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ABSTRACT

Sviluppo e Car atterizzazione Spettroscopica di

Materiali Plasmonici per Applicazioni Biomediche

Dottorando Dott. Alessio Milanesi alessio.milanesi @unifi.it

Tutore Prof. Moreno Lelli moreno.lelli@unifi.it
Co-TutoreDr. Fulvio Ratto f.ratto@ifac.cnr.it

Co-Tutrice Dr. Sonia Centi s.centi @ifac.cnr.it

Controrédatrice Prof.ssa Monica Bertoldo monica.bertoldo@unife.it

Controreatrice Prof.ssa llaria Manndlli ilariamanndli @icfo.eu

Le particelle plasmoniche come i nanorods d'oro (GNRS) si stanno
mostrando potenti agenti di contrasto per applicazioni importanti
come l'imaging fotoacustico e |'ablazione fototermica del cancro.
Perd, la loro efficienza unica di conversione fototermica pud
trasformarsi in uno svantaggio pratico, e esporli a rischio di
surriscaldamento e fotodanneggiamento irreversibile. Verranno
approfonditi i processi di prefusione e rimodellazione dei GNRs
sotto illuminazione con impuls ottici di durata tipica dell'ordine di
pochi ns. Verra intrapresa una classificazione retrospettiva di tali

approcci secondo principi spesso impliciti, come: vincolare la forma
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iniziale, velocizzare il loro accoppiamento termico con |'ambiente
abbassando la loro resistenza termica all'interfaccia, oppure
ridistribuire I'energia in ingresso tra piu particelle. Saranno discussi
vantaggi e svantaggi e contesti di interesse pratico in cui una
soluzione puod essere piu appropriata dell'atra.

La stabilizzazione delle proprieta ottiche delle particelle
plasmoniche anisotrope tramite riscaldamento termico e irradiazione
laser € una questione importante in molte applicazioni biomediche.
Verra affrontato I'effetto che piccoli tioli hanno sulla fotostabilita
termica dei nanorods d'oro. Le nanoparticelle sono state trattate con
miscele di poli-etilen-glicole tiolato (PEG-SH) e metil-benzen-tiolo
(MBT) con rapporti molari compresi tra0 (per il caso del PEG puro)
e 20, e poi incubati in stufain condizioni di sub-ebollizione. E stato
scoperto che i piccoli tioli migliorano notevolmente la stabilita
termica dei GNRs. Ad esempio, dopo 1 oraa 90 °C i campioni con
PEG puro hanno perso piu del 70% dell'assorbanza ottica nella loro
posizione di picco iniziale, mentre |le particelle ricoperte di un denso
strato di MBT sono rimaste pressoché invariate. E possibile
attribuire questo effetto ad una modulazione della barriera di
attivazione per la diffusione superficiale degli atomi d'oro. Inoltre,
abbiamo affrontato |a traduzione di questo effetto sulla fotostabilita
dei nanorods d'oro irradiati in condizioni di interesse per I'imaging
fotoacustico ed é stato scoperto chei piccoli tioli ritardano le soglie

di danneggiamento fino a un fattore di 2.



In questo lavoro di tes viene descritto inoltre I'effetto della
resistenza termica al'interfaccia oro-acqua (resistenza di Kapitza)
sulle prestazioni di conversione fotoacustica dei nanorods d'oro. |
risultati indicano possibili strategie per |'ottimizzazione delle
particelle plasmoniche come agenti di contrasto per I'imaging, o
anche come trasduttori per i biosensori.

Viene inoltre suggerito un approccio efficace per modulare la
resistenza di Kapitza includendo caratteristiche ancora non ben
studiate come rugosita o presenza di adsorbati. Seguendo questaidea
e stata sintetizzata una variante rugosa di nanorods d'oro per
deposizione e sostituzione galvanica di un guscio d'argento, dove la
rugosita fornisce segnali fotoacustici piu elevati di circa il 70% e
soglie di danneggiamento del 120%. Inoltre, le particelle sono state
rivestite con una corona proteica, la quale apporta una diminuzione
dei segnali fotoacustici con I'aumentare dello spessore del guscio;
guesto potrebbe ispirare nuove soluzioni per biosensori basate su un
meccanismo di trasduzione fotoacustica. Entrambi questi risultati
sono coerenti con un'efficace modulazione della resistenza di
Kapitza, che pud diminuire con l'irruvidimento, a causa di un
aumento della superficie specifica, e pud aumentare con
I'introduzione di un rivestimento proteico (il quale puo fungere da
isolamento termico).

Sono stati anche sviluppati materiali ibridi costituiti da nanorods
core/shell Au/Ag, inclusi in fantocci biomimetici (scaffold) porosi di

chitosano/polivinilil  alcol  (chitosano/PVA) per applicazioni



nell'ingegneria tissutale e nella guarigione delle ferite (wound
healing). La combinazione di Au e Ag in un unico costrutto fornisce
opportunita sinergiche per |'attivazione ottica di funzioni come la
saldatura del tessuti con laser nel vicino infrarosso e I’interrogazione
remota per 1’acquisizione di parametri di rilevanza prognostica nel
monitoraggio della guarigione delle ferite. In particolare, la
componente bimetallica assicura sintonizzabilita ottica, durata di
conservazione e stabilita fototermica migliori, funge da serbatoio di
cationi d'argento germicidi. Allo stesso tempo, la miscela polimerica
e ideale per essere legata a tessuto connettivo a seguito di
attivazione fototermica e per supportare i process di fabbricazione
che forniscono un’elevata porosita, come |'eettrofilatura, ponendo
cosi tutte le premesse per il ripopolamento cellulare e la protezione
antimicrobica

In sintesi, in questo lavoro, e stata affrontata |'ottimizzazione di un
sistema importante come i GNRSs per applicazioni complementari in
divers ambiti biomedici; ne & stata ottimizzata la stabilita e
I'efficienza di conversione fotoacustica per essere utilizzati come
agenti di contrasto ottico, sviluppandone rivestimenti funzionali con
piccole molecol e organiche oppure con strati porosi metallici. Infine
e stata valutata l'integrazione di nanorods bimetalici di Au/Ag in
scaffold ibridi per ingegneria tissutale, sfruttandone sia I'efficienza
di conversione fototermica sia la sensibilita ottica alle condizioni di
stress ossidativo, alo scopo di attivare processs e monitorare

parametri di interesse nell'ambito del wound healing.



1
INTRODUZIONE

1.1 1Gold Nanorods (GNRs)

Le particelle plasmoniche stanno emergendo come una soluzione
versatile per un'ampia varieta di esigenze, a crocevia tra ottica
biomedica, rilevamento e imaging, a causa della loro efficienza per

migliorare, assorbire e diffondere laluce'>.

Q=N k2N
it

AL
/ 476}%’/%3\
2%\ »__.l-"-= HE

Figure 1.1: la figura a) a sinistra mostra una sospensione colloidale di nanorods
d’oro; la figura b) a destra raffigura un’immagine TEM della relativa sospensione

di rods.
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In particolare, i nanorods d'oro sono una soluzione promettente che
combina caratteristiche fotofisiche e biochimiche, favorevoli per
applicazioni  critiche come I'imaging fotoacustico (PAI,
photoacoustic imaging) e |'ablazione fototermica del cancro*?, dove
la luce viene rispettivamente convertita in ultrasuoni e calore. Pero,
in alcuni cas, la grande efficienza della conversione fototermica dei
nanorods d'oro puo rivelarsi un problema e una limitazione pratica,
poiché I'energia in ingresso puo innescare il loro surriscaldamento e
rimodellamento, e quindi causare la loro deformazione permanente.
Qui verra presentata una panoramica di diversi approcci per
migliorare la fotostabilita dei GNRs per applicazioni nel PAl, sia
migliorando la loro stabilita termica (vincolando la forma iniziale e
inibendo cosi I'inizio della prefusione attraverso I'aggiunta di gusci
rigidc o morbidi, come monostrati autoassemblati); oppure
accelerando il loro tasso di raffreddamento dissipativo verso
I'ambiente, migliorando di conseguenza |'accoppiamento termico
al'interfaccia oro/acqua attraverso una progettazione razionale del
rapporto superficie/volume delle particelle; o anche ridistribuendo
I'energiain ingresso tra piu particelle attraverso la personalizzazione
della sorgente ottica o una sottile modulazione delle loro forme.
Discuteremo casi in cui una soluzione puo essere piu pertinente
dell'dltra, nonché combinazioni sinergiche che favoriscano

I’applicazione delle particelle plasmoniche nella pratica bi omedica’.
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[l PAl sta emergendo come una potente soluzione per combinare i

migliori vantaggi del contrasto ottico e del rilevamento acustico’.

Ultrasonic
c Laser pulse et tion
Absorption é
< Thermal C’ o S s
< expansion 4 N
1 { [
Acoustic - . ! :
waves Tt % 3 e’
MR A - ™
< Ultrasonic -
detection \ 1 .
e ekt

formation

Figura 1.2: Schema del principio fisico su cui si basa /’imaging fotoacustico
(fonte: Wikipedia)

L'idea chiave & quella di irraggiare un campione biologico con
impulsi brevi di un laser o di un LED, per generare esplosioni di
ultrasuoni, e rilevare tali ultrasuoni con un trasduttore passivo per
ricostruire un'immagine che codifica principalmente la distribuzione
di un'assorbanza ottica. Pertanto, il meccanismo di contrasto e
I'assorbanza ottica, ma lI'immagine é formata dalla retro-proiezione
di un fronte d'onda acustico, e quindi non soffre dell'effetto della
torbidita, in prima istanza. La durata tipica degli impuls ottici &
nellascalade nanosecondi, mentre la frequenza del segnale acustico
dipende dala scala delle lunghezze dell'oggetto target e pud
estendersi da centinaia di KHz, o meno, a decine di MHz, o piu.
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Sebbene la penetrazione della luce ponga ancora acune limitazioni
rispetto all'imaging ad ultrasuoni alla frequenza corrispondente®®, la
tomografia fotoacustica fino a diversi cm & un traguardo rilevante®
13 Al centro del PAI c'@ un processo di conversione fotoacustica che
trasforma un impulso ottico in un segnale acustico™. A sua volta, il
processo di conversione fotoacustica, e la seguente propagazione,
deriva da una cascata di eventi consecutivi che includono le fasi di
assorbanza ottica, conversione fototermica e propagazione del
calore, e conversione termoelastica e propagazione acustica. In
pratica, la fase iniziale della conversione fototermica genera una
sorgente termica la cui potenza Q; [W/m°] & descrivibile

dall’equazione:

Q= pax| (D)

dove p, @ I'assorbanza ottica [m™'] e | & ladensita di potenza ottica
[W/m?].
Quindi, il processo di conversione fototermica e propagazione del

calore e governato dall'equazione generae:

oT
pCy=r = V- (KVT) = @, )

dove p ¢ la densita [kg/m?], Cp & la capacita termica specifica a

pressione costante [J(K-kg)], e k €& la conducibilita termica
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[W/(m-K))].
Invece il processo di conversione termoelastica e propagazione

acusticain un liquido segue I'equazione ugualmente generae:

1 92pP
T3 V2p = Q, 3
S

dove vs € la veocita del suono, e abbiamo introdotto Qa come
sorgente monopolare di pressione acustica [Pa/m?. Nel caso
particolare che la sorgente monopolare di pressione acustica nasca
da un processo di espansione termoelastica in un liquido,

I’equazione assume laforma:

a 9%T
@ p2 o2

(4)

) . . . - ap
dove a ¢ un coefficiente di espansione della pressione o = (a_T) :
%4

Nel caso standard, dovei process di assorbanza ottica ed espansione
termoelastica avvengono nello stesso mezzo e l'intero processo €
abbastanza veloce per far s che la conducibilita termica sia
trascurabile, cio€ k=0, I'intero fenomeno assume la forma comune di

un'equazione d'onda:

OZP_ oo (g Ol

== 5
PTG pCp Ot ©®)
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che pud godere di una soluzione analiticaa Ad esempio,
nell'approssimazione che I'impulso ottico e deltalike e I'oggetto
bersaglio & puntiforme™, la pressione fotoacustica alla sua superficie
risulta essere proporzionale al prodotto di - I' - F, dove abbiamo
introdotto il Parametro di Griineisen I' = a/pC, , e F lafluenza ottica
[¥m?] dellimpulso in ingresso. La fluenza ottica & I’energia radiante
ricevuta da un corpo per unita della sua superficie.

Tuttavia, in una situazione piu generale, come quella di nostro
interesse, dove |'evento di assorbanza ottica avviene all'interno del
nanorods doro, ma il processo di espansione termoelastica si
sviluppa nel loro mezzo acquoso™*°, la conduttivita termica & vitale,
e l'intensita della sorgente fotoacustica in redta cresce con il
coefficiente di conduttanza del contatto termico attraverso
I'interfaccia metallo-acqua. La generazione fotoacustica da una
sospensione colloidale di GNR e un processo complesso, dove le
fas di conversione fototermica ed espansione termoelastica sono
debolmente accoppiate attraverso la velocita di raffreddamento
dissipativo dell'agente di contrasto ottico. In questo contesto, le
simulazioni numeriche con metodi multiscala come il Metodo degli
Elementi Finiti (FEM)™'’ rappresenta uno strumento conveniente
per affrontare le dipendenze dei parametri critici come I'evoluzione
di temperatura nei nanorods d'oro o I'efficienza della conversione

fotoacustica.
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Il PAI e stato implementato in molti laboratori e diverse piattaforme
sono disponibili sul mercato per lavori preclinici, traslazionali o
clinici. In generale, i sistemi fotoacustici possono essere suddivisi in
due classi generali’®, ciog, tomografia e microscopia, a seconda della
combinazione delle configurazioni per l'eccitazione ottica e la
rivelazione acustica. In pratica, il setup tomografico prevede che il
campione sia inondato di luce ad impulsi ad ata energia non
focalizzata e bassa frequenza di ripetizione, e I'immagine puo essere
ricostruita attraverso una serie di trasduttori, mentre la controparte
microscopica prevede che il campione sia scansionato con luce ad
impulsi ad alta energia focalizzata e ata frequenza di ripetizione, el
segnale sia recuperato con risoluzione ottica o acustica. In entrambi i
casi, lafluenzaottica & di un ordine di grandezza simile, tipicamente
nell'intervallo di diverss mJcm? a fine di suscitare un segnale
fotoacustico di sufficiente rapporto segnale-rumore.

Come abbiamo accennato, il meccanismo principale di contrasto nel
PAl é di natura ottica. Piu precisamente, si presume spesso che le
immagini fotoacustiche codifichino mappe di assorbanza. Tuttavia,
purtroppo, altri fattori concorrono a fornire contrasto, come
I’eterogeneita della fluenza ottica e del parametro di Griineisen o
riflessioni acustiche®*®. Qui, ci atteniamo a concetto elementare
che I'assorbanza ottica e la principale causa di contrasto nel PAI.
Alcune principali fonti di contrasto endogeno sono i “coloranti”
biologici come |'emoglobina e la melanina. L’implementazione

multispettrale del PAl per definire I'oss e deoss emoglobina e
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rilevare la pressione parziale dell'ossigeno nei vasi sanguigni con
risoluzione 4D, rimane probabilmente la pitl ata applicazione di

successo dell’imaging fotoacustico; € stato sfruttato in contesti

27-29 30,31

critici comeil cancro™ o lelesioni cerebrali neonatali
L'utilizzo del PAI per o studio della distribuzione di emoglobina e
della pressione parziale di ossigeno, sta diventando uno strumento
clinico di interesse attuale. Tuttavia, resta inteso che il potenziale di
guesta tecnologia puo estendersi facilmente a dominio dell'imaging
molecolare generico mediante I'uso di mezzi di contrasto ottici
mirati.

In contrapposizione con l'imaging ultrasonico, dove gli agenti di
contrasto devono essere delle dimensioni dei micron® e quindi
difficilmente possono macchiare il tessuto biologico e i fluidi
corporei, i mezzi di contrasto ottici possono essere molto piu piccoli
e quindi consentire piu applicazioni. Un caso tipico e l'utilizzo di
mezzi di contrasto ottici in grado di fuoriuscire dai vasi sanguigni e
marcare il microambiente tumorale.

Esistono molti materiali che sono oggetto di indagine come mezzi di
contrasto esogeni per il PAl molecolare, e possono essere suddivisi
in due class generai: materiali inorganici, come nanoparticelle di
metalli nobili o di carbonio, e materiali organici a base di coloranti
organici, nanoparticelle di polimeri semiconduttori**>°. Come regola
generae, i materiali organici spesso godono di migliori prestazioni
in termini di biodegradabilita e biocompatibilita. Gli esempi

includono varie particelle che incorporano coloranti organici, come i
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sistemi micellari**°

, i liposomi*!, veicolanti a base di proteine® o
lipidi*®, polimeri che assorbono dal lontano rosso a vicino
infrarosso (come i sistemi m-coniugati**, la melanina™ o la poli-
dopamina®™*’.

Al contrario, i sistemi inorganici tendono a offrire una maggiore
facilita di sintes e manipolazione, una maggiore efficienza di
conversione fototermica e una maggiore stabilita chimica e
fotochimica®™. Esempi di questo tipo includono composti ionici

a®* nanotubi di carbonio® o

come le nanoparticelle di blu di Prussi
grafene™ e un'ampia varieta di particelle plasmoniche® che spesso
sono costituite da metalli nobili come I'oro. Tra quest'ultima classe, i
nanorods d'oro sono uno dei sistemi pitl interessanti e popolari*>,
per i motivi che saranno illustrati successivamente.

Tuttavia, merita considerazione anche un altro argomento, ovvero
I'uso di agenti di contrasto multifunzionali per fotoacustica o gli
interventi guidati da immagini multimodali, come le terapie

fototermiche o combinatorie. Anche in questo caso, S puo trovare la

4- 1,62
e5 60 e6 ,6

stessa dicotomia tra nanoparticelle inorganich e organich
che fungono da agenti teranostici e spesso integrano moduli multipli,
con soluzioni basate su nanorods d'oro che giocano un ruolo chiave
nellaletteratura®™ .

Il caso dei nanorods d'oro, piuttosto che di atre forme in corso di
valutazione in qualita di agenti di contrasto per il PAI, (come nano-

68,69 70,71)

shell®”, nano-cage®® o nano-stelle’™™), & rappresentativo di una

classe molto piu ampia di materiali fotoresponsivi. Tra gli altri
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modelli di particelle anisotrope di metalli nobili, i nanorods d'oro
hanno ricevuto il massimo interesse accademico e commerciale,
tanto che sono gia disponibili dai principali fornitori come Merck
Sigma-Aldrich o Creative Diagnostics. | GNRs s distinguono in
termini di facilita di sintes ed efficienza di conversione fototermica
e fotoacustica, mentre altre soluzioni che presentano punte e
avvalamenti, come i nano-cage o le nano-stelle, sono probabilmente
le migliori per le applicazioni basate sull'effetto del miglioramento
nel campo vicino negli hot spot plasmonici’®™,

Ci sono molte ragioni per cui i nanorods d'oro sono diventati cosi
popolari come agenti di contrasto per imaging ottico, e in particolare
per applicazioni fotoacustiche, come confermato dal trend crescente
del numero di articoli nel corso degli anni. Uno del piu notevoli
vantaggi di queste particelle € la possibilita di sintonizzare (tuning)
con precisione e facilita le loro bande plasmoniche attraverso le
finestre spettrali vis-NIR, tramite la semplice variazione del loro
cosiddetto aspect ratio (AR), cioe il rapporto tra lunghezza asside e
diametro trasversale®™. In termini pit semplici, questa proprieta puod
essere spiegata ricorrendo ala teoria di Gans®, che prevede una
soluzione elettromagnetica nel caso di particelle omogenee con
forma ellissoidale e permeabilita (¢) complessa incorporata in un
ospite dielettrico con permeabilita () rede. In particolare, la

sezione d'urto per I'estinzione ottica di sferoidi orientati casualmente

2 2 2 .
prevede C,,, = 4mkim (“”3;“2) dove k ==f == & il numero

0
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d'onda nel mezzo, ¢ a; e oy sono le polarizzabilita e ettrostatiche

rispettivamente lungo e perpendicolare all’asse di simmetria®™-:

V E—€&m
A gy + (e —gp)Ly,

(6)

A2 =)L =

dove V el volume della particella e L, sono i cosiddetti fattori di
depolarizzazione geometrici. La lunghezza d'onda della risonanza
plasmonica localizzata (A pr) per l|'eccitazione longitudinale puo
essere facilmente derivata dall'equazione (6) e utilizzando il modello

di Drude per lafunzione dielettrica dell'oro®:

gm
Apr = Ap [€ip T+ (L_ - 3m> (7
1

dove il contributo interbanda ¢ & ~ 12 e la lunghezza d'onda del

plasma & A, ~ 130 nm, nel caso dell'oro. Quando il fattore di
depolarizzazione geometrica L; varia daé per sfere a zero per aghi

ideali, I'equazione (7) prevede un'ampia variazione di A pr da 520
nm per gocce standard in acqua lontano dalla finestra degli
infrarossi.

Un'dtra caratteristica chiave del nanorods d'oro e la loro facilita di

sintesi e modifica | protocolli esistenti di sintesi elettrochimica®*®®,

- 84- 7
84-86 55788

mediata da semi e templat consentono di produrre GNRs
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con lunghezza da decine a 100 nm o piu e larghezza da 5 a decine di
nm. Tuttavia, per il piu popolare approccio mediato da semi e le sue
varie modifiche, lalarghezza possibile varia piu tipicamente tra 10 e
40 nm e I’AR varia da 2 a 7. Secondo l'equazione (7), la
corrispondente A_pr longitudinale di tali particelle varia da circa 600
nm a 1200 nm.

Oltre all’AR, ci sono diversi dtri fattori che determinano |'esatta
posizione della A pr. Il primo fattore aggiuntivo € la forma. Una
forma a rod e vicino a un cilindro con estremita semisferiche
(cilindro a S® o sigaro), ma sono possibili e ricorrenti anche altre
forme come dog-bones™, manubri® e varianti piti complicate™. La
diversita di forma porta ad una variazione nella A pr fino a 50 nm
rispetto al caso ideale di particelle simili a sigari. Il secondo fattore
importante & lo spessore. Nello specifico, due serie di nanorods d'oro
con identico AR, ma uno spessore diverso, mostreranno risonanze
leggermente diverse, vale a dire la A pr dei rods piu spessi sara
spostata verso il rosso rispetto aquelli piu sottili.

Ancora piu importante, la variazione del volume totale porta a
cambiamenti significativi nel rapporto tra assorbimento ottico e
scattering. Per le particelle piu piccole, I'assorbimento ottico prevale
in modo schiacciante sull'estinzione totale, e questo e il caso piu
comune. Ottimizzare e sintonizzare quindi le proporzioni con il
volume medio consente di produrre compromessi efficaci per varie

applicazioni basate su interazioni con luce NIR.
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Da un punto di vista chimico, la messa a punto delle proporzioni e
del volume del nanorods d'oro puo essere ottenuta attraverso la
variazione delle concentrazioni dei vari reagenti, e piu comunemente
le quantita di semi e ioni Ag’, in maniera graduale. Per0, I'effetto
desiderato pud essere ottenuto anche con procedure aggiuntive.
Recentemente, il nostro gruppo ha suggerito due protocolli utili per
la messa a punto della lunghezza d'onda di risonanza plasmonica
localizzata e del volume di GNRs basati su una combinazione di
processi di crescita eccessiva’™ ed etching®™. Durante la crescita
eccessiva, il volume totale del rod aumenta e la A pr tende alo
spostamento verso il blu, insieme all’AR. Invece, nel processo di
etching, la lunghezza del rod subisce un progressivo decremento
mentre |0 spessore rimane costante. Questa trasformazione si traduce
in una progressiva diminuzione della A pr dal vaore iniziale a un
punto finale, tipicamente intorno 600 nm. Da notare che |'etching &
un processo completamente controllabile e la lunghezza d'onda di
risonanza puo essere sintonizzata con una precisione di circa 1 nm.
Quindi, le tecnologie di crescita eccessiva e |'etching possono essere
utilizzate per la progettazione razionale della geometria del rod, e
quindi per controllare la A pr € il rapporto tra assorbimento ottico e
scattering. Queste opportunita rendono i nanorods d'oro candidati
promettenti per una vasta gamma di applicazioni. In particolare, gli
obiettivi piu importanti dei GNRs sono l'ipertermia ottica e
I’imaging fotoacustico del cancro. Poiché entrambe le applicazioni

derivano da un processo di conversione fototermica, nonostante le
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differenze fondamentali, il tasso di assorbanza ottica e decadimento
non radiativo sono indicatori chiave per le prestazioni di queste

particelle come agenti di contrasto ottici. Sono stati condotti vari

96-100 76,77,101,102

studi  teorici e sperimentali per quantificare e
confrontare |'efficienza della conversione fototermica di divers
modelli di particelle plasmoniche. Le simulazioni €lettromagnetiche
suggeriscono chei rods piccoli godono di assorbanza maggiore nella
finestra del NIR rispetto ale possibili aternative. Per contro,
I'anisotropia dei nanorods doro li rende molto sensibili alla
polarizzazione della luce. | risultati sperimentali del riscaldamento
fototermico dimostrano anche chei rod piccoli e le shell o cage cavi,
in formato colloidale, producono il piu ato tasso di conversione
fototermica sotto irradiazione nel NIR. E importante notare che tuiti
gli esperimenti menzionati sono stati effettuati con sorgenti a bassa
potenza. Per I'irradiazione pulsata ad alta energia, come vedremo, la
velocita di dissipazione del calore nell'ambiente e anche il fenomeno
del foto-danneggiamento delle particelle concorrono nel processo
complessivo di conversione fototermica.

