiencia de la 

conversión fototérmica de las AuNSts. Utilizando estas condiciones experimentales, 

se observó un claro calentamiento de la suspensión de las nanopartículas durante la 
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irradiación. De hecho, la temperatura de la suspensión se incrementa hasta 49 oC 

después de 20 min de irradiación, mientras que la temperatura de la suspensión que 

no se irradió aumenta hasta 30 oC. El incremento de la temperatura por encima del 

punto de fusión de la parafina (Tm = 39 oC) provoca la apertura de los poros y la 

difusión del fármaco desde el interior de los poros. Estos resultados son similares a 

los reportados en la literatura para sistemas de fotoliberación basados en otras 

nanopartículas plasmónicas de oro (nanovarillas y nanojaulas) recubiertas con una 

capa de sílice mesoporosa y funcionalizadas con diferentes puertas moleculares 

termosensibles (oligonucleótidos, polímeros, válvulas supramoleculares y 

materiales que cambian de fase).[5, 14, 161-165] 

El perfil de calentamiento inducido por la radiación NIR y consecuentemente la 

liberación de la doxorrubicina pueden modularse empleando diferentes densidades 

de potencias del láser. Por ejemplo, el incremento de temperatura del medio después 

de 20 minutos de irradiación es menor al disminuir la densidad de potencia del láser 

(24 oC a 4 W cm-2 y 8 oC a 0.4 W cm-2). Es importante destacar, que es posible inducir 

la fotoliberación de doxorrubicina, incluso cuando se utilizan densidades de 

potencias bajas que sólo provocan un ligero incremento de la temperatura de la 

suspensión.  

 

Figura 16. Perfil de fotoliberación de doxorrubicina utilizando las nanopartículas 

AuNSt@mSiO2@Dox@parafina (a) y variación de la temperatura de la suspensión de las 

nanopartículas durante la irradiación NIR (b) a diferentes densidades de potencia del láser. 
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Este resultado sugiere que se debe producir un incremento de temperatura mayor 

en la superficie de las nanopartículas debido a la elevada eficiencia de la conversión 

fototérmica de las AuNSts que provoca la fusión de la parafina y la liberación del 

fármaco. Esta observación concuerda con los resultados obtenidos en la medición 

del perfil de temperatura alrededor de una AuNSt individual que demuestra que la 

temperatura superficial de la partícula se incrementa por encima del punto de fusión 

de la parafina incluso utilizando bajas potencias. Este resultado corrobora el hecho 

de que se produzca la fotoliberación de la doxorrubicina cuando se utilizan bajas 

densidades de potencia, aunque la temperatura de la suspensión no se incrementa por 

encima del punto de fusión de la parafina. 

Fotoliberación de doxorrubicina en células. 

Se realizaron experimentos de fotoliberación de doxorrubicina en células HeLa 

con el objetivo de evaluar la aplicación potencial de las nanopartículas en la terapia 

del cáncer. La interacción de las nanopartículas con las células se evaluó 

monitoreando la internalización celular de las nanopartículas por TEM (Figura 17). 

En las imágenes se puede observar que las nanopartículas se internalizan en las 

células eficientemente después de la incubación de las células con la suspensión de 

las nanopartículas en DMEM. 

Las células se incubaron con las nanopartículas a diferentes concentraciones, 

luego se irradiaron a una densidad de potencia de 4 W cm-2 por 15 min y finalmente 

se incubaron por 24 y 48 horas. La viabilidad celular se determinó utilizando el 

ensayo WST-1 después del período de incubación (Figura 18a). Las nanopartículas 

no mostraron citotoxicidad hacia las células HeLa, incluso a concentraciones altas y 

tiempos de incubación elevados, corroborando que la doxorrubicina se encapsuló 

eficientemente dentro de la capa mesoporosa debido a que la parafina asociada a la 

superficie externa de las nanopartículas evita la pérdida del fármaco. Sin embargo, 

la viabilidad celular disminuye al irradiar las nanopartículas con el láser de 808 nm. 

Este efecto se acentúa al aumentar la concentración de nanopartículas y el tiempo de 

incubación. En este caso se produce la liberación de doxorrubicina debido a que la 

irradiación NIR produce un incremento de la temperatura en la superficie de las 
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nanopartículas que provoca la fusión de la parafina. Se produce la liberación de una 

mayor cantidad de doxorrubicina y por consiguiente una disminución de la viabilidad 

celular al utilizar mayores concentraciones de nanopartículas y tiempos de 

incubación.  

 

Figura 17. Imágenes de TEM de las células HeLa después de la incubación con las 

nanopartículas AuNSt@mSiO2@Dox@parafina. Barras de escala: 5 µm (a), 2 µm (c), 500 

nm (d), 200 nm (b). 

     Para evaluar el efecto sobre la viabilidad celular tanto de la hipertermia como de 

la doxorubicina fotoliberada, se incubaron las células con las nanopartículas 

AuNSt@mSiO2@Dox@parafina y con las nanopartículas sin el fármaco 

(AuNSt@mSiO2@parafina). Las células se irradiaron a diferentes densidades de 

potencia del láser y luego se incubaron por 48 h antes de medir la viabilidad celular. 

Se evidenció una diferencia significativa entre la eficiencia de ambas nanopartículas 



Resultados y Discusión 

73 

 

para inducir la muerte celular después de la irradiación NIR a 1 W cm-2 (Figura 

18b). La viabilidad de las células tratadas con las nanopartículas 

AuNSt@mSiO2@parafina disminuye después de la irradiación debido al efecto de 

la hipertermia siendo más acentuado a mayores densidades de potencia del láser. La 

disminución adicional de la viabilidad de las células tratadas con las nanopartículas 

AuNSt@mSiO2@Dox@parafina después de la irradiación a 1 W cm-2 se debe al 

efecto de la fotoliberacion de la doxorrubicina que permite la combinación sinérgica 

de la hipertermia y la quimioterapia. 

 

Figura 18. Viabilidad de las células HeLa en presencia de las nanopartículas 

AuNSt@mSiO2@Dox@parafina a diferentes concentraciones y tiempos de incubación 

después de la irradiación con el láser a 808 nm a 4 W cm-2 por 15 min (a). Viabilidad de las 

células HeLa en presencia de las nanopartículas AuNSt@mSiO2@Dox@parafina y 

AuNSt@mSiO2@parafina después de la irradiación con el láser a 808 nm por 15 min a 

diferentes densidades de potencia del láser (b). 
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Figura 19. Fotoliberación de Dox activada por radiacion NIR desde las nanopartículas 

AuNSt@mSiO2@Dox@parafina en las células HeLa empleando la microscopía de barrido 

láser confocal. De izquierda a derecha: señales de fluorescencia del marcador de ADN 

(Hoechst 33342), la doxorrubicina (Dox) y señales conjuntas (Unión). De arriba a abajo: 

células control (Control), células no irradiadas después de la incubación con las 

nanopartículas a 10 µg mL-1 (nanopartículas 10 µg mL-1), células irradiadas después de la 

incubación con las nanopartículas a 10 µg mL-1 (Nanopartículas 10 µg mL-1 + Láser), células 

no irradiadas después de la incubación con las nanopartículas a 50 µg mL-1 (Nanopartículas 

50 µg mL-1), células irradiadas después de la incubación con las nanopartículas a 50 µg mL-

1 (Nanopartículas 50 µg mL-1 + Láser). Barras de escala: 50 µm. 
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También, se realizó un experimento de fotoliberación de doxorrubicina en las 

células HeLa, utilizando la microscopía de barrido láser confocal. Las células se 

incubaron durante 2 h con las nanopartículas AuNst@mSiO2@Dox@parafina a 

concentraciones de 10 y 50 µg mL-1, luego se irradiaron con un láser de 808 nm a 4 

W cm-2 por 10 min y se incubaron por 2 h. Los núcleos de las células se marcan con 

el fluoróforo Hoechst 33342 que se asocia específicamente al ADN y la 

fotoliberación intracelular de la doxorrubicina después de la irradiación se monitorea 

midiendo las señales de fluorescencia de ambos fluoróforos en el microscopio 

confocal. En la Figura 19 no se aprecia una señal significativa de fluorescencia de 

la doxorrubicina en las muestras no irradiadas, sin embargo, si se evidencia un 

incremento de la fluorescencia de la doxorrubicina después de la irradiación, siendo 

más acentuado cuando se utiliza una mayor concentración de nanopartículas. Estos 

resultados corroboran la liberación de la doxorrubicina activada por la irradiación 

NIR de las nanopartículas híbridas en las células, que provoca la disminución de la 

viabilidad celular, confirmando los resultados reportados anteriormente. 

Estos resultados demuestran que las nanopartículas 

AuNst@mSiO2@Dox@parafina son excelentes plataformas para la liberación de 

doxorrubicina inducida por la radiación NIR en la terapia del cáncer. El proceso de 

recubrimiento de las AuNSts con la capa mesoporosa de sílice constituye un gran 

reto debido a que las AuNSts se pueden oxidar en presencia del CTAB, lo cual 

requiere un estricto control de los parámetros de la síntesis. No obstante, el método 

empleado en este trabajo permite obtener estas nanopartículas con propiedades 

ópticas adecuadas para aplicaciones de fotoliberación de fármacos inducida por 

radiaciones NIR. 

1.3 Conclusiones 

En resumen, hemos descrito la preparación de un sistema de fotoliberación de 

fármacos basado en AuNSts recubiertas de una capa mesoporosa de sílice y 

funcionalizadas con moléculas de parafinas que actúan como puertas moleculares 

termosensibles. La temperatura alrededor de una AuNSt individual irradiada sobre 

una bicapa lipídica puede incrementarse por encima del punto de fusión de la 
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parafina incluso a potencias del láser relativamente bajas. Las AuNSts se recubrieron 

con una capa mesoporosa de sílice utilizando un método que emplea el surfactante 

CTAB como plantilla para el crecimiento de la capa mesoporosa a 25 oC. Se 

evaluaron diferentes condiciones de síntesis incluyendo la relación molar 

CTAB/TEOS, la temperatura y la atmósfera inerte con el objetivo de preparar 

finalmente las nanopartículas AuNSt@mSiO2 con un mínimo cambio en la 

morfología del núcleo de oro y en sus propiedades ópticas. Estas nanopartículas se 

cargaron con doxorrubicina y se modificó su superficie externa con ODTMS y 

heneicosano. Las nanopartículas AuNSt@mSiO2@Dox@parafina no mostraron 

pérdidas apreciables de la carga en suspensiones acuosas, mientras que se observó 

una liberación significativa de doxorrubicina después de la irradiación NIR incluso 

utilizando bajas densidades de potencia. Estas nanopartículas no mostraron 

citotoxicidad hacia las células HeLa hasta que se irradiaron con el láser de 808 nm 

que provoca la fusión de la parafina asociada a la superficie externa y la liberación 

de la doxorrubicina desde el interior de los poros. Creemos que el método utilizado 

en este trabajo para la preparación de las nanopartículas híbridas puede ser utilizado 

para la síntesis de otros sistemas de fotoliberación con pérdidas mínimas del fármaco 

encapsulado y que requieren bajas densidades de potencia para la activación de la 

liberación, dos características necesarias para su implementación en la terapia del 

cáncer. 
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Capítulo 2. Fotoactivación con radiaciones NIR de profármacos de la 

doxorrubicina por disociación molecular multifotónica de un espaciador 2-

nitrobencílico utilizando nanoestrellas de oro 

En este trabajo se describe un nuevo mecanismo para la fotoactivación de dos 

profármacos de la doxorrubicina basado en la disociación molecular multifotónica 

estimulada por las radiaciones NIR de un espaciador 2-nitrobencílico en presencia 

de las AuNSts. En este sentido, se sintetizó uno de los profármacos mediante la 

modificación de la doxorrubicina con el alcohol 4,5-dimetoxi-2-nitrobencílico a 

través de un enlace carbamato. La irradiación de esta molécula fotolábil con un láser 

de 808 nm en presencia de las AuNSts produce la fotorruptura del espaciador 2-

nitrobencílico mediante la absorción multifotónica que provoca finalmente la 

formación del fármaco libre. Este proceso foto-redox se produce, aunque las 

moléculas fotolábiles no están unidas directamente a la superficie de las 

nanopartículas de oro. También se sintetizó otro profármaco modificando la 

doxorrubicina con un alcohol 2-nitrobencílico que posee un grupo disulfuro, lo que 

permite asociarlo a la superficie de las AuNSts. Las nanopartículas funcionalizadas 

con este profármaco se irradiaron con un láser NIR produciéndose también la 

disociación molecular multifotónica del espaciador 2-nitrobencílico y la liberación 

de la doxorrubicina. Ambos profármacos mostraron una citotoxicidad hacia las 

células HeLa dos órdenes de magnitud menor que la de la doxorrubicina. La 

viabilidad celular disminuye cuando las células se co-incubaron con los profármacos 

y las AuNSts y luego se irradiaron con un laser de 808 nm, que provoca la 

fotodisociación de ambos profármacos y la liberación de la doxorrubicina. El 

adecuado funcionamiento de estos materiales híbridos se basa en el empleo de las 

AuNSts, cuya resonancia plasmónica puede excitarse en la región NIR, lo que 

provoca una fuerte intensificación del campo electromagnético en la superficie de 

las nanopartículas que favorece la absorción multifotónica y la fotorruptura de los 

profármacos de la doxorrubicina durante la irradiación, produciendo finalmente la 

liberación del fármaco. 
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2.1. Introducción 

Las moléculas fotolábiles se han utilizado recientemente para la activación 

remota y la liberación de fármacos asociados a diferentes nanomateriales.[27, 203-204] 

Las radiaciones utilizadas para la fotorruptura de las moléculas poseen una elevada 

energía lo que constituye una limitación para aplicaciones clínicas.[205] La absorción 

multifotónica constituye una alternativa interesante para utilizar radiaciones NIR en 

aplicaciones biológicas debido a que poseen una mayor penetración en los tejidos y 

no provocan daños sobre estos. Aunque se ha reportado el empleo de la absorción 

bifotónica de la radiación NIR en materiales poliméricos,[206] las foto-reacciones 

activadas por este proceso son muy lentas debido a que los cromóforos poseen bajas 

secciones transversales de absorción multifotónica. Debido a que la probabilidad de 

excitación para la absorción de dos fotones se incrementa cuadráticamente con la 

potencia de irradiación, el empleo de la intensificación del campo eléctrico 

producido por la oscilación cuantizada de los electrones de conducción en 

nanopartículas metálicas, permite superar la limitación asociada a las elevadas 

potencias requeridas para producir la absorción multifotónica en moléculas 

orgánicas.[207] En este sentido la excitación multifotónica del anillo 1,2,3-triazólico 

producida por la intensificación del campo electromagnético en nanopartículas de 

oro de 30 nm,[208] se ha utilizado para la fotoliberación de doxorrubicina en células a 

bajas potencias de irradiación.[209] Teniendo en cuenta los aspectos descritos 

anteriormente, es posible diseñar un sistema de fotoliberación de doxorrubicina 

activado por la irradiación NIR utilizando nanoestrellas de oro y moléculas 

fotolábiles que absorben la radiación en el intervalo 300-400 nm. Entre estas 

moléculas, los derivados 2-nitrobencílicos se han utilizado ampliamente como 

grupos protectores fotosensibles de funciones amino, carboxilo y fosfato, en la 

síntesis de péptidos,[210-211] carbohidratos,[212] y oligonucleótidos[213] y en la 

modificación[214-215] y aislamiento[216] de proteínas, debido a que son estables a una 

gran variedad de tratamientos químicos y se descomponen rápidamente por 

irradiación a 365 nm. Los compuestos nitroaromáticos que poseen hidrógenos 

bencílicos en posición orto al grupo nitro son fotosensibles debido a que, después de 

la irradiación se produce una transferencia de hidrógeno desde el residuo bencílico 
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que provoca la ruptura del enlace que genera la molécula de interés.[217-218] Sin 

embargo, estas moléculas fotosensibles no han atraído una considerable atención en 

aplicaciones basadas en la excitación bifotónica debido a que poseen una pequeña 

sección transversal de absorción bifotónica.[219-220] Por otro lado, la doxorrubicina se 

ha utilizado extensamente en el tratamiento de diferentes cánceres en humanos 

debido a que es uno de los agentes quimioterapéuticos más potentes. Sin embargo, 

su aplicacion clínica está limitada por sus efectos secundarios nocivos[209] y porque 

posee un tiempo de circulación corto en el cuerpo lo que produce el efecto de 

resistencia a múltiples fármacos (MDR) en las células tumorales.[221] Una alternativa 

para reducir la toxicidad y superar el efecto MDR, consiste en sintetizar profármacos 

mediante la modificación química de la estructura, que pueden ser transformados en 

la especie farmacológicamente activa de forma específica dentro de las células 

tumorales.[205, 222] Se ha demostrado que la modificación del grupo amino en el anillo 

sacarídico a través de enlaces amida[223] o carbamato,[224-225] reduce la toxicidad de 

las moléculas resultantes en comparación con la doxorrubicina libre.[226] 

Se ha descrito que la excitación de la resonancia plasmónica superficial 

localizada de las AuNSts en la región NIR produce una fuerte intensificación del 

campo electromagnético en sus puntas agudas[41] que puede favorecer la absorción 

multifotónica en las moléculas cercanas a la superficie de la nanopartícula. Sin 

embaro, las AuNSts no se han utilizado con este propósito. En este trabajo se 

describe un mecanismo de fotoactivación de dos profármacos de la doxorrubicina 

que se basa en la disociación multifotónica activada por la radiación NIR de un 

espaciador 2-nitrobencílico utilizando AuNSts. 

2.2. Resultados y Discusión 

Fotoactivación del profármaco de doxorrubicina 2 

Uno de los profármacos se obtiene en dos etapas de síntesis, modificando la 

doxorrubicina con el alcohol 4,5-dimetoxi-2-nitrobencílico a través de un enlace 

carbamato (Figura 1a) siguiendo un procedimiento similar a los reportados en la 

literatura.[222] El alcohol primario se activa utilizando el cloroformiato de 4-

nitrofenilo produciendo el carbonato 1, que se acopla luego con la doxorrubicina 
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para formar el profármaco 2. Este profármaco también se sintetiza utilizando un 

procedimiento de una etapa a partir del cloroformiato de 4,5-dimetoxi-2-nitrobencilo 

(Figura 1b).  

 

Figura 1. Síntesis del profármaco 2 a partir del alcohol 4,5-dimetoxi-2-nitrobencílico (a) 

y del cloroformiato de 4,5-dimetoxi-2-nitrobencilo (b). 

