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Lista de abreviaciones. 

NP-Nanopartícula 

NPs-Nanopartículas 

Oro-Au 

NPsAu-Nanopartículas de oro 

QE- Quercetina 

PEG-Poli (etilenglicol) 

PEG-QE-NPsAu- poli (etilenglicol) 4000, quercetina, Nanopartículas de oro.  

RU- Radiación Ultrasónica 

HAuCl4 3H2O-Ácido cloroáurico 

SPR- Resonancia del Plasmón Superficial 

DLS-Dispersión dinámica de luz 

Potencial Z- Potencial Zeta 

Hd- Diámetro hidrodinámico 

PdI- Índice de Polidispersidad 

RAMAN- Espectroscopia MicroRaman 

FTIR-Espectroscopía de Transmisión de Infrarrojo con Transformada de Fourier 

TEM-Microscopía Electrónica de Transmisión  

UV-Vis-Espectroscopía de UV-Vis 

HeLa- Células HeLa (ATCC® CCL-2™) 

MTS- Ensayo MTS 

LDH- Lactato Deshidrogenasa 

UV- Irradiación Ultravioleta 

CaCu-Cáncer Cervicouterino 

OMS-Organización Mundial de la Salud 

nm-nanometros 
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U.S-United States 

FDA-Food and Drug Administration 

EPR- Efecto de Permeabilidad y Retención aumentada 

NIR-Infrarroja cercana 

K-Kelvin 

ATR-Técnica de Reflexión Atenuada 

SDS-Dodecilsulfato Sódico 

DMEM-Dulbecco's Modified Eagle Medium 

PMS-Metosulfato de Fenazina 

DMSO- Dimetilsulfóxido 

ASPR-Absorbancia de las PEG-QE-NPsAu con la resonancia del plasmón 

superficial 

A450-Absorbancia en 450 nm 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dire
cc

ión
 G

en
era

l d
e B

ibl
iot

ec
as

 U
AQ



 
11 

1 Resumen. 

La mayoría de las modalidades actualmente utilizadas para luchar contra el cáncer 

presentan una importante falta de especificidad dañando indistintamente células 

cancerosas y sanas. Para superar esta limitación, la nanomedicina resulta ser una 

buena alternativa para diagnosticar y tratar eficazmente neoplasias malignas 

localizadas o diseminadas. En este trabajo, se sintetizaron nanopartículas de oro 

(NPsAu) que en presencia de quercetina y poli (etilenglicol) (PEG-QE-NPsAu) 

mediante la química verde fue asistida con radiación ultrasónica (RU, 26 kHz), un 

método simple y verde en solución acuosa. La RU ha demostrado ser útil para 

generar nanopartículas con un notable control de tamaño y forma. Brevemente, la 

energía entregada por el fenómeno de cavitación acústica inducido por esta 

radiación induce reacciones químicas (sonoquímica), bajo condiciones suaves de 

temperatura y presión. Las PEG-QE-NPsAu se sintetizaron utilizando ácido 

cloroáurico (HAuCl4 3H2O) como precursor metálico, quercetina (QE) como agente 

reductor y pro-fármaco natural anticanceroso, y poli (etilenglicol) estándar (PEG) 

como estabilizador. Se optimizaron las condiciones de síntesis; relaciones molares 

entre precursores, tiempo, y amplitud del sonotrodo. Los sistemas PEG-QE-NPsAu 

fueron analizados mediante varias técnicas de UV-Vis, para determinar la posición 

de la resonancia del plasmón superficial (SPR), Dispersión dinámica de luz (DLS) y 

potencial zeta (Potencial Z), para evaluar el diámetro hidrodinámico (Hd) y la carga 

superficial, Microscopía Electrónica de Transmisión (TEM), para analizar el tamaño 

y la forma del núcleo de la NP, y técnicas de espectroscopía vibracional, para 

analizar el recubrimiento orgánico. El resultado obtenido por UV-Vis mostró la 

desaparición de la señal de Au3+ la cual aparece a 310 nm lo cual sugiere una 

reducción completa del precursor (Au3+) y la formación de las PEG-QE-NPsAu con 

un SPR localizado alrededor de 528 nm. Mientras que el análisis con DLS y 

Potencial Z las PEG-QE-NPsAu mostraron un Hd de 142.7 nm (PdI = 0.294), una 

carga superficial de -14.96 mV al pH fisiológico. Con la espectroscopia MicroRaman 

y Espectroscopia de Transmisión de Infrarrojo con Transformada de Fourier (FTIR) 

se identificaron bandas características de QE y PEG, a 528 cm-1 para C-O y el 

estiramiento del CH2 a 2882 cm-1 en PEG, y aparece una nueva banda para la 
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interacción PEG-QE en 2980 cm-1 que se desplaza ligeramente y disminuye en 