Un altro vantaggio dei nanorods d'oro € laloro facilita di modificarli
con coatings funzionali. Per la maggior parte delle applicazioni
biomediche, |a superficie dell'oro dovrebbe essere derivatizzata con
biomolecole appropriate, come anticorpi, DNA, Raman-reporter, tag
fluorescenti, polimeri stealth, ecc.’®®. A causa della presenzadi un
doppio strato protettivo di bromuro di cetil-trimetil-ammonio

(CTAB) sulla superficie dei nanorods d'oro sintetizzati, la loro
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modifica e spesso piu impegnativa del caso delle particelle sferiche

standard ricoperte di ioni citrato.

Figura 1.3: molecola di bromuro di cetil-trimetil-ammonio (CTAB)

L'uso della chimica del legame oro-tiolo € un modo comune per

funzionalizzare i nanorods d'oro®™!%% sebbene altri approcci,

come il rivestimento tramite polielettroliti*®” o pre-terminazioni con

at®0 gano utili aternative.

gusci di silice'® o gusci di polidopamin
In entrambi i casi, tali rivestimenti svolgono un ruolo critico nei
profili biologici del nanorods d'oro e possono svolgere funzioni
eccezionali, come consentire il trasporto mirato a un tumore maligno
attraverso una via di somministrazione sistemica come un'iniezione
endovenosa. In tale contesto, le strategie comuni includono: I'uso di
polimeri stealth, (come il poli-etilen-glicole (PEG), per ingannare la
barriera reticoloendoteliale e soddisfare la cosiddetta permeabilita

11,112
)

aumentata e ’effetto di ritenzione , € la sua associazione con

un'ingegnosa pletora di soluzioni attive per riconoscimento host-

qu 116—118.

est"*™ oppure I'integrazione in cellule tumorali-tropiche
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Figura 1.4: struttura del poli-etilen-glicole (PEG)

Nonostante i notevoli progressi, il trasporto mirato dei GNRs rimane
un vivace campo di ricerca in corso, che beneficia enormemente
della versatilita biochimica dell’oro. Oltre a questi vantaggi, il
lavoro sui nanorods d'oro incontra anche criticita che rappresentano
ancora una grande barriera contro la loro penetrazione traslazionale.
Nella maggior parte dei casi, lo sviluppo di mezzi di contrasto per
I’imaging fotoacustico punta ad un uso clinico nel corpo umano.

Senza approfondire la moltitudine di questioni normative ed etiche
associate allo sviluppo di composti farmaceutici, citiamo solo che la
loro valutazione e condizionata a una serie di prerequisiti coperti
dal'acronimo ADMET, ovvero Assorbimento, Distribuzione,
Metabolismo, Escrezione e Tossicita. In termini di adsorbimento e
distribuzione, la comunita scientifica ha fatto passi da gigante verso
un trasporto efficiente. Anche il problema della tossicita € stato
oggetto di approfondite ricerche con esito complessivamente

19120 Al momento, il vero talone dAchille per la

positivo
traduzione clinica delle nanoparticelle d'oro € il loro metabolismo o
I’escrezione.

La premessa sconveniente € che l'inerzia biochimica dei metalli

nobili & una caratteristica che fa si che vengano scelti proprio per la
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loro stabilita contro la corrosione e non tossicitd, ma puo fatalmente
rallentare il loro metabolismo o laloro escrezione.

L'altro problema principale per I'implementazione dei nanorods
d'oro come agenti di contrasto ottici per I’imaging fotoacustico € la
loro fotoinstabilita. La fotoinstabilita dei nanorods d’oro non e solo
un fenomeno di interesse accademico, ma anche una preoccupazione
di pertinenza molto pratica. Infatti, i GNRs tendono a perdere
I'efficienza della conversione fotoacustica per esposizione a impulsi
di ns lunghi, gia in regime di fluenza ottica dell'ordine di pochi
mJcm?, pitl tipicamente sotto 10 mJ/cm?, che & ben al di sotto de
limiti di esposizione permessi alle maggiori frequenze di interesse

123 Percio, la fotoinstabilita dei nanorods d'oro

nel vicino infrarosso
rappresenta un vero collo di bottiglia nell'ottimizzazione delle
applicazioni fotoacustiche.

Anche in condizioni ambientali*?*

, ma piu facilmente all'aumentare
della temperatura, e spesso, ancora piu evidentemente dopo
I'irradiazione con brevi impulsi ottici, i GNRs tendono arimodellars
in particelle piu rotonde. Il driver di questo processo é che la forma
prolata originata dalla crescita anisotropa dei nanorods d'oro €& fuori
equilibrio termodinamico e s discosta dalla loro costruzione di
Wulff'?1% che assomiglia a una sfera sfaccettata. Come regola

R'?’ e minore & la loro dimensione'®®.

generale, maggiore e laloro A
In pratica, tutti quegli elementi che si discostano maggiormente da
una costruzione di Wulff stabile, come punte e avvalamenti, sono

meno stabili contro un trattamento termico o, naturamente, anche
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fototermico. In caso di irraggiamento con brevi impuls ottici, i
nanorods d'oro tendono a surriscaldarss e poi a raffreddarsi
nuovamente a temperatura ambiente attraverso un processo che
comporta molteplici fasi successive: attivazione ottica delle
oscillazioni plasmoniche, riscaldamento Joule per accoppiamento
elettrone-fonone in una scala temporale inferiore a 10 ps, e quindi
termalizzazione con |'ambiente mediante accoppiamento fonone-
fonone in una scala temporale che dipende dalle varie caratteristiche
dell'interfaccia e giace nell'ordine delle centinaia di ps™"'**% E
generalmente inteso che la maggior parte della trasformazione si
sviluppa vicino ala temperatura di picco’’, cioé prima che la
termalizzazione con |'ambiente prenda il sopravvento. Latransizione
completa da rods a sfere puo richiedere tempi brevissimi, come

poche decine di ps**

. Queste cifre mostrano bene la complessita del
problema nel caso dell’imaging fotoacustico. Poiché la durata piu
tipica degli impulsi ottici implementata in tutte le piattaforme
commerciali per I’imaging fotoacustico ¢ nell'ordine di pochi ns,
I'intera cascata di process (dall'assorbimento alla sferoidizzazione)
coesistono nel corso del tempo dell'innesco ottico. Percio, i nanords
doro possono deformarss e quindi  perdere I'efficienza
dell'assorbanza ottica e della conversione fotoacustica assorbendo la
luce, cioé ben prima che I'impulso dannoso sia terminato. Al
contrario, poiché la frequenza di ripetizione tipica € dell'ordine di
pochi Hz fino acircaun KHz in acuni casl, e latermalizzazione con

|'ambiente richiede meno di circa 1 ns, il riscaldamento cumulativo
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daimpulso aimpulso al'interno della singola particella e irrilevante.
In alcuni passaggi, € inoltre importante chiarire che, con una
diffusivita termica in acqua dell'ordine di 100 nm?#ns™*, Ia tipica
scala di lunghezza coinvolta nell’imaging fotoacustico € dell'ordine
di poche decine di nm, e quindi anche |'accoppiamento termico da

particella a particella & spesso trascurabile™®

. Come conseguenza, e
solo lafrazione di particelle in risonanza con il trigger ottico che é a
rischio di rimodellamento™®. Invece la diffusivita termica nell'oro &
molto pit ata e cade nell'ordine di 10° nm?/ns, che & abbastanza
veloce per ignorare la disomogeneita della temperatura lungo la
lunghezza di ciascuna particella™. La deformazione delle particelle
di metali nobili non richiede il raggiungimento della loro
temperatura di fusione rispettivo al materiale bulk***¥". Infatti, il
loro rapporto superficie-volume é tale che il meccanismo dominante
e la preffusione attraverso un processo di diffusione atomica
superficiale, che sfocia in una riconfigurazione collettiva
procedendo strato per strato o sfaccettatura per sfaccettatura senza
transizione di fase, ma con attivazione termica secondo il
comportamento di Arrhenius®*'?8135138 10 un recente articolo®, &
stato proposto un modello semplice per la cinetica della
trasformazione dei nanorods d'oro, dove e stato implementato un
valore costante di 0,6 €V per I'energia di attivazione di diffusione
atomica superficiale. Tuttavia, un’accurata descrizione di questo
parametro e piuttosto complessa e soggetta ad eterogeneita, ed e

stata affrontata in vari documenti. | principi guida includono che il
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suo valore varia con dettagli come la curvatura locale?***

generale la coordinazione™**!, nonché |e caratteristiche ambientali,

opiuin

o la rigidita™*'?, | fattori interni tendono a favorire la diffusivita
superficiadle delle punte piu acuminate rispetto a quella delle
superfici piu piatte. Invece, le caratteristiche ambientali modificano
la dinamica complessiva aggiungendo forze viscoelastiche che
tendono avincolare laformainiziale. Ad esempio, e stato dimostrato
che i cosiddetti nano-dogbone d'oro inclusi in un film di polivinil
alcol riscaldato a 110 °C'®, o nanorods d’oro PEGilati vincolati in
una resina epossidica | asciata a scaldare da 120 a 220 °C*? non sono
riusciti a raggiungere la loro costruzione di Wulff, ma piuttosto sono
giunti ad una forma intermedia, dove la pressione esercitata
dall'ambiente esterno ha compensato I'effetto della forma prol ata.

Da un punto di vista pratico, la descrizione dell'esatto percorso che
conduce ala sferoidizzazione dei nanorods d'oro non e cosi critica
per lo scopo di questo lavoro. Perd, e interessante notare che il
processo rimane oggetto di ricercain corso. |l fatto che le punte piu
acuminate siano contemporaneamente meno stabili e piu mobili
delle supefici piu piatte ha portato la maggior parte degli autori a
postulare un graduale trasferimento di materiadle dalle calotte
terminali alle pareti laterali dei nanorods d'oro**¥1%? Nel caso di
impulsi a lunghi ns, puo anche apparire un rigonfiamento centrale
nelle cosiddette particelle a forma di ¢, come e stato riportato
sempre dagli articoli precedenti®**®. Causando una continua perdita

di proporzioni, questo trasferimento basterebbe a spiegare la comune

29



osservazione di un progressivo blueshift della banda plasmonica
delle oscillazioni longitudinali. Tuttavia, nel caso di particelle
ultrapiccole, altri autori hanno evocato fenomeni piu compless,
come l'espulsione di frammenti sferici secondo l'instabilita di
Rayleigh-Plateau™. Il principio fisico alla base di questo fenomeno
e che I'emergere di increspature lungo le pareti laterali dei nanorods
d'oro puo dettare un gradiente di tensione superficiale in grado di
alimentare un effetto valanga di amplificazione continua fino ala
rottura in goccioline, come avviene nei fili metallici*® e, forse piu
iconicamente, nei sistemi idrodinamici come le colonne liquide. La
conseguenza in gquesto caso sarebbe un blueshift della banda
plasmonica delle oscillazioni longitudinali accompagnate da una
diminuzione del rapporto tra i loro componenti longitudinali e
trasversali. Infine, ricordiamo che atri process che sono stati
descritti in letteratura includono la frammentazione esplosivat?**#,
la sublimazione'®’, cosi come i percorsi collettivi verso una
diminuzione della superficie specifica del particolato nel suo

142144 ciogé uno

insieme, come la coalescenza e 1’Ostwald-ripening
scambio di materiale da particelle piccole o meno stabili a particelle
piu grandi o piu stabili. La frammentazione esplosiva e 1I’emissione
termoionica sono stati ipotizzati per spiegare una certa perdita di
dimensione dei nanorods d'oro su un irraggiamento in regime degli
impulsi ottici nell’ordine dei femto-secondi. Al contrario, la
possibilita della coalescenza e dell’Ostwald-ripening e stata invocata

in un regime continuo di annealing termico in presenza di un grande
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eccesso di tensioattivo', o nel caso di particelle ultrapiccole™**. Per
quanto riguarda 1’imaging fotoacustico, questi process extra
giocano probabilmente un ruolo trascurabile, e la perdita progressiva
delle proporzioni rimane il meccanismo di maggiore importanza
Come gia accennato, le piattaforme commerciali per imaging
fotoacustico purtroppo offrono poco controllo sui parametri chiave
come la fluenza ottica. Per questo motivo, non sono sempre o
strumento migliore per l'ottimizzazione e la vautazione delle
prestazioni di nuovi mezzi di contrasto, in particolare per quanto
riguarda la fotostabilita, dove un controllo fine sulla fluenza é
necessario per identificare le soglie di danneggiamento. Allo scopo
di superare questi limiti, negli anni passati sono stati progettati
allestimenti sperimentali dedicati e protocolli specifici. Tuttavia, un
insleme standardizzato di linee guida e criteri non €& ancora
disponibile. Di conseguenza, possono essere trovati in letteratura
diversi valori per la fluenza di soglia Fy, che vanno da poche
centinaia fino a varie centinaia di mJcm? con questa grande
variabilita non solo dipendente dalle differenti proprieta delle
particelle plasmoniche, ma spesso anche piu sostanzialmente dai
differenti criteri di misurazione e anche dai fantocci utilizzati per la
loro implementazione.

Uno dei protocolli piu popolari e diretti si basa sul confronto degli
spettri di estinzione ottica dei nanorods d'oro prima e dopo
I'esposizione al raggio laser per un dato numero di impuls ad una
3,123,148-150.

data fluenza media® L'inizio di un esaurimento
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dell'estinzione ottica nella posizione longitudinde del picco
plasmonico, indica il verificarss di parziale rimodellamento
nell’insieme di particelle. L'analisi di tali perdite consente una

123199 'ma i valori

definizione quantitativa di una soglia di danno
rilevanti  sono difficilmente comparabili da esperimento a
esperimento. Ad esempio, I'insorgenza del danno puo dipendere dal
fatto che lo stesso campione sia riutilizzato per |'esposizione in
condizioni diverse™, o invece rigenerato dopo ogni shot di impulsi
ad una data fluenza'®®. Questo protocollo & stato applicato
principalmente con campioni liquidi, e la sua implementazione
richiede sorgenti laser ad ata energia, ad fine di irraggiare
omogeneamente ampie aree di cuvette o piastre multipozzetto
contenenti la dispersione di particelle plasmoniche per indagine con
spettrofotometri standard. Un approccio alternativo sfrutta una sonda
fotoacustica al posto dell’analisi spettrofotometrica per rilevare la
trasformazione del mezzo di contrasto dopo un'eccitazione
ottica' 2. Attraverso un microscopio fotoacustico, viene monitorata
la trasformazione delle particelle prendendo il rapporto R
dell'efficienza di conversione fotoacustica in un certo punto di un
fantoccio dopo e prima I'irradiazione con uno shot di impulsi da una
sorgente focalizzata a un data fluenza. | segnali fotoacustici utilizzati
come riferimento per misurare l'efficienza della conversione
fotoacustica sono acquisiti a una fluenza significativamente inferiore
dla soglia di danneggiamento. Come nel caso della perdita

dell'intensita del picco plasmonico longitudinale, un decadimento di
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R dall'unita denota una fotoinstabilita. In generale, I'andamento di R
in funzione della fluenza media dell'eccitazione ottica, inizia
dall'unita, e poi mostra un andamento sigmoideo decrescente, come
e tipico per quasiasi popolazione con una velocita di crescita
negativa''?®, che riflette una diminuzione delle particelle
disponibili in risonanza con l'irraggiamento. Di solito, lafotostabilita
di soglia & impostata in corrispondenza di un vaore di R
sufficientemente vicino all'unita per catturare il grande foto-

danneggiamento iniziale, ma anche abbastanza lontano da garantire
lasignificativita statistica. Un valore di % € Spesso una scelta decente

per scopi generali. Questo protocollo e particolarmente adatto per
campioni semisolidi"**2. Un altro metodo che sfrutta la dipendenza
della risposta fotoacustica dal'assorbanza ottica dei nanorods d'oro™
si basa sull'analisi dinamica del trend dell'ampiezza del segnale con

a®t1%%1%  per ogni condizione,

la fluenza dell'eccitazione ottic
I'ampiezza del segnale viene mediata su un dato tempo 0 numero di
impulsi e quindi aggiunti aun grafico a dispersione in funzione della
fluenza ottica. In assenza di foto-danneggiamento, la tendenza
dovrebbe mantenersi lineare con pendenza proporzionale a ual.
Invece, in presenza di una fotoinstabilita, la soglia rilevante si
manifesta come l'inizio di una sublinearita. Quando il campione non
viene rigenerato da condizione a condizione, questo metodo viene
confrontato con il primo caso descritto in questo paragrafo, perché
non s disaccoppia dagli effetti cumulativi che puo sommarsi da un

impulso all'dtro e dipendere da tutti i dettagli della particolare
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sequenza e del protocollo in uso. Per evitare tali effetti, € possibile
implementare  un’impostazione microfluidica per mantenere
continuamente il flusso del campione™***. In questo caso, il trend
cattura l'inizio del rimodellamento delle particelle entro la durata di

un singolo impulso. In un recente lavoro™***

, hel nostro gruppo e
stata implementata questa misura in un dispositivo completamente
ottico adatto al confinamento di volumi di fluido ultra-piccoli, dove
la miniaturizzazione mitiga i requisiti sulla produzione di energia
erogata dalla sorgente ottica per una caratterizzazione approfondita
del sistema. Infine, pud essere menzionata anche la possibilita di un
approccio piu qualitativo e rapido basato sul monitoraggio continuo
del segnale fotoacustico nel tempo o sul numero di impuls ad una
certa fluenza di interesse®**. In questo caso, in genere si decide se
un campione e fotostabile 0 meno in una particolare configurazione,
senza l'interesse a quantificare una fluenza di soglia. Questo
approccio non € una prima scelta per un'analisi rigorosa della
fotostabilita dei nanorods d'oro, ma potrebbe essere I'unica opzione
disponibile quando si utilizza una piattaforma commerciale per scopi
preclinici o traslazionali e, ad esempio, valutare la possibilita di
utilizzare un agente di contrasto ottico in un determinato
esperimento.

Per concludere gquesta sezione con una nota di cautela, € doveroso
rimarcare che la rilevanza traslazionale di tutti questi protocolli e
design per i fantocci biomimetici pud suscitare controversie, perché

e probabile che le particelle destinate all'uso in vivo perdano laloro
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stabilita colloidale in acuni punti dopo iniezione sistemica, ad
esempio  su  clusterizzazione  dl'interno  di  vescicole

19157 " che possono modificare il loro comportamento

endosomiali
fototermico complessivo™. Perd, questo dubbio & stato affrontato in
una recente pubblicazione'®, che ha rivelato I'assenza di effetti
sostanziali sullafotostabilita del GNRs in un‘ampia gammadi regimi
dell'irradiazione ottica anche dopo una sostanziale interazione con il
loro bersaglio biologico. Percio, le soglie di fluenza misurate con i
metodi descritti in questo paragrafo sono adatte a vautare la
fotostabilita di nanorods d'oro da utilizzare come mezzi di contrasto

ottici nell’imaging fotoacustico.
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2
EFFETTO DEL RIVESTIMENTO
SULLA FOTOSTABILITA DEI GNRs

2.1 ICoating

In considerazione della sua importanza in scenari applicativi tipici,
diversi autori hanno intrapreso 1o sviluppo di soluzioni per mitigare
il problema della fotoinstabilita dei nanorods d'oro.

Pur consapevoli delle insidie nascoste in  una rigida
compartimentazione, questo lavoro intende mettere un po' di ordine
su tali tematiche di ricerca recenti, riportati anche nella letteratura,
ma in maniera frammentaria, e per orientare |0 sperimentatore che
voglia considerare 1'uso di nanorods d'oro nell’imaging fotoacustico.
In guesto senso, vengono associati ad ogni metodo i dovuti
riferimenti e una panoramica sui protocolli pertinenti per la loro
altuazione pratica e con una discussione breve ma
multidimensionale dei loro pro e contro per le applicazioni
biomediche. Questa strategia intende aumentare la stabilitatermica e

ralentare il rimodellamento dei nanorods d'oro inibendo il loro
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processo di pre-fusione, sia che siano esposti a un'eccitazione
ottica o lasciati su una piastra calda, in un forno, ecc. L’approccio
comune a questo effetto consiste nel vincolare la forma iniziale e
nell’inibire il processo di sferoidizzazione mediante I'aggiunta di
gusci rigidi (hard shell) o morbidi (soft shell). Kennedy et a.® ha
descritto I'effetto di un ambiente rigido, come ad esempio unaresina
epossidica che ospita nanorods d'oro, in qualita di mezzo
viscoelastico che impone una pressione esterna che tende a
compensare il guadagno nell'energia libera di Gibbs apportata dalla
sferoidizzazione. In pratica, piu rigido € il mezzo di dispersione,
tanto piu la configurazione di equilibrio del sistema particolato s
avvicina a rods sintetizzati, piuttosto che ala loro costruzione di
WauIff.