El compuesto 2 se caracterizó por HPLC, TLC, espectroscopía UV-Visible, RMN 

y espectrometría de masas, confirmándose su estructura química y su pureza. En el 

cromatograma se aprecia una única señal a un tiempo de elución de 28.5 min (Figura 

2). En el espectro de masas se muestran tres señales a una relación m/z de 800.2478, 

805.2028 y 821.1771 Da, correspondientes a los aductos formados entre el ión 

molecular con los iones NH4
+, Na+ y K+, respectivamente (Figura 3). El compuesto 

posee dos bandas características en el espectro UV-Vis centradas en 350 nm y 475 

nm correspondientes a las transiciones electrónicas π-π* de los cromóforos del grupo 

4,5-dimetoxi-2-nitrobencilo y de la doxorrubicina, respectivamente (Figura 4). Los 

desplazamientos químicos de 1H y 13C en los espectros de RMN se asignaron a la 

estructura química del profármaco utilizando los experimentos multipulsos y 
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bidimensionales tales como: DEPT-135, COSY, HSQC y HMBC (Materiales y 

Métodos). 

 

Figura 2. Análisis por HPLC del compuesto 2 sintetizado a partir del alcohol 4,5-

dimetoxi-2-nitrobencílico (línea negra) y del cloroformiato de 4,5-dimetoxi-2-nitrobencilo 

(línea roja).  
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Figura 3. Espectro de masas ESI-TOF del compuesto 2  

 

Figura 4. Espectros de absorción UV-Visible del compuesto 2 antes (línea negra) y 

después (línea roja) de la irradiación NIR en presencia de las AuNSts. 
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Las AuNSts se obtienen por el método de crecimiento de semillas utilizando una 

disolución de PVP en DMF.[44, 113] Este procedimiento se basa en la reducción del 

complejo AuCl4
- por la DMF, y la consiguiente deposición de los atomos de Au sobre 

las AuNP que actúan como centros de nucleación. Se obtuvieron AuNSts de 120 nm 

a partir de semillas de 15 nm.  Las AuNSts poseen una intensa absorción LSPR a 

808 nm (Figura 5). 

 

Figura 5. Imágenes de TEM (a,b) y espectro de absorción (c) de las AuNSts. Barras de 

escala: 500 nm (a), 100 nm (b). 

 

Figura 6. Fotoactivación NIR del profármaco 2 en presencia de las AuNSts. 

La suspensión de las AuNSts en una disolucion del profármaco 2 se irradió 

usando un láser de 808 nm a una densidad de potencia de 1 W cm-2. Durante el 

proceso de irradiación, las moléculas fotolábiles cercanas a la superficie de las 

nanopartículas de oro pueden absorber dos fotones de baja energía que activan la 

reacción foto-redox en el anillo aromático provocando la reducción del grupo nitro, 
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la oxidación del carbono bencílico y finalmente la disociación del enlace C-O y la 

liberación de la doxorrubicina (Figura 6). El análisis por HPLC de la muestra 

irradiada durante 120 y 180 min evidenció la formación de la doxorrubicina (curva 

roja y azul; tiempo de elución = 20.5 min), corroborándose la disociación molecular 

multifotónica del profármaco 2 en presencia de las AuNSts (Figura 7). El compuesto 

2 se fotodisoció completamente después de 180 min de irradiacion NIR ya que no se 

observa ninguna señal en el cromatograma en el tiempo de elución del profármaco 

(curva azul; tiempo de elución = 28.5 min).  

 

Figura 7. Análisis por HPLC de la fotoactivación NIR del profármaco 2 en presencia de 

las AuNSts. 

También se registraron los espectros de fluorescencia de la muestra irradiada a 

intervalos de tiempo predeterminados durante la irradiación. La intensidad de 

fluorescencia a 560 nm se incrementa cuando la doxorrubicina se libera después de 

la irradiación del compuesto 2 (Figura 8). Basado en los resultados del análisis por 

HPLC y utilizando los espectros de fluorescencia de la muestra irradiada, se obtuvo 

el perfil de foto-activación de la doxorrubicina. Utilizando una curva de calibrado, 

se determinó que la doxorrubicina se foto-genera completamente a una 

concentración de 8.6 µM durante 180 min de irradiación NIR.  Comparada con la 

fotorruptura a 365 nm, se requiere un mayor tiempo de irradiación para producir la 
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absorcion multifotónica de la radiación NIR y la consiguiente foto-disociación del 

profármaco en presencia de las AuNSts, debido a que este proceso es menos 

favorable que la absorción de un fotón de mayor energía. No obstante, es importante 

destacar que la activación del proceso foto-redox y la liberación del fármaco puede 

ocurrir incluso cuando las moleculas fotolábiles no están unidas directamente a la 

superficie de las AuNSts. 

 

Figura 8. Espectros de fluorescencia del profármaco 2 en el sobrenadante a tiempos de 

irradiación predeterminados en presencia de las AuNSts (a) y perfil de fotoactivación de la 

doxorrubicina (b). 

Fotoactivación del profármaco de la doxorrubicina 8 

Por otro lado, se sintetizó a partir de la vainillina otro profármaco de la 

doxorrubicina que tiene un grupo disulfuro que le permite asociarse a la superficie 

de las AuNSts (Figura 9), utilizando un procedimiento similar a los protocolos 

reportados en la literatura.[222, 227] La alquilación de la vainillina con el bromoacetato 

de etilo produce cuantitativamente el éster-aldehídico 3. La reacción con el ácido 

nítrico y el subsiguiente tratamiento básico con NaOH produce la nitración del anillo 

aromático y la hidrólisis del éster, respectivamente, produciendo el ácido 4. La 

reducción del grupo carbonilo aldehídico con el NaBH4 produce el alcohol bencílico 

5. La amidación con el dihidrocloruro de cistamina produce el diol 2-nitrobencílico 

con un grupo disulfuro 6, que se puede activar y acoplar con la doxorrubicina de 

forma similar que el alcohol 4,5-dimetoxi-2-nitrobencílico.  



Resultados y Discusión 

86 

 

 

Figura 9. Síntesis del profármaco 8 a partir de la vainillina. 

El compuesto 8 también se caracterizó por HPLC, TLC, espectroscopia UV-

Visible y RMN, confirmándose su estructura química y su pureza. En el 

cromatograma se muestran dos señales a los tiempos de elución de 29.2 y 29.5 min 

correspondientes con los diateroisómeros del compuesto 8 (Figura 10). Los 

desplazamientos químicos de 1H y 13C en los espectros de RMN se asignaron a la 

estructura química del profármaco 8 y de los productos intermedios de la síntesis, 

utilizando también los experimentos multipulsos y bidimensionales (Materiales y 

Métodos). 
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Figura 10. Análisis por HPLC del compuesto 8 sintetizado a partir de la vainillina.  

Las AuNSts se funcionalizaron con el profármaco dispersándolas en una 

disolución del compouesto 8 en tetrahidrofurano (THF) y luego se lavaron para 

eliminar las moléculas que no se asociaron a la superficie de las nanopartículas 

(AuNSt@(MFL-Dox)2). Las imágenes de TEM y los espectros de absorción de las 

nanopartículas antes y después de la modificación con el profármaco se muestran en 

la Figura 11. La banda LSPR de las AuNSts se desplaza ligeramente a mayores 

longitudes de onda,[182] después que las nanopartículas se modificaron con el 

compuesto 8. La posición de la banda LSPR de los electrones de las puntas es 

altamente dependiente del tamaño y la morfología de las AuNSts y del índice de 

refracción local.[26, 60, 183-184] Las mediciones del diámetro hidrodinámico y del 

potencial zeta de las nanopartículas por DLS también confirman la modificación 

superficial de las AuNSts con el profámaco 8. El diámetro hidrodinámico promedio 

de las nanopartículas se incrementa desde 152 a 163 nm, mientras que, el potencial 

zeta varía desde -28.5 a -24.6 mV, después del proceso de recubrimiento superficial 

(Figura 12). 
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Figura 11. Imágenes de TEM (a, b) y espectros de absorción (c) de las AuNSts y de las 

AuNSt@(MFL-Dox)2. Barras de escala: 100 nm (a); 20 nm (b). 

 

Figura 12. Distribuciones por DLS del diámetro hidrodinámico (a) y del potencial zeta 

(b) de las AuNSts y AuNSt@(MFL-Dox)2. 

La suspensión de las nanopartículas funcionalizadas con el profármaco 8 

(AuNSt@(MFL-Dox)2) se irradió con un láser de 808 nm a 1 W cm-2, mientras que 

se utilizó una muestra control que no se irradió (Figura 13). A tiempos de irradiación 

predeterminados las muestras se centrifugan y se determina la doxorrubicina 

fotoliberada en los sobrenadantes midiendo la intensidad de fluorescencia a 560 nm 

en el espectro de emisión. 

En este caso, la intensidad de fluorescencia a 560 nm también se incrementa 

cuando la doxorrubicina se libera durante la irradiación de las nanopartículas, 

mientras que la intensidad de fluorescencia de la muestra control no varía 

considerablemente (Figura 14). Comparada con la fotoactivación del profármaco 2, 
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se obtiene un perfil de fotoliberación de la doxorrubicina similar. Sin embargo, 

utilizando este sistema se fotoliberó una cantidad de doxorrubicina  menor (1.3 µM), 

debido a que el número de moléculas del compuesto 8 unidas directamente a la 

superficie de las AuNSts y que pueden fotodescomponerse generando la 

doxorrubicina, está limitado por el tamaño de las moléculas y el área superficial de 

las partículas (Figura 13). En el caso de la activación del profármaco 2, se puede 

generar mayor cantidad de doxorrubicina cuanto mayor número de moleculas hayan 

en la disolución. 

 

Figura 13. Fotoliberación de doxorrubicina activada por la radiación NIR utilizando las 

nanopartículas AuNSt@(MFL-Dox)2. 
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Figura 14. Espectros de fluorescencia de los sobrenadantes de las muestras control (a) e 

irradiada (b) a diferentes tiempos de irradiación de las nanopartículas AuNSt@(MFL-Dox)2 

y perfil de fotoliberación de doxorrubicina (c). 

Estos resultados muestran que la absorción multifotónica de la radiación NIR y 

la foto-descomposición de los profármacos de la doxorrubicina con un espaciador 2-

nitrobencílico en presencia de las AuNSts, puede ocurrir incluso cuando las 

moléculas fotolábiles no estan unidas directamente a la superficie de las 

nanopartículas, aunque es necesario que las moléculas estén cerca a la superficie de 

las AuNSts donde se produce una gran intensificación del campo electromagnético 

debido a la excitación de la LSPR. 

Fotoactivación de los profármacos de la doxorrubicina en células 

Los experimentos de disociación molecular multifotónica con radiaciones NIR 

de los profármacos de la doxorrubicina utilizando AuNSts en células HeLa se 

realizaron para evaluar la potencial aplicación de estos nanomateriales híbridos en la 

terapia del cáncer. Las células se incubaron por 48 h con la doxorrubicina, el 

compuesto 2 y el compuesto 8 a diferentes concentraciones. La viabilidad celular se 

determinó utilizando el ensayo WST-1 después del período de incubación (Figura 

15). El valor del IC50 de la doxorrubicina se determinó en 1 µM, mientras que los 

valores del IC50 de los compuestos 2 y 8 son 100 veces mayores que el de la 

doxorrubicina lo que indica un efecto significativo de los profármacos para su 

utilización farmacológica ya que muestran una reducción significativa de la 

toxicidad comparada con la doxorrubicina. 
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Figura 15. Viabilidad de las células HeLa en presencia de Dox, el compuesto 2 (a) y el 

compuesto 8 (b). 

 También, se evaluó la interacción de las nanopartículas con las células HeLa 

monitoreando la internalización celular de ambas nanopartículas por TEM (Figura 

16 y 17). En las imágenes se puede observar que las nanopartículas se internalizan 

en las células eficientemente después de la incubación de las células con la 

suspensión de las nanopartículas en DMEM. Además, las células se co-incubaron 

con el compuesto 2 y las AuNSts o se incubaron con las nanopartículas 

AuNSt@(MFL-Dox)2. Las AuNSts y las nanopartículas AuNSt@(MFL-Dox)2 no 

mostraron citotoxicidad hacia las células HeLa, hasta que se irradian con un láser de 

808 nm a diferentes densidades de potencia por 15 min y se incuban durante 48 h. 

En este caso, la viabilidad celular disminuye debido a que se produce la foto-

disociación molecular de los profármacos en presencia de las AuNSts y la formación 

de la doxorrubicina (Figura 18). A bajas potencias, la reducción de la viabilidad 

celular es más marcada cuando se irradia el profármaco 2 en presencia de las 

AuNSts, comparada con la irradiación de las nanopartículas AuNSt@(MFL-Dox)2. 

Este comportamiento se debe a que la cantidad del profármaco 2 en disolución que 

se fotodescompone generando la doxorrubicina es mayor que la cantidad del 

profármaco 8 unido a la superficie de las nanopartículas AuNSt@(MFL-Dox)2 que 

se descompone liberando la doxorrubicina. 
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Figura 16. Imágenes de TEM de las células HeLa después de la incubación con las AuNSts. 

Barras de escala: 5 µm (a), 2 µm (c), 500 nm (b), 200 nm (d). 

 

Figura 17. Imágenes de TEM de las células HeLa después de la incubación con las 

nanopartículas AuNSt@(MFL-Dox)2. Barras de escala: 5 µm (a), 2 µm (c), 500 nm (b,d) 
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Figura 18. Viabilidad de las células HeLa co-incubadas con el compuesto 2 y las AuNSts 

o incubadas con las nanopartículas AuNSt@(MFL-Dox)2 después de la irradiación con un 

láser de 808 a diferentes potencias por 15 min. 

También, se realizó un experimento de foto-activación de la doxorrubicina en las 

células HeLa, utilizando la microscopía de barrido láser confocal. Las células se co-

incubaron con el compuesto 2 y las AuNSts y con las nanopartículas AuNSt@(MFL-

Dox)2 durante 2 h, luego se irradiaron con un láser de 808 nm y se incubaron por 2 

h adicionales. Los núcleos de las células se marcan con el fluoróforo Hoechst 33342 

y se monitorea la presencia intracelular de la doxorrubicina midiendo las señales de 

fluorescencia de ambos fluoróforos en el microscopio confocal. En la Figura 19 no 

se observa una señal de fluorescencia de la doxorubicina apreciable en las muestras 

no irradiadas. Por el contrario, se aprecia un aumento de la señal de fluorescencia de 

la doxorrubicina después de la irradiación de ambos sistemas. Estos resultados 

corroboran que se produce la foto-activación intracelular de la doxorrubicina 

después la irradiación NIR de los profármacos en presenica de las nanoestrellas, 

provocando la disminución de la viabilidad celular, lo cual complementa los 

resultados discutidos con anterioridad. 
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Figura 19. Fotoactivación de la Dox después de la irradiacion NIR del compuesto 2 en 

presencia de las AuNSt y de las nanopartículas AuNSt@(MFL-Dox)2 en las células HeLa, 

empleando la microscopía de barrido láser confocal. De izquierda a derecha: señales de 

fluorescencia del marcador de ADN (Hoechst 33342), la doxorrubicina (Dox) y señales 

conjuntas (Unión). De arriba a abajo: células control (Control), células no irradiadas después 

de la co-incubación con el compuesto 2 y las AuNSt (AuNSt + compuesto 2), células 

irradiadas después de la co-incubación con el compuesto 2 y las AuNSt (AuNSt + compuesto 

2 + Láser), células no irradiadas después de la incubación con las nanopartículas 

AuNSt@(MFL-Dox)2 (AuNSt@(MFL-Dox)2), células irradiadas después de la incubación 

con las nanopartículas AuNSt@(MFL-Dox)2  (AuNSt@(MFL-Dox)2  + Láser). Barras de 

escala: 50 µm. 
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Figura 20. Foto-activación de la Dox después de la irradiación in situ a 633 nm del 

compuesto 2 en presencia de las AuNSt en las células HeLa, empleando la microscopía de 

barrido láser confocal. De arriba a abajo: señales de fluorescencia del marcador de ADN 

(Hoechst 33342), la doxorrubicina (Dox) y señales conjuntas (Unión). De izquierda a 

derecha: antes de irradiar (0 seg), irradiación por 90 seg (90 seg) y después de irradiar (300, 

420 seg). Barras de escala: 10 µm. 

Por último, se realizaron experimentos de fotoactivación intracelular de la 

doxorrubicina utilizando el láser del microscopio confocal para irradiar in situ las 

células incubadas con ambos sistemas a 633 nm. En la Figura 20 se observa un 

incremento gradual de la señal de fluorescencia de la doxorrubicina después de la 

irradiación durante 90 seg de las células co-incubadas con las AuNSt y el compuesto 

2. Este resultado demuestra también, la fotoexcitación multifotónica del compuesto 

2 en presencia de las AuNSts que conduce finalmente a la generación intracelular de 

la doxorrubicina. Un comportamiento similar se observa en la Figura 21 para las 

nanopartículas AuNSt@(MFL-Dox)2. 
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Figura 21. Foto-activación de la Dox después de la irradiación in situ a 633 nm de las 

nanopartículas AuNSt@(MFL-Dox)2 en las células HeLa, empleando la microscopía de 

barrido láser confocal. De arriba a abajo: señales de fluorescencia del marcador de ADN 

(Hoechst 33342), la doxorrubicina (Dox) y señales conjuntas (Unión). De izquierda a 

derecha: antes de irradiar (0 seg), irradiación por 90 seg (90 seg) y después de irradiar (300, 

420 seg). Barras de escala: 20 µm. 