intensidad a  2079-2971 cm-1, para el caso de PEG-QE-NPsAu, mientras que las 

señales en 3397 y 3266 cm-1 características de los estiramientos -OH  para la QE, 

se ven drásticamente disminuidos o desaparecen, lo que sugiere una interacción 

Au-QE y de estás con el PEG. Mientras que con la técnica HRTEM se observó el 

ensamblado de la PEG-QE-NPsAu con tamaños en un rango de 10 a 25 nm de los 

núcleos metálicos y una cubierta de 2.5 nm de la parte orgánica (PEG-QE). La 

toxicidad de las PEG-QE-NPsAu se evaluó utilizando células HeLa (ATCC® CCL-

2™) cultivadas en monocapa mediante la realización de un protocolo MTS estándar 

y liberación de lactato deshidrogenasa (LDH). Las células se incubaron 24 horas 

con las PEG-QE-NPsAu a concentraciones que variaban de 0.5 a 1000 ug/mL. Los 

resultados mostraron una dependencia de la dosis con una ligera disminución de la 

viabilidad. Se están realizando más ensayos in vitro para dilucidar el potencial 

terapéutico de las PEG-QE-NPsAu propuestos. Por lo tanto, se obtuvieron las QE-

NPsAu pegiladas estables las cuales fueron sintetizadas y caracterizadas con éxito, 

en la perspectiva de generar nuevos conocimientos y proponer alternativas 

innovadoras basadas en nanotecnología verde para mejorar el rendimiento del 

tratamiento contra el cáncer. 

Palabras clave: nanopartículas de oro que contienen quercetina, radiación 

ultrasónica, células HeLa. 
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2 Abstract. 

Most of the currently used modalities to fight against cancer present an important 

lack of specificity damaging indistinctly healthy and cancer cells. To overcome this 

limitation, nanomedicine turns out to be a good alternative to effectively diagnose 

and treat localized or disseminated malignant neoplasms. In this work, gold 

nanoparticles (AuNPs) were synthesized in presence of quercetin and poly (ethylene 

glycol) (PEG-QE-AuNPs) by green chemistry was assisted with ultrasonic radiation 

(UR, 26 kHz), a simple and green method in aqueous solution. The UR has proven 

useful for generating nanoparticles with remarkable size and shape control. Briefly, 

the energy delivered by the phenomenon of acoustic cavitation induced by this 

radiation induces chemical reactions (sonochemistry), under mild conditions of 

temperature and pressure. PEG-QE-AuNPs were synthesized using chloroauric acid 

(HAuCl4 3H2O) as a metal precursor, quercetin (QE) as a reducing agent and natural 

pro-drug anticancer, and standard poly (ethylene glycol) (PEG) as a stabilizer. Molar 

relationships between precursors, time, and amplitude of the sonotrode were 

optimized for the synthesis control. The PEG-QE-AuNPs systems were analyzed by 

various   techniques of UV-Vis, to determine the position of surface plasmon 

resonance (SPR), Dynamic Light Scattering (DLS) and Zeta Potential (Potential Z), 

to evaluate the hydrodynamic diameter (Hd) and surface charge, Transmission 

Electron Microscopy (TEM), to analyze the size and shape of the NP core and 

vibrational spresctroscopy techniques to analyze the organic coating. The result 

obtained by UV-Vis showed the disappearance of the precursor Au3+ signal which 

appears at 310 nm suggesting a complete reduction of the precursor (Au3+) and the 

formation of the PEG-QE-AuNPs with an SPR located around 528 nm. While the 

analysis with DLS and Potential Z the PEG-QE-AuNPs showed a Hd of 142.7 nm 

(PdI = 0.294), a surface charge of -14.96 mV at physiological pH. With MicroRaman 

spectroscopy and Fourier Transform Infrared Transmission Spectroscopy (FTIR) 

characteristic bands of QE and PEG were identified,  at 528 cm-1 for C-O 

Characteristic bands of QE and PEG were identified, at 528 cm-1 for CO and the 

stretching of CH2 at 2882 cm-1 in the case of PEG, a new band is observed for the 

PEG-QE interaction that appears at 2980 cm-1, which shifts slightly and decreases 

in intensity at 2079-2971 cm-1 for the case of pegylated PEG-QE-NPsAu, while the 

Dire
cc

ión
 G

en
era

l d
e B

ibl
iot

ec
as

 U
AQ



 
14 

signals at 3397 and 3266 in cm -1 characteristic of the -OH stretches for QE, are 

drastically diminished or disappear, suggesting an Au-QE and of these with the PEG. 