Certo, la dispersione di un mezzo di contrasto ottico in un mezzo
rigido & uno scenario di scarso interesse nel contesto dell’imaging
fotoacustico; tuttavia, questa nozione pud essere implementata su
una scala molto piu locale su ciascuna particella, come I'aggiunta di
gusci rigidi o addirittura morbidi. Il rivestimento puo influenzare la
stabilita termica attraverso meccanismi multipli e sinergici, come di
seguito indicato. L'uso di gusci rigidi e probabilmente |a soluzione
piu popolare e inizialmente implementata per |a stabilizzazione della
risposta fotoacustica da nanorods d'oro. In particolare, il materiale
del guscio piu comune € la silice o I'organosilice, che consente un
controllo preciso su parametri come lo spessore o il livello di

porosit®. Un miglioramento della fotostabilita e |a stabilita termica
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dei nanorods d'oro dopo la silanizzazione e stata osservata da diversi
autori, sia in regime continuo di trattamento termico®’ che su
un’eccitazione ottica con lunghi impulsi dell’ordine dei ns®° e dei
fs'°. L'uso di nanorods silanizzati per applicazioni nell’imaging
fotoacustico e stato oggetto di ricerche approfondite. Oltre a suo
effetto sulla stabilitd, Chen et al.® hanno dimostrato che un guscio
ottimale di uno spessore di circa 20 nm e in grado di amplificare il
segnal e fotoacustico proveniente da nanorods d'oro incorporati in un
fantoccio di gelatina di un fattore di circa 4, probabilmente a causa
del potenziamento del trasferimento di calore attraverso le interfacce
tra oro, silice mesoporosa e acqua. In un lavoro pit recente, il
nostro gruppo hafornito una definizione quantitativa della fluenza di
soglia per I'insorgenza di fotoinstabilita in nanorods d'oro modificati
con organosilice, che porta a una miglioria nell'ordine del 10% in
media per nm di spessore di guscio (nel caso dell’utilizzo di
marcaptosilano come precursore). Al di sopra di questa soglia, il
cedimento del guscio deriva dala sua deformazione plastica ed

1% In caso di silice

eventuale rottura per sollecitazione elastica’
mesoporosa, acuni autori hanno anche riferito che I'eventuale
rottura del sistema plasmonico puo dipendere da una perdita di oro
fluido attraverso pori interconnessi o piccole cricche'®. Per tali
motivi, I'uso di gusci morbidi pud essere un'alternativa vantaggiosa
alasilice fragile. Diversi autori hanno predetto e osservato™ che un
debole adsorbato pud migliorare la stabilita termica dei nanofili e dei

nanorods d'oro ultrasottili ritardando la diffusivita degli atomi di
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superficie e che un'interazione piu forte pud migliorare I’effetto. Ad
esempio, citiamo il concetto di rivestimento polidettrolitico™*®
come approccio versatile per ottenere soft shell e modulare
parametri rilevanti come spessore del guscio tramite |'adsorbimento
di strati consecutivi di polimeri con carica opposta. Piu
recentemente, abbiamo scoperto che € sufficiente un guscio di tioli
aromatici (come il metil-benzen-tiolo (MBT)) sottili circa un
monostrato molecolare per raddoppiare la fluenza di soglia per la
deformazione di nanorods di oro PEGilati™,

Figura 2.1: a) struttura del metil-benzen-tiolo (MBT) (a sinistra) e b) del poli-
etilen-glicole (PEG) (a destra)

Abbiamo associato un effetto cosi notevole alla combinazione di
divers fattori, tra cui lo stretto ancoraggio dei tioli adsorbiti alla
superficie dell'oro, il loro forte legame reciproco attraverso
interazioni idrofobe intermolecolari come il zn-stacking e la loro

capacita di auto-riparazione (self-healing) che supporta la continua
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disgregazione e riaggregazione e fornisce resilienza contro la
deformazione del network morbido. In pratica, I'immagine sarebbe
quella di un’alta densita di atomi d'oro legati con tiolo, incastrati in
un'affollata giungla di legami covaenti e non covaenti. Infine,
ricordiamo che un possibile trade-off trale estremizzazioni del gusci
rigidi e dei gusci morbidi, puo essere I’utilizzo di gusci metalici,
che contengono il potenziale per una combinazione funzionale di
rigidita e plasticita In un recente lavoro™, abbiamo riportato
I'osservazione empirica che nanorods d’oro ricoperti di argento
metallico, mostrano apparentemente un'estrema stabilita termica per
le applicazioni fototermiche, e riteniamo che questa direzione meriti

ulteriori approfondimenti.

Un approccio comune per migliorare la funzionalita dei nanorods
d'oro e la formazione di gusci inorganici o polimerici. Una prima
scelta in questo contesto € I'aggiunta di silice. Gorelikov e Matsuura
hanno suggerito un metodo valido e semplice per sintetizzare un
guscio di silice mesoporosa con spessore controllabile™. Questo
metodo consiste nell'idrolis e condensazione di ortosilicato di
tetraetile in una soluzione contenente bromuro di cetrimonio a pH
intorno a 10-11. Di conseguenza, i nanorods d'oro sono rivestiti con
un guscio rigido di spessore compreso tra 5 e 30 nm e con
dimensione dei pori compresa tra 2 e 4 nm. Diverse modifiche di
guesto approccio sono state ulteriormente suggerite per migliorare la

qualita del rivestimento. In particolare, i protocolli modificati
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includono la sostituzione del tampone acquoso con una miscela di
acqualetanolo*’ e la formazione di pori con dimensione, morfologia
e orientamento controllabili*®. La struttura porosa della silice non
solo stabilizza la sospensione del nanorods d'oro, ma serve anche
come piattaforma efficace per aggiungere un'ampia varieta di
ingredienti funzionali.

| protocolli per la deposizione della silice mesoporosa spesso
soffrono di uno scarso controllo dello spessore. Altri protocolli
popolari per rivestire nanorods d'oro con la silice derivano dal
Processo di Stober, in presenzadi particelle templanti?. La sintesi di
Stober consiste nell'idrolisi ¢ condensazione dell’ortosilicato di
tetragtile in ambiente alcolico. E da notare che i nanorods d'oro
rivestiti di cetrimonio non possono essere sospes in etanolo o altri
alcoli. Per risolvere questo problema, Liz-Marzan e colleghi hanno
suggerito un approccio universale basato sulla PEGilazione
preliminare delle particelle seguita dalla deposizione di silice tramite
Processo Stober?®. Questo approccio & adatto per un'ampia varieta di
particelle cosi come un'ampia gamma di spessori del guscio
risultante. Accanto ala fase preliminare di PEGilazione, sono state
riportate  atre strategie di  prerivestimento  utilizzando

20,2
e0,5

polivinilpirrolidone®* oppure un sottile strato di silice’®? prima della

sospensione in mezzo acolico. Il rivestimento in situ di nanorods
doro con ammine o tioli €& possibile anche utilizzando
amminosilani®® o mercaptosilani? da soli o in combinazione con

ortosilicato di tetraetile. Dal punto di vista ottico, il rivestimento con
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silice porta ad uno spostamento verso il rosso delle bande
plasmoniche e aumenta le cross-section di estinzione e di scattering
specialmente in una regione di lunghezza d'onda pitl corta®®?°,

L'uso di polimeri organici & un'altra opzione popolare per rivestire i
GNRs. Generamente, la polimerizzazione del monomeri sulla
superficie delle particelle € una sfida sostanzial e che contrasta con la
stabilita colloidale della sospensione. Tuttavia, recentemente la
polidopamina € stata suggerita come rivestimento rigido e
conveniente per vari tipi di particele®®*. La polidopamina & un
biopolimero nero con struttura chimica e proprieta ottiche simili a
quelle dellamelanina®. | protocolli sono molto semplici in quanto la
dopamina polimerizza direttamente sulla superficie dei nanorods
d'oro a pH intorno a 8,5%". Un semplice variazione del rapporto tra
monomeri e nanorods fornisce un ottimo controllo dello spessore del
guscio da 2 a 50 nm. Inoltre, la polidopamina presenta una
conveniente varieta di gruppi funzionali per ulteriori coniugazioni.
Poiché la polidopamina assorbe la luce su un‘ampia finestra, il suo
effetto sull'estinzione ottica dei nanorods d'oro € diverso da quello
della silice. Ad esempio, € stata recentemente segnalata un'insolita
diminuzione della banda longitudinale delle oscillazioni
plasmoniche dei nanorods d'oro rivestiti di polidopamina®. Infine,
ricordiamo anche che i GNRs possono servire come modello per la
sintes di nanorods core-shell interamente in metallo. La formazione
di gusci uniformi di argento su nanorods d'oro € un metodo utile per

fabbricare sistemi con nuove proprieta ottiche. Uno dei primi articoli
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sui nanorods d'oro rivestiti d'argento con spessore controllabile e
stato pubblicato daAh et al. nel 2011*. Un protocollo modificato &
stato ulteriormente riportato da Okuno et a.*, che ha migliorato il
controllo sullo spessore e sulla forma del guscio. | nanorods d’oro
ricoperti d’argento mostrano risonanze plasmoniche piu nitide, piu
forti e spostate verso il blu rispetto ai loro rods non argentati. Anche
un guscio d'argento sottile 2 nm e sufficiente per spostare verso il
blu la banda longitudinale delle oscillazioni plasmoniche dei
nanorods d'oro per decine di nm*’. Inoltre, possono essere ottenute
(mediante reazione di sostituzione galvanica) strutture “rod in shell”
(detti anche nano-cage) con proprieta ottiche sintonizzabili, in cui i
nanorods d’oro argentati fungono da template e una soluzione di
acido cloroaurico agisce come ossidante”®. Con la progettazione
razionale di tali strutture interessanti, € possibile regolare il loro
comportamento ottico e ulteriori parametri come rugosita o
superficie specifica. In conclusione, laletteratura scientifica fornisce
molteplici esempi di protocolli per rivestire i nanorods d'oro con
gusci rigidi, morbidi o di atro tipo, come silice, polimeri organici e
strategie piu recenti come i metalli, che hanno il potenzide per
migliorare la loro fotostabilita. L'utilizzo di silice o organosilice € la
scommessa piu sicura, vista la sua ricorrenza in letteratura. Ma le
altre opzioni possono offrire vantaggi in termini di facilita di sintes

e purificazione.
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Il rivestimento con gusci rigidi o morbidi implica ovviamente un
certo livello di complessita aggiuntiva che altera molteplici
caratteristiche delle particelle iniziali, inclusi i loro profili
idrodinamici ed elettrocinetici. Tali modifiche possono comportare
vantaggi e svantaggi ma, in ogni caso, necessitano di comprensione
al'interno di un disegno complessivo del sistema. Gli svantaggi
pratici comprendono una probabile complicazione delle procedure di
depurazione, dovuta all’aumento delle fasi di sintesi e del possibile
aumento della superficie specifica delle particelle. Ad esempio, i
nanorods d'oro modificati con organosilice tendono a trattenere una
frazione piu elevata di impurita citotossiche utilizzate nel loro
protocolli sintetici®, come il CTAB. Per quanto riguarda la silice, il
rivestimento con biopolimeri come la polidopamina & un'eccellente
strategia per ottenere l'atossicita®™ . Un’altra differenza evidente
riguarda tutte quelle applicazioni che richiedono I'accesso diretto
alla superficie del metallo nobile, come vari metodi per il
rilevamento ottico basati sul Surface Enhanced Raman Scattering
(SERS)**? 0 spostamenti della Risonanza Plasmonica localizzata di
Superficie (localized SPR)* che possono completare le funzioni
fotoacustiche.

[l vantaggio piu evidente di una strategia basata sul potenziamento
della stabilita termica dei nanorods d'oro ¢ la garanzia dell’utilizzo
di un approccio che promuove simultaneamente sia la conversione

fotoacustica che la conversione fototermica®®.
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Nel caso di gusci porosi, un'altra caratteristica interessante € la loro
facilita di  ospitare ulteriori composti, come farmaci,

fotosensibilizzanti e reporter. Sia i GNRs silanizzati*>*

che qudli
rivestiti di polielettrolita®>* sono diventati una scelta popolare per il
trasporto e il rilascio controllato di farmaci dopo |'attivazione
fototermica, con un ottimo controllo.

La letteratura recente contiene una pletora di esempi di sistemi per la
terapia multimodale del cancro integrando per esempio |'ablazione
fototermica e la chemioterapia al'interno dell'ambito delle stesse
particelle>. Un'altra idea popolare & quella di arricchire i GNRs
silanizzati e ricoperti con poligettroliti, con coloranti per uso
nell'imaging multimodale, come metodi fotoacustici e metodi
fluorescenti®®, metodi fotoacustici e Raman™®, metodi fotoacustici e
metodi non ottici (come la risonanza magnetica per immagini
(MRI))*"*, o dtre applicazioni che si combinano bene con un
trattamento dell'ipertermia, come la termometrialocale®.

In acuni casi, I’organosilice’ o la polidopamina® possono
rappresentare solo un conveniente cross-linker per la costruzione di
particelle. Un atro vantaggio del gusci rigidi come la silice e che il
loro ingombro sterico fornisce una soluzione affidabile contro
1’accoppiamento plasmonico nel caso di aggregazione di particelle
in ambiente biologico’, per esempio dopo I'assorbimento
endosomiale. L'accoppiamento plasmonico s pone accanto a
problema della fotoinstabilita come un'atra grave minaccia ala

stabilita ottica dei nanorods d'oro. Nel complesso, I'aggiunta di gusci
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rigidi o morbidi per mitigare la fotoinstabilita del nanorods utilizzati
come agenti di contrasto ottici per 1’imaging fotoacustico € un
approccio efficace che rende particolare senso in un contesto in culi
I'implementazione di questa soluzione appartiene ad un
ripensamento  multidimensionale delle particelle e delle loro

funzioni.
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ABSTRACT: The stabilization of the optical properties of
anisotropic plasmonic particles upon thermal annealing and laser
irradiation is an important issue in many biomedical applications.
Here, we address the effect of small thiols on the thermal and
photostability of gold nanorods. As-synthesized colloids were
treated with mixtures of thiolated polyethylene glycol and
methylbenzenethiol with molar ratios ranging from 0, for pure
PEG, to 20 and then incubated in an oven at sub-boiling
conditions. We found that small thiols dramatically enhance the
thermal stability of gold nanorods. For instance, after 1 h at 90 °C
samples with pure PEG lost more than 70% of optical absorbance
at their initial peak position, while particles coated with a thicker
layer of methylbenzenethiol remained nearly unchanged. We

ascribe this effect to a modulation of the activation barrier for surface diffusion of gold atoms. Additionally, we addressed the
translation of this effect to the photostability of gold nanorods irradiated under conditions of interest in photoacoustic imaging and

found that small thiols delay relevant damage thresholds by as much

as a factor of 2. Our findings will help researchers design novel

tags that overcome the limitations related to thermal and photoinstabilities in a broad variety of applicative contexts.

B INTRODUCTION

Over the past couple of decades or so, near-infrared resonant
plasmonic particles exhibiting conformational anisotropy have
received substantial interest for applications as contrast agents
in biomedical optics.'~® In some cases, their use has literally
accompanied the emergence of major innovations, such as
photoacoustic imaging”~ and flow cytometry,'”'" where these
materials have appeared ever since seminal papers. In these
contexts, the optimization of their photostability is a recurrent
issue'”'?7"” because, in most cases of practical interest,
relevant thresholds fall well below maximum permissible
exposure (MPE) boundaries’® and so represent a limiting
factor. Even at room temperature,”’ but much more
prevalently upon irradiation with short optical pulses, noble-
metal particles start to premelt through a process of atomic
surface diffusion that requires no phase transition, proceeds
with thermal activation through Arrhenius behavior,” ~>* and
promotes a collective reconfiguration that tends to lower their
surface to volume ratio, that is, to gain higher sphericity.”® The
exact pathway behind this reconfiguration remains a subject of
ongoing research. In the case of gold nanorods, most authors
have postulated a gradual relocation of material from the end-
caps to the side walls.”*** However, other authors have
evoked more complex phenomena, such as the ejection of
spherical fragments according to Rayleigh-Plateau instability,”’”
as occur in metal wires”*” and liquid columns. In a recent

© 2020 American Chemical Society
11132
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paper,”® we outlined a simple model for the kinetics of the
transformation of gold nanorods where we implemented a
constant value of 0.6 eV for the activation energy for atomic
surface diffusion. However, an accurate description of this
parameter needs to account for local details, such as
curvature’”** or chemical coordination,’* > which make
sharper tips more mobile, and environmental features, such
as stiffness,”** which modify the overall dynamics.

Among the strategies proposed to inhibit the effect of
reshaping, the use of thick shells made of silica,"*** mixed Si—
Ti oxide,”* or organosilica'® stands out as an effective tool that
constrains the initial shape by acting as a rigid mold. As a rule
of thumb, for instance, we quantified that the threshold of
optical fluence for reshaping of gold nanorods increases by as
much as 10% per nanometer of added organosilica.'® However,
this approach modifies the functionality of plasmonic particles
in very many respects. In a sense, silanization may confer
valuable porosity and tunable hydrophilicity for use, for
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instance, to carry and enable the controlled release of
drugs®****® or to host upconverting lanthanides for local
thermometry.*” In another sense, its effect may be intrusive
and bring along significant drawbacks, in terms of much more
complexity, cytotoxicity,'® and a negative impact on near field-
based applications, such as surface enhanced raman scattering
(SERS) or colorimetric assays.

Here, we present a protocol that makes use of a small thiol
to affect the kinetics of premelting of gold nanorods, and we
assess its performance under conditions of practical relevance
for applications in vitro and in vivo. The interaction between
noble metal films or particles, small thiols, and their self-
assembled monolayers has been the subject of extensive and
ongoing research.”* ™ In particular, the adsorption and
desorption of such species have been investigated under a
broad variety of conditions.”' ~** What emerges is that denser
layers of aromatic thiols supporting z-interactions tend to
exhibit more stability” *** as a rule of thumb. However,
much less attention has been paid to the other side of the
interface, which may reveal more opportunities for techno-
logical applications. Our work fits in this gap. We postulate that
thiolate-bound gold atoms are more constrained and exhibit
higher activation energy for surface hopping,**** thus delaying
the onset of reshaping. We demonstrate this effect on the
thermal stability of a colloidal suspension of gold nanorods left
in an oven at moderate temperature and discuss its implication
on their photostability under conditions of interest in
photoacoustic imaging.

B EXPERIMENTAL METHODS

Materials. a-Methoxy-w-mercapto poly(ethylene glycol)
(PEG, MW 5000 Da, mPEG-SH) was acquired from Iris
Biotech GmbH (Marktredwitz, Germany). All other chemicals
were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, U.S.A.)
and used as received.

Synthesis of the Particles. Gold nanorods were
synthesized according to our variant of the protocol developed
by Vigderman and Zubarev.*>*" After synthesis, particles were
brought to a concentration of 1.6 mM Au in a 100 mM acetate
buffer of pH 5.0 containing 500 uM cetrimonium bromide
(CTAB) and 0.005% (w/w) polysorbate 20 and SO uM
mPEG-SH.>! After 30 min under gentle agitation at 37 °C,
suspensions were supplemented with different doses of
methylbenzenethiol (MBT), that is, none (sample PEG/
MBT 1:0), 50 uM (PEG/MBT 1:1), or 1 mM (PEG/MBT
1:20), and left at rest at 4 °C for 24 h. Finally, all particles were
purified by three cycles of centrifugation, in order to remove
the excess of free thiols, and transferred to ultrapure water
containing 0.005% (w/w) polysorbate 20. The reaction buffer
and the supernatant obtained after the first cycle of
centrifugation were treated with Ellman’s reagent, and their
optical absorbance around 412 nm was compared in order to
assess the percentage of unreacted thiols.

Optical and Morphological Characterization of the
Particles. The PEGylation and collodial stability of the
particles were checked by dynamic light scattering™ with a
Zetasizer Nano ZS 90 platform from Malvern Instruments
(Malvern, U.K.). Spectra of optical extinction were recorded
with a Lambda 950 spectrophotometer from PerkinElmer
(Waltham, MA, U.S.A.). Optical spectra were analyzed with a
numerical model that represents a convolution of a Weibull
distribution of aspect ratio (AR, or ratio of length to diameter)
times the line shape returned from the dipolar approximation

of Mie-Gans theory.*® Details are given elsewhere.”>>* This
model allows us to work out an effective distribution of AR
from the optical spectra of gold nanorods or the refractive
index of their medium. Since particles are rendered as
spheroids, results fail to account for subtle details of their
shape,” such as the precise layout of facets and so forth, and
are approximate. However, the final outcome is often accurate
to the level of a few percent™ and succeeds to capture major
trends involved in the process of reshaping.

SERS experiments were carried out using a Xplora
microRaman spectrometer from Horiba (Villeneuve-d’Ascq,
France) coupled to 532 or 785 nm wavelength laser sources.
Single acquisitions were performed with integration time of 10
s, laser power at the sample of 4.8 mW, and a 1200-grooves/
mm grating. The backscattered signal was acquired by means
of a 10X microscope objective (0.25 NA), generating an ~7
pm beam waist that provides an average response, in turn
minimizing possible local signal variability. SERS measure-
ments were performed by focusing the laser beam on the
exposed face of a 7 uL droplet of suspended particles (PEG/
MBT 1:0, 1:1, and 1:20) accommodated in 3 mm? round holes
obtained from a polylpropylene support.’® SERS data are
reported as average over 15 random measurement points from
3 replicated samples.

Transmission electron micrographs were acquired in the
laboratories of Center for Electronic Microscopy Laura Bonzi
of CNR in Sesto Fiorentino with a CMI12 platform from
Philips (Amsterdam, The Netherlands) operated at 100 kV or
at Simbioz Center for the Collective Use of Research
Equipment in the Field of Physical-Chemical Biology and
Nanobiotechnology of IBPPM RAS in Saratov with a Libra-
120 transmission electron microscope from Carl Zeiss (Jena,
Germany). For TEM measurements, suspensions of particles
were centrifuged twice and resuspended in ultrapure water.
Five microliters of samples were deposited onto 300-mesh
copper grids covered with Formvar films and left to dry in an
oven at 40 °C.

Photoacoustic Characterization of the Particles.
Photoacoustic experiments were carried out with a homemade
inverted photoacoustic microscope.””*” The optical source was
a fiber-coupled diode-pumped microchip laser by Asclepion
Laser Technologies (Jena, Germany) emitting pulses with a
wavelength of 1064 nm, duration of 3.3 ns, and repetition rate
of 10 Hz. An attenuator placed in front of the output was used
to tune the optical fluence, which was monitored in real time
with a QE8SP pyroelectric detector from Gentec-EO (Quebec,
QC, Canada). Photoacoustic signals were acquired by an
amplified immersion transducer from Olympus Panametrics
(mod V382-SU-F, sensor diameter 0.5 in., frequency range 3.5
MHz, focal distance 0.83 in., 40 dB amplifier mod 5676,
Tokyo, Japan) and recorded with a RTO1004 digital
oscilloscope from Rohde&Schwarz (Munich, Germany).

Flow chambers (y-Slide I Luer Family, channel height 200
um, IBIDI GmbH, Planegg/Martinsried, Germany) were filled
with suspensions of gold nanorods, coupled to a peristaltic
pump (model FH10, Thermo Scientific, Waltham, MA
U.S.A.), and immersed in DI water.”” The use of microfluidic
chambers is a promising tool to assess the performance of
photoacoustic systems and contrast agents.***” The laser beam
was focused perpendicular to the flow chamber with a spot
diameter of 300 ym.

Photoacoustic signals (I) were analyzed in terms of peak-to-
peak amplitude and their trend with fluence of the optical
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trigger (F) was modeled with an analytical function that
describes a degletion of optical absorbance according to a
sigmoid curve' ¥

b-F
P
F
l i
* < R ) (1)
The parameters contained in the sigmoid term were worked
out to extract a threshold for photoinstability as Fy, = (1/ 3)1/ p.

F,, which amounts to a loss of efficiency of photoacoustic

conversion by 25%, consistent with our previous defini-
tion 161823

I=a+

B RESULTS AND DISCUSSION

Model of Thiolated Particles. In order to assess the effect
of small thiols on the stability of gold nanorods, we added
different amounts of MBT to the reaction mixture used for
their PEGylation. The latter probably represents the most
standard modification of gold nanorods for applications in
biomedical optics.®*°~ Figure la shows a representative
transmission electron image of the particles used in this work.
We chose MBT for its ability to form self-assembled
monolayers®*™* that change in conformation and stability
with density due to the effect of z-stacking. In addition,
benzene thiols are a common choice for use as reference for
performance assessment of SERS substrates”” or to prepare
SERS tags for biomedical sensing.{’x’(’9 Here, we treated as-
synthesized gold nanorods with thiolated PEG and MBT at
different molar ratios. We started with a rate of thiolated PEG/
MBT of 1:0, which has no MBT but just our PEGylated
benchmark. Next, the ratio was modified to 1:1, where the
dosage of MBT was such that the nominal size of gold surface
area available per small thiol was about 25—50 A%, and finally a
ratio of 1:20, that is, a gold surface area per MBT molecule
around 1.3—3 A% Since the footprint of MBT in a self-
assembled monolayer on gold is 19 A% the latter sample
theoretically reflects a condition of oversaturation. Instead, the
intermediate case stands below saturation. Note that we use
the labels PEG/MBT 1:0, 1:1, and 1:20 in order to indicate
these three cases according to their ratios of thiols dosed in the
reaction mixture. The actual density of PEG and MBT
immobilized on the particles is more difficult to determine.
The quantification of thiols left unreacted in the reaction buffer
suggests that sample 1:1 is close to the nominal density of
MBT, and sample 1:20 reaches saturation and actually carries
as much as 2—4 monolayers of MBT, probably stacked through
hydrophobic interactions prior to subsequent purification. In
practice, we consider sample 1:20 as the subject of our study,
1:0 as our benchmark, and 1:1 as an intermediate case used to
verify the existence of a trend. Figure 1b provides a cartoon of
our samples for use as a memo, where some details may be
inaccurate. In particular, as we shall see, the persistence of PEG
in the particles treated with MBT may be subject to dynamic
thiol exchange. Conversely, different observations concur to
confirm the trend in density of MBT bound per particle.