Estos resultados muestran que la utilización conjunta de las AuNSts, los 

profármacos de la doxorrubicina con un espaciador 2-nitrobencílico y las radiaciones 

NIR, permite superar los inconvenientes asociados con las elevadas potencias de 

irradiación requeridas para producir la absorción multifotónica de las moléculas 

orgánicas y por lo tanto mejorar la quimioterapia basada en el tratamiento con 

doxorrubicina del cáncer. Además, el empleo de nanosistemas similares puede 

extenderse en la terapia del cáncer, utilizando diferentes nanopartículas de oro 

anisotrópicas, longitudes de onda del láser NIR, agentes quimioterapéuticos y 

espaciadores fotolábiles. 
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2.3. Conclusiones 

En este trabajo se describió un nuevo mecanismo para la foto-activación de dos 

profármacos de la doxorrubicina basado en la disociación molecular multifotónica 

activada por radiaciones NIR de un espaciador 2-nitrobencílico en presencia de las 

AuNSts. Se sintetizó uno de los profármacos mediante la modificación química de 

la doxorrubicina con el alcohol 4,5-dimetoxi-2-nitrobencílico a través de un enlace 

carbamato. La absorción multifotónica y la disociación de este profármaco en 

presencia de las AuNSts durante la irradiación NIR produce la formación de la 

doxorrubicina, que se evidenció mediante el análisis por HPLC de la muestra 

irradiada. Se sintetizó otro profármaco con un espaciador 2-nitrobencílico y un grupo 

disulfuro a partir de la vainillina. Se modificaron las AuNSts con este compuesto y 

se irradiaron utilizando el láser de 808 nm. La fotoliberación de la doxorrubicina se 

demostró mediante espectroscopía de fluorescencia, debido también a la disociación 

multifotónica del espaciador 2-nitrobencílico. El proceso foto-redox en los 

profármacos activado por la radiación NIR en presencia de las AuNSts puede ocurrir 

incluso cuando las moléculas fotolábiles no están unidas directamente a la superficie 

de las nanopartículas. Tanto los profármacos de la doxorrubicina como las 

nanopartículas AuNSts y AuNSt@(MFL-Dox)2 no mostraron citotoxicidad hacia las 

células HeLa, hasta que se irradiaron con un láser de 808 nm que provoca la foto-

ruptura de los profármacos en presencia de las AuNSts y la liberación de la 

doxorrubicina. El funcionamiento adecuado de estos materiales híbridos se basa en 

el empleo de las AuNSts que favorecen la absorción multifotónica de la radiación 

NIR y la foto-ruptura del espaciador 2-nitrobencílico que produce la liberación de la 

doxorrubicina. El uso de estos sistemas permite superar las limitaciones asociadas 

con las elevadas potencias de irradiación requeridas para producir la absorción 

multifotónica en moléculas orgánicas y mejorar la quimioterapia basada en el 

tratamiento con doxorrubicina. 
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Capítulo 3. Sistemas de fotoliberación de fármacos basados en 

nanopartículas Janus y nanoestrellas de oro cubiertas de una capa de sílice 

activada por la disociación molecular multifotónica de móleculas fotolábiles con 

un espaciador 2-nitrobencílico 

En este capítulo se desarrollan dos sistemas de fotoliberación de doxorrubicina 

basados en la foto-ruptura de un espaciador 2-nitrobencílico activada por radiaciones 

NIR utilizando nanopartículas Janus formadas por nanoestrellas de oro y 

nanopartículas mesoporosas de sílice (AuNSt-MSNP) y AuNSts recubiertas de una 

capa mesoporosa de sílice. Se sintetizó a partir de la vainillina una molécula fotolábil 

con un grupo tiol y que tiene asociado el ácido succínico. Esta molécula se utilizó 

para la preparación de las nanopartículas Janus N1 (AuNSt-MSNP) funcionalizadas 

en la superficie de la sílice con un complejo supramolecular entre el benzimidazol y 

la β-ciclodextrina (Bzi-CD) que actúa como puerta molecular sensible a los cambios 

de pH. La irradiación NIR de estas nanopartículas híbridas produce la foto-ruptura 

de la molécula fotolábil sobre la superficie de las AuNsts y la generación del ácido 

succínico que a su vez provoca la disociación del complejo Bzi-CD y la liberación 

de la doxorrubicina encapsulada en las MSNPs. Además, se acopló una molécula de 

polietilenglicol (PEG) con un espaciador 2-nitrobencílico y con un grupo carboxilo, 

previamente sintetizado a partir de la vainillina, a la superficie de las nanopartículas 

AuNSt@mSiO2 modificada previamente con grupos aminos (nanopartículas N2). 

Este PEG modificado puede actuar como puerta molecular fotosensible que evita la 

liberación de la carga encapsulada en la capa de sílice. La irradiación NIR de estas 

nanopartículas N2 produce la fotodescomposicion del espaciador 2-nitrobencílico y 

la liberación de las cadenas de PEG ancladas sobre la superficie externa de los poros, 

conduciendo finalmente a la difusión de la Dox encapsulada desde el interior de la 

capa mesoporosa hacia el medio. Ambas nanopartículas N1 y N2, no mostraron 

citotoxicidad hacia las células HeLa hasta que se irradiaron con un láser de 808 nm 

que produce en primer lugar la fotodescomposición de las moléculas fotolábiles que 

conduce en última instancia a la liberación del fármaco encapsulado. 
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3.1. Introducción 

El desarrollo de sistemas de liberación de fármacos capaces de liberar la carga 

debido a la aplicación de un estímulo específico ha atraído la atención en los últimos 

años debido a su potencial aplicación en biomedicina.[117-118] Entre los 

nanomateriales preparados con  ese propósito,[119-120] las nanopartículas mesoporosas 

de sílice son excelentes candidatas para encapsular eficientemente el fármaco ya que 

poseen poros de tamaños definidos y elevados volúmenes específicos de poro y área 

específica superficial. Además, estas nanopartículas pueden funcionalizarse en la 

superficie externa con entidades químicas y supramoleculares que actúan como 

puertas moleculares evitando la difusión del fármaco desde el interior de los poros 

hacia el medio y permitiendo su posterior liberación en presencia de un estímulo 

predeterminado.[27]  

El empleo de la irradiacion con luz como estímulo para activar la liberación de 

fármacos encapsulados se ha descrito con frecuencia en la terapia del cáncer debido 

a que la liberación puede definirse espacial y temporalmente mediante un ajuste 

preciso del área y la duración del estímulo luminoso.[27] Se llevan a cabo numerosas 

investigaciones encaminadas a desarrollar nanoparticulas híbridas que puedan 

simultáneamente, almacenar el fármaco eficientemente y activar un mecaismo para 

su fotoliberación. En este sentido, se han empleado recientemente moléculas 

fotolábiles para la activación remota y la liberación de ciertos fármacos asociados a 

diferentes nanopartículas.[203-204, 228-229] Sin embargo, la fotodisociación molecular 

requiere el empleo de radiaciones de alta energía que limitan su empleo en 

aplicaciones clínicas.[205] La absorción multifotónica de las radiaciones NIR 

constituye una alternativa atractiva para el empleo de las moléculas fotolábiles en 

aplicaciones biológicas debido a que las radiaciones NIR poseen una mayor 

penetración en los tejidos y no provocan daños en estos.[230-232] Aunque se ha descrito 

el empleo de materiales poliméricos y nanopartículas mesoporosas de sílice donde 

se produce la absorción de dos fotones de radiación NIR,[206, 233] las foto-reacciones 

activadas por este proceso son lentas debido a la pequeña sección transversal de 

absorción multifotónica de los cromóforos empleados.[219-220] La intensificación del 
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campo eléctrico producido por la resonania plasmónica superficial localizada en las 

nanopartículas metálicas, permite superar los inconvenientes asociados con la 

elevada potencia de irradiación requerida para producir la absorción multifotónica 

en moléculas orgánicas.[207-209, 234]  La excitación de la LSPR de las AuNSts en la 

region NIR produce una fuerte intensificación del campo electromagnético en sus 

puntas agudas[41] que podría favorecer la absorción multifotónica en moléculas 

cercanas a la superficice de las nanopartículas. Teniendo en cuenta estos aspectos 

pueden desarrollarse sistemas de fotoliberacion de fármacos utilizando AuNSts 

basados en la absorción multifotónica de la radiación NIR en moléculas que 

absorben en el intervalo 300-400 nm. Los derivados 2-nitrobencílicos se han 

utilizado extensamente como grupos protectores fotosensibles[217-218] en la síntesis de 

péptidos, carbohidratos y oligonucleótidos.[210, 212-213] El espaciador 2-nitrobencílico 

también se ha utilizado en la preparación de sistemas de fotoliberación basados en 

MSNPs funcionalizadas con puertas moleculares.[235-237] Sin embargo no se han 

reportado sistemas de fotoliberacion de fármacos basados en la disociación 

multifotónica activada por la radiación NIR de moléculas fotolábiles que combinen 

las AuNSts y las MSNPs. Se han preparado nanoparticulas híbridas compuestas de 

Au y silice mesoporosa con diferentes morfologías tales como las nanopartículas tipo 

núcleo-capa[5, 17, 194] y nanopartículas Janus[142, 144, 238], para aplicaciones de liberación 

de fármacos, detección de especies químicas y comunicación entre partículas. En 

este trabajo se desarrollan dos sistemas de fotoliberación de doxorrubicina basados 

en la foto-ruptura de un espaciador 2-nitrobencílico activada por las radiaciones NIR 

utilizando nanopartículas Janus AuNSt-MSNP y nanopartículas mesoporosas con un 

núcleo de AuNSt (AuNSt@mSiO2). 

3.2. Resultados y discusión 

Fotoliberación de doxorrubicina utilizando nanopartículas Janus AuNSt-MSNP 

En la Figura 1 se muestra la representación del nanodispositivo N1 sintetizado 

en este trabajo basado en las nanopartículas Janus AuNSt-MSNP. La superficie de 

las AuNSts se funcionaliza con el compuesto 2-nitrobencílico 10 (Figura 2) y las 

MSNPs se cargan con doxorubicina (Dox) y se funcionaliza la superficie externa de 
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los poros con el complejo benzimidazol@β-ciclodextrina (Bzi@CD) que actúa como 

puerta molecular sensible al pH.[142, 239-241] En un medio neutro (pH=7) el 

benzimidazol es hidrófobo y puede interactuar supramolecularmente con la cavidad 

hidrofóbica de la β-ciclodextrina formándose un complejo de inclusión (Kest=102 M-

1) sobre la superficie de las nanopartículas que bloquea los poros y evita la difusion 

del fármaco encapsulado. Cuando el pH disminuye localmente cerca de las 

nanopartículas, el benzimidazol se protona, debilitándose la interacción 

supramolecular con la β-ciclodextrina lo que provoca la disociación del complejo y 

la difusión del fármaco desde el interior de los poros. 

 

Figura 1. Representación del nanodispositivo N1 basado en las nanopartículas Janus 

AuNSt-MSNP utilizado para la fotoliberación de la Dox empleando radiaciones NIR. 
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En este sistema la puerta molecular ensamblada sobre la superficie de la MSNP 

y la molecula efectora (estímulo que activa o induce la liberación) unida a la 

superficie de las AuNSts a través del espaciador 2-nitrobencílico están en la misma 

nanopartícula anisótropa pero en caras opuestas. En la superficie de la AuNSt se 

produce la fotorruptura multifotónica molecular del compuesto fotolábil durate la 

irradiación con un láser NIR debido a la gran intensificación del campo 

electromagnético producido en las puntas agudas de las AuNSt. En este proceso se 

genera ácido succínico que provoca la disociación del complejo supramolecular 

(producto a la protonación del benzimidazol) en las MSNPs y la liberación de la 

doxorrubicina. 

En primer lugar, se sintetizó a partir de la vainillina el compuesto fotolábil 10 con 

un espaciador 2-nitrobencílico y un grupo tiol, y que tiene asociado el ácido 

succínico, utilizando un procedimiento similar a los reportados en la literatura.[227] 

El alcohol bencílico 5 se obtuvo utilizando el mismo procedimiento descrito en el 

capítulo 2. La amidación del compuesto 5 con la cisteamina produce un alcohol 2-

nitrobencílico con un grupo tiol 9, que se puede acoplar con el anhídrido succínico 

para producir la molécula fotolábil 10 (Figura 2). Este compuesto y los productos 

intermedios se caracterizaron por espectroscopía FT-IR y RMN (Materiales y 

Métodos).  

 

Figura 2. Síntesis de la molécula fotolábil 10 con un espaciador 2-nitrobencílico. 

Las AuNSts se obtienen utilizando el metodo de crecimiento de semillas en una 

disolución de PVP en DMF.[44, 113] Este protocolo se basa en la reducción del 

complejo AuCl4
- por la DMF y la consiguiente deposición de los átomos de Au sobre 

las AuNP que actúan como semillas. Se sintetizaron AuNSts de 120 nm a partir de 

AuNPs de 15 nm. La superficie de las AuNSts se funcionalizó con el compuesto 10, 
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dispersando las nanopartículas en una disolución del compuesto fotolábil. 

Finalmente, las partículas se centrifugaron y se lavaron varias veces para eliminar 

las moléculas que no se unieron a la superficie, obteniéndose las nanopartículas 

AuNSt@MFL-COOH, que se utilizaron posteriormente para la preparación del 

nanodispositivo N1. Las imágenes de TEM y los espectros de absorción de las 

nanopartículas se muestran en la Figura 3. Las AuNSts tienen una banda de 

absorción en la región NIR, asociada a la LSPR de los electrones de las puntas,[182] 

cuya posición se desplaza batocrómicamente cuando las nanopartículas se modifican 

con el compuesto 10 debido que la posición de la banda LSPR  depende del índice 

de refracción superficial.[26, 60, 183-184]  

 

Figura 3. Imágenes de TEM (a,b) y espectros de absorción (c) de las nanopartículas 

AuNSt@MFL-COOH. Barras de escala: 100 nm (a); 20 nm (b). 

Las mediciones del diámetro hidrodinámico y del potencial zeta de las 

nanopartículas por DLS también confirman la modificación superficial de las 

AuNSts con el compuesto 10. El diámetro hidrodinámico promedio de las 

nanopartículas varía desde 187 hasta 158 nm, mientras que, el potencial zeta 

disminuye desde -27.6 a -30.5 mV, después del recubrimiento superficial (Figura 

4). El decremento del diámetro hidrodinámico promedio de las AuNSt después de la 

modificacion superficial puede deberse a que se incrementa la repulsión entre las 

partículas modificadas con el ligando aniónico, lo que evita la formación de 

agregados y por consiguiente disminuye la polidispersión de tamaños. La formación 

de agregados entre las particulas no modificadas superficialmente provoca un 

incremento de la polidispersión, por lo cual el valor del diámetro hidrodinámico 

promedio puede ser mayor que el diámetro de las AuNSt determinado por TEM. 
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Figura 4. Distribuciones por DLS del diámetro hidrodinámico (a) y del potencial zeta (b) 

de las AuNSts y AuNSt@MFL-COOH. 

Las nanopartículas Janus AuNSt-MSNP se sintetizaron utilizando un protocolo 

similar al empleado en la síntesis de nanopartículas Janus basadas en nanoesferas de 

oro y nanopartículas mesoporosas de sílice.[143, 240, 242] En este procedimiento se 

utiliza como plantilla una emulsion Pickering cuya fase hidrófoba está compuesta de 

una cera de parafina.[146, 148] Las nanopartículas mesoporosas de sílice (estructura 

mesoporosa del tipo MCM-41) se preparan mediante hidrólisis alcalina y posterior 

condensación del tetraetoxisilano (TEOS) utilizando el bromuro de 

cetiltrimetilamonio (CTAB) como plantilla (Figura 5).  

 

Figura 5. Imágenes de TEM de las MSNPs. Barras de escala: 500 nm (a), 100 nm (b). 
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El patrón de difracción de rayos X a ángulos bajos (PXRD) de las MSNPs 

muestra tres máximos a 2θ = 2.50, 4.23 and 4.87 o que pueden ser indexados a los 

planos de difracción (100), (110) y (200) de la celda unidad hexagonal de los 

materiales mesoposorosos, respectivamente (Figura 6a).[129] Además, se obtuvieron 

las isotermas de adsorción-desorción de N2 de las nanopartículas que muestran la 

forma tipo IV típica de materiales mesoporosos.[201] A partir de estas isotermas se 

determinó el área superficial BET, el tamaño promedio de los poros y el volumen 

específico cuyos valores son 1088 m2 g-1, 2.5 nm y 1.05 cm3 g-1, respectivamente 

(Figura 6b).[124, 129] 

 

Figura 6. Patrón de difracción de rayos X (a) e isotermas de adsorción-desorción de N2 

(b) de las MSNPs (Recuadro: distribución del tamaño de poros). 

Después del proceso de calcinación de las MSNPs para eliminar el surfactante, la 

superficie de estas se enmascaran parcialmente confinándolas en la interfase de la 

emulsión Pickering y se funcionaliza la superficie expuesta con el (3-

mercaptopropil)trietoxisilano. Antes de unir las nanopartículas AuNSt@MFL-

COOH a la superficie de las MSNPs funcionalizada con grupos tioles, se disolvió la 

parafina lavando las partículas con hexano y se funcionalizó el resto de la superficie 

con el (3-iodopropil)trimetoxisilano y el benzimidazol. Luego se cargaron las 

nanopartículas con la doxorrubicina y se modificaron con la β-ciclodextrina 
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recubriéndose los poros con el complejo supramolecular que se forma entre el 

benzimidazol unido covalentemente a la superficie de las nanopartículas y la β-

ciclodextrina. Las mediciones del potencial zeta de las MSNPs por DLS confirman 

las sucesivas modificaciones de la superficie de las nanopartículas. El potencial zeta 

decrece gradualmente durante la modificación superficial de las MSNPs (HS-

MSNP: -23.4 mV) con el (3-iodopropil)trimetoxisilano (HS-MSNP-I: -33.2 mV)  y 

el benzimidazol (HS-MSNP-Bzi: -37.8 mV). Sin embargo, el potencial zeta se 

incrementa desde -37.8 (HS-MSNP-Bzi) a -13.8 mV (HS-MSNP@Dox@Bzi-CD) 

después del cargado con la doxorrubicina y la funcionalización superficial con la β-

ciclodextrina, debido a la presencia del fármaco catiónico dentro de los canales 

mesoporosos y a la formación del complejo Bzi-CD en la superficie externa de las 

nanopartículas (Figura 7). Además, se determinó la fracción de materia orgánica 

total en las nanopartículas HS-MSNP@Dox@Bzi-CD por análisis 

termogravimétrico, obteniéndose un valor de 9.5 %. 

 

Figura 7. Distribuciones por DLS del potencial zeta de las nanopartículas HS-MSNP, 

HS-MSNP-I, HS-MSNP-Bzi y HS-MSNP@Dox@Bzi-CD. 
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Finalmente, se asocian las nanopartículas AuNSt@MFL-COOH a las 

nanopartículas HS-MSNP@Dox@Bzi-CD para obtener las nanopartículas Janus 

N1. En la Figura 8 se muestran las imágenes de TEM y HR-TEM de las 

nanopartículas Janus N1. Se realizó un análisis detallado de la morfología de las 

nanopartículas observándose que las AuNSts y las MSNPs están unidas en 

determinadas zonas de la superficie de ambas partículas formando una interfase bien 

definida (Figura 8 l, o). Además, se determinó la composición de las nanopartículas 

mediante un análisis elemental por EDXS a partir de las imágenes de DF-STEM 

(Figura 9 y 10).  
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Figura 8. Imágenes de TEM (a,b,c,d,e,f,g,h,i) y HR-TEM (j,k,l,m,n,o) de las 

nanopartículas Janus N1. Barras de escala: 100 nm (a,b,c), 20 nm (d,e,f,g,h,i). 
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Figura 9. Imágenes de DF-STEM y mapa de elementos de Au, Si y C por EDXS de las 

nanopartículas Janus N1. Barras de escala: 50 nm. 

 

Figura 10. Imágenes de DF-STEM y análisis elemental de Au, Si y O por EDXS de las 

nanopartículas Janus N1. Barras de escala: 50 nm. 
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En la Figura 11 se muestra el espectro de absorción y el patrón de difracción de 

rayos X de las nanopartículas Janus N1. Las nanopartículas poseen un máximo de 

absorción a 810 nm que coincide con la longitud de onda del láser utilizado en los 

experimentos de fotoliberación de doxorrubicina. El patrón de difracción de rayos X 

a angulos bajos (PXRD) de las nanopartículas Janus también muestra un máximo a 

2θ = 2.50o que se indexa al plano de difracción (100) de la celda unidad hexagonal 

de las MSNPs.[124, 129] En el patrón de difracción a ángulos altos se observan 4 

máximos a 2θ = 38.21, 44.48, 64.76 and 77.74o, que se indexan a los planos de 

difracción (111), (200), (220), and (311) del retículo cúbico centrado en las caras del 

Au, respectivamente.[142, 240, 243] 

 

Figura 11. Espectro de absorción (a) y patrón de difracción de rayos X (b) de las 

nanopartículas Janus N1. 