Figure 1c displays the spectra of optical extinction of our
samples. We observed a red shift of the plasmonic bands upon
increase in dosage of MBT with their longitudinal oscillations
peaking from 1143 to 1167 to 1172 nm. We analyzed these
spectra with a numerical model derived from Mie-Gans
theory®® that was demonstrated elsewhere”** and double-
checked once more in this work (see Supporting Information).

Figure 1. (a) Representative transmission electron micrograph of the
particles used in the main text of this work. (b) Cartoon representing
the different modifications with a ratio of PEG/MBT of 1:0, 1:1, or
1:20, from left to right. Methoxylated PEG is drawn as a curled strand.
(c) Their spectra of optical extinction. (d) Their Raman spectra
acquired with an excitation wavelength of 785 nm. Curves were offset
by S0 counts for clarity.

According to this model, the optical features of our samples
arise from a distribution of AR with an average of 7.7 and
standard deviation of 0.8, and their shift points to an increase
of effective refractive index from 1.33 to 1.36 to 1.37. A red
shift of the plasmonic bands of gold nanospheres that tends to
saturate with density of MBT was also reported by Lu et al.”’

Figure 1d compares the Raman spectra of our samples. The
Au—S modes around 380 cm™" increase with dosage of MBT,
which accounts for an overall enrichment in thiols anchored to
the metal surface. The change of intensity ratio between the
SERS bands corresponding to vibrational modes with in-plane
Al to out-of-plane B1 symmetry seen from sample PEG/MBT
1:1 to 1:20 suggests a compaction of the layer of MBT ' ~7*

https://dx.doi.org/10.1021/acs.jpcc.0c00737
J. Phys. Chem. C 2020, 124, 11132-11140


http://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acs.jpcc.0c00737/suppl_file/jp0c00737_si_001.pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.jpcc.0c00737?fig=fig1&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.jpcc.0c00737?fig=fig1&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.jpcc.0c00737?fig=fig1&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.jpcc.0c00737?fig=fig1&ref=pdf
pubs.acs.org/JPCC?ref=pdf
https://dx.doi.org/10.1021/acs.jpcc.0c00737?ref=pdf

The Journal of Physical Chemistry C

pubs.acs.org/JPCC

Figure 2. Normalized spectra of optical extinction and their decryption in terms of distributions of AR for particles modified with the named
mixtures of thiols and treated for the named intervals at 90 °C. Note that the right-hand histograms integrate to unity. The lower panels summarize
the kinetics of evolution of peak position of the longitudinal band and average value of AR: dots are experimental values; lines are drawn to guide

the eye.

(see Table S1 in Supporting Information for an attribution of
peaks according to syrnmetry).75 For an orientative estimate,
the prescriptions by Szafranski et al.”®> for roughened gold
electrodes would project a decrease of average tilt angle of the
aromatic ring from 26 to 21° with respect to the normal. In
addition, the sharp rise of vibrational modes at 1372 and 1593
cm™! sug§ests the onset of charge transfer from gold to
MBT,”*"”® which points to a net change of surface electronic
states (see also Figure S1 in Supporting Information).
Meanwhile, the weak SERS bands associated with PEG that
are visible in sample PEG/MBT 1:0 tend to disappear, which is
consistent with a change of conformation that makes PEG
more extended outward’”® or the onset of dynamic thiol
exchange. PEG is the most popular choice to enhance the
colloidal stability of particles intended for biomedical
applications®"®*™** and its loss may trigger flocculative
processes.”” However, we never observed any sign of
flocculation, that is, no increase of hydrodynamic size,
broadening of the plasmonic bands,® nor sedimentation, and
we found consistent values of hydrodynamic size for all three
samples. These qualitative observations collectively point to
some persistence of PEG. Another detail discernible from our
SERS spectra is the lack of clear Raman signals from
CTAB*>® (see Figure S2 in Supporting Information), which
is a cytotoxic surfactant used in the synthesis of gold nanorods.
The presence of CTAB is a critical issue for the translation of

gold nanorods into biomedical applications, and its thorough
removal is a recurrent subject of research.**”’ In this respect,
our single-step protocol for PEGylation and purification in an
acetate buffer containing polysorbate 20 is an efficient solution,
consistent with our previous findings on the biological profiles
of our particles.”'

Thermal Stability. In order to verify the effect of MBT on
the thermal stability of gold nanorods, we used an oven set at
90 °C and followed the shift of their plasmonic bands over
time. We chose this temperature for no particular reason but to
accelerate all kinetics without the nuisance of a boiling
medium.

The upper left panel of Figure 2 shows the spectra of optical
extinction of PEGylated particles left at 90 °C for different
times. The longitudinal band blue shifts from 1144 to 998 nm
after 1 h and then more slowly drifts to 970 nm after 2 h. In
order to reconstruct the underlying transformation, we
analyzed all spectra with the numerical model based on Mie-
Gans theory, which allows us to translate the distribution of
optical modes into one of shape.’* The plasmonic shift
corresponds to a modification of the distribution of AR from
7.7 £ 0.8 to 6.3 + 0.6 after 1 h to 6.0 + 0.6 after 2 h. The
transmission electron micrographs reported in Supporting
Information corroborate the validity of this interpretation, and
reveal additional details. Upon annealing, the overall shape of
the particles becomes smoother, that is, side-walls get flatter
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and end-caps get rounder. The loss of AR derives more from
an increase in diameter than a decrease in length, so that the
average size of the particles seems to grow as in the presence of
collective effects, such as Ostwald ripening® or coalescence.
The possibility of Ostwald ripening has been evoked by
previous authors in the presence of a large excess of
surfactant,”® or in the case of ultrasmall particles,”” and will
be the subject of our future investigation. The overall dynamics
closely resemble the transformation of so-called gold nano-
dogbones that we found in a poly(vinyl alcohol) film heated to
110 °C> or of PEGylated gold nanorods constrained in an
epoxy resin left at 120 to 220 °C,”* that is, a rather sharp
transition followed by a slow stabilization to a smoother
intermediate between the initial shape and the spherical limit.
Meanwhile, the fraction of spherical particles returned by our
optical analysis did not increase over time (see Figure S3 in
Supporting Information), which is in disagreement with a
mechanism of spheroidization driven by Rayleigh-Plateau
instability.

In this context, MBT exerts a significant stabilization of the
initial shape. Figure 2 summarizes all optical results together
with their decryption in morphological terms. The kind of
rapid development that occurs around 45 min for PEGylated
particles sets on around 90 min in sample PEG/MBT 1:1 and
after more than 2 h in sample PEG/MBT 1:20. For instance,
after 1 h at 90 °C, the rearrangement of AR from 7.7 + 0.8 to
6.3 + 0.6 seen in sample PEG/MBT 1:0 reduces to 7.5 + 0.8
in sample PEG/MBT 1:1 and only 7.6 + 0.8 in 1:20. After 2 h,
the drift to 6.0 + 0.6 in sample PEG/MBT 1:0 compares with
6.0 + 0.8 in sample PEG/MBT 1:1 and 7.0 #+ 0.8 in 1:20. In
practice, after 1 h sample PEG/MBT 1:0 lost more than 70%
of optical absorbance at its initial peak position, while 1:1
retained more than 96% and 1:20 retained more than 99%. We
may say that sample PEG/MBT 1:0 already transitioned but
the other two did not. After 2 h, sample PEG/MBT 1:0 lost
more than 80%, 1:1 lost more than 70%, while 1:20 still
retained more than 70%. Therefore, samples PEG/MBT 1:0
and 1:1 transitioned but 1:20 just began. According to our
SERS data, no significant modification in the arrangement of
the shell occurred in sample PEG/MBT 1:20 until 150 min of
thermal treatment (see Figure S6 in Supporting Information),
and so the onset of the deformation does not seem to originate
from the desorption of MBT. We hypothesize that the density
of facets and defects in gold nanorods grown at ambient
conditions may raise the stability of the adsorbate.®”

From a technological perspective, the conditions applied in
the thermal treatment of our samples are too severe to simulate
major cases as the optical hyperthermia of cancer, where the
typical combination of temperature and time is much milder,
and PEGylated gold nanorods are quite enough.**¥®!
However, in other emerging contexts, such as the use of
plasmonic particles in biochemical processes as the polymerase
chain reaction,”®™®” our results may make a substantial impact
(see Supporting Information).

We hypothesize that the effect of MBT delays the process of
premelting and stabilizes the initial shape through the interplay
of different factors. One possible factor is chemical
coordination,®*™3? as it determines the difference between
subsurface and surface diffusivity as well as more subtle effects,
such as the relative stability of rounder rods.*””* Another
relevant factor is the stiffness of the environment,*** which is
regarded as the main player involved in alternative strategies as
silanization.'*'®***3 We suggest that the adsorption of small

thiols may synergistically affect both aspects, that is, gold
coordination and adlayer stiffness, with a high density of
surface atoms tightly pinned to an aromatic shell cooperatively
hardened by the effect of z-stacking.” *** A similar
mechanism was already invoked to explain the effect of small
thiols on the mechanical strength of nanoporous gold.”*> The
steric crowdedness of the organic shell may be another element
playing against a loss of surface to volume ratio, as was
proposed in the case of polymers as PEG.>* Previous authors
have predicted®' and observed”®*” that a weak adsorbate may
enhance the thermal stability of ultrathin gold nanowires and
rods by retarding their surface atom diffusivity, and that a
stronger and stabler interaction may enhance this effect. Our
work suggests that a dense layer of aromatic thiols may
represent a viable solution to fulfill this objective. Finally, we
emphasize that different elements of our results prove to be
very robust and were confirmed in different batches of gold
nanorods prepared from the same or alternative synthetic
protocols (see Supporting Information): that PEGylated
particles undergo a thermal transformation over a few tens of
minutes around 90 °C that settles to an intermediate shape
between the initial one and the spherical limit and that MBT
stabilizes the initial shape and delays its deformation easily by a
factor around 3 in time.

Stability of Photoacoustic Conversion. In order to
challenge the versatility of our concept in a context of more
practical relevance and more established solutions, we verified
the use of MBT to enhance the stability of photoacoustic
conversion of gold nanorods suspended in an aqueous
medium. Here, we exploited a microfluidic setup®” to monitor
the intensity of the photoacoustic signal versus the fluence of
the optical trigger set at a wavelength of 1064 nm. The typical
outcome is a linear behavior that persists until the onset of a
sublinearity related to a photoinstability.””** Indeed, the slope
of the curve corresponds to the efficiency of photoacoustic
conversion, which starts to decrease as the subpopulation of
particles that resonate with the optical trigger begins to reshape
within the time scale of each pulse. The regime at play is very
different from the previous conditions, that is, a time scale in
the order of few nanoseconds or shorter, peak temperature up
to several hundreds of centigrades,">'® and optical selectivity
for the subpopulation of particles with the appropriate shape
and instantaneous orientation.””® However, it is understood
that the underlying process is the same, that is, overheating and
premelting’>*® with the possibility of additional photo-
mechanical effects.” Figure 3 displays our results.

In order to analyze our results, we fitted the experimental
curves to an empirical model that is the product of a linear
trend times a sigmoid function'®* describing the depletion of
optical absorbance of the particles. Regardless of the
theoretical justification of this model, its use provides an
excellent description of the experimental data, and a
quantitative tool to identify the onset of the sublinearity.
Figure 3b shows the optical fluence that corresponds to a level
of loss of efficiency of photoacoustic conversion of 25% of the
initial value, consistent with our previous gauge.w’m”23 We
found an increase from (15 + 3) mJ/cm? for our PEGylated
benchmark to (19 + 4) mJ/cm? for sample PEG/MBT 1:1 to
(30 + 6) mJ/cm? for 1:20. The effect of MBT in sample PEG/
MBT 1:20 is also evident on visual inspection, and amounts to
a doubling of damage threshold, which brings our particles to
approach relevant MPE limits in the near-infrared window of
biological tissue.”® This result is rather surprising, when it is
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Figure 3. (a) Photoacoustic signal as a function of fluence of the
optical trigger for particles prepared with the named mixtures of
thiols: dots are experimental values; lines are a fit to an analytical
model that accounts for a depletion of optical absorbance. (b)
Threshold of fluence of the optical trigger corresponding to a loss of
efficiency of photoacoustic conversion by 25%.

considered that an increase of damage threshold by 100% is
what we predicted for a shell of organosilica as thick as 10
nm.'® We hypothesize that the elasticity and self-healing
capacity’””® of a dense layer of MBT supporting the
deformation and reformation of intermolecular noncovalent
interactions’ may provide an advantage with respect to a
brittle glass as organosilica, where eventual failure probably
relates to a photomechanical event of irreversible rupture. In
this regime of optical excitation, the effect of density seems to
be more prominent than the case of simple annealing at 90 °C
for reasons that may belong to the cooperative resistance of the
monolayer against desorption.**~*

B CONCLUSIONS

In conclusion, we have investigated the effect of an aromatic
thiol as MBT on the thermal and photostability of gold
nanorods. We have treated colloidal suspensions of gold
nanorods with mixtures of thiolated PEG and MBT with
different molar ratios ranging from pure PEG to PEG/MBT
1:20. During annealing in an oven set at 90 °C, we found a
sharp effect of MBT to delay the deformation of gold
nanorods, for example, from 4S min to beyond 2 h. For
instance, whereas after 1 h particles with PEG alone lost more
than 70% of optical absorbance at their initial peak position,
those saturated with MBT remained nearly unchanged. This
result may enable the introduction of gold nanorods in
biochemical processes as the polymerase chain reaction that
require thermal annealing at temperatures approaching the
boiling point of water over tens of minutes. In addition, we
addressed the effect of MBT on the photostability of gold

11137

nanorods irradiated under conditions of interest for photo-
acoustic imaging. Also, in this case we found a delay of relevant
damage thresholds by about a factor of 2, that is, from 15 to 30
mJ/cm?, which becomes comparable with MPE constraints at a
wavelength of 1064 nm.

In the future, we will address the extension of our findings to
other models of small mono-, di-, and multivalent thiols,
including the effect of a higher density of thiolated PEG,*>*’
binary or more complex mixtures, cofactors, or more kinds of
soft templates, in order to understand their generality and to
pursue their optimization for real-world applications. We are
confident that our results will inspire more work to overcome
the limitations related to the thermal and photostability of
plasmonic tags.
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SERS data: additional details

Table S1 reports the assignment of the peaks found in the Raman spectra of MBT-modified gold

nanorods, according to Varsanyi and Lang and references therein.!

Mode assignment | Raman shift (cm™) | Symmetry
v (C-S) + B (C-C-C) 385 Al
y (C-C-C) 482 Bl
B (C-C-0O) 621 Al
y (C-C-C) 663 Bl
B (C-C-C)+ v (C-S) 785 Al
B (C-H) 1012 Al
v (C-S) + B (C-C-C) 1076 Al
B (C-H) 1180 Al
B (C-H) 1372 B2
v (C-0) 1593 Al
v (CHs) 2857 -
v (CHs) 2908 -
v (C-H) 3044 Al

Table S1: Assignement of Raman peaks for MBT

20 40 60 80
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800 1200
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Figure S1: Raman spectra of samples PEG:MBT 1:1 and 1:20 acquired at a wavelength of 532 nm. The pink bands
highlight the features at peak position of 1372 and 1593 cm™.

Figure S1 displays Raman spectra acquired at 532 nm, which emphasizes the oscillations associated to

charge transfer from gold to MBT around 1372 and 1593 cm, according to the reference literature.>>*

We found a significant increase of these contributions when the relative dose of MBT increased from

PEG:MBT 1:1 to 1:20.
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Instead, Figure S2 reveals additional details of sample PEG:MBT 1:0. The low level of the Raman signals
from cetrimonium bromide, i.e. the strong peak of the Au-Br stretch near 200 cm’!, the peak of the
trymethylammonium headgroup at 763 cm’!, the typical bands of the CN group at 1061 cm™ and 1127
cm! and of the skeletal chain (CC, CH2) at 1295 cm™ and 1460 cm!,>%7 suggests that the protocols
implemented for PEGylation and purification of the particles in an acetate buffer containing polysorbate

20 provide an effective solution for its replacement.

20
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Figure S2: Raman spectrum of sample PEG:MBT 1:0 acquired at a wavelength of 785 nm of laser excitation.

Thermal stability of PEGylated gold nanorods: morphological details

As an additional outcome of the optical analysis reported in Figure 2 of the main text, Figure S3 shows
the trend of the fraction of quasi-spherical byproducts in sample PEG:MBT 1:0. In practice, this
parameter does not exhibit any significant variation with incubation time in an oven set at 90°C, and

suggests a mechanism of gradual reshaping that does not entail the generation of spherical particles.
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Figure S3: Volumetric fraction of spherical byproducts as a function of incubation time in an oven set at 90°C for
sample PEG:MBT 1:0. The red line and pink band represent a linear fit and relevant confidence interval at 95%. On
average, the incidence of spherical particles increases by (0.01 + 0.03)% min™..

We repeated, in our labs in IBPPM (Saratov, Russia), some of the experiments reported in the main text,
which were carried out in our labs in CNR (Sesto Fiorentino, Italy). We note that the nominal protocols
implemented for the synthesis and PEGylation of the particles were the same, but subtle differences in the
available labware and kinetic conditions, together with the usual batch-to-batch variability, concurred to
return a different product. In particular, the batch reported hereafter contained particles that were on
average larger and slightly less prolate than those described in the main text. We capitalized on these
differences in order to test the robustness of our findings, and to acquire transmission electron
micrographs of a quality sufficient to cross-validate the model used to retrieve the shape of the particles
from their optical spectra, and to gain more morphological details. Figure S4 is a collection of
transmission electron micrographs, spectra of optical extinction, and their numerical decryption in terms
of distributions of aspect ratio (AR, or ratio of length to diameter) for particles treated under different

conditions.
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Figure S4: (a) and (b) show representative transmission electron micrographs of PEGylated particles before and
after annealing at 90°C for two hours, respectively; (c) displays spectra of optical extinction and (d) their
decryption in terms of distributions of AR for PEGylated particles left at 90°C for the named intervals.

Consistent with the results reported in the main text, we found that PEGylated gold nanorods left in an
oven at 90°C undergo a significant transformation that mostly develops within the first hour and then
apparently slowly settles to a configuration intermediate between the initial one and the spherical limit. In
this case, our numerical analysis of the optical spectra returns a distribution of aspect ratio that starts from
6.2 = 0.9, and then evolves to 5.1 = 0.7 after one hour and 4.6 + 0.7 after two hours. According to our
transmission electron micrographs, after two hours at 90°C, particles became shorter form an average of
76 to 72 nm and thicker from an average of 12.6 to 16 nm. Thus, their mean aspect ratio decreased from
6.0 to 4.5, which is in good agreement with the optical analysis based on Mie-Gans model. The increase
in diameter is more important and only partially compensated by the decrease in length, so that the
average size of the particles seems to increase by as much as 50%. At present, we lack an explanation for
this finding, which is rather surprising and evokes the possibility of inter-particle exchanges, such as

those involved in Ostwald ripening or coalescence. However, the investigation of this phenomenon would
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bring us too far from the scope of this work, which is to address the stabilization of gold nanorods by the
use of aromatic thiols. Instead, we also found that the shape of the particles became smoother after
treatment with flatter side-walls and rounder end-caps, which may contribute to establish an intermediate
shape enjoying sufficient stability to withstand additional annealing. This interpretation is consistent with
that reported in our previous work on the thermal stability of so-called gold nanodogbones or

nanodumbbells.?

Thermal stability of MBT-modified gold nanorods: applications in the polymerase chain reaction

The need to sustain temperatures in the order of 90°C for intervals in the order of several tens of minutes
holds little relevance in major contexts as the optical hyperthermia of cancer. However, there are
emerging other applications where the stabilization of gold nanorods in this regime of conditions may be
critical. One such example is the integration of gold nanorods in biochemical processes as the polymerase
chain reaction (PCR) for the amplification of genetic material for a broad variety of purposes. PCR
requires thermal cycling of a complex mixture of biochemicals between a so-called denaturation
temperature, an annealing temperature and an extension temperature, where typical values are 95, 55 and
72°C, respectively. Each cycle almost doubles the amount of target genes present in an extract, so that
repetitive cycling conveys their exponential amplification. A number of cycles around 30 is standard in
many contexts, for an overall duration of the run around 2 hours. The integration of plasmonic particles in
the reaction mixture has been proposed as a tool to enhance the reaction yield,”!° or even to serve as
photothermal transducers to enable faster cycling with an optical trigger. For instance, Roche et al

demonstrated photothermal cycling with a population of gold nanorods resonating at 808 nm.!!

In an attempt to reproduce those conditions, we synthesized gold nanorods with a plasmonic band around
800 nm, by the implementation of our previous protocols.!> Nominally, these particles are also the same
as those used in ref 8, where we assessed their photostability in a PVA film. Here, we achieved their
PEGylation and modification with MBT with a ratio of PEG : MBT of 1 : 20, according to the procedure
outlined in the main text. Then, particles were added in a so-called master mix for end-point PCR, and left
to cycle in a thermal cycler set with standard parameters. Figure S5 shows the overall profile of the

thermal cycle, as well as the optical spectra of the particles before and after thermal cycling.
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Figure S5: (a) shape of a thermal cycle, where the segment highlighted with a pink shadow is repeated n times.
Melting temperature, annealing temperature and elongation temperature are 95, 55 and 72°C, respectively; (b)
spectra of optical extinction of particles prepared with the named mixtures of thiols, suspended in a master mix for
end-point PCR and left to cycle for the named numbers of times.

Also in this case, we found that PEGylated particles suffer from a transformation that jeopardizes their
efficiency of photothermal conversion at the initial peak position, which is almost halved already after 10
and literally decimated after 25 cycles. In contrast, sample PEG:MBT 1:20 undergoes negligible
modifications and retains its optical absorbance over the entire run. Therefore, the use of MBT may be an

ideal solution to make gold nanorods compatible with this kind of applications.

Thermal stability of MBT-modified gold nanorods: persistence of the shell

Figure S6 compares the SERS spectra of sample PEG:MBT 1:20 prepared as described in the main text
before and after 150 min of incubation in an oven set at 90°C. No evident change is visible, which

suggests that the shell does not undergo any significant desorption nor reconfiguration under these

conditions.
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Figure S6: Raman spectra of sample PEG:MBT 1:20 before and after 150 min of thermal annealing at 90°C
acquired at a wavelength of 785 nm of laser excitation.
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Appendice

In questa prima parte della ricerca e stato affrontato I'effetto dei
piccoli tioli sulla stabilita termica e fotostabilita dei nanorods d'oro.
Le dispersioni colloidali sono state trattate con miscele di poli-
etilen-glicole tiolato e metil-benzen-tiolo con rapporti molari
compresi tra O (per il PEG puro) e 20, e poi incubate in stufa in
condizioni di sub-ebollizione. E stato scoperto che i piccoli tioli
migliorano notevolmente la stabilita termica dei nanorods d'oro.
Questo effetto e stato attribuito a una modulazione della barriera di
attivazione per la diffusione superficiale degli atomi d'oro. Inoltre,
stata affrontata la traslazione di questo effetto nella fotostabilita di
nanorods doro irradiati in condizioni di interesse per I'imaging
fotoacustico, ed € stato scoperto chei piccoli tioli ritardano le soglie
di danno rilevanti di un fattore pari a 2.

In conclusione, € stato studiato I'effetto di tioli aromatici sulla
termostabilita e fotostabilita dei nanorods d'oro. Sono state trattate
sospensioni colloidali di nanorods d'oro con miscele di PEG tiolato e
MBT con diversi rapporti molari, e successivamente poste in forno.
Inoltre, & stato affrontato I'effetto del MBT sulla fotostabilita dei
nanorods d’oro irradiati in condizioni di interesse per l’imaging

fotoacustico.
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3
EFFETTO DELLA RUGOSITA SULLA
FOTOSTABILITA DEI GNRs

3.1 La rugosita nei GNRs

Un altro fattore critico della fotostabilita dei nanorods d’oro €
I'accoppiamento termico con |'ambiente. Abbiamo gia menzionato
che I'accoppiamento termico trai nanorods d'oro e il loro ambiente e
un fattore critico nel processo fotoacustico, perché la conversione
fototermica avviene dl'interno delle particelle, ma I'espansione
termoelastica avviene nel loro mezzo di dispersione. In pratica
questo fattore pud essere ottimizzato abbassando la resistenza
termica al'interfaccia tra le particelle e il loro mezzo di dispersione
o aumentando la superficie specifica delle particelle. L'idea di
minimizzare intenzionalmente la resistenza termica interfacciale é
difficile, perché rimane un'ingegneria razionale dell'accoppiamento
fonone-fonone a un confine eterogeneo. E stato dimostrato che la
resistenza termica dl'interfaccia tra le particelle d'oro e il loro

ambiente acquoso varia tracirca2 e 30 - 10° m?KW, e dipende da
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una serie di parametri intrinseci, come la temperatura delle superfici
dei rods e il flusso di calore®, pattern su nanoscala’, raggio di
curvatura’ e bagnabilita®. Quando i fattori estrinseci sono incorporati
in una definizione efficace di resistenzatermica, come caratteristiche
non risolte come rugosita locale o presenza di adlayers’, come
tensioattivi o polimeri utilizzati per stabilizzare una sospensione di
nanorods d'oro, ma anche la silice stessa, o laformazione di bolle di

vapore™®*t

, il suo intervallo di variabilita pud estendersi su vari
ordini di grandezza. In particolare, secondo Chen et al.*, I'effetto
della silice sull'amplificazione dei segnali fotoacustici si riferisce ad
una diminuzione complessiva di questo parametro. Luna et a.** ha
riportato un effetto simile nel caso di nanorods d'oro rivestiti con
ossido di grafene. L'idea di massimizzare razionalmente l'area
superficiale specifica delle particelle € piu fattibile. Una possibilita
potrebbe essere quella di miniaturizzare i GNRs. In prima
approssimazione, secondo lateoriadi Gans, dividendo una particella
pit grande in N particelle piu piccole con |o stesso volumetotale e la
stessa forma non c¢’¢ influenza sull'assorbanza ottica e quindi
sull'efficienza della conversione fototermica del sistema. Se quelle
particelle fossero isolate dal loro ambiente, il sistema composto daN
individui piu piccoli subirebbe piu deformazione, perché i nanorods
d'oro piu piccoli sono meno stabili e piu inclini ala pre-fusione.
Tuttavia, la resistenza termica all'interfaccia tra oro e ambiente
acquoso non e infinita, e il sistema fatto di N particelle piu piccole

presenta un'area superficiale specifica che € maggiore di quelladelle
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loro pari pitl grandi, di un fattore ¥N. Si scopre che il vantaggio
apportato da una superficie specifica piu ampia, in genere, compensa
di piu la perdita di stabilita termica nel sistema miniaturizzato, cosi
che I'utilizzo di NRs piu piccoli sono una strategia efficace per
ottenere la fotostabilita. Gianel 2014, é stato dimostrato un notevole
aumento della fotostabilita dopo la miniaturizzazione di nanorods
d'oro. Una diminuzione del raggio effettivo di un fattore intorno a 4
ha prodotto un aumento della soglia di rovinamento dei rods
superiore a un fattore 3, che e I'esito atteso da un guscio equivalente
di silice dello spessore di circa 30 nm.

Con l'aiuto di simulazioni FEM (Finite Element Method), questo
effetto e stato attribuito a una forte diminuzione della temperatura di
picco raggiunta entro ogni particella, grazie ad un miglior
rilassamento attraverso  un modello redlistico di  confine
termicamente resistivo™®. Altri autori hanno confermato lo stesso
risultato con l'implementazione di divers protocolli per la
miniaturizzazione delle particelle e diverse piattaforme per il
photoacoustic imaging, confermando cosi la solidita di questo
approccio. In un recente lavoro, il nostro gruppo ha proposto un
concetto alternativo per aumentare I’area di contatto all'interfaccia
trai nanorods d'oro eil loro ambiente acquoso tramite deposizione e
successivo etching galvanico di un coating d'argento che restituisce

un rivestimento d'oro ruvido o poroso sui GNRs.
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Ag-coating (GNRs@Ag)
AgNO, + AAZC. Ag@GNRs

GNRs covered by an Ag-shell

Rough GNRs
HAuCI, + GNRs@Ag225_h°C, Rough GNRs
Starting from GNRs@Ag, by galvanic

replacement of 3Ag* with Au¥,
rough GNRs are obtained.

Figura 3.1: schema del processo di reazione del galvanic replacement per la
formazione dei nanorods d’oro rivestiti di argento metallico, e succeSSIVO

ottenimento di rods rugosi

E stato scoperto che la fluenza di soglia per linsorgenza della
fotoinstabilita € quasi scalabile con la rugosita, nonostante la
fragilita apportata dalla struttura porosa.

All'inizio, €& data perseguita la miniaturizzazione come
precondizione per massimizzare |'assorbanza ottica dei GNRs per
unita di volume, e quindi la loro efficienza di foto-conversione
termica. La comune sintesi mediata da semi restituisce particelle con
diametro maggiore di circa 10 nm. Il protocollo piu ovvio per ridurre
la dimensione dei GNRs € quello di aumentare la densita dei semi
aggiunti alla miscela di reazione'. La logica & che, se I'aggiunta di
un seme porta alla crescita di una particella, un aumento del numero

di semi, diciamo di un fattore 8, con la stessa quantita del precursore
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di Au(lll), dovrebbe portare a una diminuzione, di 8 volte, del
volume delle particelle, o di due volte in diametro. Tuttavia, questo
approccio non solo tende a produrre una diminuzione consistente
nella dimensione delle particelle, ma modifica anche la cinetica di
crescita complessiva, e risulta veicolare a maggiore quantita di
sottoprodotti di forma indesiderabile™®. Per superare questa difficolta
Murphy e collaboratori*>'® hanno suggerito di ottenere un maggiore
controllo su tutti i parametri di processo utilizzando un reattore
millifluidico. In acune condizioni, questi autori hanno ottenuto
GNRs piuttosto sottili con diametri di 6,6 nm.

Wang e colleghi hanno ottenuto GNRs piccoli di ata quaita
combinando un cambiamento nel rapporto molare tra semi e
precursore dell'’Au(l11) attraverso I'uso del bromuro di cetil-triproil-
ammonio in sostituzione del bromuro di cetil-trimetil-ammonio
(CTAB) come tensioattivo stabilizzante’’. Quando la densita dei
semi aumenta in una data soluzione di crescita, la dimensione dei
GNRs finali diminuisce e lo spessore minimo riportato e di circa 6
nm.

El-Sayed e collaboratori’® hanno sviluppato un nuovo metodo
cosiddetto “senza semi” per la sintesi di piccoli GNRSs, che consiste
in un'iniezione diretta di NaBH,4 nella miscela di reazione per una
rapida nucleazione iniziale. A rigor di termini, le parole “senza
semi” sono evocative, ma in realtda fuorvianti, perché non ¢ che
manchi il seeding, ma semplicemente la nucleazione avviene in situ,

piuttosto che in una fiala separata preparata in una fase preliminare,
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come nel loro protocollo originale. Questi autori hanno scoperto che
il pH gioca un ruolo cruciae nella monodispersita delle particelle. In
condizioni molto acide, vale a dire, pH intorno a 1-2, il potere
riducente dell'acido ascorbico e del NaBHs diminuisce e
I'omogeneita dei GNRs piccoli aumenta. Di conseguenza, sono stati
ottenuti GNRs di alta qualita con diametro fino a5 nm. In lineacon i
protocolli piu tradizionali, le quantita di AgNO3; e NaBH, aggiunti
controllano le proporzioni delle particelle risultanti. 11 metodo
“senza semi” ¢ stato ulteriormente modificato dall'uso di composti
aromatici'® e da aggiustamenti della temperatura di reazione fino a
97 °C?, per migliorare la possibilita di regolare la dimensione dei
rods piu piccoli. Nel complesso, entrambe le strategie basate
sull'aumento della dose di semi o sull'iniezione diretta di NaBH4
nell'ambiente di reazione, intendono modulare la competizione tra
nucleazione e crescita nella sintesi di nanorods d'oro. Tuttavia,
guesto approccio € intrinsecamente impegnativo, perché la qualita
del campione finale dipende da un sottile equilibrio delle condizioni
cinetiche. L'aumento della dose dei semi tende probabilmente a
fornire un maggiore controllo e riproducibilitd®. Ma I'approccio
“senza semi” rappresenta un'alternativa interessante nel complesso
globale, perché la sintesi dei semi nel protocollo classico (in due
fas) € una complicazione sostanziale e dispendiosa in termini di

tempo.
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1-2 nm Growth solution

ST -’seeds  — NaBH,
z/:;gu o ﬁ/T\Ag in situ seeds
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AuNR AA small AuNR
d>10 nm d <8 nm

Figura 3.2: schema raffigurante le due tipologie di approccio per la sintesi dei

gold nanorods (“senza semi” a destra e con semi a sinistra)

L'uso di particelle piu piccole, come qualsiasi altra soluzione per
aumentare la superficie specifica, comporta una minore stabilita
termica. Pertanto, il regime della rilevanza di questa strategia €
sottile e presuppone una forte competizione tra eccitazione e
rilassamento: in caso di impulsi ottici troppo corti o troppo lunghi, la
perdita di stabilita termica pud prevalere sul guadagno nel
trasferimento di calore all'ambiente e sulla miniaturizzazione delle
particelle, e puo diventare controproducente.

Lo svantaggio pratico della miniaturizzazione delle particelle risiede
nel fatto che € molto piu difficile implementare protocolli standard
di purificazione, modifica ecc. mediante l'uso di cicli di
centrifugazione e decantazione (in quanto pellettare (tramite
centrifugazione) particelle piu piccole puod richiedere molto tempo,
soprattutto con dispositivi che operano a di sotto di 50.000 rcf).
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Inoltre, in generale, le particelle piu piccole tendono a mostrare
bande plasmoniche piti ampie® per unamiscela di fattori intrinseci e
problemi legati all'eterogeneita dell'insieme. L'aumento della
superficie specifica tende a favorire la ritenzione delle impurezze
citotossiche utilizzate nella sintesi, e quindi a suscitare maggiore
citotossicita®™. E risaputo chei cluster d'oro piti piccoli di circa2 nm
allentano l'inerzia e iniziano a mostrare un comportamento
catalitico®™?* che pud impartire vari meccanismi di danno biologico.

Un atro elemento da tenere a mente € che temperature di picco piu
basse intorno alle singole particelle possono complicare acune
applicazioni di nicchia, come quelle basate sull'iniziazione della
fotocavitazione™.

Tuttavia, detto questo, esistono anche argomenti molto convincenti a
favore della miniaturizzazione delle particelle. In linea di principio,
accelerando I'accoppiamento termico tra i nanorods d'oro e il loro
ambiente, non si influisce solo sulla loro fotostabilita, ma puo anche
migliorare l'efficienza di conversione fotoacustica, perché la
sorgente di pressione associata ala conversione termoelastica nel
mezzo di sospensione scala come il quadrato della derivata
temporale della temperatura. Questo effetto e stato invocato nel caso
di particelle silanizzate® eirruvidite®.

Un decisivo vantaggio della miniaturizzazione delle particelle € che
guesta direzione puo aiutare a conformarsi ai criteri ADMET e ai
vincoli normativi. Anche se non s vogliono approfondire le

sottigliezze di questo problema, € importante ricordare che laricerca
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di particelle di metalli nobili con almeno una sezione trasversale
inferiore a circa 5 nm rappresenta un obiettivo promettente per
ottenere la compatibilita con clearance renale®?’, e quindi per
mitigare il loro accumulo a lungo termine. La biocompatibilita di
nanoparticelle non biodegradabili inferiori a circa 5 nm puo essere
uno spartiacque per l'uso clinico di nanorods doro. Per le
considerazioni fatte sul tema della citotossicita, la finestraidea e puo
essere tracirca2 e 5 nm. Nel complesso, la miniaturizzazione delle
particelle o qualsias atro modo per aumentare il loro tasso di
dissipazione, € uno strumento efficace per ottenere la fotostabilita
per I’imaging fotoacustico. Tuttavia, questa soluzione € meno
universale rispetto al concetto per migliorare la loro stabilita
termica, e probabilmente richiede attenzione e verifica caso per caso.
In ogni caso, crediamo che la miniaturizzazione delle particelle
possa essere |'ancora di salvezza per uno sfruttamento clinico dei
nanorods d'oro. Pertanto, |a fotostabilita pud diventare un importante
vantaggio collaterae per lo sviluppo trasazionale di questo
materiale. Per concludere, segnaliamo anche che in un recente
contributo®®, il nostro gruppo ha scoperto che nanorods d'oro con
proporzioni pit lunghe risuonano a frequenze piu basse senza
perdite di fotostabilita al microscopio fotoacustico, grazie ad un

rilassamento piu veloce.
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3.2 Strategie alternative per aumentare la

fotostabilita dei GNRs

Nella sezione precedente, sono state riassunte le due vie piu
affermate per migliorare la fotostabilita dei nanorods d'oro per
imaging fotoacustico. Certo, esistono soluzioni aternative o
sinergiche. Ad esempio, un’altra potenziale strategia pud derivare
dalla nozione generale di condividere |a stessa misura di assorbanza
ottica tra piu particelle nell'insieme. Il fatto che la forma dei
nanorods d'oro sia intrinsecamente anisotropa e tipicamente
disomogenea da particella a particella, si traduce in un’ampia
eterogeneita dei comportamenti fotofisici. In pratica, quando la luce
monocromatica polarizzata linearmente viene utilizzata come trigger
ottico, l'energia viene assorbita solo da una piccola frazione di
nanorods d'oro che godono di proporzioni quasi risonanti e un
corretto allineamento trai loro assi longitudinali e il campo elettrico.
In una recente pubblicazione?, il nostro gruppo ha stimato quanto
dovrebbe essere vicina la condizione di risonanza e quanto piccola e
la sottopopolazione coinvolta nella conversione fotoacustica, in
condizioni tipiche. Il risultato é stato di circa 1/30. In particolare, un
fattore di 1/3 deriva dall'effetto dell'anisotropia, e un altro fattore di
circa 1/10 dalla disomogeneita riscontrata in un tipico ensemble.
Queste cifre suggeriscono due possibili accorgimenti per ritardare

I'insorgenza del foto-danneggiamento, ovvero l'uso di luce
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polarizzata circolarmente e impuls non monocromatici con una
larghezza di banda che s sovrappone ala banda plasmonica
dell'ensemble. In particolare, I'uso di luce non polarizzata o luce
circolarmente polarizzata raddoppierebbe |la frazione di particelle
risonanti e idealmente lascerebbe inutilizzata solo quella con NRs
alineati con l'asse ottico. Invece, I'uso di luce non monocromatica
consentirebbe di recuperare un altro fattore pari a circa 10. La
combinazione di entrambe le soluzioni pud migliorare la
fotostabilita fino a circa 20, rappresentando cosi potenzialmente la
strategia piu efficace tra quelle delineate.

Tuttavia, al meglio delle nostre conoscenze, questa strategia non €
mai stata dimostrata esplicitamente, finora. Anziché, e stato riportato
I'effetto del rimodellamento selettivo con monocromaticita e
polarizzazione in contesti differenti. Ad esempio, un cosiddetto
fenomeno di hole burning® & spesso osservato negli spettri ottici di
nanorods d'oro esposti a serie di impulsi brevi, dove il contributo
delle particelle risonanti tende a scomparire nel tempo.

In un’interessante pubblicazione del 2009, Zijlstra et a.* ha sfruttato
gli effetti di polarizzazione e monocromaticita, in combinazione con
un elevato controllo spaziale, per fotodanneggiare selettivamente
nanorods doro incorporati in pellicole di PVA, e dimostrare
I’ottenimento di un semplice dispositivo per memorizzazione e
lettura ottica dei dati su cinque dimensioni. Una variante equivalente
a qQuesta idea, per considerare |'effetto dell'allargamento

disomogeneo nell'insieme delle particelle, pud essere quello di
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imporre un concetto di allargamento omogeneo, dove una banda
plasmonica piu piatta in ogni particella, risulterebbe in pit particelle
che risuonano con minore intensita rispetto alla stessa eccitazione
monocromatica®. Questo effetto pud, ad esempio, concorrere nel
caso della miniaturizzazione delle particelle, dove le particelle piu
piccole tendono a mostrare picchi piti ampi di assorbanza ottica®, ed
e stato esplicitamente invocato nel caso di altri modelli di particelle

plasmoniche, come le nanoshell d'oro.
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We discuss possible directions to gain more advantage of our concept for topical applications at the cross-
roads of plasmonics, biomedical optics and biosensing.

© 2020 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

The last couple of decades has seen a significant interest for the
optimization of plasmonic particles for use as contrast agents in
biomedical optics for such applications as the optical hyperthermia
[1,2] and photoacoustic imaging of cancer [3-5]. In the particular
case of photoacoustic imaging and microsurgery, major current
trends include the use of shorter optical pulses as a general
approach to achieve much more intense signals [3,6], and the
miniaturization of the plasmonic particles as a pathway to delay
their photo-instability [7-10]. In practice, both approaches work
by accelerating the kinetics of heat transfer to the aqueous envi-
ronment, where the thermoelastic conversion takes place.

Shorter optical pulses provide much more intense signals inde-
pendent of the use of exogenous dyes, as a direct consequence of
basic principles in photoacoustics [3,11]. Possible limitations of
this strategy include that the photoacoustic intensity may decay
faster and more erratically with penetration depth, due to broad-
ening of pulse duration by optical scattering [12]. In addition, as
heat confinement intensifies, shorter optical pulses pose a greater
challenge on the photostability of plasmonic particles. The sharp
role of pulse duration on the photostability of gold nanorods has
attracted interest ever since their introduction in the mid 90s
[13-16].

With their larger specific surface area, the use of smaller parti-
cles helps to improve their thermal coupling to the aqueous envi-
ronment, and so to mitigate their overheating [7-10]. In addition,
at present, the pursuit of sub 5-nm particles is the most hopeful
solution for these materials to comply with renal clearance, and
so to conform to regulatory constraints for clinical use [17,18].
However, miniaturization may hamper attractive applications as
photoacoustic microsurgery, where concentration of energy at
the nanoscale is key to ignite photocavitation and lysis [19-21].

Here, we propose that another variable that may play a major
role is Kapitza resistance, also termed interfacial thermal resis-
tance [22]. Kapitza resistance at the interface between gold parti-
cles and their aqueous environment was shown to vary between
about 2 and 30 x 10™° m? K W™, and to depend on a number of
intrinsic parameters, such as wall temperature and heat flux [23],
nanoscale pattern [24], radius of curvature [25] and wettability
[26]. When extrinsic factors are incorporated in an effective defini-
tion of Kapitza resistance, such as underresolved features as rough-
ness or adlayers, or the formation of vapor bubbles [27,28], its
range of variability may span orders of magnitude. Despite the
importance of Kapitza resistance at the nanoscale, it is probably
more common to think of its effect on the kinetics of heat transfer
in materials engineering at the macroscale, such as e.g. in building
construction and electronics. In particular, its role in the pho-
tothermal and photoacoustic conversion from plasmonic particles
has received relatively little attention. Chen et al. [29] found that
silanization amplifies the efficiency of photoacoustic conversion
of gold nanorods, and ascribed their results to a decrease of inter-
facial thermal resistance. Other authors focused on its impact on
the process of photocavitation [30,31]. In a very recent paper, Pang
et al. [32] simulated the effect of Kapitza resistance on the effi-
ciency of photoacoustic conversion from gold nanospheres, and
found that the lower its value, the more intense the photoacoustic
pressure. Here, we extend this observation by undertaking a com-
putational study of the effect of Kapitza resistance on the efficiency

and stability of photoacoustic conversion from gold nanorods, and
discuss possible synergistic combinations with the pursuit of com-
plementary strategies, such as the use of shorter optical pulses and
smaller particles. After identifying relevant trends, we take inspira-
tion from common concepts in building construction to implement
an experimental modulation of this parameter, verify the behavior
expected from the numerical simulations, and exploit its implica-
tions in different applications spanning from photoacoustic imag-
ing to bio-sensing.

2. Materials and methods
2.1. FEM simulations of the photoacoustic process

We developed a finite element method (FEM) model of the pho-
toacoustic conversion from a single gold nanorod with aspect ratio
of 7, by the use of COMSOL Multiphysics ®. The model recapitulates
a complex cascade of steps triggered by an optical pulse, i.e. photo-
thermal conversion from the particle, propagation of heat in the
presence of a certain value of Kapitza resistance at the gold-
water interface, thermoelastic conversion in the aqueous environ-
ment, and propagation of ultrasound [11,33]. As a result, we
receive various parameters, including temperature within the par-
ticle and pressure at a reference distance of the particle. The cross
section of optical absorption of a gold nanorod was implemented
in the definition of a heat source, and worked out in a preliminary
simulation based on the Wave Optics module of COMSOL Multi-
physics ®, as is described elsewhere [15,34]. In the case of particles
with different size, in order to disentangle the role of Kapitza resis-
tance, we adopted a dipolar approximation derived from Mie-Gans
theory [35-37], and assumed their optical absorbance to scale with
particle volume, i.e. their efficiency of photothermal conversion to
be the same. Then, photoacoustic pressure was re-scaled by parti-
cle volume, in order to make sure to compare configurations with
the same optical absorbance. More details are given as Supplemen-
tary material.

2.2. Preparation of the particles

Apart from alpha-methoxy-omega-mercapto poly(ethylene gly-
col) (mPEG-SH, MW 5000 Da) that was acquired from Iris Biotech
GmbH (Marktredwitz, Germany), all other chemicals were pur-
chased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) and used as
received.

2.2.1. Roughened gold nanorods

Gold nanorods were synthesized according to our variant of the
protocol developed by Vigderman and Zubarev [38,21]. Thereafter,
some particles were coated with a silver shell according to the pro-
tocol reported in [39,40] and etched by galvanic replacement with
chloroauric acid in cetrimonium bromide (CTAB) solution [41,42].
In brief, as-synthesised gold nanorods were transferred at a nomi-
nal concentration of 200 uM Au in 20 mM cetrimonium chloride
(CTAC) supplemented with silver nitrate and four equivalents of
ascorbic acid. The dose of silver nitrate was such that the ratio
Ag: Au was 43%, or 85%, or 170% by mole. After two hours at
70 °C, particles were transferred at the same nominal concentra-
tion in 100 mM CTAB containing chloroauric acid at a concentra-
tion corresponding to 1/12 of the nominal amount of silver
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atoms. Note that, usually, the galvanic replacement between ionic
gold compounds and metallic silver needs temperatures around
100 °C [43]. Here, we obtained that the complex of CTAB and
chloroauric acid oxidizes metallic silver even at room temperature,
and results in the formation of rough gold or gold/silver deposits.
In practice, each molecule of chloroauric acid oxidizes and replaces
three silver atoms, thus etching cavities in the silver shell, and cre-
ating porosity and roughness. Our ratios amount to a nominal
value of 25% of shell etched. However, we note that, before etching,
the silver shell is probably thinner than its nominal value, both
because some silver nitrate may remain unreacted in the interme-
diate step of growth, and because some silver atoms may undergo
oxidation in the next step of purification. We found that 25% is a
safe choice. In any case, the amount of chloroauric acid should
never approach and certainly not exceed 1/3 of the actual amount
of silver atoms, because after galvanic replacement of silver, there
may begin that of gold with a net effect of polishing [44,45]. Etch-
ing of gold nanorods with chloroauric acid has been the subject of
extensive research, as a post-synthetic tool to fine-tune and gain
more control over particle size and shape [44]. Either without or
after creation of a rough overlayer, particles were PEGylated
according to our previous protocol [46], and transferred at a nom-
inal concentration of 1.6 mM Au in Phosphate-Buffered Saline
(PBS) containing 0.005% polysorbate 20.

2.2.2. BSA-coated gold nanorods

Other particles were modified with a protein corona of Bovine
Serum Albumin (BSA) of different thickness. BSA represents an
ubiquitous model of protein adsorbate, and its interaction with
plasmonic particles has undergone extensive research [47-51].

As-synthesised CTAB-coated gold nanorods were transferred at
a nominal concentration of 1.6 mM Au in 100 mM CTAB supple-
mented with 0.1% or 1% BSA, and left under mild agitation for
24 h at 37 °C before use.

2.2.3. Particle characterization

All particles were characterized by spectrophotometry with a
Lambda 950 platform from Perkin Elmer (Waltham, MA, USA),
and dynamic light scattering with a Zetasizer Nano ZS 90 scanner
from Malvern Instruments (Malvern, UK).