También se midieron por DLS el diámetro hidrodinámico y el potencial zeta de 

las nanopartículas Janus N1. El diámetro hidrodinámico promedio y el potencial zeta 

tomaron valores de 188 nm y -27.5 mV, respectivamente (Figura 12). Además, se 

determinó la fracción de materia orgánica total en las nanopartículas Janus N1 por 

análisis termogravimétrico, obteniéndose un valor de 4.8 %. 



Resultados y Discusión 

111 

 

 

Figure 12. Distribuciones por DLS del diámetro hidrodinámico (a) y del potencial zeta 

(b) de las nanopartículas AuNSt@MFL-COOH, HS-MSNP@Dox@Bzi-CD y Janus N1. 

Para llevar a cabo los experimentos de fotoliberación de doxorrubicina, la 

suspensión de nanopartículas Janus N1 se irradió con el láser de 808 nm a 1 W cm-

2, mientras que se utiliza una muestra control que no se irradia. La fotoliberación de 

doxorrubicina utilizando estas nanopartículas se determinó mediante la 

espectroscopía de fluorescencia, centrifugando las nanopartículas a tiempos de 

irradiación predeterminados y midiendo el espectro de los sobrenadantes. Como 

puede observarse en la Figura 13, la liberación de doxorrubicina fue casi nula 

cuando las partículas no se irradian (curva de color negro). Sin embargo, se produce 

una liberación apreciable de doxorrubicina después de la irradiación de las 

nanopartículas Janus N1 (curva de color rojo). La irradiación NIR de las 

nanopartículas Janus produce la foto-ruptura del espaciador 2-nitrobencílico y la 

generación del ácido succínico en la superficie de las AuNSts provocando la 

disociación del complejo supramolecular Bzi-CD, la apertura de los poros y la 

liberación de la Dox encapsulada en las MSNPs (Figura 1). Durante la irradiación 

las moléculas fotolábiles unidas a la superficie de las AuNSts absorben dos fotones 

de baja energía que activan el proceso foto-redox en el anillo aromático 

produciéndose la reducción del grupo nitro y la oxidación del carbono bencílico 

conduciendo finalmente a la ruptura del enlace C-O y a la formación del ácido 

succínico. 
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Para comprobar el mecanismo de fotoliberación descrito anteriormente, también 

se realizaron experimentos de fotliberación de doxorrubicina similares, utilizando 

nanopartículas Janus cuyas AuNSts no se modificaron con el compuesto 10 (muestra 

control: curva de color zul; muestra irradiada: curva de color verde). En este caso no 

se produce una fotoliberación apreciable de doxorrubicina debido a que no esta 

presente la molécula efectora en la superficie de las AuNSts, lo que corrobora el 

mecanismo de fotoliberación descrito anteriormente basado en la 

fotodescomposición de la molécula fotolábil 10 sobre la superficie de las AuNSts, la 

consecuente generación de ácido succínico y la disocicación del complejo Bzi-CD 

en la superficie de los poros de las MSNPs. 

 

Figura 13. Fotoliberación de doxorrubicina con radiaciones NIR utilizando 

nanopartículas Janus N1 (muestra control: curva de color negro; muestra irradiada: curva de 

color rojo) y nanopartículas Janus que no fueron funcionalizadas con el compuesto fotolábil 

10 (muestra control: curva de color azul; muestra irradiada: curva de color verde).  
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Para evaluar la potencial aplicación de las nanopartículas Janus N1 en la terapia 

del cáncer se realizaron experimentos de fotoliberación de doxorrubicina en las 

células HeLa. Primero se evaluó la interacción de las nanopartículas con las células 

HeLa monitoreando la internalización celular de las nanopartículas por TEM 

(Figura 14). En las imágenes se puede observar que las nanopartículas se 

internalizan en las células eficientemente después de la incubación de las células con 

la suspensión de las nanopartículas en DMEM. 

 

Figura 14. Imágenes de TEM de las células HeLa después de la incubación con las 

nanopartículas Janus N1. Barras de escala: 5 µm (a), 2 µm (c), 200 nm (b,d). 

Las células se incubaron con las nanopartículas a diferentes concentraciones por 

48 h y se determino la viabilidad celular después del período de incubación 

utilizando el ensayo WST-1. Las nanopartículas Janus N1 no mostraron 

citotoxicidad hacia las células HeLa, lo que demuestra que la doxorrubicina está 

eficientemente encapsulada en el interior de las MSNPs (Figura 15a). Además, las 

células se incubaron con las nanopartículas Janus N1 o con nanopartículas similares 

que no están cargadas con la doxorrubicina. Luego se irradiaron con un láser de 808 
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nm a diferentes potencias y finalmente se incubaron por 48 h antes de medir la 

viabilidad celular. Como se observa en la Figura 15b, la viabilidad celular 

disminuye después de la irradiación a bajas potencias de las nanoparticulas Janus N1 

debido a la fotoliberación de la doxorrubicina, mientras que la viabilidad de las 

células incubadas con las nanopartículas Janus que no están cargadas con 

doxorrubicina, permanece constante después de la irradiación, comparándose en 

ambos casos con las muestras no irradiadas. Sin embargo, para el caso de estas 

últimas nanopartículas, la viabilidad celular decrece después de la irradiación a altas 

potencias debido al efecto de la hipertermia.  

 

Figure 15. Viabilidad de las células HeLa en presencia de las nanoparticulas Janus N1 a 

diferentes concentraciones (a). Viabilidad de las células HeLa en presencia de las 

nanopartículas Janus N1 y de las nanopartículas Janus que no están cargadas con 

doxorrubicina después de la irradiación con el láser de 808 nm a diferentes densidades de 

potencia por 10 min (b). 

En la Figura 16 se muestran los perfiles de temperatura de las suspensiones de 

las nanopartículas durante la irradiación a diferentes potencias. Se puede apreciar 

que la temperatura de la suspensión alcanza los 45 oC después de 10 min de 

irradiación a 3 W cm-2. Además, la disminución acentuada de la viabilidad celular 

cuando se irradian las nanopartículas Janus N1 a altas potencias se debe al efecto 

sinérgico de la hipertermia y la quimioterapia. 
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Figura 16. Variación de la temperatura de la suspensión de las nanopartículas Janus N1 

durante la irradiación NIR a diferentes densidades de potencia del láser. 

También, se realizó un experimento de fotoliberación de la doxorrubicina en las 

células HeLa, utilizando la microscopía de barrido láser confocal. Las células se 

incubaron con las nanopartículas Janus N1 durante 2 h, luego se irradiaron con un 

láser de 808 nm y se incubaron por 2 h adicionales. Los núcleos de las células se 

marcan con el fluoróforo Hoechst 33342 y se monitorea la presencia intracelular de 

la doxorrubicina midiendo las señales de fluorescencia de ambos fluoróforos en el 

microscopio confocal. En la Figura 17 no se observa una señal de fluorescencia de 

la doxorubicina apreciable en las muestras no irradiadas. Por el contrario, se aprecia 

un aumento de la señal de fluorescencia de la doxorrubicina después de la irradiación 

de las células incubadas con las nanopartículas Janus N1. Estos resultados 

corroboran que se produce la fotoliberación intracelular de la doxorrubicina después 

la irradiación NIR de las nanopartículas Janus N1, que provoca la disminución de la 

viabilidad celular, complementando los resultados expuestos anteriormente. 
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Figura 17. Fotoliberación de la Dox después de la irradiacion NIR de las nanopartículas 

Janus N1 en las células HeLa empleando la microscopía de barrido láser confocal. De 

izquierda a derecha: señales de fluorescencia del marcador de ADN (Hoechst 33342), la 

doxorrubicina (Dox) y señales conjuntas (Unión). De arriba a abajo: células control (Control), 

células no irradiadas después de la incubación con las nanopartículas Janus N1 (Janus N1), 

células irradiadas después de la incubación con las nanopartículas Janus N1 (Janus N1 + 

Láser). Barras de escala: 100 µm. 

Por último, se realizaron experimentos de fotoliberación intracelular de la 

doxorrubicina utilizando el láser del microscopio confocal para irradiar in situ las 

células incubadas con las nanopartículas a 633 nm. En la Figura 18 se observa un 

incremento gradual de la señal de fluorescencia de la doxorrubicina después de la 



Resultados y Discusión 

117 

 

irradiación durante 90 seg de las células incubadas con las nanopartículas Janus N1. 

Este resultado demuestra también, que se produce la fotoexcitación multifotónica del 

compuesto 5 sobre la superficie de la AuNSt, generándose ácido succínico que activa 

la liberación de la Dox encapsulada en la MSNP, debido a la descomposición del 

complejo supramolecular Bzi-CD en la superficie externa de los poros. 

 

Figura 18. Fotoliberación de la Dox después de la irradiación in situ a 633 nm de las 

nanopartículas Janus N1 en las células HeLa empleando la microscopía de barrido láser 

confocal. De arriba a abajo: señales de fluorescencia del marcador de ADN (Hoechst 33342), 

la doxorrubicina (Dox) y señales conjuntas (Unión). De izquierda a derecha: antes de irradiar 

(0 seg), irradiación por 90 seg (90 seg) y después de irradiar (300, 420, 600 seg). Barras de 

escala: 20 µm. 

Fotoliberación de doxorrubicina utilizando nanopartículas AuNSt@mSiO2 

En la Figura 19 se muestra la representación del nanodispositivo N2 sintetizado 

en este trabajo basado en las nanopartículas AuNSt@mSiO2. Las partículas se cargan 

con doxorrubicina y la superficie externa de los poros se funcionaliza con un 

derivado fotolábil del polietilenglicol (PEG) 12 (Figura 20). Este compuesto actúa 

como puerta molecular fotosensible evitando la liberación del fármaco dentro de la 
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capa mesoporosa.[243-246] En la superficie de las nanopartículas N2 se produce la 

fotorruptura multifotónica molecular del compuesto fotolábil durante la irradiación 

con un láser NIR debido a la gran intensificación del campo electromagnético 

producido por las AuNSt. En este proceso se disocian las cadenas del PEG de la 

superficie externa de los poros provocando la liberación de la doxorrubicina. 

 

Figura 19. Representación del nanodispositivo N2 basado en las nanopartículas 

AuNSt@mSiO2 utilizado para la fotoliberación de la Dox empleando radiaciones NIR. 

En primer lugar, se sintetizó a partir de la vainillina la molécula fotolabil 12 con 

una cadena de polietilenglicol (PEG) y un grupo carboxilo de forma similar a la 

síntesis del compuesto 10. En este caso, la amidación del alcohol 2-nitrobencílico 5 

con el PEG-NH2 produce el PEG modificado con el espaciador 2-nitrobencílico 11, 
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que se acopla con el anhídrido succínico para producir el PEG fotolábil con un grupo 

carboxilo 12 (Figura 20). Estos productos se caracterizaron por espectroscopía FTIR 

y RMN.  

 

Figura 20. Síntesis de la molécula fotolábil 12 con un espaciador 2-nitrobencílico.  

Las nanopartículas AuNSt@mSiO2 se obtienen mediante el recubrimiento de las 

AuNSts con una capa mesoporosa de sílice siguiendo un procedimiento similar al 

empleado en el capítulo 1.[121, 139, 189, 194] Las nanopartículas híbridas se modifican con 

el (3-aminopropil)trietoxisilano durante el crecimiento de la capa mesoporosa de 

sílice mediante un proceso de co-condensación para obtener las nanopartículas 

AuNSt@mSiO2-NH2 (Figura 21 a,b,c). Luego se extrae el surfactante de los 

mesoporos lavando las nanopartículas con una disolución de NH4NO3 y se cargan 

con doxorrubicina. Finalmente, se recubren los poros de las nanopartículas mediante 

una reacción de amidación con el PEG fotolábil con un grupo carboxilo 12, 

previamente activado con EDC y NHS. Las imágenes de TEM de las nanopartículas 

N2 se muestran en la Figura 21 d, e, f y 22 a, b apreciándose un cambio en la 

morfología de la capa mesoporosa de sílice después de la funcionalización con el 

compuesto 12. Las partículas tienen un máximo de absorción a 850 nm debido a la 

LSPR del núcleo de las AuNSts. 
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Figura 21. Imágenes de TEM de las nanopartículas AuNSt@mSiO2-NH2 (a,b,c) y N2 

(d,e,f). Barras de escala: 100 nm (a,b,d,e), 20 nm (c,f). 

 

Figura 22. Imágenes de TEM (a,b) y espectro de absorción (c) de las nanopartículas N2. 

Barras de escala: 100 nm (a), 20 nm (b). 

Las mediciones por DLS del diámetro hidrodinámico y el potencial zeta de las 

nanopartículas, confirman la presencia de la capa de polímero recubriendo las 

nanopartículas AuNSt@mSiO2-NH2. El diámetro hidrodinámico de las 

nanopartículas se incrementa desde 296 a 301 nm después del cargado del fármaco 

y la funcionalización superficial con el PEG, mientras que el potencial zeta 

disminuye desde +35.7 a -19.0 mV debido a la modificación de los grupos aminos 

con el PEG fotolábil 12 en la superficie externa de la capa mesoporosa (Figura 23). 
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También, se determinó la fracción de materia orgánica total en las nanopartículas N2 

por análisis termogravimétrico, obteniéndose un valor de 15 %. 

 

Figura 23. Distribuciones por DLS del diámetro hidrodinámico (a) y del potencial zeta 

(b) de las nanopartículas AuNSt@mSiO2-NH2 y N2. 

Para determinar la capacidad de las nanopartículas N2 para la fotoliberación de 

la doxorrubicina activada por radiaciones NIR, se irradió la suspensión de las 

nanopartículas con un láser de 808 nm a 1 W cm-2, mientras que una muestra 

utilizada como control no fue irradiada. A determinados intervalos de tiempo se 

determina la doxorrubicina liberada midiendo los espectros de fluorescencia de los 

sobrenadantes de ambas muestras. En la Figura 24 se observa que no se produce una 

liberación de Dox apreciable cuando las nanopartículas no se irradian (curva negra). 

Sin embargo, se evidencia una liberación de doxorrubicina significativa durante la 

irradiación de las nanopartículas con un láser NIR (curva roja). La irradiación NIR 

de las nanopartículas N2 produce la fotodisociación del espaciador 2-nitrobencílico 

sobre la superficie externa de los poros, la liberación del PEG que provoca la apertura 

de los poros y la difusión de la doxorrubicina desde el interior de la capa mesoporosa 

hacia el medio. 
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Figura 24. Fotoliberación de doxorrubicina con radiaciones NIR utilizando 

nanopartículas N2 (muestra control: curva de color negro; muestra irradiada: curva de color 

rojo). 

Para evaluar la potencial aplicación de las nanopartículas N2 en la terapia del 

cáncer se realizaron experimentos de fotoliberación de doxorrubicina en las células 

HeLa. Primero se evaluó la interacción de las nanopartículas con las células HeLa 

monitoreando la internalización celular de las nanopartículas por TEM (Figura 25). 

En las imágenes se puede observar que las nanopartículas se internalizan en las 

células eficientemente después de la incubación de las células con la suspensión de 

las nanopartículas en DMEM. 
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Figura 25. Imágenes de TEM de las células HeLa después de la incubación con las 

nanopartículas N2. Barras de escala: 5 µm (a), 2 µm (c), 200 nm (b,d). 

Las células se incubaron con las nanopartículas a diferentes concentraciones por 

48 h y se determinó la viabilidad celular después del período de incubación 

utilizando el ensayo WST-1. Las nanoaprtículas N2 no mostraron citotoxicidad hacia 

las células HeLa, lo que demuestra que la doxorrubicina está eficientemente 

encapsulada en el interior de la capa mesoporosa de sílice de las nanopartículas N2 

(Figura 26a). También, las células se incubaron con las nanopartículas N2, se 

irradiaron con un láser de 808 nm a 1 W cm-2 y finalmente se incubaron por 48 h 

antes de medir la viabilidad celular. Como se observa en la Figura 26b, la viabilidad 

celular disminuye después de la irradiación de las nanopartículas N2 debido 

principalmente a la fotoliberación de la doxorrubicina.  
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Figure 26. Viabilidad de las celulas HeLa en presencia de las nanopartículas N2 a 

diferentes concentraciones (a). Viabilidad de las celulas HeLa en presencia de las 

nanopartículas N2 después de la irradiación con el láser de 808 nm por 10 min (b). 

En la Figura 27 se muestran los perfiles de temperatura de las suspensiones de 

las nanopartículas durante la irradiación. Se puede apreciar que la temperatura de la 

suspensión no alcanza los 42 oC después de 10 min de irradiación por lo cual el efecto 

de la hipertermia sobre la viabilidad celular es menor. 

 

Figura 27. Variación de la temperatura de la suspensión de las nanopartículas N2 durante 

la irradiación NIR (muestra control: curva de color negro; muestra irradiada: curva de color 

rojo). 
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Figura 28. Fotoliberación de la Dox después de la irradiacion NIR de las nanopartículas 

N2 en las células HeLa empleando la microscopía de barrido láser confocal. De izquierda a 

derecha: señales de fluorescencia del marcador de ADN (Hoechst 33342), la doxorrubicina 

(Dox) y señales conjuntas (Unión). De arriba a abajo: células control (Control), células no 

irradiadas después de la incubación con las nanopartículas N2 (Nanopartículas N2), células 

irradiadas después de la incubación con las nanopartículas N2 (Nanopartículas N2 + Láser). 

Barras de escala: 100 µm. 

También, se realizó un experimento de fotoliberación de la doxorrubicina en las 

células HeLa, utilizando la microscopia de barrido láser confocal. Las células se 

incubaron con las nanopartículas N2 durante 2 h, luego se irradiaron con un láser de 

808 nm y se incubaron por 2 h adicionales. Los núcleos de las células se marcan con 

el fluoróforo Hoechst 33342 y se monitorea la presencia intracelular de la 
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doxorrubicina midiendo las señales de fluorescencia de ambos fluoróforos en el 

microscopio confocal. En la Figura 28 no se detecta una señal de fluorescencia de 

la doxorubicina apreciable en las muestras no irradiadas. Por el contrario, se observa 

un incremento de la señal de fluorescencia de la doxorrubicina después de la 

irradiación de las células incubadas con las nanopartículas N2. Este resultado 

demuestra que se produce la fotoliberación intracelular de la doxorrubicina después 

la irradiación NIR de las nanopartículas N2, que provoca la disminución de la 

viabilidad celular, corroborando los resultados expuestos anteriormente. 

 

Figura 29. Fotoliberación de la Dox después de la irradiación in situ a 633 nm de las 

nanopartículas N2 en las células HeLa empleando la microscopía de barrido láser confocal. 