Transmission electron microscopy (TEM) images were recorded
on a Libra-120 transmission electron microscope (Carl Zeiss, Jena,
Germany) at the Simbioz Center for the Collective Use of Research
Equipment in the Field of Physical-Chemical Biology and
Nanobiotechnology (IBPPM-RAS, Saratov). For TEM measurements,
samples were centrifuged twice and resuspened in water. 5 pL of
washed particles were deposited onto 300-mesh copper micro-
scopic grids covered with a formvar film and left to dry in an oven
at 40 °C.

2.3. Photoacoustic setup and tests

Photoacoustic experiments were carried out with a homemade
inverted photoacoustic microscope [52,21]. The optical source was
a fiber-coupled diode-pumped microchip laser by Asclepion Laser
Technologies (Jena, Germany) emitting pulses with a wavelength
of 1064 nm, duration of 3.3 ns and repetition rate of 10 Hz. An
attenuator placed in front of the output was used to tune the opti-
cal fluence, which was monitored in real time with a QE8SP pyro-
electric detector from Gentec-EO (Quebec, QC, Canada).
Photoacoustic signals were acquired by an amplified immersion
transducer from Olympus Panametrics (mod V382-SU-F, sensor
diameter 0.5 inch, frequency range 3.5 MHz, focal distance 0.83
inch, 40 dB amplifier mod 5676, Tokyo, Japan) and recorded with
a RTO1004 digital oscilloscope from Rohde&Schwarz (Munich,
Germany).

Flow chambers (u-Slide I Luer Family, channel height 200 pm,
IBIDI GmbH, Planegg/ Martinsried, Germany) were filled with sus-
pensions of gold nanorods, coupled to a peristaltic pump (model
FH10, Thermo Scientific, Waltham, MA USA), and immersed in DI
water. The use of microfluidic chambers is a promising tool to
assess the performance of photoacoustic systems and contrast
agents [53,33]. The laser beam was focused perpendicular to the
flow chamber with a spot diameter of 300 pm.

Photoacoustic signals were averaged over 100 events, in order
to mitigate the effect of white and electrical noise, and to achieve
signal-to-noise ratios always exceeding about 100 (see Fig. S2 in
Supplementary material). Average signals I were analyzed in terms
of peak-to-peak amplitude, and normalized by the fraction of opti-
cal energy absorbed in the flow chambers, by integrating the opti-
cal attenuation at 1064 nm across the optical path length, for the
sake of comparison from sample to sample.

The trend of PA signal with fluence F of the optical trigger was
modelled with an empirical function that describes the photoinsta-
bility as a depletion of optical absorbance with F. In practice, we
modified the usual equation: I« I'yt,F, where I' is Griineisen
parameter and u, the optical absorbance [11], with the following
S-shaped logistic curve, which is commonly adopted in several
fields of science to describe population dynamics[15,54,10,55]:

b-F

1+(%)p'

Here a is a parameter that accounts for the electrical noise, b is
proportional to the product of Griineisen parameter and the initial
optical absorbance p|r_, times the efficiency of photoacoustic
conversion, while Fy and p are, respectively, the center and power
of the logistic function. In particular, Fy is a direct indicator for the
damage threshold of the gold nanorods.

I=a+ (1)

3. Results and discussion
3.1. FEM simulations of the photoacoustic process

We undertook an analysis of the effect of Kapitza resistance
over a broad range of values exceeding its intrinsic limits, in order
to be ready to accommodate extrinsic factors, such as those
involved in our experimental tests, and to highlight its relevance
in the photoacoustic process. We performed a multidimensional
analysis of photoacoustic pressure and max temperature reached
within each particle vs. major players as pulse duration and parti-
cle size, and Kapitza resistance. We fixed pulse energy, and varied
pulse duration within a typical range from 0.1 to 10 ns, and particle
size from a radius between 3 and 7 nm, which corresponds to a
span exceeding a factor of 12 by volume. We chose to constrain
the variation of particle size within limits that may suit our
approximation to treat optical absorbance to scale with particle
volume [35-37], which we adopted for the sake of comparison.
Fig. 1 displays representative results of our simulations across dif-
ferent cut planes, i.e. photoacoustic pressure (left panels) or max
temperature (right panels) vs. pulse duration and Kapitza resis-
tance at constant particle size (upper panels), or vs. particle size
and Kapitza resistance at constant pulse duration (lower panels),
in order to highlight their synergistic combinations. Max tempera-
ture was taken as an indicator of photoinstability according to the
reference literature [7,56,9]: the higher its value, the lower the
optical thresholds for photoinstability.

Our simulations confirm the principal trends found in the refer-
ence literature, which indirectly provides their cross-validation
[32]. In particular, pulse duration is found to exert a major effect
both on photoacoustic pressure and max temperature. The direc-
tion of this effect is unfortunately antagonistic, i.e. photoacoustic
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Fig. 1. Simulations of photoacoustic pressure 1 pm away of a gold nanorod (a and c), or max temperature within a gold nanorod (b and d) vs pulse duration and Kapitza
resistance for constant particle radius of 5 nm (a and b), or vs particle radius and Kapitza resistance for constant pulse duration of 1 ns (¢ and d). Optical fluence was set to
1 mJ/cm?. In the case of a variation of particle size, photoacoustic pressure was rescaled according to particle volume. Note that the color scales differ from panel to panel See
Supplementary material for more details. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

pressure benefits from shorter pulses, but particle stability
demands longer width. Instead, the advantage of particle miniatur-
ization is more univocal, because smaller particles enjoy more pho-
tostability and also slightly more efficiency of photoacoustic
conversion [9]. However, our results do not encourage to pursue
particle miniaturization as a direction to gain more signal, because
the response is very subtle and probably insufficient to counterbal-
ance an experimental tendency to spectral broadening [46].

On the whole, the effect of Kapitza resistance is more straight-
forward. As a rule of thumb, a lower value of Kapitza resistance
simultaneously exerts a beneficial effect both on the efficiency
and stability of photoacoustic conversion. Truth be told, we have
found conditions as combinations of pulse duration above about

3 ns and Kapitza resistance below about 10 x 10~ m? K W',
where it is the optical source that limits the overall kinetics, and
so the trend of photoacoustic pressure is less pronounced, consis-
tent with the work by Pang et al. [32]. Viewed on a larger scale,
the effect of Kapitza resistance is predominant and fit to synergis-
tically combine with other strategies, such as to mitigate particle
overheating in the case of shorter pulses.

On the other hand, the intentional modulation of Kapitza resis-
tance is not as trivial. We note that, in some cases, its intrinsic
dependency on accessible parameters may happen to be beneficial.
For instance, Gonzalez et al. [25] found that smaller particles exhi-
bit lower Kapitza resistance, which would favourably synergize
with the intrinsic increase in specific surface area brought by
miniaturization. In other cases, it may be problematic. In this
sense, its tendency to grow with temperature [23] and to diverge
upon formation of vapor bubbles [27,28] would provide a negative
feedback against stability. Instead, when external parameters are
embedded in an effective concept of Kapitza resistance, there arise
more opportunities. In the following paragraphs, we pursue an

experimental corroboration of the trends recapitulated in Fig. 1.
We exploit an extrinsic dependence of Kapitza resistance on
underresolved features of interest in different contexts, and, in
the meantime, we suggest relevant perspectives for applications
and anticipate possible advances based on our numerical simula-
tions. Although the pulse duration available in our labs is rather
too long to spotlight the importance of these features, our results
point to new opportunities behind the notion to see Kapitza resis-
tance as a key player.

3.2. Optimization of a photoacoustic contrast agent: effect of
roughness

First, we test an experimental model where we intentionally
pursue an effective decrease of Kapitza resistance, verify its benefit
in terms of efficiency and stability of photoacoustic conversion
according to Fig. 1, and assess its technological relevance for the
optimization of a contrast agent for PAIL According to Han et al.
[57], an increase of height of nanoscale patterns leads to a reduc-
tion of Kapitza resistance at the gold-water interface, by increasing
the interaction energy per unit area. The decrease is in the order of
a factor of two or more. In addition, here, we consider roughness as
an underresolved feature that conveys an effective decrease of
Kapitza resistance by an underlying increase of the true contact
area between gold and water. We follow the logic of Merabia and
Termentzidis[58], who used relaxation simulations to show that
the thermal conductivity through a rough interface approximately
scales with its true contact area, and that the exact shape of the
asperities plays a secondary role. In practice, we consider a nanos-
cale analog of a radiator.

We compared gold nanorods coated with a rough overlayer of
different thickness that was prepared by the deposition and
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Fig. 2. Effect of roughness on the performance of photoacoustic conversion of gold
nanorods: (a) spectra of optical extinction of particles without modification (RO,
black line) or roughened from a silver shell amounting to 43% (R1, red line), 85% (R2,
green line), or 170% (R3, blue line) of nominal gold molarity; (b) representative
transmission electron micrograph of a sample roughened from a silver shell
amounting to 170% of nominal gold molarity, which displays an outer rough
overlayer; (c) plot of peak-to-peak photoacoustic amplitude vs fluence of the optical
excitation at 1064 nm for the samples mentioned in panel a. The color code is the
same as panel a. Experimental data are given as full symbols with error bars.
Continuous lines represent their fit to the analytical function described in the main
text. (d) damage threshold set at 25% loss of efficiency of photoacoustic conversion,
and (e) relative efficiency of photoacoustic conversion in the limit of lower fluence
extracted from the analytical fit in panel c. Samples RO to R3 correspond to an initial
silver shell of 0 to 170% of nominal gold molarity. (For interpretation of the
references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of
this article.)

oxidative etching of a silver shell. While we are unable to quantify
the final specific surface area per particle, in Supplementary mate-
rial we demonstrate a qualitative increase by several folds, which
would end up to decrease the effective value of Kapitza resistance.
Fig. 2a displays the spectra of optical extinction of our particles,
which shift from sample to sample according to their modification.
However, we note that the values of optical absorbance recorded at
our pulse wavelength of 1064 nm are rather consistent, i.e. that the
sub-populations of particles in resonance with our laser module
are comparable, and we recall that our treatment of photoacoustic
signals is fit to compensate these differences. Fig. 2b gives an idea
of the aspect of our roughened particles, which exhibit a cavernous
overlayer with a hierarchical pattern of pores (more TEM images of
smooth gold nanorods and their counterparts with different rough-
ness are given in Fig. S4 in Supplementary material).

Fig. 2c summarizes our photoacoustic data. For all samples, the
amplitude of photoacoustic pressure grows with pulse fluence and
follows a smooth trend that progressively departs from linearity
and achieves sublinearity, due to the effect of photoinstability
[52,33]. The analytical function used to fit the experimental data
(see Eq. 1) performs seamlessly over the entire dataset, and allows
us to extract effective parameters. Figs. 2d and e report the effec-
tive values for photoinstability threshold and initial slope (b).
The photoinstability threshold was set at 25% loss of initial slope
for the sake of consistency with our previous work [7,15,54], i.e.

Finr = {’/;FO. On the whole, we found an increase from (6.0 +

0.5) to (13 + 1) mJ/cm?, or about 120%. We ascribe the noise in this
trend to the interplay of different factors that complicate our inter-
pretation, such that a thicker overlayer may not necessarily corre-
spond to more roughness, and that roughened particles may
intrinsically exhibit lower stability, due to their higher specific sur-
face area or the presence of sharp edges [59]. The trend of effi-
ciency is more neat. In relative terms, we found an increase from
(1.00 + 0.04) to (1.70 + 0.06).

Independent of their interpretation, our results are of techno-
logical value, and demonstrate the enhancement of the perfor-
mance of photoacoustic conversion of gold nanorods by the
addition of a rough overlayer. We ascribe this achievement to the
decrease of the effective value of Kapitza resistance due to an
intrinsic effect of roughness [57] accompanied by an underresolved
increase in specific surface area[58]. Upon roughening, our parti-
cles undergo a simultaneous increase in average volume until a
factor around 2.3. However, according to Fig. 1, this factor alone
does not explain our results and would actually oppose both the
increase of efficiency and stability of photoacoustic conversion.
We suggest that also the results by Chen et al. [29] may relate to
the porosity of their silica overlayer. The concept of Kapitza resis-
tance allows us to rationalize our results, and to design strategies
to engineer our contrast agent.

3.3. Perspectives for a photoacoustic biosensor: effect of adlayers

Next, we show a complementary experimental model that fur-
ther corroborates the effect of Kapitza resistance on the efficiency
and stability of photoacoustic conversion according to Fig. 1, with-
out the entanglement of varying the size and shape of the plas-
monic core, and assess its technological relevance in the field of
biosensing. In addition to the effect of roughness, we addressed
the impact of a biological adlayer. An extreme example of this kind
is the cushion of vapor that forms upon vaporization of the aque-
ous environment around overheated particles, which has been
described as an insulator boosting the value of Kapitza resistance
[27,28]. Once again, we treat our adlayer as an underresolved fea-
ture that modifies the effective value of Kapitza resistance. Here, in
practice, we think of a nanoscale analog of something like a ther-
mal insulation wall cladding system.

As a model of biochemical adlayer, we chose BSA, which is
known to form a so-called protein corona around gold nanorods
terminated with CTAB or PEG [47,48,50,51]. In practice, we take
the adsorption of BSA to epitomize typical scenarios in
immunosensing [60-62] or genosensing [63], where multiple lay-
ers of macromolecules may assemble in specific constructs.
Figs. 3a and b display the optical spectra and the hydrodynamic
size of our particles. Until 0.1% BSA, we found a modest modifica-
tion of the optical spectra despite a significant increase of hydrody-
namic size, consistent with the formation of a protein corona. A
small blue-shift and broadening of the longitudinal modes and
change of ratio between the longitudinal and transversal bands
suggest the inception of particle aggregation [64]. Instead, around
about 1% BSA, particle aggregation becomes massive, and sedimen-



L. Cavigli et al./Journal of Colloid and Interface Science 578 (2020) 358-365 363

Ext (a.u.)

[ (@ 400 |- (b)
i ~300 |
g
L e
: 2200 -
i 2
& 100 |
NS | tm
ol

600 800 1000 1200 NS
A (nm) & w ¥
F 9
[ ©
~ 4
=
% L Ll
S -+
& [ A
a1 Ak
< | A=
~ 4 Ak
L 1 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1
0 35 40
-
=
ZF
=
g
20
@ -
=
I 1 1
25 50 15 P
Fluence (mJ/cm °) & DR
) ¥ P
&

Fig. 3. Effect of a protein corona on the performance of photoacoustic conversion of
gold nanorods: (a) spectra of optical extinction of as-synthesized particles without
(black line) or with the addition of 0.1% (red line) or 1% BSA (blue line); (b) average
hydrodynamic size of these samples, which suggests the onset of flocculation,
especially in the case with 1% BSA, consistent with the spectral broadening seen in
panel a; (c) plot of peak-to-peak photoacoustic amplitude vs fluence of the optical
excitation at 1064 nm for the samples mentioned in panel a. The color code is the
same as panel a. Experimental data are given as full symbols with error bars.
Continuous lines represent their fit to the analytical function described in the main
text. The trend of the experimental data departs from this function with the
emergence of a superlinear regime that suggests the onset of photocavitation. Panel
d zooms into the data in panel c and highlights the loss of photoacoustic efficiency
at increasing BSA content in the limit of lower fluence; (e) relative efficiency of
photoacoustic conversion extracted from the analytical fit in panel d. (For
interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is
referred to the web version of this article.)

tation starts to come into play over a timescale of hours at rest.
However, a longitudinal band is still visible and useful for photoa-
coustic experiments.

Fig. 3¢ displays the effect of a biological adlayer on the effi-
ciency of photoacoustic conversion of gold nanorods. Curves
become more complex with an earlier appearance of a superlinear
regime that relates to stochastic and nonlinear events, such as pho-
tocavitation[19-21]. Fingerprints of vapor microbubbles and their
collapse were also detected in the experimental records as a pres-
sure burst with anomalous delay and oscillations with respect to
the principal maximum (see Fig. S3 in Supplementary material)
[65,66]. We ascribe this complexity to the onset of particle aggre-

gation, which lowers the threshold for photocavitation [67]. In any
case, a quantitative parameterization of these curves gets more
complicated. However, an initial trend to lose efficiency of photoa-
coustic conversion with thickness of the adlayer is clear, as shown
in Fig. 3d, which highlights the trend of PA signal in the linear
regime at lower fluence. Fig. 3e reports the corresponding slopes
normalised to the value of gold nanorods without BSA. We
observed a decrease from (1.00 &+ 0.06) to (0.85 + 0.05) for the
sample containing 0.1 % BSA down to (0.63 & 0.04) for that with
1 % BSA. According to Fig. 1a, we expect that a regime of optical
pulses shorter than those available in our labs may emphasize
these differences, and provide even more sensitivity to the adsorp-
tion of macromolecules for applications in biosensing.

Plasmonic particles as gold nanorods have been proposed in a
broad variety of biosensors that exploit their sensitivity to their
dielectric landscape, as in localized Surface Plasmon Resonance
(SPR) methods [68-70], or their ability to enhance Raman transi-
tions of a molecular adsorbate, as in Surface-Enhanced Raman
Spectroscopy (SERS) [71-75]. In either case, the molecular target
needs to come to very close proximity of particle surface, say
within a distance shorter than particle diameter, in order to over-
lap the outer decay of the plasmonic mode. This condition compli-
cates the implementation of mainstream approaches, such as
immunohistochemistry, which typically require the use of a cross
linker that may also ensure colloidal stability, such as 5000-g
mol~! PEG [76,77,61], a molecular ligand, such as an antibody,
the molecular target in question, and maybe also secondary anti-
bodies. The final architecture may bring the analyte or tag of inter-
est too far from particle surface for proper identification. Instead,
the notion to exploit an effective variation of Kapitza resistance
in a thermal transducer, together with a photoacoustic readout,
is a new idea that may mitigate the need to compact the molecular
system for capture, and open new scenarios in biosensing.

4. Conclusions

In conclusion, we have addressed the effect of Kapitza resis-
tance at the gold-water interface on the efficiency and stability
of photoacoustic conversion from gold nanorods. According to
our numerical simulations, a decrease of Kapitza resistance is ben-
eficial for both parameters and may synergize with current strate-
gies to enhance the performance of photoacoustic platforms. In
particular, in the case of optical pulses shorter than about 1 ns, a
lower value of Kapitza resistance may help to consolidate the
enhancement of photoacoustic pressure, and to simultaneously
delay the damage threshold of the contrast agent. We took an
effective approach to the modulation of Kapitza resistance with
extrinsic parameters. We showed that rough gold nanorods pro-
duced by the deposition and galvanic replacement of a silver shell
yielded both higher signals by 70% and damage threshold by 120%
in our batch, which seems to be a worthwhile direction to optimize
the contrast agent. In addition, we found that particles coated with
a protein corona exhibit lower signals, which tend to decrease with
shell thickness. We believe that this notion deserves more investi-
gation for a new kind of biosensor based on photoacoustic trans-
duction, which may tolerate complex architectures to gain
binding affinity, such as those used in immunohistochemistry, bet-
ter than SERS or colorimetric systems. We ascribed both findings to
a modulation of Kapitza resistance, which undergoes an effective
decrease upon roughening, due to an increase of specific surface
area as a nanoscoale analog of a radiator, and a relative increase
upon coating with a protein shell that may act as a thermal
insulation.

In the future, we wish to translate these results from a regime of
pulse duration of the optical trigger of few ns to well below 1 ns, in
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order to verify our expectation of a bigger effect of Kapitza resis-
tance. We are confident that our concepts will inspire more work
on the modulation of relevant parameters at the interface between
plasmonic particles and their environment for photothermal and
photoacoustic applications.
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1. Simulations
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Figure S1: representative results of a numerical simulation for a pulse deration of 1 ns, particle radius of 5

nm, and Kapitza resistance at the gold-water interface of 1 x 10 m?*xK/W: average temperature within the

gold nanorod (left panel) and average pressure 1 pm away of the gold nanorod (right panel).

We used COMSOL Multiphysics® (Stockholm, Sweden) as a finite element method ecosystem to
simulate the photoacoustic conversion from a single gold nanorod ab initio as a cascade of multiple
steps, i.e. photo-thermal conversion, thermal propagation, thermo-elastic conversion, and acoustic
propagation, which is a combination of the fundamental processes involved in the photoacoustic
conversion [1].



The geometry of the simulation consisted of a gold nanorod in the center of an aqueous sphere with
radius 20% larger than the product of total timeframe and speed of sound, accounted for cylindrical
symmetry with axis parallel to particle stem and plane symmetry across particle equator, and so
neglected the break of symmetry along the optical axis.

In the computational routine, we made use of the modules named Heat Transfer in Fluids and Pressure
Acoustics (Transient), and added relevant equations. In particular, the photo-thermal conversion was
set up by defining a homogeneous heat source Q [W/m?®] within the rod, as 0 =7 X I /V’ where o
[m?] is cross section of optical absorbance of a rod oriented parallel to the optical polarization, /
[W/m?] is power density of the optical pulse exhibiting Gaussian temporal profile, and V [m?] is
particle volume. ¢ was retrieved from a preliminary simulation performed in the frequency domain
for a rod with radius » = 5 nm and immersed in water, according to the prescriptions of ref [2]. Then,
we assumed the outcome of Mie-Gans theory that ¢ scales with volume, such that, for a rod with

radius 7 = R, Oy—g = Or=5 nm X R? / (5 nm)3 > which holds in the limit of smaller particles. Also, we

treated the inhomogeneity of dissipation of optical power within the rod as an underresolved feature,
because heat diffusion within gold is much faster than any other process at play (1.27 x 10™* m?/s, or
about 10 ps to cover the full extent of particle size). This assumption simultaneously allows us to
implement the cylindrical symmetry, and the homogeneous spreading of the heat source across
particle volume. Kapitza resistance was inputted as boundary condition at the gold-water interface.

The thermo-elastic conversion was described by defining a monopole pressure source O, [s%] within
2
the module named Pressure Acoustics (Transient), as Qn = 0‘/ 0 X 2 d T/ dt? where o = 4P / dT

[Pa/K] is a pressure-temperature coupling parameter, p [Kg/m®] is density, v [m/s] is speed of sound,
T is temperature and ¢ is time [1]. The gold-water interface and the outer wall were both treated as a
hard wall, which reflects the impedance mismatch between gold and water in the former case, and is
irrelevant in the latter case, because the pressure burst never comes to reach that boundary.

The simulation returns multiple dependents, including the distributions of temperature everywhere
and of pressure in the aqueous domain, as a function of time. We averaged temperature within the
rod and pressure over a spherical surface centered in the particle center and with radius 1 pm, which
is far enough for the wavefront of the pressure transient to approximate a sphere. Then, for the sake

5 3
of comparison among particles with different radii, we rescaled pressure as P = P X (5 nm) / R3 SO
as to reflect systems with the same amount of gold and the same optical absorbance.

Figure S1 provides representative examples of these variables, which we used to extract the values
of max temperature within the rod and peak-to-peak amplitude of photoacoustic pressure.



2. Photoacoustic signals
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Figure S2: comparison between a single photoacoustic transient and an average over 100 pulses recorded
at a fluence of the optical excitation around 1 mJ/cm?. After averaging, the peak-to-peak amplitude is
measured with signal-to-noise ratio around 100.

Figure S2 compares photoacoustic transients for a single event and averaged over 100 pulses, in the
case of as-synthesized gold nanorods excited with optical fluence on the lower limit of the scanned
interval. Averaging proves to be critical to minimize the incidence of white and electrical noise, and
to achieve signal-to-noise ratios in excess of 100. Peak-to-peak amplitudes were worked out from
these average signals, in order to analyze the efficiency and stability of photoacoustic conversion.
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Figure S3: comparison between 6 single shots at an optical fluence of 18 mJ/cm? (left panel) or 37 mJ/cm?
(right panel) for a sample containing 1% BSA. At the higher level of optical excitation, there appear
anomalous transients that fluctuate in intensity, delay and ratio of adjacent oscillations

Figure S3 displays typical profiles of pressure transients recorded for BSA-coated gold nanorods, in
the absence or the presence of photocavitation.

In the case of particles coated with 1% BSA, we found clear fingerprints of photocavitation already
in the analysis of single events.

In our previous work, we found that the most distinctive sign of photocavitation was an additional
pressure burst recorded a few ps after the principal transient, and corresponded to the collapse of
vapor microbubbles. Its features differed from a simple reflection, both in that its appearance was
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stochastic and fluctuated in delay and intensity, and its polarity was the same as the principal transient,
at variance with the effect of a single bounce.