De arriba a abajo: señales de fluorescencia del marcador de ADN (Hoechst 33342), la 

doxorrubicina (Dox) y señales conjuntas (Unión). De izquierda a derecha: antes de irradiar 

(0 seg), irradiación por 90 seg (90 seg) y después de irradiar (300 seg). Barras de escala: 20 

µm. 
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Por último, se realizaron experimentos de fotoliberación intracelular de la 

doxorrubicina utilizando el láser del microscopio confocal para irradiar in situ las 

células incubadas con las nanopartículas a 633 nm. En la Figura 29 se observa un 

incremento gradual de la señal de fluorescencia de la doxorrubicina después de la 

irradiación durante 90 seg de las células incubadas con las nanopartículas N2. Este 

resultado demuestra también, que se produce la fotodescomposición del PEG sobre 

la superficie de la capa mesoporosa de las partículas que conduce finalmente a la 

difusión de la Dox desde el interior de los poros. 

Estos resultados muestran que los nanodispositivos N1 y N2 basados en 

nanopartículas Janus AuNSt-MSNP y AuNSt@mSiO2, respectivamente, pueden ser 

excelentes plataformas para la fotoliberación de doxorrubicina con radiaciones NIR 

en aplicaciones para la terapia del cáncer. El método utilizado en este trabajo permite 

la preparación de sistemas de fotoliberación de doxorrubicina basados en AuNSts y 

MSNPs con diferentes morfologías, que poseen pérdidas mínimas del fármaco 

encapsulado y cuyo mecanismo de liberación se basa en la fotodescomposición 

molecular multifotónica de derivados 2-nitrobencílicos.  

3.3. Conclusiones 

En este trabajo se desarrollaron dos sistemas de fotoliberación de doxorrubicina 

basados en la foto-ruptura con radiaciones NIR de un espaciador 2-nitrobencílico 

utilizando nanopartículas Janus AuNSt-MSNP y AuNSt@mSiO2. El funcionamiento 

adecuado de estos materiales híbridos se basa en el empleo de moléculas fotolábiles 

que poseen un espaciador 2-nitrobencílico que pueden enlazarse a la superficie de 

las AuNSts en las nanopartículas Janus o actuar como puertas moleculares sobre la 

superficie de la capa mesoporosa de sílice en las nanopartículas AuNSt@mSiO2. 

Estas moléculas fotolábiles se disocian durante la irradiación NIR de las 

nanopartículas basadas en AuNSt provocando en última instancia la liberación de la 

doxorrubicina desde las nanopartículas híbridas. Ambas nanopartículas no 

mostraron toxicidad hacia las células HeLa, demostrando la eficiencia de 

encapsulación del fármaco en la fase mesoporosa de sílice. La viabilidad celular 

disminuye después de la irradiación de ambas nanopartículas con un láser de 808 
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nm, debido a la liberación intracelular de la doxorrubicina. La metodología utilizada 

en este trabajo se puede extender para la síntesis de otros sistemas de fotoliberación 

de fármacos utilizando radiaciones NIR basados en nanopartículas Janus AuNSt-

MSNP empleando otras puertas moleculares sobre la superficie de las MSNPs y otras 

moléculas efectoras asociadas sobre la superficie de las AuNSts a través de 

diferentes espaciadores fotolábiles y basados en nanopartículas AuNSt@mSiO2 

empleando otras puertas moleculares fotosensibles asociadas a la superficie externa 

de los poros de la capa mesoporosa a través de diferentes espaciadores fotolábiles.
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Materiales y Métodos 

1. Reactivos y línea celular 

Ácido tetracloroáurico 30%, citrato de sodio trihidratado, polivinilpirrolidona 

(PVP, Mw=10000 g mol-1), N,N-dimetilformamida (DMF), bromuro de 

hexadeciltrimetilamonio (CTAB), tetraetoxisilano (TEOS), amoníaco 32%, nitrato 

de amonio, octadeciltrimetoxisilano (ODTMS), heneicosano, (3-

aminopropil)trietoxisilano (APTES), (3-iodopropil)trimetoxisilano (IPTMS), (3-

mercaptopropil)trietoxisilano, benzimidazol (Bzi), β-ciclodextrina (CD), cera de 

parafina, vainillina, bromoacetato de etilo, carbonato de sodio, ácido nítrico 70%, 

anhídrido acético, ácido acético glacial (AcOH), ácido clorhídrico 36 %, hidróxido 

de sodio, borohidruro de sodio, cloruro de sodio, sulfato de sodio anhidro, 

trietilamina, dihidrocloruro de cistamina, hidrocloruro de N-(3-dimetilaminopropil)-

N’-etilcarbodiimida (EDC), 1-hidroxibenzotriazol monohidrato (HOBt), alcohol 

4,5-dimetoxi-2-nitrobencílico, cloroformiato de 4-nitrofenilo, cloroformiato de 4,5-

dimetoxi-2-nitrobencilo, cisteamina, anhídrido succínico, 4-dimetilaminopiridina 

(DMAP) y metoxipolietilenglicol amina (PEG-NH2, Mw=750 g mol-1) se 

adquirieron en Aldrich. Hidrocloruro de doxorrubicina (Dox) se adquirió en 

Carbosynth Limited. Los disolventes de grado analítico se adquirieron en Scharlau. 

Las células HeLa se adquirieron en el Centro alemán de recursos para materiales 

biológicos. El DMEM, FBS, PBS, tripsina, Hoechst 33342 y WST-1 se adquirieron 

en Sigma-Aldrich. 

2. Técnicas de caracterización 

Microscopía electrónica y espectroscopía de emisión de rayos X 

Las imágenes de microscopía electrónica de transmisión (TEM) se tomaron en 

un microscopio JEOL JEM-1010 operando a 100 kV. Las imágenes de microscopía 

electrónica de transmisión de alta resolución (HR-TEM) y de transmisión y barrido 

de campo oscuro (DF-STEM), los espectros de emisión de rayos X (EDXS) y los 

mapas de elementos de EDXS se adquirieron en un microscopio JEOL JEM-2100F 
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operando a 200 kV. Las imágenes de microscopía electrónica de barrido de emisión 

de campo (FE-SEM) se obtuvieron en un microscopio ZEISS ULTRA55.  

Difracción de rayos X. 

La difracción de rayos X es una técnica de caracterización de materiales 

cristalinos basada en la relación que existe entre el ángulo formado por los haces de 

rayos X difractados por el material y los haces incidentes y la distancia entre los 

planos que forman los átomos debido su ordenamiento en el cristal. Esta relación se 

expresa a través de ley de Bragg: 2dꞏsen(θ) = nꞏλ, donde d es la distancia interplanar, 

θ es el ángulo formado entre los haces incidentes y difractados, λ es la longitud de 

onda de los rayos X y n es un número entero. Esta ley determina que la posición 

angular de los máximos de difracción depende del ordenamiento atómico particular 

de cada material cristalino. Los patrones de difracción de rayos X se obtuvieron en 

un difractómetro de polvo Bruker AXS D8 utilizando la radiación Cu-Kα. 

Porosimetría 

Las isotermas de adsorción-desorción de N2 se obtuvieron en un analizador 

Micromeritics ASAP2010. Las muestras se desgasificaron a 120 ºC a vacío durante 

16 h. El área superficial específica se calculó a partir de los datos de adsorción en el 

intervalo de bajas presiones utilizando el método de Brunauer-Emmett-Teller (BET). 

El tamaño de los poros se determinó utilizando el modelo de Barrett-Joyner-Halenda 

(BJH). 

Análisis termogravimétrico 

Los análisis termogravimétricos se llevaron a cabo en un equipo TGA/SDTA 

851e Mettler Toledo, usando una atmósfera oxidante (Aire, 80 mL min-1) con un 

programa que consiste en una etapa de calentamiento desde 298 K a 373 K con una 

velocidad de calentamiento de 10 K min-1, una segunda etapa isotérmica a 373 K 

durante 30 minutos, una tercera etapa de calentamiento desde 373 K a 1273 K con 

una velocidad de calentamiento de 10 K min-1 y finalmente una etapa isotérmica a 

1273 K durante 30 minutos. 
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Dispersión dinámica de la luz 

La dispersión dinámica de la luz es una técnica que permite determinar el 

diámetro hidrodinámico de las partículas en suspensión coloidal debido a la 

correlación entre la dispersión de la radiación electromagnética por las partículas en 

movimiento browniano y la velocidad de ese movimiento que depende del tamaño 

de las partículas. También existe una correlación entre la dispersión de la luz por las 

partículas y su movilidad electroforética al aplicar una diferencia de potencial 

eléctrico, lo que permite determinar el potencial zeta relacionado con la densidad de 

carga eléctrica superficial de las partículas. El diámetro hidrodinámico y el potencial 

zeta se obtuvieron por dispersión dinámica de la luz (DLS) usando un instrumento 

Malvern Zeta sizer Nano ZS con un láser de 633 nm. 

Espectroscopía FT-IR 

La espectroscopía FT-IR es una técnica que permite determinar la presencia de 

ciertos grupos funcionales en las moléculas debido a la excitación de sus estados 

vibracionales por la radiación del infrarrojo. Las frecuencias de las vibraciones de 

estos grupos funcionales son independientes del resto de las vibraciones de la 

molécula por lo que absorben la radiación infrarroja en un intervalo estrecho de 

frecuencias del espectro. Los espectros FT-IR se adquirieron en un espectrómetro 

Bruker TENSOR27. 

Espectroscopía de absorción UV-Visible 

La espectroscopía UV-Visible permite determinar la presencia de insaturaciones 

conjugadas en las moléculas debido a la excitación de los estados electrónicos con 

simetría π de carácter enlazante y antienlazante (transiciones π-π*) producto de la 

absorción de la radiación en el intervalo de 200-800 nm. También permite la 

determinación cuantitativa de las moléculas que absorben en este intervalo del 

espectro, debido a la relación lineal que existe entre la absorbancia a una longitud de 

onda y la concentración, según la ley de Lambert-Beer: A = εꞏlꞏc, donde A es la 

absorbancia de la disolución a una longitud de onda, ε es el coeficiente de extinción 

molar de la molécula a la misma longitud de onda, l es el paso óptico de la cubeta 
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utilizada para medir el espectro y c es la concentración de la disolución. Los 

espectros de extinción óptica se adquirieron en un espectrofotómetro JASCO V-650 

UV/Vis.  

Espectroscopía de fluorescencia 

La espectroscopia de fluorescencia es una técnica muy sensible y específica que 

permite la determinación cualitativa y cuantitativa de ciertas moléculas capaces de 

emitir luz después de la absorción de la radiación UV-Visible, debido a que se 

producen transiciones entre el estado electrónico excitado y el estado base de las 

moléculas con la consiguiente pérdida de energía en forma de fotones emitidos. Los 

espectros de emisión se obtuvieron en un espectrofluorímetro JASCO FP-8300 

(Hitachi High Technologies).  

Espectroscopía RMN 

La espectroscopía RMN permite la elucidación estructural de las moléculas 

orgánicas debido a la interacción de los núcleos (fundamentalmente 1H y 13C) con 

un momento de espín distinto de cero (se comportan como dipolos magnéticos) con 

un campo magnético externo. En estas condiciones los momentos magnéticos de los 

núcleos precesan alrededor del campo magnético externo con una frecuencia que 

depende, según la relación: ν = γꞏB0ꞏ(1-σ)/2ꞏπ, de la razón magnetogírica del núcleo 

(γ), de la intensidad del campo magnético externo (B0) y de la densidad electrónica 

o entorno químico del núcleo expresado numéricamente como constante de 

apantallamiento o blindaje (σ). Cada núcleo interactúa con una radiación con una 

radiofrecuencia igual a su frecuencia de precesión (resonancia) debido a que se 

producen transiciones entre sus estados de espín nuclear correspondientes a los 

diferentes ángulos formados entre el momento magnético del núcleo y el campo 

externo durante la precesión. Los espectros de RMN 1H y 13C se adquirieron a 400 

MHz y 100 MHz, respectivamente, en un espectrómetro Bruker 400 Avance III. Los 

desplazamientos químicos (δ) se reportan en partes por millón (ppm) en orden 

creciente del campo magnético y se referencian con respecto a la señal residual del 

disolvente. Las constantes de acoplamiento escalar (J) se reportan en hertz (Hz). Las 
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abreviaturas para indicar la multiplicidad de las señales son las siguientes: s = 

singlete, d = doblete, t = triplete, q = cuartete, m = multiplete. También se realizaron 

experimentos multipulsos (DEPT-135) y bidimensionales (COSY, HSQC y HMBC) 

para asignar todas las señales de resonancia a los núcleos correspondientes en la 

estructura molecular de los compuestos sintetizados. 

Espectrometría de masas 

La espectrometría de masas es una técnica que permite determinar la masa 

molecular y la identidad de los diferentes compuestos orgánicos. Las moléculas en 

fase gaseosa o en fase condensada se ionizan utilizando diferentes métodos, luego 

los iones formados pueden ser diferenciados según su relación masa/carga (m/z) 

utilizando diferentes analizadores y finalmente se detectan transformando el flujo de 

iones en una corriente eléctrica. En la ionización por electrospray (ESI) se hace pasar 

la muestra en fase líquida por un fino capilar que se le aplica una diferencia de 

potencial eléctrico elevado y al mismo tiempo se nebuliza la muestra con un flujo de 

un gas inerte. En estas condiciones se forman gotas pequeñas altamente cargadas que 

tienden a dividirse en fragmentos cada vez más pequeños debido a la repulsión 

electrostática provocando la desolvatación y la formación de iones multicargados en 

fase gaseosa. El analizador de tiempo de vuelo (TOF) permite diferenciar los iones 

con diferentes relaciones m/z, por el tiempo que tardan en llegar al detector después 

que son acelerados con un campo eléctrico, para lograr la uniformidad de sus 

energías cinéticas antes de entrar al analizador. Los iones de menor masa se moverán 

con mayor velocidad y llegarán en menor tiempo al detector que los iones de mayor 

masa. El espectro de masa de alta resolución del compuesto 2 se adquirió en un 

espectrómetro ESI-TOF. 

Cromatografía de capa fina 

El avance de las reacciones se monitoreó por cromatografía de capa fina (TLC) 

utilizando láminas de Al precubiertas con sílica gel de SIGMA-ALDRICH con 

indicador fluorescente 254 nm. (60 Å de diámetro de poro medio).  
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Cromatografía líquida de alta resolución 

Los análisis por cromatografia líquida de alta resolución con fase reversa (RP-

HPLC) se realizaron en un cromatógrafo Dionex Ultimate 3000 con un detector PDA 

(Arreglo de fotodiodos), utilizando una columna cromatográfica con fase reversa 

Acclaim(R) (120, C18, 250x4.6 mm, 5 μm, 120 Å) a 30 °C y un flujo de la fase 

móvil de 0.7 mL min-1. El método utilizado se basa en un gradiente lineal empleando 

una mezcla de disolventes A (0.1% AcOH en agua) y B (CH3CN) comenzando con 

una proporción A/B = 90/10 v/v y alcanzando A/B = 80/20 v/v en 10 min; 70/30 en 

17 min; 60/40 en 20 min; 40/60 en 25 min y 0/100 en 30 min. Finalmente, se 

incrementa la proporción de A desde 0–100% en 10 min. Todos los cromatogramas 

se registran a 290 nm.  

3. Síntesis de materiales 

Síntesis de las nanopartículas de oro de 15 nm y 40 nm 

Las nanopartículas de oro recubiertas con citrato con diámetros de 15 nm y 40 

nm se obtuvieron utilizando el método de Turkevich-Frens[98-99, 247] y de Bastús,[248] 

respectivamente. Ambas muestras de nanopartículas se recubrieron con PVP 

utilizando el procedimiento reportado por Graf.[249] La concentración de Au en las 

suspensiones de estas nanopartículas se calcularon a partir de los espectros de 

absorción (ε = 2400 M-1 cm-1 a 400 nm).[193, 250-251]  

Síntesis de las nanoestrellas de oro de 120 nm (AuNSt)  

Las AuNSts se obtuvieron empleando el método de crecimiento de semillas en 

una disolución concentrada de PVP en DMF[44, 114, 181] con algunas modificaciones. 

A 25 oC, se adicionan 750 μL de una disolución acuosa de HAuCl4 (166 mM) a 150 

mL de una disolución de PVP en DMF (10 mM). Después de 5 min, se adicionan 

100 μL de una suspensión de semillas sintetizadas previamente (nanoesferas de oro 

de 15 nm recubiertas con PVP en etanol, c(Au) = 6.5 mM). La mezcla de reacción 

se mantiene sin agitación por 24 h. Las nanopartículas se separan del medio por 

centrifugación (20 min; 9500 rpm) y se lavan con agua 5 veces por redispersión y 
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centrifugación. La concentración de AuNSts en las suspensiones se calcula 

conociendo el número de átomos de Au por nanopartículas que se puede estimar 

asumiendo que las nanopartículas tienen una morfología cuasi-esférica para 

determinar su volumen a partir de las imágenes de TEM.  

Síntesis de AuNSt de 250 nm recubiertas de PVP (AuNSt@PVP)  

Las AuNSts se obtuvieron empleando el método de crecimiento de semillas en 

una disolución concentrada de PVP en DMF [24] con algunas modificaciones. A 25 
oC, se adicionan 75 μL de una disolución acuosa de HAuCl4 (166 mM) a 15 mL de 

una disolución de PVP en DMF (10 mM). Después de 5 min, se adicionan 10 μL de 

una suspensión de semillas sintetizadas previamente (nanoesferas de oro de 40 nm 

recubiertas con PVP en etanol, c(Au) = 8.5 mM). La mezcla de reacción se mantiene 

sin agitación por 24 h. Las nanopartículas se separan del medio por centrifugación 

(20 min; 9500 rpm) y se lavan con agua una vez por redispersión y centrifugación. 

Síntesis de AuNSt recubiertas con una capa mesoporosa de sílice 

(AuNSt@mSiO2)  

Se mezclan 50 mL de una disolución acuosa de CTAB (6.6 mM) con 20 mL de 

etanol a 25 oC en un balón de 250 mL utilizando un agitador magnético (400 rpm). 

Se burbujeó Ar en la disolución durante 1 h y se mantiene la atmósfera de Ar durante 

toda la reacción. Cuando se eliminaron las burbujas en la disolución, se adicionan 

50 μL de amoníaco 32%. Luego se adicionan al balón 3 mL de la suspensión de 

AuNSt de 120 nm (c(Au) = 5 mM). Después de 5 min, se adiciona gota a gota un 

volumen predefinido de TEOS (30-40 μL) a la mezcla de reacción. Se varió la 

cantidad de TEOS en la mezcla para obtener las nanopartículas híbridas con el 

tamaño deseado. Después de 24 h las partículas se separan del medio por 

centrifugación (10 min, 9500 rpm) y se lavan dos veces con etanol. Finalmente, las 

moléculas de CTAB se eliminan mediante un proceso de extracción dispersando las 

nanopartículas en 50 mL de una disolución de NH4NO3 en etanol (10 mg mL-1). La 

mezcla se agita por 2 horas y las partículas se recuperan por centrifugacion. Se repite 
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este procedimiento de extracción 4 veces para extraer el CTAB de los poros. Las 

partículas se secan a vacío. 

Síntesis de las nanopartículas AuNSt@mSiO2@Dox@parafina  

El proceso de cargado de la doxorrubicina (Dox) dentro de los mesoporos de las 

nanopartículas AuNSt@mSiO2 y la posterior funcionalización de la superficie 

externa con ODTMS y heneicosano se realizó utilizando un procedimiento descrito 

anteriormente[202] con algunas modificaciones. Se dispersan 2 mg de las 

nanopartículas AuNSt@mSiO2 en 2 mL de etanol. Luego se adiciona 1 mg de Dox 

y 20 μL de ODTMS y se agita la mezcla por 12 h a 25 oC. Las nanopartículas se 

recuperan por centrifugación y se secan a vacío. Las nanopartículas cargadas con 

doxorrubicina se dispersan en 10 mL de n-hexano y se adiciona 1 mL de una 

disolución de heneicosano en n-hexano (20 mg mL-1). La mezcla se dispersa por 

períodos cortos (1 min) durante 30 minutos utilizando un baño ultrasónico. 

Finalmente, las nanopartículas se recuperan por centrifugación y se secan a vacío. 

La fracción de materia orgánica total en las nanopartículas se determinó mediante 

análisis termogravimétrico (TGA). La cantidad de doxorrubicina cargada en las 

nanopartículas se determinó espectrofotométricamente dispersando 1 mg de 

nanopartículas AuNSt@mSiO2@Dox@parafina en 1 mL de agua. Luego, la 

suspensión de nanopartículas se calienta a 60 oC por 12 h para fundir la capa de 

parafina sobre la superficie de las nanopartículas y extraer la Dox desde el interior 

de los poros hacia el medio. Finalmente, después de centrifugar las nanopartículas, 

se midió la absorbancia del sobrenadante a 480 nm para determinar la concentración 

de Dox empleando una curva de calibración. 

Síntesis de las nanopartículas AuNSt@(MFL-Dox)2 

Para la modificación de las AuNSts con el profármaco de la doxorubicina con un 

grupo disulfuro, se dispersan las nanopartículas en una disolución del compuesto 8 

en THF y se agitan durante 18 h. Las nanopartículas AuNSt@(MFL-Dox)2 se 

colectan por centrifugación, se lavan 5 veces con THF y se redispersan en H2O. 
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Síntesis de las nanopartículas AuNSt@MFL-COOH 

Para la modificación de las AuNSts con la molécula fotolábil con un espaciador 

2-nitrobencílico y un grupo tiol, se dispersan las nanopartículas en una disolución 

del compuesto 10 en THF y se agitan durante 18 h. Las nanopartículas 

AuNSt@MFL-COOH se colectan por centrifugación, se lavan 5 veces con THF y se 

redispersan en H2O. 

Síntesis de las nanopartículas mesoporosas de sílice (estructura mesoporosa del 

tipo MCM-41) 

Se disuelve 1 g (2.74 mmol) de CTAB en 480 mL de agua. Luego se adicionan 

3.5 mL de una disolución acuosa de NaOH (2 M) y se incrementa la temperatura de 

la mezcla a 80 °C. Se adiciona gota a gota el TEOS (5 mL, 22.4 mmol) a la mezcla 

mientras se agita a 800 rpm. La agitación se mantiene durante 2 h obteniéndose un 

precipitado blanco. Finalmente, el sólido se aisla por centrifugación, se lava varias 

veces con agua y se seca a 60 °C durante 18 h. Para obtener el material mesoporoso 

final (MSNPs), el sólido se calcina a 550 oC utilizando una atmósfera oxidante por 

5 h con el objetivo de eliminar las moléculas de surfactante en el interior de los poros.  

Síntesis de las nanopartículas Janus N1 (AuNSt-MSNP)  

Las MSNPs (180 mg) se dispersan en 9 mL de una disolución acuosa (6.7 % 

etanol) de CTAB (1 µM). La mezcla se calienta a 75 °C, y luego se adiciona 1 g de 

cera de parafina. Cuando la parafina se funde, la mezcla se agita vigorosamente 

durante 15 min utilizando un homogenizador Ultra-Turrax T-8 (IKA). Luego, la 

mezcla se agita magnéticamente a 1500 rpm por 1 h a 75 °C. La emulsión Pickering 

resultante se enfría a 25 oC, se adicionan 9 mL de metanol y 180 µL de (3-

mercaptopropil)trietoxisilano y se agita por 3 h. El sólido se colecta por 

centrifugación, se lava con MeOH y hexano y se seca a 60 °C por 18 h. Las MSNPs 

parcialmente funcionalizadas con grupos tioles (HS-MSNP; 10 mg) se dispersan en 

1.5 mL de acetonitrilo (ACN), y luego se adicionan 50 μL de IPTMS. La mezcla se 

agita a 25 oC por 18 h. Las partículas se colectan por centrifugación y se lavan con 

ACN (HS-MSNP-I). Luego se resuspenden en 1.5 mL de DMF anhidra, y se 
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adicionan 20 mg de benzimidazol y 20 μL de trietilamina. La suspensión se agita a 

70 oC por 24 h. Se colectan las nanopartículas por centrifugación y se lavan con DMF 

y H2O (HS-MSNP-Bzi). Las nanopartículas se dispersan en 1.5 mL de una 

disolución acuosa de Dox (2 mg mL-1) y se agita la suspensión durante 18 h. Luego, 

se adiciona a la mezcla β-ciclodextrina (40 mg) y se agita por 18 h. Las 

nanopartículas se centrifugan y se lavan varias veces con agua (HS-

MSNP@Dox@Bzi-CD). Para la unión de las nanopartículas de oro, las 

nanopartículas HS-MSNP@Dox@Bzi-CD se dispersan en agua y se adicionan sobre 

la suspensión de las nanopartículas AuNSt@MFL-COOH. La mezcla se agita 

durante 24 h, se centrifugan las nanopartículas Janus N1, se lavan con agua y se 

secan a vacío. 

Síntesis de las nanopartículas N2 (AuNSt@mSiO2@Dox@PEG) 

Se mezclan 50 mL de una disolución acuosa de CTAB (6.6 mM) con 20 mL de 

etanol a 25 oC en un balón de 250 mL utilizando un agitador magnético (400 rpm). 

Se burbujeó Ar en la disolución durante 1 h y se mantiene la atmósfera de Ar durante 

toda la reacción. Se adicionan 50 μL de amoníaco 32%. Luego se adicionan al balón 

3 mL de la suspensión de AuNSt de 120 nm (c(Au) = 5 mM). Después de 5 min, se 

adiciona gota a gota 50 μL de TEOS a la mezcla de reacción. La mezcla se agita por 

15 min y se adicionan 10 μL de APTES. Después de 24 h las partículas se separan 

del medio por centrifugación (10 min, 9500 rpm) y se lavan dos veces con etanol. 

Finalmente, las moléculas de CTAB se eliminan mediante un proceso de extracción 

con una disolución de NH4NO3 en etanol (10 mg mL-1). La mezcla se agita por 2 

horas y las partículas se recuperan por centrifugación. Las nanopartículas híbridas 

funcionalizadas con grupos aminos (AuNSt@mSiO2-NH2, 2 mg) se dispersan en una 

disolución de Dox en etanol (1 mg mL-1) y se agita la suspensión por 18 h. Las 

nanopartículas cargadas con Dox se centrifugan y se redispersan en una disolución 

del compuesto 12 en THF, previamente activado con EDC y NHS. Luego la mezcla 

se agita durante 18 h a 25 oC. Las nanopartículas N2 se centrifugan, se lavan con 

THF y H2O y se secan a vacío. 
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4. Síntesis de compuestos orgánicos 

Síntesis del compuesto 1 

Una mezcla del alcohol 4,5-dimetoxi-2-nitrobencílico (0.43 g; 2 mmol) y el 

cloroformiato de 4-nitrofenilo (0.6 g; 4 mmol) se disuelve en diclorometano (DCM, 

5 mL) y se enfría a 0 oC. Se adiciona trietilamina (0.55 mL; 0.4 g; 4 mmol) y la 

mezcla se agita magnéticamente por 20 min a 0 oC. Luego se incrementa la 

temperatura de la mezcla hasta 25 oC y se mantuvo la agitación durante 6 h. La 

mezcla se particiona entre DCM y una disolución acuosa saturada de NaCl. La fase 

orgánica se seca con Na2SO4 (anh) y se evapora obteniéndose un sólido amarillo 1 

(0.56 g, 1.48 mmol, 74 % rendimiento). 1H-RMN (400 MHz, CO(CD3)2) δ 8.35 (d, 

J=9.2, 2H), 7.77 (s, 1H), 7.58 (d, J=9.2, 2H), 7.30 (s, 1H), 5.69 (s, 2H), 4.00 (s, 3H), 

3.98 (s, 3H); 13C-RMN (100 MHz, CO(CD3)2) δ 168.1, 156.3, 155.4, 152.8, 147.7, 

146.4, 140.7, 126.6, 126.1, 123.3, 112.9, 112.5, 68.3, 57.1, 57.3. 

Síntesis del compuesto 2 

Una mezcla de la Dox (0.58 g; 1 mmol), el compuesto 1 (0.38 g; 1 mmol) o el 

cloroformiato de 4,5-dimetoxi-2-nitrobencilo (0.275 g; 1 mmol), HOBt (0.135 g; 1 

mmol) y trietilamina (0.28 mL; 0.2 g; 2 mmol) se disuelve en DMF (5 mL) y se agita 

por 3 h a 25 oC. La mezcla se particiona entre AcOEt y NaCl (sat). La fase orgánica 

se seca con Na2SO4 (anh) y se evapora. La mezcla resultante se purifica por 

cromatografia de columna utilizando sílica gel como fase estacionaria y una elución 

por gradiente (0 a 5% MeOH en DCM) obteniéndose un sólido rojo 2 (0.53 g, 0.68 

mmol, 68 % rendimiento). 1H-RMN (400 MHz, CDCl3) δ 13.97 (s, 1H), 13.20 (s, 

1H), 8.01 (d, J=7.6, 1H), 7.78 (t, J=8.1, 1H), 7.65 (s, 1H), 7.38 (d, J=8.5, 1H), 6.93 

(s, 1H), 5.50 (br s, 1H), 5.42 (s, 2H), 5.31(m, 1H), 5.25 (m, 1H), 4.75 (s, 2H), 4.13 

(m, 1H), 4.06 (s, 3H), 3.94 (s, 3H), 3.91 (s, 3H), 3.87 (m, 1H), 3.68 (m, 1H), 3.24 (d, 

J=18.7, 1H), 2.96 (d, J=18.7, 1H), 2.34 (m, 1H), 2.17 (m, 1H), 1.81 (m, 1H), 1.28 

(m, 1H); 13C-RMN (100 MHz, CDCl3) δ 213.9, 187.2, 186.8, 161.2, 156.3, 155.8, 

155.2, 153.6, 148.3, 140.0, 135.9, 135.6, 133.7, 133.6, 128.0, 121.0, 120.0, 118.6, 

111.8, 111.6, 110.4, 108.3, 100.8, 69.9, 69.7, 67.4, 65.7, 63.8, 56.8, 56.6, 56.5, 47.3, 
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35.8, 34.1, 33.8, 17.0; ESI-TOF MS m/z= 805.2028 (calcd. for C37H38N2O17Na 

805.2063 [M+Na]+). 

Síntesis del compuesto 3  

Una mezcla de vainillina (2.5 g, 16 mmol), bromoacetato de etilo (2 mL, 3 g, 18 

mmol) y Na2CO3 (3.5 g, 25 mmol) en DMF (15 mL) se agita a 25 oC durante 24 h. 

Se adiciona agua y la mezcla se particiona entre AcOEt y NaCl (sat). La fase orgánica 

se seca con Na2SO4 (anh) y se evapora obteniéndose el éster aldehídico 3 (3.5 g, 15 

mmol, 90 % rendimiento). 1H-RMN (400 MHz, CDCl3) δ 9.83 (s, 1H), 7.41 (d, 

J=1.9, 1H), 7.39 (dd, J=8.1, 1.9, 1H), 6.86 (d, J=8.1, 1H), 4.75 (s, 2H), 4.24 (q,J=7.1, 

2H), 3.92 (s,3H),1.26 (t, J=7.1,3H); 13C-RMN (100 MHz, CDCl3) δ 190.9, 168.1, 

152.6, 150.1, 131.2, 126.2, 112.5, 110.0, 66.0, 61.7, 56.1, 14.2. 

Síntesis del compuesto 4   

Una disolución del compuesto 3 (3.5 g, 15 mmol) en anhídrido acético (10 mL) 

se adiciona a una disolución de HNO3 70 % (10 mL) y anhídrido acético (15 mL) a 

0 oC.  La mezcla resultante se agita durante 2 h, luego se aumenta la temperatura a 

25 oC y se mantiene la agitación durante 4 h. La mezcla se adiciona sobre agua fría, 

se añade en frio NaOH para ajustar el pH entre13-14 y luego se añade HCl 36 % para 

ajustar el pH entre 2-3. La fase acuosa se extrae con AcOEt y se seca la fase orgánica 

y se evapora obteniéndose un sólido amarillo. El producto se recristaliza en una 

mezcla de MeOH/H2O para obtener el compuesto nitro-ácido 4 (3 g, 12 mmol, 80 % 

rendimiento). 1H-RMN (400 MHz, CDCl3) δ 10.24 (s, 1H), 7.40 (s, 1H), 7.24 (s, 

1H), 4.66 (s, 2H), 3.86 (s, 3H); 13C-RMN (100 MHz, CDCl3) δ 187.4, 168.9, 153.3, 

150.4, 143.1, 126.0, 110.1, 108.7, 65.6, 56.5. 

Síntesis del compuesto 5   

A una disolución del compuesto 4 (1 g, 4 mmol) en THF (20 mL) se adiciona 

NaBH4 (0.5 g, 13 mmol) a 25 oC y la mezcla se agita por 24 h. Se adiciona agua a la 

mezcla de reacción y se adiciona HCl 1M para ajustar el pH entre 2-3. La fase acuosa 

se extrae con AcOEt y la fase orgánica se seca y se evapora obteniéndose el sólido 

amarillo 5 (0.95 g, 3.7 mmol, 95 % rendimiento). 1H-RMN (400 MHz, CO(CD3)2) δ 
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7.73 (s, 1H), 7.54 (s, 1H), 4.99 (s, 2H), 4.87 (s, 2H), 4.00 (s, 3H); 13C-RMN (100 

MHz, CO(CD3)2) δ 169.8, 155.4, 146.8, 139.7, 136.0, 111.5, 111.2, 66.5, 61.8, 56.7. 

Síntesis del compuesto 6  

Una mezcla del compuesto 5 (0.66 g; 2.6 mmol), dihidrocloruro de cistamina 

(0.28 g; 1.3 mmol), trietilamina (0.4 mL; 0.3 g; 3 mmol), HOBt (0.4 g; 3 mmol) y 

EDC (0.58 g; 3 mmol) en DMF (5 mL) se agita por 24 h a 25 oC. La mezcla de 

reacción se particiona entre AcOEt y NaCl (sat). La fase orgánica se seca y se 

evapora obteniéndose el compuesto 6 (0.68 g, 1.1 mmol, 85 % rendimiento). 1H-

RMN (400 MHz, CO(CD3)2) δ 7.77 (s, 1H), 7.53 (s, 1H), 4.97 (s, 2H), 4.63 (s, 2H), 

4.00 (s, 3H), 3.62 (dd, J=13.2, 6.7, 2H), 2.92 (t, J=6.7, 2H); 13C-RMN (100 MHz, 

CO(CD3)2) δ 168.5, 155.5, 146.5, 136.5, 126.1, 112.6, 111.1, 70.0, 68.1, 56.8, 38.9, 

38.7. 

Síntesis del compuesto 7   

Una mezcla del diol 6 (0.63 g; 1 mmol) y el cloroformiato de 4-nitrofenilo (0.5 

g; 2.5 mmol) en DCM (10 mL) se enfria a 0 oC. Se adiciona trietilamina (0.35 mL; 

0.255 g; 2.5 mmol) a la mezcla y se agita por 20 min a 0 oC. Luego, se aumenta la 

temperatura de la mezcla a 25 oC y se mantiene la agitación durante 6 h. La mezcla 

se particiona entre DCM y NaCl (sat). La fase orgánica se seca con Na2SO4 (anh) y 

se evapora obteniéndose un sólido amarillo 7 (0.91 g, 0.95 mmol, 95 % rendimiento). 

1H-RMN (400 MHz, CO(CD3)2) δ 8.31 (d, J=9.2, 2H), 7.83 (s, 1H), 7.51 (d, J=9.2, 

2H), 7.27 (s, 1H), 5.62 (s, 2H), 4.70 (s, 2H), 4.00 (s, 3H), 3.66 (dd, J=12.8, 6.4, 2H), 

2.93 (t, J=6.4, 2H); 13C-RMN (100 MHz, CO(CD3)2) δ 168.2, 156.6, 155.2, 152.9, 

147.9, 146.6, 140.9, 126.9, 126.2, 123.2, 112.8, 112.6, 69.6, 68.2, 57.0, 38.8, 38.5. 

Síntesis del compuesto 8  

Una mezcla de Dox (0.58 g; 1 mmol), el compuesto 7 (0.48 g; 0.5 mmol), HOBt 

(0.63 g; 1 mmol) y trietilamina (0.27 mL; 0.2 g; 2 mmol) en DMF (5 ml) se agita por 

3 h a 25 oC. La mezcla se particiona entre AcOEt y NaCl (sat). La fase orgánica se 

seca con Na2SO4 (anh) y se evapora. El sólido resultante se purifica por 

cromatografia de columna utilizando sílica gel como fase estacionaria y una elución 

con gradiente (0 a 5% MeOH en DCM) obteniéndose un sólido rojo 8 (0.57 g, 0.32 
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mmol, 63 % rendimiento). 1H-RMN (400 MHz, CDCl3) δ 14.01 (s, 1H), 13.27 (s, 

1H), 8.04 (d, J=7.6, 1H), 7.80 (t, J=8.1, 1H), 7.52 (s, 1H), 7.41 (d, J=8.5, 1H), 7.00 

(s, 1H), 5.52 (br s, 1H), 5.42 (s, 2H), 5.31(m, 1H), 5.25 (m, 1H), 4.75 (s, 2H), 4.70 

(s, 2H), 4.13 (m, 1H), 4.00 (s, 3H), 3.96 (s, 3H), 3.87 (m, 1H), 3.69 (dd, J=12.8, 6.4, 

2H), 3.65 (m, 1H), 3.3 (d, J=18.7, 1H), 3.08 (t, J=6.4, 2H), 3.00 (d, J=18.7, 1H), 2.34 

(m, 1H), 2.17 (m, 1H), 1.81 (m, 1H), 1.28 (m, 1H); 13C-RMN (100 MHz, CDCl3) δ 

213.9, 187.2, 186.8, 168.4, 161.2, 156.3, 155.8, 155.2, 153.6, 148.3, 140.0, 135.9, 

135.6, 133.7, 133.6, 128.0, 121.0, 120.0, 118.6, 111.8, 111.6, 110.4, 108.3, 100.8, 

69.9, 69.7, 68.9, 67.4, 65.7, 63.8, 56.8, 56.6, 47.3, 38.0, 37.6, 35.8, 34.1, 33.8, 17.0. 