Here, confinement within the rigid walls of a flow chamber seems to modify the sign of
photocavitation, which shows up as a stochastic deformation of the principal transient that shifts in
delay and intensity, and displays an anomalous pattern of oscillations that often fail to monotonically
fade out, as it happens in the standard case. We hypothesize that the presence of the rigid walls may
modify the dynamics of bubble expansion and collapse, and cause the latter to overlap with normal
reflections. In the future, we will delve more into these dynamics, in order to understand their
relevance for a new generation of biosensors based on particle aggregation.

3. Roughness of roughened gold nanorods
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Figure S4: Typical TEM and AFM images (insets) of initial gold nanorods (a) and rough gold nanorods
obtained by galvanic replacement of silver shells prepared by dosing 85% (b) or 170% (c) of AgNO; with
respect to the nominal amount of gold.

Figure S4 displays representative TEM and Atomic Force Microscopy (AFM) images of our gold
nanorods before and after implementation of a rough coating. Samples were prepared for AFM
analysis by centrifugation, washing with water and drop-drying on Si wafers. AFM images were
acquired with a SolverBio microscope from NT-MDT Spectrum Instruments (Moscow, Russia)
equipped with a special cantilever with tip radius around 1 nm designed for samples with height
distribution below 20 nm. We performed an AFM study of the roughness of single particles [3] (N =
10) that shows a trend from (1.4 = 0.4) nm for the initial gold nanorods, to (2.7 £ 1) and (3.2 + 1.4)
nm for rough particles obtained by galvanic replacement of silver shells prepared by dosing 85% and
170% of AgNO;3 with respect to the nominal amount of gold.

In order to qualitatively corroborate the trend of roughness, we performed a Surface Enhanced Raman
Scattering (SERS) analysis of a small thiol bound to the different particles. 2 mL of each sample at
the same particle concentration by number were mixed with 60 pL of 2 mM 4-Nitrobenzenethiol
(NBT) solution in ethanol and incubated for 2 hrs at room temperature. Thereafter, samples were
centrifuged and thoroughly washed with 5 mM aqueous cetrimonium chloride. SERS spectra were
measured in colloidal suspension with a Peak Seeker Pro 785 Raman spectrometer from Ocean Optics

4



(Largo, FL, USA) in 1 cm quartz cuvettes. Laser power was 30 mW and acquisition interval was 10
s. In order to exclude the effect of inner filtration, the laser beam was focused near the wall of the

cuvette.
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Figure S5: SERS spectra of NBT adsorbed on gold nanorods without modification (black line) or
roughened from a silver shell amounting to 85% (green line), or 170% (blue line) of nominal gold
molarity. All spectra are shown as measured without background correction.

Figure S5 shows SERS spectra of NBT adsorbed on the smooth and roughened gold nanorods. We
observe a sharp increase of SERS intensity with thickness of the rough coating. The reason is twofold,
i.e. an increase of specific surface area of the particulate, and therefore of the number of adsorbed
NBT molecules, and the creation of a large number of hotspots upon roughening of the particles.
Therefore, these results collectively corroborate the increase of roughness of our samples upon
addition and oxidative etching of a silver shell.
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Appendice

In gquesta seconda parte di ricerca e stato affrontato I'effetto della
resistenza termica all'interfaccia oro-acqua, o resistenza di Kapitza,
sulle prestazioni di conversione fotoacustica dei nanorods d'oro. E
stato suggerito un approccio efficace a modulare la resistenza di
Kapitza includendo caratteristiche come la rugosita o la presenza di
adsorbati. Con questaidea, € stata sintetizzata una variante rugosa di
nanorods d'oro mediante deposizione e successiva sostituzione
galvanica di un guscio d'argento, dove la rugosita fornisce segnali
fotoacustici piu elevati di circa 70% e soglie di danno del 120%.
Inoltre, le particelle sono state ricoperte con un guscio proteico di
BSA e troviamo una diminuzione dei segnali fotoacustici con lo
spessore del guscio, che potrebbe ispirare nuove soluzioni per
biosensori basati su un meccanismo di trasduzione fotoacustica.
Questi risultati sono stati attribuiti ad un’efficace modulazione della
resistenza di Kapitza, che diminuisce con l'irruvidimento, a causa di
un aumento di superficie specifica, e aumenta dopo il rivestimento
con un guscio proteico che puo fungere daisolamento termico.
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4
APPLICAZIONI DEI GNRs NEL
WOUND HEALING

4.1 GNRs inclusi in idrogel ibridi

La nanotecnologia ha reso un tale impatto nel campi convergenti
dell'ingegneria dei tessuti e la guarigione delle ferite™®. Trai tanti
incroci di queste discipline, la moltiplicazione della funzionalita di
scaffold o patch biomimetici € una prospettiva ricorrente. In questo
contesto, recentemente, € cresciuto l'interesse per il potenziamento
di idrogel biopolimerici con nanoparticelle di metalli nobili”*®
assegnate a molteplici funzioni. Per esempio, in una vasta serie di
documenti e brevetti'*'’, & stato proposto di Sfruttare le
caratteristiche plasmoniche di nanoparticelle di Au in idrogel fisici
di chitosano per la medicazione di ferite, rilascio controllato di
farmaci o entrambi. In particolare, i nanorods di oro mostrano
intense bande di assorbanza ottica nella cosiddetta finestra
terapeutica e supportano una conversione fototermica che s

combina con le caratteristiche fisico-chimiche di un chitosano o un
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idrogel composito per legare il tessuto endogeno o rilasciare principi
attivi. Altri autori hanno proposto di ricorrere alle caratteristiche
biochimiche delle nanoparticelle di Ag in molti scaffold tra cui
idrogel fisici e fibre elettrofilate di chitosano/alcol polivinilico
(PVA) per effetti antimicrobici'®%

HO |,

Figura4.1: a) struttura del chitosano (a sinistra) e b) del poli-vinil-alcol (PVA) (a
destra)

Le nanosfere di Ag rappresentano probabilmente il prodotto di
maggior successo della nanomedicina per le loro proprieta

antimicrobichet2227

, che & un problema critico nella guarigione
delle ferite. 1l rilascio passivo e prolungato di cationi Ag® da
nanoparticelle di argento esercita una sorta di effetto citotossico sui

microbi patogeni®®?®

che hanno un basso potenziale a suscitare
resistenza. Ma la combinazione di comportamento ottico e redox di
questi materiali pud servire anche per ulteriori compiti di interesse
nella guarigione delle ferite. Questo € il caso della valutazione dello
stress ossidativo mediante la misurazione del tasso di dissoluzione

ossidativa di nanoparticelle di Ag?>.
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Figura 4.2: a) impasto di chitosano e PVA con all’interno GNRs rivestiti
d’argento (a sinistra), b) impasto depositato in una multiwell di forma circolare
(al centro), c) fantoccio biomimetico circolare ottenuto aggiungendo NaOH alla
multiwell, che permette il distacco del fantoccio stesso (a destra)

La motivazione alla base di tutti questi sviluppi € una persistente
richiesta di una migliore assistenza sanitaria nel contesto della
gestione delle ferite. In particolare, nel caso della medicazione delle
ferite, esiste una spinta di fondo per superare gli inconvenienti
associati al tipo standard di cerotti adesivi, come l'incidenza delle
reazioni da corpo estraneo, la permeabilita della riparazione, o
I'onnipresente piaga delle infezioni microbiche. Inoltre, la sutura e
una pratica delicata che pud essere inadatta in alcune microstrutture
anatomiche e procedure chirurgiche, dove lamancanza di alternative
e davvero notevole ad un problema sostanziale. Esempi rilevanti
includono, per esempio, diversi casi in Oftamologia®, come i

trapianti dell'endotelio corneale®*

cristallino oculare®

o la chiusura della capsula del
dopo la procedura Phaco-Ersatz, e in
Neurochirurgia, come le microanastomosi dei vasi sanguigni** e

nervi*,
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Un dtro problema e la formazione di cicatrici. In questo contesto, la
saldatura laser®** o saldatura>*"*® da sola o in combinazione con
impal cature biocompatibili rappresentano una direzione di speranza.
Sono stati anche implementati materiali ibridi con dispersioni di
indocianina verde approvati dalla FDA* o nanorods d’oro™*"in un
idrogel fisico di chitosano, dove i coloranti incorporati convertono
un emissione del vicino infrarosso in calore e il polisaccaride
riscaldato reagisce e aderisce a tessuto connettivo™. Trai problemi
lasciati aperti citiamo la fotoinstabilita dell’indocianina verde® o
l'instabilitd termica dei coloranti plasmonici®, la rigidita della
struttura del chitosano che non riusciva a conformarsi facilmente a
siti anatomici arbitrari, e una necessita generale di aggiungere piu
funzionalita e capacita di prognosi.

[l monitoraggio della guarigione delle ferite sta emergendo come un
altro importante problema nella maggior parte dei contesti
chirurgici. 1l processo fisiologico € complesso e ancora non del tutto
compreso, e coinvolge molteplici passaggi interdipendenti. Tuttavia,
studi recenti hanno stabilito che le specie resttive dell'ossigeno
(ROS) sono regolatori chiave e svolgono un ruolo cruciale, in modo
che il livello di stress ossidativo pu0 servire come parametro
aggregato ai fini del monitoraggio®™ ™. Nonostante la sua evidente
citotossicita, il livello di perossido aumenta immediatamente dopo
linfortunio come parte critica della risposta fisiologica™.
Concentrazioni di H,O; tra circa 100-500 uM sono correlati a un

esito normale, mentre sia i livelli inferiori che quelli superiori
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richiedono attenzione®**°. Nell'intervallo ottimale, i ROS regolano il
richiamo dei neutrofili e monociti durante |a fase infiammatoria®"®,
sono coinvolti nelle vie di attivazione delle metalloproteinasi 1 e 2°°,
e stimolano la proliferazione di fibroblasti, cheratinociti e cellule
endoteliali  vascolari, supportando cosi il processo  di
angiogenesi®"®®®! Questi dati suggeriscono che i livelli basai di
ROS nelle cellule sono essenziali per la progressione biologica,
come la proliferazione e la differenziazione. Invece, livelli piu alti
complicano la rigenerazione di nuovo tessuto®. Nonostante la sua
importanza, la determinazione dello stress ossidativo in vivo é
difficile, ed e stato soggetto ad analisi indirette dei prodotti di
ossidazione, come lipidi, proteine 0 DNA>**. In questo contesto, le
nanosfere di Ag hanno attirato I'attenzione come un caso ideale del
tag ottici, perché il loro tasso di dissoluzione ossidativa aumenta con
la concentrazione ambientale dei ROS®*. E un peccato che la
banda plasmonica delle nanosfere di Ag cada nella finestra blu, il
che e problematico per le applicazioni biomediche e limita la
profondita di penetrazione ottica a soli poche centinaiadi micron.
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1 | INTRODUCTION

We disclose the use of hybrid materials

featuring Au/Ag core/shell nanorods in

porous chitosan/polyvinyl alcohol scaf-

folds for applications in tissue engineer-

ing and wound healing. The combination

of Au and Ag in a single construct pro-

vides synergistic opportunities for optical

activation of functions as near infrared

laser tissue bonding, and remote inter-

rogation to return parameters of prog-

nostic relevance in wound healing monitoring. In particular, the bimetallic
component ensures optical tunability, enhanced shelf life and photothermal sta-
bility, serves as a reservoir of germicidal silver cations, and changes in near-
infrared and visible color according to the environmental level of oxidative
stress. At the same time, the polymeric blend is ideal to bind connective tissue
upon photothermal activation, and to support fabrication processes that provide
high porosity, such as electrospinning, thus putting all the premises for cellular
repopulation and antimicrobial protection.

KEYWORDS

chitosan hydrogels, electrospinning, gold nanorods, laser welding, oxidative stress monitoring,
silver nanoparticles

functionality of biomimetic scaffolds or patches is a
recurrent perspective.

In few other biomedical domains, nanotechnology has In this context, in the recent past, there has grown
made such an impact as in the converging fields of tissue interest for the enhancement of bio-polymeric hydrogels
engineering and wound healing [1-6]. Among the many  with noble metal nanoparticles [7-13] assigned to mani-
crossroads of these disciplines, the multiplication of the fold functions. For instance, in an extensive series of

papers and patents [14-17], some of us have proposed to
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chitosan physical hydrogels for wound dressing, con-
trolled drug release, or both. In particular, Au nanorods
exhibit intense bands of optical absorbance in the so-called
therapeutic window and support a photothermal conver-
sion that combines with the physicochemical features of a
chitosan or composite hydrogel to bind endogenous tissue
or release active ingredients. Other authors have proposed
to resort to the biochemical features of Ag nanoparticles in
many scaffolds including chitosan/polyvinyl alcohol (PVA)
physical hydrogels and electrospun fibers for antimicrobial
effects [18-22]. Ag nanospheres probably represent the
most successful product of nanomedicine for their antimi-
crobial properties [11, 12, 23-27], which is a critical issue in
wound healing. The passive and sustained release of Ag cat-
ions from Ag nanoparticles exerts a kind of cytotoxic effect
on microbial pathogens and biofilms [25, 28] that holds low
potential to elicit resistance. But the combination of optical
and redox behavior of these materials may serve even more
tasks of interest in wound healing. This is the case for the
assessment of oxidative stress by the measurement of the
rate of oxidative dissolution of Ag nanoparticles [29-36].

The motivation behind all these developments is a
persistent demand for better healthcare in the context of
wound management.

In particular, in the case of wound dressing, there exists
an underlying push to overcome the drawbacks associated
to stitches or the standard kind of adhesive patches, such as
the incidence of foreign-body reactions, the permeability of
the repair, or the ubiquitous plague of microbial infections.
Moreover, suturing is a delicate practice that may be
unsuitable in certain anatomical microstructures and surgi-
cal procedures, where the lack of alternatives really
amounts to a substantial problem. Relevant examples
include, for instance, several cases in Ophthalmology [37],
such as transplantations of corneal endothelium [38, 39] or
the closure of the eye lens capsule [40] after Phaco-Ersatz
procedure, and in Neurosurgery, such as microanastomoses
of blood vessels [41-43] and nerves [44] or sealing of dura
mater. Another issue is the formation of scars. In this con-
text, laser welding [37, 45, 46] or soldering [5, 47, 48] alone
or in combination with biocompatible scaffolds represent a
hopeful direction. In our previous work, some of us
implemented hybrid materials featuring dispersions of
FDA-approved indocyanine green [43] or inert Au
nanorods [14-17] in a chitosan physical hydrogel, where
the embedded dyes convert a near-infrared trigger into heat,
and the heated polysaccharide reacts and adheres to the
connective tissue [14]. Among the problems left open, we
mention the photoinstability of indocyanine green [49] or
the thermal instability of the plasmonic dyes [50], the rigid-
ity of the chitosan scaffold that failed to easily conform to
arbitrary anatomical sites, and a general need to add more
functionality and prognostic capability.

Wound healing monitoring is emerging as another
important issue in most surgical contexts. The physiologi-
cal process is complex and still not fully understood, and
involves multiple and interdependent steps. However,
recent studies have established that reactive oxygen species
(ROS) are key regulators and play a crucial role, so that the
level of oxidative stress may serve as an aggregate parame-
ter for monitoring purposes [51-55]. Despite its obvious
cytotoxicity, the level of peroxide increases immediately
after injury as a critical part of the physiological response
[56]. Concentrations of H,0, between about 100 and
500 pM correlate with a normal outcome, whereas both
lower and higher levels require attention [54, 55]. In the
optimal range, ROS regulate the recruitment of neutrophils
and monocytes during the inflammation phase [57, 58], are
involved in the activation pathways of metalloproteinases
1 and 2 [59], and stimulate the proliferation of fibroblasts,
keratinocytes and vascular endothelial cells, thus
supporting the process of angiogenesis [57, 60, 61]. These
data suggest that basal levels of ROS in cells are essential
for biological progression, such as proliferation and differ-
entiation. Instead, higher levels complicate the regenera-
tion of new tissue [62]. In spite of its importance, the
determination of oxidative stress in vivo is difficult, and
has been subject to indirect analyses of oxidation products,
such as lipids, proteins or DNA [54, 55]. In this context, Ag
nanospheres have attracted attention as an ideal case of
optical tags, because their rate of oxidative dissolution
increases with the environmental concentration of ROS
[29-36]. It is unfortunate that the plasmonic band of Ag
nanospheres falls in the blue window, which is problematic
for biomedical applications and limits the depth of optical
penetration to few hundreds microns.

Here, we propose a reformulation of our previous
material that features a synergistic interplay of Au and
Ag components, enjoys more thermal stability, compati-
bility with overwhelming processes in tissue engineering
as electrospinning [2, 6, 9, 18, 21, 63-70], and unique
spectral response to environmental parameters of clinical
relevance. We demonstrate its use in connective tissue
bonding as well as its colorimetric sensitivity to oxidative
stress with optical response in the therapeutic window.

2 | EXPERIMENTAL SECTION

2.1 | Materials

Alpha-methoxy-omega-mercapto poly(ethylene glycol)
(mPEG-SH, MW 5000 Da, mPEG-SH) was acquired from
Iris Biotech GmbH (Marktredwitz, Germany). All other
chemicals were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis,
Missouri) and used as received.
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2.2 | Preparation of the plasmonic dyes
Gold nanorods were synthesized according to our variant
of the protocol developed by Vigderman and Zubarev
[71, 72]. Thereafter, cetrimonium-capped particles were
coated with a Ag shell according to the protocol reported
in References [73, 74]. In brief, as-synthesized Au
nanorods were transferred at a nominal concentration of
200 pM Au in 20 mM cetrimonium chloride (CTAC) sup-
plemented with AgNO; and four equivalents of ascorbic
acid. The dose of AgNO; was such that the ratio Ag: Au
was 43%, or 85%, or 170% by mole. After 2 hours at 70°C,
particles were brought to a concentration of 1.6 mM Au
in a 100 mM acetate buffer pH 5.0 containing 500 pM
CTAC, 0.005% (wt/wt) polysorbate 20 and 50 pM mPEG-
SH for PEGylation [75]. After 2 hours under gentle agita-
tion at 37°C, suspensions were purified and transferred
to ultrapure water containing 0.005% (wt/wt) polysorbate
20 before subsequent manipulation.

2.3 | Preparation of the biopolymeric
scaffolds

Biopolymeric scaffolds holding PEGylated particles were
prepared by the adaptation of our previous protocols
[14-17]. In brief, we started from an acidic aqueous paste
of a mixture of PVA (about 5% wt/wt) and chitosan
(about 1% wt/wt), which has become established as a
first-choice venue for applications in wound dressing and
antimicrobial protection [18, 20, 21, 64-68, 76-78]. Then,
we implemented different methods for rapid ejection of
the aqueous content to achieve a solid film with porous
microstructure. In particular, we tested a simpler proto-
col, where the acidic paste was cast in a dish and
dehydrated by the addition of abundant ethanol, or a
more controlled process based on electrospinning [18,
20, 21, 64-68, 70, 79] with a home-made setup that is
described elsewhere [69]. Optimal parameters for
electrospinning were a distance of needle to collector of
12 cm and voltage of 25 kV and a flow rate of the poly-
meric paste of 30 pL/min. The final films were stable in
aqueous solution at physiological pH.

24 | Optical and morphological
inspection

Samples were analyzed by spectrophotometry with a
Lambda 950 platform from Perkin Elmer (Waltham, Mas-
sachusetts), and dynamic light scattering with a Zetasizer
Nano ZS 90 scanner from Malvern Instruments
(Malvern, United Kingdom).
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Transmission electron microscopy (TEM) images
were recorded on a Libra-120 TEM (Carl Zeiss, Jena,
Germany) at the Simbioz Center for the Collective Use of
Research Equipment in the Field of Physical-Chemical
Biology and Nanobiotechnology (IBPPM-RAS, Saratov).
For TEM measurements, samples were centrifuged twice
and resuspened in water. Five microliters of washed par-
ticles were deposited onto 300-mesh copper microscopic
grids covered with a formvar film and left to dry in an
oven at 40°C.

Patches were observed under a 435 VP scanning elec-
tron microscope (SEM, LEO Electron Microscopy Ltd,
United Kingdom) with an acceleration voltage of 15 kV,
current of 100 pA and working distance around 20 mm.
Before SEM analysis, a part of each sample was sputter-
coated with an Au layer using a K550 device from
Emitech (Ashford, United Kingdom) with a current of
20 mA for an interval of 240 s. Fiber diameters were ana-
lyzed by means of GIMP 2.8 (GNU Image Manipulation
Program) by taking 200 measurements from random
locations and different micrographs.

2.5 | Setup for connective tissue bonding
The feasibility of the different scaffolds for laser bonding
was tested in rabbit tendons. Freshly harvested tendons
from rabbit legs were purchased from the local slaughter-
house and used within 4 hours from sacrifice. A diode
laser emitting cw light at 810 nm (SMARTY AS800,
DEKA, Calenzano FI, Italy) was used to weld the scaf-
folds onto the tendons, according to our previous
publications [37, 40, 45, 46]. Light was coupled into a
multi-mode 300 pm-core diameter optical fiber terminat-
ing in a handpiece. The treatment was performed under
a surgical microscope. The fiberoptic tip was kept in con-
tact with the scaffold that was gently pressed onto the
tendon, or vice versa. Particular care was taken in order
to ensure the hydration of the scaffold/tendon interface
through the entire procedure. Light was delivered as one
pulse per spot, with output power between 0.7 and 2.0 W
and duration within 100 to 500 ms, according to the
thickness and optical absorbance of the scaffold.

After welding, samples were prepared and analyzed
by standard H&E histology, in order to investigate the
efficacy and safety of the procedure.

2.6 | Setup for oxidative stress dosimetry
Biopolymeric scaffolds were cast in a 12 well plate and
each well was added with 4 mL of aqueous H,0, at con-
centration ranging from 60 pM to 1 mM. In order to
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follow the change in color over time, we built a miniature
setup featuring an overhead projector for backlight illu-
mination, and an ESP32-CAM microcontroller running
an Arduino sketch that provides for image acquisition
and storage in a micro-SD memory card, and for
Bluetooth connectivity for quality control over a virtual
serial port. The overall setup was mounted in an oven
kept at 30°C and 100% relative humidity. Images were
analyzed with a Python routine that retrieves the average
intensity of RGB channels over predefined regions of
interest. Experiments were performed in quadruplicate,
but the mini camera was able to capture only two sam-
ples at a time. The other two samples were used for quali-
tative verification.

3 | RESULTS AND DISCUSSION

3.1 | Hybrid scaffolds
Our materials consist of PEGylated Au/Ag core/shell
nanorods in chitosan/PVA physical hydrogels.

The rationale to use PEGylated Au/Ag core/shell
nanorods is to combine the plasmonic features of systems
derived from Au nanorods [80] and the biochemical activ-
ity of Ag nanoparticles. It turned out that the combina-
tion of these components is synergistic over multiple
dimensions. Figure 1 documents different steps of our
synthetic procedure. First of all, according to panels A
and B, the deposition of a Ag shell proved to be a robust
approach to progressively blue-shift and gain more con-
trol over the longitudinal band of Au nanorods [73,
74]. A practical approach is to start with high-aspect ratio
(AR, or ratio of length to diameter) Au nanorods resonat-
ing at a wavelength longer than the optical source at dis-
posal, and then to deposit Ag until a thickness conveying
the due overlap. We note that this strategy also benefits
from latest progress in the design of synthetic routes to
manufacture high-AR Au nanorods [71, 72, 81, 82], which
have probably become more efficient and reproducible
than their standard low-AR counterparts [80]. In our
case, we started with Au nanorods with AR around 8 and
resonating around 1100 nm, and it took a Ag deposit with
a nominal molar ratio Ag: Au = 170% to reach around
810 nm. Our TEM micrographs, such as that reported in
panel C, reveal that the Ag shell is uniform and smooth.
The role of thiolated PEG is particularly critical as well.
PEG is the most standard coating to gain colloidal stabil-
ity in physiological fluids [75, 83-85]. Here, we found that
its use also grants substantial chemical stability. In partic-
ular, PEGylated particles proved to be stable under
environmental conditions, whereas the Ag shell of their
as-synthesized precursor suffered from rapid oxidation

FIGURE 1 Preparation of composite patches containing
Au/Ag core/shell nanorods in a chitosan/PVA matrix: A,
photograph and B, spectra of optical extinction of aqueous
suspensions of particles before and after the addition of Ag until a
ratio Ag: Au = 43%, 85% or 170%, from left to right in A, and the
other way around in B; C, representative transmission electron
micrograph of Au/Ag core/shell nanorods with a nominal ratio Ag:
Au = 170%, such as those used for integration in our patches; D,
scanning electron micrograph of a hybrid patch highlighting its
porous ultrastructure; E, comparison of the spectra of optical
extinction through the same patches before and after treatment on
a heating plate at the named conditions

even in a sealed vial. In particular, when as-synthesized
particles were transferred to an acetate buffer [86], such
as that used for the preparation of the polymeric paste
described below, their color reverted to that of bare Au
nanorods within minutes. Instead, PEGylated particles
were stable for months, but for a slow trend toward colloi-
dal instability and aggregation. The effect of thiolated
PEG as an effective barrier against oxidative dissolution
of Ag nanoparticles is consistent with previous reports
from other authors [33].