Síntesis del compuesto 9 

Una mezcla del sólido 5 (0.25 g, 1 mmol), cisteamina (0.083 g, 1.1 mmol), HOBt 

(0.145 g, 1.1 mmol), EDC (0.21 g, 1.1 mmol) y Et3N (0.15 mL, 0.11 g, 1.1 mmol) 

en DMF (5 mL) se agita durante 24 h a 25 oC. La mezcla de reacción se particiona 

entre AcOEt y NaCl (sat). La fase orgánica se seca y se evapora obteniéndose el 

sólido 9 (0.24 g, 0.75 mmol, 75 % rendimiento). 1H-RMN (400 MHz, CO(CD3)2) δ 

7.77 (s, 1H), 7.53 (s, 1H), 4.97 (s, 2H), 4.63 (s, 2H), 4.00 (s, 3H), 3.62 (dd, J=13.2, 

6.7, 2H), 2.92 (t, J=6.7, 2H); 13C-RMN (100 MHz, CO(CD3)2) δ 168.5, 155.5, 146.5, 

136.5, 126.1, 112.6, 111.1, 70.0, 68.1, 56.8, 38.9, 38.7. 

Síntesis del compuesto 10 

Una mezcla del alcohol 9 (0.24 g, 0.75 mmol), anhídrido succínico (0.083 g, 0.83 

mmol) y DMAP (0.1 g, 0.83 mmol) en THF (5 mL) se agita durante 24 h a 25 oC. Se 

adiciona agua a la mezcla de reación y se adiciona HCl 1M para ajustar el pH entre 

2-3. La fase acuosa se extrae con AcOEt y la fase orgánica se seca y se evapora 

obteniéndose el sólido 10 (0.22 g, 0.53 mmol, 70 % rendimiento). 1H-RMN (400 

MHz, CO(CD3)2) δ 7.79 (s, 1H), 7.24 (s, 1H), 5.49 (s, 2H), 4.66 (s, 2H), 4.02 (s, 3H), 

3.62 (dd, J=12.7, 6.5, 2H), 2.92 (t, J=6.5, 2H), 2.75 (m, 2H), 2.68 (m, 2H); 13C-RMN 

(100 MHz, CO(CD3)2) δ 174.0, 172.7, 168.6, 155.4, 147.2, 140.4, 129.8, 112.6, 

111.6, 69.7, 63.5, 57.1, 38.9, 38.8, 30.7, 30.6. 
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Síntesis del compuesto 11 

Una mezcla del sólido 5 (0.125 g, 0.5 mmol), PEG-NH2 (0.4 g, 0.54 mmol), HOBt 

(0.075 g, 0.55 mmol), EDC (0.1 g, 0.52 mmol) y Et3N (0.075 mL, 0.055 g, 0.54 

mmol) en DMF (5 ml) se agita por 24 h a 25 oC. La mezcla se particiona entre AcOEt 

y NaCl (sat). La fase orgánica se seca y se evapora obteniéndose el compuesto 11 

(0.35 g, 0.35 mmol, 71 % rendimiento). 1H-RMN (400 MHz, CO(CD3)2) δ 7.79 (s, 

1H), 7.59 (s, 1H), 4.99 (s, 2H), 4.63 (s, 2H), 4.04 (s, 3H), 3.68-3.52 (m, 68H), 3.29 

(s, 3H); 13C-RMN (100 MHz, CO(CD3)2) δ 168.0, 155.5, 146.5, 136.6, 126.0, 112.4, 

111.2, 72.63, 71.2 (x29), 71.0 (x2), 70.2, 70.0, 61.6, 58.8, 56.9, 39.4. 

Síntesis del compuesto 12 

Una mezcla del alcohol 11 (0.24 g, 0.24 mmol), anhídrido succínico (0.03 g, 0.3 

mmol) y DMAP (0.035 g, 0.3 mmol) en THF (5 mL) se agita por 24 h a 25 oC. Se 

adiciona agua a la mezcla y se ajusta el pH entre 2-3 adicionando HCl 1M. La fase 

acuosa se extrae con AcOEt y la fase orgánica se seca con Na2SO4 (anh) y se evapora 

obteniéndose el compuesto 12 (0.16 g, 0.15 mmol, 63 % rendimiento). 1H-NMR (400 

MHz, CO(CD3)2) δ 7.82 (s, 1H), 7.28 (s, 1H), 5.51 (s, 2H), 4.66 (s, 2H), 4.06 (s, 3H), 

3.68-3.52 (m, 68H), 3.29 (s, 3H), 2.75 (m, 2H), 2.68 (m, 2H); 13C-NMR (100 MHz, 

CO(CD3)2) δ 173.8, 172.6, 168.0, 155.4, 147.3, 129.6, 126.0, 112.5, 111.7, 72.6, 71.2 

(x29), 71.0 (x2), 70.2, 69.8, 63.5, 58.8, 57.2, 39.5, 30.6, 30.5. 

5. Experimentos para determinar la eficiencia de calentamiento de las 

nanopartículas con el láser 

Mediciones directas del perfil de temperatura alrededor de una nanoparticula 

individual  

Las mediciones del perfil de temperatura alrededor de una nanopartícula irradiada 

e inmovilizada sobre una bicapa lipídica se realizan utilizando el protocolo descrito 

por Bendix y col.[174] Para el ensayo con la bicapa lipídica donde se particiona el 

fluoróforo en la fase de gel se utilizó el 1,2-dipentadecanoil-sn-glicero-3-fosfocolina 

(DC15PC, Avanti Polar lipids) con 0.75 mol % del fluoróforo perclorato de 3,3′-

dilinoleiloxacarbocianina (DiOC18:2). El fluoróforo se excita a 488 nm y se registra 
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la emisión en el intervalo espectral de 496−587 nm.[176] Los lípidos suspendidos en 

cloroformo se secan sobre placas de vidrio bajo flujo de nitrógeno y luego a vacío 

por 2 h. El filme lipídico se hidrata en PBS a 37 °C. Para formar pequeñas vesículas 

unilaminares, extruimos la masa del lípido hidratado a traves de filtros de 50 nm a 

37 °C. Luego, se dejó que las vesículas unilaminares pequeñas se fusionaran a una 

superficie de vidrio hidrófilo durante 3 horas a 37 °C, por encima de la transición de 

fase de gel a fluido. Posteriormente, la superficie se lava exhaustivamente con agua 

Milli-Q manteniendo la superficie y el fluido a 37 °C. Se añadieron las 

nanopartículas suspendidas en agua MilliQ y se dejaron adherir a la bicapa. Solo las 

nanopartículas que se pegaron a la bicapa se usaron para los experimentos. Las 

superficies de vidrio se limpian durante 30 minutos usando disolución piraña (ácido 

sulfúrico y peróxido de hidrógeno 3: 1). 

Para los experimentos se utilizó un láser Nd:YVO4 (5 W Spectra Physics 

Millennia λ=1064 nm, TEM00) acoplado en el puerto posterior de un microscopio 

de barrido láser confocal Leica (SP5/TCS). El láser se enfocó a través de un objetivo 

de inmersión en aceite con una apertura numérica elevada (HC, PL, APO, 63.X, 

NA=1.20 WATER). Para mejorar la trampa óptica, las dimensiones del haz colimado 

superan ligeramente la apertura trasera del objetivo. La posición del foco se 

posicionó con precisión nanométrica, con respecto a la superficie utilizando una 

pieza piezoeléctrica tridimensional (PI 731.20, Physik Instrumente, Germany). El 

foco del láser fue desplazado en la dirección axial desde el foco óptico del 

microscopio para simular la configuración que se emplea cuando se atrapa una 

nanopartícula de oro en disolución. Las nanopartículas se visualizan en modo 

reflexión (excitadas a λ = 594 nm). La luz dispersada por la partícula y la luz 

fluorescente de la bicapa se registran simultáneamente usando dos tubos 

fotomultiplicadores. La cámara de medición se calienta utilizando un recirculador de 

agua con un control de temperatura de aproximadamente 0.5 °C. La potencia del 

láser que alcanza el objetivo se midió usando un potenciometro y la transmisión a 

través del objetivo se midió con el método de objetivo dual. El tamaño del haz en el 

plano de la bicapa lipídica se determinó degradando un área sobre la bicapa lipídica 

marcada fluorescentemente y enfriada 13 °C por debajo de la temperatura de 
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transición de fase, siendo dhaz = 1.95 µm. Se utilizó la máxima potencia para degradar 

las moléculas fluorescentes en la región focal. La bicapa enfriada posee una difusión 

del fluoróforo muy baja y por lo tanto el área degradada representa la extensión 

aproximada del foco. La densidad de potencia del láser se calcula utilizando la 

ecuación I=4P/πd2
spot, donde P es la potencia del láser a la cual se irradia la muestra. 

Medición del perfil de temperatura de una suspensión de nanopartículas 

Los experimentos se realizan utilizando un láser (808 nm)[188] que se coloca por 

encima de la superficie del líquido. Se añaden 100 μL de una suspensión de 

nanopartículas (100 μg mL-1) en un pocillo de una placa de 96 pocillos. De esta 

manera se irradia la muestra a diferentes densidades de potencia durante intervalos 

de tiempos predeterminados. Los cambios de temperatura de las muestras irradiada 

se monitorizan utilizando un sensor térmico de fibra óptica. 

6. Experimentos de fotoliberación 

Fotoliberación in vitro de doxorrubicina utilizando las nanopartículas 

AuNSt@mSiO2@Dox@parafina  

Antes de comenzar el experimento de fotoliberación, las nanopartículas 

AuNSt@mSiO2@Dox@parafina se lavan varias veces con agua por centrifugación 

y redispersión. Se añaden 250 μL de una suspensión de nanopartículas (100 μg mL-

1) en un pocillo de una placa de 96 pocillos. También se añaden en otro pocillo 250 

μL de la suspensión control y se coloca la placa en una cámara de aire a 37 oC. Los 

experimentos se realizan irradiando las suspensiones de nanopartículas con un láser 

(808 nm)[188] a una densidad de potencia determinada (0.4 and 4 W cm-2).  A 

determinados tiempos de irradiación, las muestras se centrifugan (3 min, 9500 rpm) 

y se determina la cantidad de doxorrubicina liberada al medio midiendo los espectros 

de emisión de la doxorrubicina (λem = 560 nm λexc = 488 nm). Los cambios de 

temperatura de las muestras irradiada y control se monitorizan utilizando un sensor 

térmico de fibra óptica.  

 



Materiales y Métodos 

146 

 

Fotoactivación de los profármacos de la doxorrubicina 

Las AuNSts se dispersan en una disolución del compuesto 2 en 10% DMSO en 

H2O. Se adicionan 250 μL de la suspensión de nanopartículas en un pocillo de una 

placa de 96 pocillos. Los experimentos de fotodisociación del profármaco se realizan 

irradiando las suspensiones con un diodo láser (808 nm) a una densidad de potencia 

de 1 W cm-2. A determinados intervalos durante la irradiacion NIR, las partículas se 

centrifugan (3 min, 9500 rpm) y se mide el espectro de fluorescencia del 

sobrenadante (λexc = 490 nm). También se realiza un análisis por HPLC del 

sobrenadante para determinar la doxorrubicina formada. De forma similar la 

suspensión de nanopartículas AuNSt@(MFL-Dox)2 se irradia a 808 nm y se 

mantiene una muestra control sin irradiar. A determinados intervalos de tiempo 

durante la irradiación se centrifugan las nanopartículas (3 min, 9500 rpm) y la 

doxorrubicina liberada en el sobrenadante se determina midiendo la intensidad de 

fluorescencia a 560 nm (λexc = 488 nm). 

Experimentos de fotoliberación de doxorrubicina utilizando las nanopartículas 

Janus N1 y nanopartículas N2  

Se añaden 250 μL de una suspensión de nanopartículas (100 μg mL-1) en un 

pocillo de una placa de 96 pocillos. También se añaden en otro pocillo 250 μL de la 

suspensión control que no se irradia.  Los experimentos se realizan irradiando las 

supensiones con un láser (808 nm) a una densidad de potencia de 1 W cm-2. A 

intervalos de tiempo predeterminados, las muestras se centrifugan (3 min, 9500 rpm) 

y se determina la cantidad de doxorrubicina liberada al medio utilizando la 

espectroscopia de fluorescencia (λem = 560 nm λexc = 488 nm). 

7. Experimentos con células 

Cultivo celular 

Las células HeLa se cultivan en una placa a 37 oC utilizando el medio DMEM 

(por sus siglas en ingles: Dulbecco’s Modified Eagle Medium) en un ambiente con 

aire húmedo que contiene 5 vol.% de CO2 en DMEM. El medio se suplementa con 

10 vol.% de suero bovino fetal (FBS, Gibco) y 1 vol.% de penicilina/estreptomicina 

(10000 unidades de ambos por ml). Después de 24 h de incubación, las células se 
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lavan con PBS, y se desprenden de la placa con tripsina (0.2 vol.%)/PBS. Las células 

se siembran en una placa de 96 pocillos con una densidad de 5ꞏ103 células por pocillo 

y se dejan crecer en DMEM por 24 h.  

Internalización celular de las nanopartículas 

La internalización celular de las nanopartículas se monitoreó utilizando la 

microscopía electrónica de transmisión. Las imágenes de TEM se adquirieron en un 

microscopio FEI Tecnai Spirit G2 operando a 80 kV con una cámara digital (Soft 

Image System, Morada). Las células Hela se incubaron con las suspensions de las 

nanopartículas en DMEM a 30 µg mL-1 durante 24 h. Luego, las células se fijan con 

glutaraldehído (3 %) en buffer de fosfato (0.1 mol L-1), se deshidratan en etanol y se 

añaden como agentes de contraste tetróxido de osmio (1 %) y acetato de uranilo (1 

%). Finalmente, las muestras se incluyen en una resina epoxi (Araldita) y se cortan 

en láminas ultrafinas para el análisis en el microscopio. 

Ensayos de viabilidad celular utilizando las nanopartículas y compuestos 

sintetizados 

Después del sembrado en la placa de 96 pocillos y el crecimiento durante 24 h, 

las células se tratan con las suspensiones de las diferentes nanopartículas sinteizadas 

(AuNSt@mSiO2@Dox@parafina, AuNSt, AuNSt@(MFL-DOx)2, Janus N1 y N2) o 

con las disoluciones de los compuestos 2 y 8 en DMEM a diferentes concentraciones. 

Luego las células designadas se irradian con el láser NIR (808 nm, 1-4 W cm-2, 10-

15 min). Después de la irradiación, las células se incuban durante 24 o 48 h. Después 

del período de incubación, las células se lavan con PBS, y se evalúa la viabilidad 

celular utilizando el ensayo WST-1. Se adicionan 7 μL del reactivo de proliferación 

celular WST-1, y se incuban las células durante 1 h a 37 oC. Por último, se mide la 

absorbancia a 450 nm utilizando un lector de placas (Perkin Elmer Wallac 1420 

Victor2). Se determina el porcentaje de viabilidad celular relativa a las células no 

tratadas (control, 100 % viabilidad). Se realizaron 3 réplicas para cada grupo de 

tratamiento. 
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Ensayos de fotliberación de Dox utilizando microscopia de barrido láser 

confocal 

Para los experimentos de fotoliberación intracelular de doxorrubicina utilizando 

la microscopía de barrido láser confocal (CLSM, siglas en inglés), las células HeLa 

se siembran en una placa de 96 pocillos con fondo de vidrio con una densidad de 

5ꞏ103 células por pocillo. Después del sembrado en la placa de 96 pocillos y el 

crecimiento durante 24 h, las células se incuban por 2 h con los diferentes sistemas 

sintetizados (AuNSt@mSiO2@Dox@parafina, AuNSt + compuesto 2, 

AuNSt@(MFL-DOx)2, Janus N1 y N2). Luego, las células designadas se irradian 

con un láser de 808 nm por 10 min y se incuban por 2 h adicionales. Después de este 

período de incubación las células se lavan con PBS y se adiciona DMEM. 

Finalmente, se adicona el marcador de ADN Hoechst 33342 (2 µg mL-1) y se incuban 

las células por 5 min antes del análisis CLSM. Las imágenes CLSM se adquieren 

utilizando un microscopio de barrido láser confocal Leica TCS SP8 (Leica 

Microsystems CMS GmbH). Las muestras controles también se irradian in situ con 

el láser de 633 nm del microscopio y se adquieren las imágenes antes y después de 

la irradiación. 
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8. Espectros FT-IR 

Compuesto 3 
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Compuesto 4 
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Compuesto 5 
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 Compuesto 10 
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Compuesto 12 
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9. Espectros RMN 

Compuesto 1 
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Desplazamiento 

químico δ 1H 

(ppm) 

Integración Multiplicidad 

J (Hz) 

Número 

del átomo en 

la estructura 

8.35 2 d (9.2) 13 

7.77 1 s 3 

7.58 2 d (9.2) 12 

7.30 1 s 6 

5.69 2 s 8 

4.00 3 s 9 

3.98 3 s 7 
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Espectro 1H-RMN 

 



Materiales y Métodos 

156 

 

Espectros COSY  
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Espectros HSQC  
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Espectros HMBC 
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Espectro 13C-RMN 
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Espectro DEPT-135 
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Desplaza

miento 

químico 
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Compuesto 3 

Espectro 1H-RMN  

 

Espectro 13C-RMN 
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7.39 1 dd(8.07,1.88) 2 

6.86 1 d (8.07) 3 

4.75 2 s 9 

4.24 2 q (7.14) 11 

3.92 3 s 7 

1.26 3 t (7.14) 12 

               

 

 

 

 

                                  



Materiales y Métodos 

168 

 

Desplazamiento 

químico 

δ 13C (ppm) 

Número 

del átomo 

en la 

estructura 

190.87 8 

168.10 10 

152.61 4 

150.05 5 

131.22 1 

126.15 2 

112.47 3 

109.98 6 

66.02 9 

61.67 11 

56.14 7 

14.20 12 
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Compuesto 4 

Espectro 1H-RMN  

 

Espectro 13C-RMN  
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10.24 1 s 8 

7.40 1 s 3 
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Compuesto 5 

Espectro 1H-RMN  

 

Espectro HSQC 
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Espectro 13C-RMN  

 

Espectro HMBC 
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Espectro DEPT-135 
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δ 13C (ppm) 

DEPT-
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del átomo en 

la estructura 

169.84  10 

155.39  5 

146.77  4 

139.65  2 

135.94  1 

111.49 + 3 

111.18 + 6 
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61.83 - 8 

56.69 + 7 
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Compuesto 6 

Espectro 1H-RMN  

 

Espectro COSY  
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Espectro HSQC 

 

Espectro HMBC 
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Espectro 13C-RMN  

 

Espectro DEPT-135 
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4.00 3 s  56.80 155.50 7 

3.61 2 dd 
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7.77 
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2.92 2 t 

(6.71) 

2.92 38.45 38.76 13 

 

Desplazamiento 

químico 

  

δ 13C (ppm) 

DEPT-

135 

Signo de 

la señal 

Número 

del átomo en 

la estructura 

168.53  10 

155.50  5 

146.49  4 

139.69  2 

136.52  1 

112.58 + 3 

111.11 + 6 

69.93 - 9 

61.69 - 8 

56.80 + 7 

38.76 - 12 

38.45 - 13 
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Compuesto 7 

Espectro 1H-RMN  

 

Espectro COSY 
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Espectro HSQC 

 

Espectro HMBC 
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Espectro 13C-RMN 

 

Espectro DEPT-135 
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Despla

zamiento 
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δ 1H 

(ppm) 

Inte

gración 

Multi

plicidad 

 

J (Hz)

Despla

zamiento 

químico  

δ 1H 

(ppm) 

COSY 

Despla

zamiento 

químico  

δ 13C 

(ppm) 

HSQC 

Despla

zamiento 

químico  

δ 13C 

(ppm) 

HMBC 

Nú

mero 

del 

átomo 

en la 

estruc

tura 

8.33 2 d 

(9.26) 

7.57 126.15 156.58 

146.56 

126.15 

17 

7.83 1 s  112.59 155.21 

147.92 

140.88 

127.34  

3 

7.77 1 s 3.61   11 

7.57 2 d 

(9.26) 

8.33 123.16 156.58 

146.56 

123.16 

16 

7.32 1 s  112.81 147.92 

140.88 

68.19 

6 



Materiales y Métodos 

185 

 

5.68 2 s  68.19 152.97 

140.88 

127.34 

112.81  

8 

4.70 2 s  69.62 168.20 

147.92 

9 

4.03 3 s  57.00 155.21 7 

3.62 2 dd 

(12.78, 

6.45) 

7.77 

2.92 

38.78 168.20 

38.47 

12 

2.92 2 t 

(6.75) 

2.92 38.47 38.78 13 

 

Desplazamiento 

químico 

δ 13C (ppm) 

DEPT-

135 

Signo de 

la señal 

Número 

del átomo en 

la estructura 

168.20  10 

156.58  15 

155.21  5 

152.94  14 

147.92  4 

146.56  18 

140.88  2 

127.34  1 

126.15 + 17 

123.16 + 16 

112.81 + 3 

112.59 + 6 

69.62 - 9 
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68.19 - 8 

57.00 + 7 

38.78 - 12 

38.47 - 13 

 

Compuesto 8 

Espectro 1H-RMN 
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Espectro COSY 

 

Espectros HSQC 
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Espectros HMBC 
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Espectro 13C-RMN 

 

Espectro DEPT-135 
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Despla

zamiento 

químico 

δ 1H 

(ppm) 

Inte

gración 

Multi

plicidad 

 

J (Hz)

Despla

zamiento 

químico 

  

δ 1H 

(ppm) 

COSY 

Despla

zamiento 

químico 

  

δ 13C 

(ppm) 

HSQC 

Despla

zamiento 

químico 

  

δ 13C 

(ppm) 

HMBC 

Nú

mero 

del 

átomo 

en la 

estruc

tura 

13.93 

13.85 

1 s   156.31 

155.65 

133.77 

133.45 

111.90 

111.43 

44 

13.13 

13.07 

1 s   156.31 

155.65 

133.77 

133.45 

111.90 

111.43 

43 

7.97 1 d 7.73 120.19 187.07   

120.97 

118.49 

38 

7.73 1 t 7.97 

7.35 

135.83 161.15 

135.51 

39 
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7.58 1 s  108.71 154.18 

146.94 

140.24 

128.53 

3 

7.35 1 d 7.73 118.49 161.21 

120.19 

40 

7.23 1 s 3.66   11 

6.96 1 s  110.40 146.94 

140.24 

6 

5.49 1 d 1.88 100.59  16 

5.35 2 s  63.37 155.22 

139.96 

128.02 

110.36 

8 

5.32 1 d 3.90   15 

5.24 1 m 2.13 69.49 133.72 

76.77  

22 

4.74 2 s  65.52 213.92 27 

4.51 2   68.80 167.64 

146.94 

9 

4.15 1 m 1.27 67.36  20 

4.04 3 s  56.78 161.21 42 

3.97 3 s  56.65 154.18 7 

3.90 1 s      1.81 

     3.69 

5.32 

47.25 155.18 18 

3.69 1 m 3.90 69.41  19 

3.66 2 m 2.85 37.98 47.28 12 

3.19 1 d 2.97 33.62 133.77 25 
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133.45 

76.67 

2.97 1 d 3.19 33.62 213.92 

133.77 

133.45 

25 

2.85 2  3.66 37.56 37.98 13 

2.32 1 m 2.13 35.65   23 

2.13 1 m 2.32        

5.24 

35.65  23 

1.88 2 m 3.90     

5.49 

29.61  17 

1.27 3 d 4.15 16.85 69.41 

67.36 

21 

 

Desplazamiento 

químico 

  

δ 13C (ppm) 

DEPT-

135 

 

Signo 

de la señal

Número 

del átomo 

en la 

estructura 

213.93  26 

187.07  35 

186.67  34 

167.64  10 

161.15  41 

156.31  31 

155.65  30 

155.18  10 

154.18  5 

146.94  4 

140.24  2 
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135.83 + 39 

135.51  36 

133.77  29 

133.45  28 

128.53  1 

125.79  37 

120.19 + 38 

118.49 + 40 

111.90  33 

111.43  32 

110.40 + 6 

108.71 + 3 

100.59 + 16 

76.67  24 

69.49 + 22 

69.41 + 19 

68.80 - 9 

67.36 + 20 

65.52 - 27 

63.37 - 8 

56.78 + 42 

56.65 + 7 

47.25 + 18 

37.98 - 12 

37.56 - 13 

35.65 - 23 

33.62 - 25 

29.61 - 17 

16.85 + 21 
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Compuesto 9 

Espectro 1H-RMN 

 

Espectro 13C-RMN 
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13
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Desplazamiento 

químico  

δ 1H (ppm) 

 

Integración Multiplicidad 

J (Hz) 

Número 

del átomo 

en la 

estructura 

7.77 1 s 11 

7.76 1 s 3 

7.53 1 s 6 

4.97 2 s 8 

4.63 2 s 9 

4.00 3 s 7 

3.62 2 dd (12.84, 6.48) 12 

2.92 2 t (6.71) 13 

 

Desplazamiento 

químico  

δ 13C (ppm) 

Número 

del átomo en 

la estructura 

168.52 10 

155.51 5 

146.51 4 

139.70 2 

136.53 1 
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112.57 3 

111.11 6 

69.93 9 

68.07 8 

56.80 7 

38.85 12 

38.46 13 

 

Compuesto 10 

Espectro 1H-RMN 
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Espectro 13C-RMN 
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Desplazamiento 

químico  

δ 1H (ppm) 

 

Integración Multiplicidad 

J (Hz) 

Número 

del átomo 

en la 

estructura 

7.79 1 s 3 

7.24 1 s 6 

5.49 2 s 8 

4.66 2 s 9 

4.02 3 s 7 

3.62 2 dd (12.84, 6.48) 12 

2.92 2 t (6.71) 13 

2.75 2 m 15 

2.68 2 m 16 

 

Desplazamiento 

químico 

δ 13C (ppm) 

Número 

del átomo en 

la estructura 

173.97 14 

172.65 17 

168.62 10 

155.38 5 
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147.20 4 

140.36 2 

129.79 1 

112.61 3 

111.62 6 

69.71 9 

63.52 8 

57.08 7 

38.91 12 

38.40 13 

30.71 15 

30.59 16 
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Compuesto 11 

Espectro 1H-RMN 

 

Espectro 13C-RMN 
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Desplazamiento 

químico  

δ 1H (ppm) 

 

Integración Multiplicidad 

J (Hz) 

Número 

del átomo 

en la 

estructura 

7.79 1 s 3 

7.59 1 s 6 

4.99 2 s 8 

4.63 2 s 9 

4.04 3 s 7 

3.58 64 m 14, 15 

3.47 4 m 12, 13 

3.29 3 s 16 

 

Desplazamiento 

químico  

δ 13C (ppm) 

Número 

del átomo en 

la estructura 

167.95 10 

155.47 5 

146.52 4 

136.63 2 

126.01 1 

112.40 3 
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111.15 6 

72.63 14 

71.22 15 

70.23 13 

69.93 9 

61.59 8 

58.79 16 

56.90 7 

39.38 12 

 

Compuesto 12 

Espectro 1H-RMN 
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Espectro 13C-RMN 
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Desplazamiento 

químico  

δ 1H (ppm) 

 

Integración Multiplicidad 

J (Hz) 

Número 

del átomo 

en la 

estructura 

7.82 1 s 3 

7.28 1 s 6 

5.51 2 s 8 
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4.66 2 s 9 

4.06 3 s 7 

3.58 64 m 14, 15 

3.47 4 m 12, 13 

3.29 3 s 16 

2.75 2 m 18 

2.68 2 m 19 

 

Desplazamiento 

químico  

δ 13C (ppm) 

Número 

del átomo en 

la estructura 

173.84 17 

172.62 20 

167.93 10 

155.36 5 

147.32 4 

129.63 2 

126.01 1 

112.50 3 

111.70 6 

72.64 14 

71.22 15 

70.22 13 

69.78 9 

63.50 8 

58.79 16 

57.16 7 

39.53 12 

34.43 18 

32.59 19 
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10. Equipo láser y otras imágenes 

 

Figura 1. Vista frontal y lateral del equipo desarrollado en el instituto para aplicaciones 

de hipertermia y liberación controlada. El equipo está compuesto del diodo láser, la cámara 

termostatada y el sensor de temperatura de fibra óptica. 

 

Figura 2. Espectro de emisión del láser. 
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Figura 3. Rejilla calibrada para determinar las dimensiones y el área del haz del láser. 

Escala: 0.5 mm. 
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Figura 4. Dependencia de la potencia de emisión y del voltaje en función de la corriente 

del láser. La línea gruesa representa el intervalo de trabajo lineal seleccionado para el láser 

cuya ecuación es  𝑃ሺ𝑊ሻ ൌ 1.07 ൉ 𝐼ሺ𝐴ሻ-0.2. La densidad de potencia del láser se calcula a 

partir de la potencia de emisión y del área del haz del láser: 𝐿 ൌ
୔

ௌ
ൌ

୔

గ൉௔൉௕
 . 
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Figura 5. Imágenes de la mezcla de reacción durante diferentes momentos de la síntesis 

de las AuNSt: disolución de PVP en DMF (a); después de la adición de la disolución de 

HAuCl4 (b), después de la adición de la suspensión de AuNP (semillas de 15 nm) t = 0 (c), t 

= 1 h (d), t = 3 h (e), t = 5 h (f). 

 

Figura 6. Imágenes de las suspensiones de las diferentes nanopartículas sintetizadas: 

AuNSt (a), AuNSt@mSiO2 (b), MSNP (c), Janus AuNSt-MSNP (d).     
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Figura 7. Purificación por columna (a) de los profármacos de la doxorrubicina 

(compuesto 2 y 8). Análisis por TLC del compuesto 2 (b) y 8 (c); placa vista a la luz visible 

(I), 254 nm (II) y 365 nm (III); Fase móvil: DCM/MeOH 100/5 v/v. 
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Conclusiones Generales 

En este trabajo se han desarrollado cinco sistemas de fotoliberación de 

doxorrubicina utilizando radiaciones NIR basados en tres tipos de nanopartículas: 

AuNSts, AuNSt@mSiO2 y Janus AuNSt-MSNP con potenciales aplicaciones en la 

terapia del cáncer. 

En primer lugar, se describió la preparación de un novedoso sistema de 

fotoliberación de fármacos basado en AuNSts recubiertas de una capa mesoporosa 

de sílice y funcionalizadas con moléculas de parafinas que actúan como puertas 

moleculares termosensibles. La temperatura alrededor de una AuNSt individual 

irradiada sobre una bicapa lipídica se incrementó por encima del punto de fusión de 

la parafina incluso a potencias del láser relativamente bajas. Las AuNSts se 

recubrieron con una capa mesoporosa de sílice utilizando un método que emplea el 

surfactante CTAB como plantilla para el crecimiento de la capa mesoporosa a 25 oC. 

Se evaluaron diferentes condiciones de síntesis incluyendo la relación molar 

CTAB/TEOS, la temperatura y la atmósfera inerte con el objetivo de preparar 

finalmente las nanopartículas AuNSt@mSiO2 con un mínimo cambio en la 

morfología del núcleo de oro y en sus propiedades ópticas. Estas nanopartículas se 

cargaron con doxorrubicina y se modificó su superficie externa con ODTMS y 

heneicosano. Las nanopartículas AuNSt@mSiO2@Dox@parafina no mostraron 

pérdidas apreciables de la carga en suspensiones acuosas, mientras que se observó 

una liberación significativa de doxorrubicina después la irradiación NIR, incluso 

utilizando bajas densidades de potencia. Estas nanopartículas no mostraron 

citotoxicidad hacia las células HeLa hasta que se irradiaron con el láser de 808 nm 

que provoca la fusión de la parafina asociada a la superficie externa y la liberación 

de la doxorrubicina desde el interior de los poros. El método utilizado en este trabajo 

para la preparación de las nanopartículas híbridas puede ser utilizado para la síntesis 

de otros sistemas de fotoliberación con pérdidas mínimas del fármaco encapsulado 

y que requieren bajas densidades de potencia para la activación de la liberación, dos 

características necesarias para su implementación en la terapia del cáncer. 
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También, se describió un nuevo mecanismo para la foto-activación de dos 

profármacos de la doxorrubicina basado en la disociación molecular multifotónica 

activada por radiaciones NIR de un espaciador 2-nitrobencílico en presencia de las 

AuNSts. Se sintetizó uno de los profármacos mediante la modificación química de 

la doxorrubicina con el alcohol 4,5-dimetoxi-2-nitrobencílico a través de un enlace 

carbamato. La absorción multifotónica y la disociación de este profármaco en 

presencia de las AuNSts durante la irradiación NIR produjo la formación de la 

doxorrubicina que se evidenció mediante el análisis por HPLC de las muestras 

irradiadas. Se sintetizó otro profármaco con un espaciador 2-nitrobencílico y un 

grupo disulfuro a partir de la vainillina. Se modificaron las AuNSts con este 

compuesto y se irradiaron utilizando el láser de 808 nm. La fotoliberación de 

doxorrubicina se demostró mediante espectroscopía de fluorescencia, debido 

también a la disociación multifotónica del espaciador 2-nitrobencílico. Tanto los 

profármacos de la doxorrubicina como las nanopartículas AuNSts y AuNSt@(PLM-

Dox)2 no mostraron citotoxicidad hacia las células HeLa, hasta que se irradiaron con 

un láser de 808 nm que provocó la foto-ruptura de los profármacos en presencia de 

las AuNSts y la liberación de la doxorrubicina. El funcionamiento adecuado de estos 

materiales híbridos se basa en el empleo de las AuNSts que favorecen la absorción 

multifotónica de la radiación NIR y la foto-ruptura del espaciador 2-nitrobencílico 

que produce la liberación de la doxorrubicina. El uso de estos sistemas permite 

superar las limitaciones asociadas con las elevadas potencias de irradiación 

requeridas para producir la absorción multifotónica en moléculas orgánicas y 

mejorar la quimioterapia basada en el tratamiento con doxorrubicina del cáncer. 

Por último, se desarrollaron dos sistemas de fotoliberación de doxorrubicina 

basados en la foto-ruptura con radiaciones NIR de un espaciador 2-nitrobencílico 

utilizando nanopartículas Janus AuNSt-MSNP y AuNSt@mSiO2. Las 

nanopartículas Janus se obtuvieron utilizando una emulsión de parafina en agua que 

permitió el enmascaramiento de una parte de la superficie de las MSNPs y la 

funcionalización selectiva de la otra parte de la superficie expuesta al medio. La 

doxorrubicina se encapsuló en las MSNPs y se funcionalizó la superficie externa de 

los poros con un complejo Bzi-CD que actúa como puerta molecular sensible al pH. 
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Se modificó las AuNSts con una molécula fotolábil que posee un espaciador 2-

nitrobencílico y que permitió unir el ácido succínico a la superficie de las 

nanopartículas. El sistema híbrido mostró un adecuado perfil de liberación de 

doxorrubicina debido a que la irradiación con un láser de 808 nm produce la 

fotodescomposición de la molécula fotolábil en la superficie de las AunSts y la 

formación del ácido succínico que provoca la disociación del complejo Bzi-CD en 

la superficie de las MSNPs y la liberación de la doxorrubicina. Por otro lado, las 

nanopartículas AuNSt@mSiO2 se obtuvieron mediante recubrimiento directo de las 

AuNSt con una capa mesoporosa de sílice y funcionalización con grupos aminos. 

Luego, las nanopartículas se cargaron con doxorrubicina y se funcionalizó la 

superficie externa de los poros con moléculas de polietilenglicol con un espaciador 

2-nitrobencílico y un grupo carboxilo que actúan como puertas moleculares 

fotosensibles. La irradiación de estas nanopartículas provocó la fotodescomposición 

de la molécula fotolábil, la liberación del PEG y la difusión de la doxorrubicina desde 

el interior de la capa mesoporosa. Ambas nanopartículas híbridas no mostraron 

toxicidad hacia las células HeLa, demostrando la eficiencia de encapsulación del 

fármaco en la fase mesoporosa de sílice. La viabilidad celular disminuye después de 

la irradiación de ambas nanopartículas con un láser de 808 nm, debido a la liberación 

intracelular de la doxorrubicina. El funcionamiento adecuado de estos materiales 

híbridos se basa en el empleo de moléculas fotolábiles que poseen un espaciador 2-

nitrobencílico que puede enlazar a la molécula efectora sobre la superficie de las 

AuNSts en las nanopartículas Janus o actuar como puertas moleculares sobre la 

superficie de la capa mesoporosa de sílice en las nanopartículas AuNSt@mSiO2. 

Estas moléculas fotolábiles se disocian durante la irradiación NIR de las 

nanopartículas provocando en última instancia la liberación de la doxorrubicina. La 

metodología utilizada en este trabajo se puede extender para la síntesis de otros 

sistemas de fotoliberación de fármacos utilizando radiaciones NIR basados en 

nanopartículas Janus AuNSt-MSNP empleando otras puertas moleculares sobre la 

superficie de las MSNPs y otras moléculas efectoras asociadas sobre la superficie de 

las AuNSts a través de diferentes espaciadores fotolábiles y basados en 

nanopartículas AuNSt@mSiO2 empleando otras puertas moleculares fotosensibles 
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asociadas a la superficie externa de los poros a través de diferentes espaciadores 

fotolábiles. 
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