Apart from the plasmonic dyes, we also revisited our
previous formulation for the polymeric paste. We recon-
firmed the use of chitosan as a first-choice material in tis-
sue engineering [87-90]. Then, we blended chitosan with
a biocompatible polymer like PVA [91], in order to obtain
solutions suitable for film fabrication by rapid extraction
of water with ethanol or by electrospinning [18, 20, 21,
64-68], and to gain an ideal combination of malleability,
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porosity, as well as the perspective to add more
active ingredients, for example, antimicrobial functions
[18, 19, 21, 68, 76-78]. PVA is widely proposed in the lit-
erature as blending polymer for chitosan. It has been
demonstrated that intermolecular interactions between
PVA and chitosan occur through the formation of C—N
and hydrogen bonds [92, 93]. The main advantage of the
processes selected for film fabrication is in the rapid
removal of water. This expedient probably helps to
inhibit the physical phenomenon of coarsening upon
phase separation between the two polymers [63], and to
promote more inter-chain interactions [65]. The final
products display a homogeneous color and are stable in
physiological saline. Conversely, when left to dry in air
over hours, mixtures of chitosan and PVA broke down
and then underwent extensive swelling and fast dissolu-
tion in wet conditions. Our SEM micrographs, such as
that reported in panel D, reveal that the scaffolds pre-
pared by the extraction of water with ethanol are sponge-
like and present a porous ultrastructure with pore size in
the order of 1 pm. Overall, these materials resemble our
previous generation of chitosan physical hydrogels
[14-17, 43], but display much more malleability. The
capacity to adapt to different shapes belongs to the poor
cohesive forces among PVA strands [91], while chitosan
chains provide mechanical strength and enable safe
manipulation. By hand working, we did not manage to
achieve fine control and consistency over thickness, and
ended up to manufacture thicker films (say around
200 pm or more). We anticipate that the automation of
the procedure will allow us to mitigate this limitation
and to obtain better results.

As a fortuitous advantage, we found that PEGylated
Au/Ag core/shell nanorods display outstanding thermal
stability. In our previous work, some of us documented
that bare Au nanorods dispersed in PVA films undergo a
significant transformation at a temperature of 110°C
within about 1 minute [50], due to surface premelting
[94-96]. This process is ubiquitous and determines a loss
of efficiency of photothermal conversion over time,
which amounts to a nuisance of practical importance.
Instead, we challenged our newer samples over a broad
variety of conditions of optical irradiation and never
found any significant sign of deterioration. When left
over a heating plate at 200°C for as much as 10 minutes,
we detected some modification of the biopolymeric scaf-
fold, which probably undergoes compaction and a loss of
optical scattering at lower wavelength, but almost no sign
of transformation of the plasmonic modes. At the
moment, we take this fact as an experimental evidence of
technological relevance. We conjecture that different fac-
tors may concur to inhibit the process of surface
premelting, such as a high stability of the Ag shell grown

at temperature higher than those in place in the synthesis
of Au nanorods [73, 74], and a strong resistance against
dewetting at the Au/Ag interface.

3.2 | Electrospun scaffolds

The mixture of chitosan and PVA as carrier polymer was
especially designed with the purpose to enable
electrospinning [18, 20, 21, 64-68]. Indeed, electrospun
fibers of chitosan and PVA are emerging as an ideal plat-
form for applications in tissue engineering and wound
dressing for their combination of antimicrobial [18,
19, 21, 68, 78] and regenerative properties, to stimulate
cellular repopulation [67, 97, 98], and for their ability to
retain and release active ingredients [21, 68, 99]. Figure 2
displays representative images of our samples and their
analysis. Our scanning electron micrographs in panels A
and B demonstrate the electrospinnability of our poly-
meric paste, consistent with the reference literature. We
achieved mats featuring a uniform distribution of com-
posite fibers with average diameter of 87 nm and SD of
36 nm. However, there also occurred bead defects and a
minority of ribbons with lateral size exceeding 100 nm
until around 260 nm. The plasmonic particles seem to be
well dispersed within the composite fibers with no clear
sign of aggregation, and to retain their prolate shape.

With respect to the process based on the extraction
of water with ethanol, owing to the serial nature of
electrospinning, we achieved fine control over thick-
ness down to the level of 1 pm. Meshes of electrospun
fibers with thickness around 40 pm were impalpable to
the touch but tough enough for subsequent manipula-
tion. Upon laying over hydrated skin, their turbidity
immediately disappeared by imbibition, and their
shape conformed to the underlying tissue, which is
ideal for applications in wound dressing (see
Supporting Information).

We believe that the incorporation of Au and Ag fea-
tures within the same architecture, rather than two sepa-
rate ingredients, helps to retain the compatibility of the
polymeric paste with manufacturing processes as
electrospinning, which rely on an exquisite balance of
rheological parameters, and may suffer from a high spe-
cific surface area of a particulate impurity [100].

3.3 | Applications in connective tissue
bonding

In order to verify the performance of our materials for
applications in laser welding, we implemented the scaf-
folds obtained by the extraction of water with ethanol
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FIGURE 2 Electrospun patches: A and B, representative
scanning electron micrographs of samples prepared by
electrospinning. The close-up in panel B was acquired before
metallization, in an attempt to highlight the plasmonic component
as a constellation of bright grains. Note that the metal particles are
well dispersed and embedded within the polymeric fibers; C,
histogram of fiber diameter normalized to unity

and a common model of connective tissue as thin seg-
ments of rabbit tendon. Figure 3A is a cartoon of the
experimental setup, which consisted of an overlap of both
layers. The irradiation of their interface with millisecond-
duration optical pulses, delivered from either side of
the overlap, triggered an adhesive effect of a strength
sufficient to withstand extensive manipulation, similar to
our previous generation of chitosan physical hydrogels
[14, 15, 43]. Figure 3B displays the typical appearance of a
welded patch. Our H&E images, such as that reported
in Figure 3C, demonstrate the successfulness of the
adhesive effect. The weld spots were able to withstand
the process of sample preparation better than the native
tissue, which occasionally tends to undergo rupture and
exfoliation under a microtome. According to our past
experience [40, 101], this observation probably corre-
sponds to a tensile strength at break between 70% and 90%
of native tissue, or 3 to 4 N/mm? in this case, due to the
onset of thermal damage in the connective matrix. Signs of
thermal damage were minimal and always confined
within about 100 pm of the weld spots [46]. The possibility
to monitor the extent of thermal damage by optical

FIGURE 3 Laser welding of patches obtained by the extraction
of water with ethanol and segments of rabbit tendon: A, cartoon of
the experimental setup; B, representative photograph of a sample
irradiated with a raster scan of optical pulses with output power of
600 mW and duration of 500 ms. Light was delivered from the side
of the artificial patch; C, histological section across a weld site
obtained with a single pulse of output power of 1 W and duration of
500 ms administered from the side of the biological tissue

methods as terahertz radiation [102] may be added in
future implementations as a means to enhance the safety
of the procedure. Altogether, our results are consistent
with our previous work [14, 15, 43]. Advantages include
more malleability and an almost complete removal of any
limitation associated to photoinstability [50]. We believe
that the adhesive quality of PVA helps to consolidate the
role of chitosan [14, 91] to physically cross-link to the
endogenous proteins.

In Supporting Information, we report the possibility
to achieve similar results from the electrospun embodi-
ment of our materials, and disclose relevant advantages.

While Au is critical for its optical absorbance, having Ag
in our materials may serve multiple purposes, such as the
sustained release of antimicrobial cations that may synergize
with the intrinsic properties of chitosan [18, 19, 21, 22]. In
the next paragraph, we introduce another function of
interest in wound healing monitoring, which emphasizes
the unique advantage of an Au/Ag core/shell architecture.

3.4 | Applications in wound healing
monitoring

We found that aqueous suspensions of PEGylated Au/Ag
core/shell nanorods enjoy substantial stability in an
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aqueous environment. However, in the presence of H,0,,
Ag shells tend to undergo oxidative dissolution over a
time scale that depends on peroxide concentration
[30-36]. In Supporting Information, we give an idea of
the kinetics of this reaction, which starts rather slow, but
then suddenly accelerates until complete etching of the
Ag shell down to its interface with Au. We believe that
thiolated PEG may play a key role as a capping agent
[33] subject to eventual breaching. The effect of the oxi-
dative dissolution of the Ag shell was a simultaneous
shift of the longitudinal and transversal modes of
plasmonic oscillations back to those of bare Au nanorods.
In particular, a small displacement of the transversal
band produced a visible change in color from brown or
green to pink. Instead, a more substantial transition
occurred within the near infrared range pertaining to the
longitudinal band, and was invisible to the eye. Com-
pared to the loss of optical absorbance in the blue win-
dow that is typical of the oxidative dissolution of Ag
nanoparticles [34-36], a shift of plasmonic modes within
the therapeutic window by few hundreds nanometer is a
major advantage in terms of perspectives for optical or
hybrid detection, for instance by the use of pulse oxime-
try, photoacoustic spectroscopy, or more innovative
methods, such as terahertz radiation [103]. The detection
of small changes of optical absorbance at near infrared
frequencies, such as those related to the oxygenation or
deoxygenation of hemoglobin [104, 105], is a mature
achievement in biomedical optics. A similar system was
proposed by Zhang et al. [30], who exploited the differen-
tial oxidation of Ag/Au nanocages to gain colorimetric
sensitivity to H,O, in the green or yellow domain.

We obtained a similar change in color when the
PEGylated particles were embedded in the biopolymeric
scaffold and then exposed to different levels of oxidative
stress in separate wells. Figure 4 and Movie S1 in
Supporting Information recapitulate our results. We
recorded time-lapse movies that revealed that, with
respect to the aqueous colloid, the transition proceeded
much more slowly and gradually. We hypothesize that
chitosan and PVA may cooperate to consolidate the pas-
sivation of the PEGylated particles [33]. We worked out a
quantitative parameter to follow the change in color
through the ratio of green to average of all RGB channels
in our mini CCD camera. According to panel B, the
intensity of this parameter decays over time with a trend
that begins linear and then undergoes saturation at a cer-
tain point, probably upon complete dissolution of the Ag
shells. Meanwhile, both the rate of decay and, corre-
spondingly, the saturation point reported in panel C are
almost linear with peroxide concentration, consistent
with the first-order nature of the oxidative dissolution of
Ag nanoparticles [29]. At lower concentrations, there
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FIGURE 4 Evolution of the color of patches prepared by the
extraction of water with ethanol in the presence of oxidative
stress: A, photographs extracted from a time-lapse movie at the
named time points and displaying samples treated with aqueous
H,0, at the named concentrations. Note the faint change in color
that corresponds to the loss of the Ag shells and reversal to Au
nanorods; B, evolution of the colorimetric parameter presented in
the main text averaged over each two samples at the named
concentration point, as a function of time. Open circles are
experimental data, and continuous curves are their fit to a
polygonal chain with one vertex, which served to quantify a
saturation point. Data were offset for clarity; C, saturation point vs
peroxide concentration and its fit to a power low returning an
exponent of 0.9. Note that the normal concentration of H,0, is
between about 100 and 500 pM [54, 55] during wound healing,
which matches well with the range of our sensor

occurred some departure from linearity, which we
ascribe to artifacts that complicate the experiment at lon-
ger times, such as the degradation of peroxide titer or the
evaporation of water. We assume that the change in visi-
ble hue from light brown to pinkish is the same
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documented in Supporting Information, and so also
comes with a corresponding shift in the near infrared
window.

While our materials certainly leave room for optimi-
zation, even now, we managed to achieve batch-to-batch
reproducibility, and a dynamic range of sensitivity to
ROS that already matches the level of peroxide concen-
tration and the timeline of interest in wound healing,
that is, 50 pM to 1 mM H,0, over few weeks [54, 55]. We
note that, as previous concepts based on indirect analyses
of oxidation products [54, 55], this method works more
as an integral dosimeter than a real-time sensor. The per-
spective of an optical or photoacoustic readout with
mini-invasive profile may enable online monitoring in
point-of-care scenarios.

4 | CONCLUSION

In conclusion, we have presented a new material for
applications in tissue engineering and wound healing. In
practice, we have started from our previous work, where
some of us demonstrated a chitosan physical hydrogel
containing Au nanorods for photothermal tissue bonding
and controlled drug release [14-17], and added much
more functionality. We replaced Au nanorods with a
Au/Ag core/shell variant that provides a potential reser-
voir of germicidal Ag cations, optical sensitivity to key
parameters in wound healing monitoring as oxidative
stress, and also enables fine control over optical features
and surprising thermal stability. Instead, we have
blended the chitosan component with PVA, in order to
gain malleability and compatibility with functional fabri-
cation processes as electrospinning, in a context where
electrospun mats of chitosan and PVA are emerging as a
gold standard for tissue regeneration, cellular
repopulation [67, 97, 98] and controlled drug release [18,
20, 21, 64-68]. Here, we have demonstrated applications
that illustrate the coactivity of our ingredients, that is,
laser welding to a benchmark of connective tissue as rab-
bit tendon and monitoring of the environmental level of
ROS, where the interplay of the inorganic and organic
parts, and their inner composition play a key role. In con-
clusion, our system may become an ideal candidate to
control multiple functions of interest in tissue engineer-
ing and wound healing, where the same device may seal
to the endogenous tissue, serve as a scaffold for its regen-
eration, protect its recovery against infection, and return
information of prognostic relevance.

In the future, we will verify the points drawn from
the reference literature that chitosan/PVA scaffolds are
suitable for cellular repopulation [67, 97, 98], antimicro-
bial protection and controlled drug release [18, 20, 21,

64-68, 76-78], and we will challenge the translation of
our results from in vitro or ex vivo to in vivo.

We are confident that our work will inspire new solu-
tions to combine multiple resources in synergistic
compounds for applications at the crossroads of nano-
technology, theranostics and tissue engineering.
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1. Connective tissue bonding with electro-spun scaffolds

We verified the use of our electro-spun samples for laser welding of connective tissue. In
essence, we were able to replicate the results obtained with the scaffolds prepared by the
extraction of water with ethanol. Figure SI1 is a representative micrograph of a weld site.

FIGURE S1 Connective tissue bonding with electro-spun scaffolds: a) photograph taken under a
surgical microscope of a 40-um thick electro-spun scaffold welded onto a segment of rabbit tendon; b)
histological section across the weld site indicated with a square in panel a. Pulse power and duration
were 700 mW and 500 ms.



2. Oxidative dissolution of silver shells in solution
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FIGURE S2 Oxidative dissolution of Au/Ag core/shell nanorods in solution: a) spectra of optical
extinction recorded over time after addition of 10 mM H,O,; b) relevant evolution of the peak
positions of the longitudinal and transversal modes of plasmonic oscillation; c) to e) transmission
electron micrographs respectively acquired at time 0, after stopping the reaction at an intermediate
timepoint around 200 s, and at the end of the process.



In order to understand the extent of shift of their visible and near infrared modes of plasmonic
oscillations, due to the oxidative dissolution of their silver shells, we dispersed our PEGylated
particles in a solution containing 10 mM peroxide. The overall kinetics is rather complex.
Both the longitudinal and transversal modes undergo a redshift that mostly synchronously
develops within about 30 sec between min 3 to 4. We attribute the initial latency to the
protection exerted by the PEG shells. However, as soon as peroxide breaches this protection,
_d[Ag] /it
2:[H,0,][Ag]
compares with the values found by Ho et al [1] for larger particles. We ascribe this
correspondence to the effect of curvature, which is relatively smaller in our particles featuring
core/shell architecture. In addition, a slight blue shift of the longitudinal band observed at
early times points to an initial loss of aspect ratio, which would suggest that oxidative etching
begins from the end-caps rather than the side-walls. This observation would also comply with
the notion that the larger the curvature the more reactive the surface against oxidation.

oxidative dissolution proceeds at a rate k, = exceeding around 2 s M, which
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Appendice

In questa terza parte di ricerca e stato presentato un nuovo materiale
per applicazioni nell'ingegneria del tessuti e nella guarigione delle
ferite. Il lavoro e partito dalla produzione di un idrogel fisico di
chitosano contenente nanorods d’oro, ideale per il processo
fototermico di saldatura e per il rilascio controllato di farmaci.
Dall’idea iniziale 1 nanorods d’oro sono stati sostituiti con la
variante Au/Ag core/shell, che fornisce un potenziale serbatoio di
cationi Ag"® germicidi, sensibilita ottica nel monitoraggio della
guarigione delle ferite, e consente anche un controllo preciso sulle
caratteristiche ottiche e una sorprendente stabilita termica. Per il gel,
e stato miscelato il componente chitosano con PVA, a fine di
ottenere malleabilita e compatibilita per |a fabbricazione funzionale
in process come I'éettrofilatura. Sono state dimostrate le
applicazioni che illustrano la coattivita dei vari componenti,
coinvolti nel monitoraggio dd livello ambientale di ROS, dove
I'interazione tra parti inorganiche e organiche gioca un ruolo chiave.

In conclusione, il nostro sistema puo essere utilizzato per molteplici
funzioni di interesse nell'ingegneriatissutale e nella guarigione delle
ferite, dove lo stesso dispositivo pud essere saldato al tessuto
endogeno, fungere da impalcatura per la sua rigenerazione e
ripopolamento cellulare, proteggere la sua guarigione dalle infezioni,

nonché effettuare un rilascio controllato di farmaci.
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5
CONCLUSIONI

In questo lavoro di tesi sono stati sintetizzati nanorods d’oro (GNRS)
atraverso la rivisitazione e la modifica e il perfezionamento di
alcuni protocolli presenti in letteratura.

A causa delle loro peculiari caratteristiche ottiche ed elettroniche,
sono stati ampiamente studiati per numerose applicazioni nel campi
della spettroscopia, della fotonica, della terapia, del rilevamento
chimico e del bioimaging.

I nanorods d’oro assorbono la radiazione laser nel vicino infrarosso,
dovei tessuti biologici hanno la maggior trasparenza alla radiazione
luminosa. Poiché queste nanoparticelle cedono I'energia assorbita
sotto forma di calore, possono essere utilizzate come potenti agenti
di contrasto in un ampio range di importanti applicazioni
mediche: dall’imaging fotoacustico, alla distruzione selettiva di
singole cdlule, a drug delivery, alasaldaturalaser dei tessuti.
Nonostante i numerosi vantaggi dei nanorods d'oro associati alle
loro risonanze plasmoniche sintonizzabili ed alle estese possibilita di
bioconiugazione, il loro uso pratico come mezzi di contrasto in

fotoacustica €& limitato dala loro facilita di subire foto-

174



danneggiamento. La fotoinstabilita dei nanorods d'oro non € solo un
fenomeno di interesse accademico, ma anche una problematica di
grande rilevanza in molti campi, tra cui quello biomedico. | GNRs
tendono a perdere I'efficienza della conversione fotoacustica dopo
l'esposizione a impulsi dell’ordine dei ns ben prima di 10 m¥cm?,
che e a di sotto dei limiti di esposizione permessi per la maggior
parte dei cas di interesse. Il calo di assorbanza ottica alla lunghezza
d'onda di risonanza plasmonica viene solitamente utilizzata come
misura quantitativa della fotoinstabilita, proprio per I’alta sensibilita
a process strutturali di sferoidizzazione o distruzione.

In questa tesi sono state riportate le strategie utilizzate in letteratura
per aumentare la fotostabilita dei nanorods d’oro.

Un approccio utile riguarda |'abbassamento della resistenza termica
dl'interfaccia tra oro e acqua, che pud essere ottenuta con una
diminuzione della dimensione media o, ad esempio, un aumento
dellarugosita

In generae, i risultati ottenuti per questo lavoro di tes affermano
che i GNRs lisci presentano una maggiore fotostabilita rispetto a
quelli ruvidi, ma presentano anche una minore efficienza di
conversione fotoacustica. La rugosita superficiale, presente nei rods
rugosi, riduce invece la resistenza termica al'interfaccia oro/acqua,
dovuto all'aumento della superficie di contatto. Pertanto si nota un
discreto aumento dell'efficienza di conversione, la quale va a scapito
della fotostabilita: I’aumento dell’efficienza di conversione rende i

nanorods meno stabili, e tendono a tornare con una superficie liscia.
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Cio é dovuto all’elevata mobilita degli atomi di oro sulla superficie
quando questi vengono riscaldati per eccitazione otticadi un laser.
Un’ulteriore strategia s € basata sull'effetto del rivestimento dei
GNRs con piccoli tioli: durante il riscaldamento a 90 °C in forno e
stato riscontrato un forte effetto dei tioli (in particolare I’MBT) nel
ritardare la deformazione dei nanorods d'oro, ad esempio da 45 min
a oltre 2 h. Mentre dopo 1 ora le particelle con il solo PEG hanno
perso piu del 70% dell'assorbanza ottica nel picco longitudinale
iniziale, quelle saturate con MBT sono rimaste pressoché invariate.
Questo risultato potrebbe consentire I'introduzione dei nanorods
d'oro nel processi biochimici (come la polymerase chain reaction)
che richiedono un annealing termico atemperature che s avvicinano
al punto di ebollizione dell'acqua per decine di minuiti.

Per quanto riguarda |'applicazione dei nanorods rivesti di argento
(integrati in fantocci biomimetici) nel monitoraggio della guarigione
delle ferite (wound healing), i nostri sistemi possono diventare dei
candidati ideali per controllare molteplici funzioni di interesse
nell'ingegneria tissutale e nella guarigione delle ferite. Questi
dispositivi permettono di sigillare il tessuto endogeno, fungendo da
impalcatura per la sua rigenerazione e proteggendo il tessuto
dall’infezione.

| futuri sviluppi di queste ricerche saranno focalizzati sul
miglioramento delle proprieta fotoacustiche per I'imaging e
I'ipertermia ottica, migliorando la fotostabilita e la risposta

fototermica e fotoacustica. Ulteriori prospettive riguarderanno lo
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sviluppo di nanowires d'oro e d'argento, che possono autoallinearsi
ad alta concentrazione in una dispersione colloidale, dando origine a
nanostrutture ordinate. Sara possibile raggiungere questo obiettivo
integrando nella caratterizzazione di tali sistemi anche la
spettroscopia di risonanza magnetica nucleare, che consentira di
monitorare efficacemente il grado di ordine di questi sistemi liquido
cristallini.

Sara valutata |’estensione dei nostri risultati ad atri modelli di
piccoli tioli mono-, di- e multi-vaenti, incluso I'effetto di una
maggiore densita di PEG-tiolato, miscele binarie o piu complesse, 0
altri tipi di coating soft, cosi da comprenderne meglio il loro
funzionamento e perseguire la loro ottimizzazione per applicazioni
cliniche.

Riguardo alle prospettive future nel campo del wound healing, i gel
con effetto antimicrobico, sicuramente dovranno essere migliorati
relativamente alla quantificazione del rilascio di Ag e dla
modulazione di tale rilascio in risposta ala diversa intensita di
potenza del laser. Siamo fiduciosi che questo lavoro ispirera nuove
soluzioni sinergiche a croceviatraingegneriatissutale, teranostica e
ottica biomedica

La combinazione di tutte queste soluzioni € di ottimo auspicio per
poter rispettare le condizioni attuamente utilizzate in ambito
preclinico. A tale proposito € doveroso pensare ad una futura
convergenza verso un piu ampio uso del nanorods doro nelle

applicazioni in fotoacustica.
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