While with the HRTEM technique, the PEG-QE-AuNPs assembly was observed with 

sizes in the range of 10 to 25 nm of the metallic nuclei and a 2.5 nm shell of the 

organic part (PEG-QE). The toxicity of PEG-QE-NPsAu was evaluated using 

monolayer cultured HeLa cells (ATCC® CCL-2™) by performing a standard MTS 

protocol and lactate dehydrogenase (LDH) release. Cells were incubated 24 hours 

with the PEG-QE-NPsAu at concentrations ranging from 0.5 to 1000 ug/mL. The 

results showed a dose dependence with a slight decrease in viability. Further in vitro 

assays are underway to elucidate the therapeutic potential of the proposed PEG-

QE-AuNPs. Therefore, stable pegylated QE-NPsAu were obtained, which were 

synthesized and characterized successfully, in the perspective of generating new 

knowledge and proposing innovative alternatives based on green nanotechnology 

to improve the performance of cancer treatment. 

Keywords: quercetin-containing gold nanoparticles, ultrasonic radiation, HeLa cells 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3 Introducción. 

La nanotecnología desde hace algunos años ha tomado un auge muy importante 

en la ciencia y tecnología a nivel atómico y molecular, revolucionando no solo la 
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industrial, sino que también otras áreas importantes como la medicina. La 

nanotecnología ha formado parte de la historia del universo como en la del humano, 

porque implica desde el átomo más pequeño que lo conforma hasta la unidad más 

grande que existe. 

La nanomedicina fue mencionada por primera vez por Robert A. Freitas en su libro 

Nanomedicine en 1999 y se ha seguido utilizado hasta nuestros tiempos, en el libro 

se menciona que se puede controlar y manipular los procesos de síntesis para el 

transporte de sustancias al cuerpo humano. La nanomedicina se puede definir como 

la ciencia que “estudia interacciones a nanoescala, utilizando dispositivos, sistemas 

y tecnologías que incluyen nanoestructuras capaces de interactuar a escala 

molecular y que se interconectan a nivel micro para interactuar en el nivel celular” 

(Lechuga, L., 2014, P.99). 

Los desarrollos recientes en nanotecnología han introducido nanomateriales 

terapéuticos novedosos e inteligentes que básicamente aprovechan varios 

enfoques de focalización. Los nanomateriales dirigidos se unen selectivamente a 

las células cancerosas y previniendo el daño a células sanas. Las nanopartículas 

de oro (NPs-Au) son candidatos prometedores como alternativa de terapia 

combinada contra el cáncer debido a su biocompatibilidad, fácil síntesis y 

funcionalización, estabilidad físico-quimica y características ópticas ajustables 

(Mansoori, G., et al. 2010; Mehdizadeh, A., et al. 2014; Shakeri-Zadeh, A. et al. 

2010).  

En la última década, ha habido un avance significativo en la investigación de NPsAu, 

con un rápido aumento en las publicaciones relacionadas con el área de la 

biomedicina (Kreuter, J., 2007; Bazak, R., et al. 2014). La nanomedicina resulta ser 

una buena alternativa para el tratamiento de células cancerosas, aunque aún no se 

ha alcanzado una completa selectividad hacia a ellas, pues también las células 

sanas resultan dañadas, aunque en menor porcentaje que con los métodos 

tradicionales.  

Existen diferentes tipos de síntesis para la obtención de nanopartículas metálicas y 

es por métodos utilizando reacciones redox, por sol-gel, microondas, 

Dire
cc

ión
 G

en
era

l d
e B

ibl
iot

ec
as

 U
AQ



 
16 

electroquímica, fotoquímica e irradiación ultravioleta (UV) que pueden llegar a ser 

costosos, tóxicos y producir residuos químicos que terminan en el agua, aire o suelo 

(Vera, G.P., et al. 2017).   

Sin embargo, otra manera de obtener nanopartículas es por métodos naturales o 

biosíntesis, realizando química verde, un concepto dado a conocer por Anastas y 

Warner en 1988 con sus 12 principios de la química verde donde hablan de 

procesos y productos para disminuir riegos en la salud, medio ambiente, reducción 

de desechos y la prevención de la contaminación, de manera que se sustituyan 

solventes químicos por extractos naturales o biomoléculas como agentes 

reductores de iones metálicos, respetando al medio ambiente, que no sean tóxicos 

y sean seguros, ecológicos y eco-amigables con el medio ambiente y; con la síntesis 

de nanopartículas (Vera, G.P., et al. 2017),  por lo que no solo proporciona benéficos 

económicos también ambientales como opción alternativa de mejorar los métodos 

de síntesis de las nanopartículas, siendo este un medio sustentable. 

La molécula de QE en la nanomedicina se utiliza como agente reductor de iones 

metálicos en la formación de NPs, una de sus propiedades está relacionada con su 

propiedad antioxidante que tiene la habilidad de expulsar radicales libres y quelar 

iones metálicos (Bollella, P., et al. 2016).  

El uso de polímeros para recubrimiento de NPs, como el PEG es usado por ser 

biocompatible con el organismo, además de brindarles estabilidad debido a sus 

cadenas poliméricas hidrófilas, que son necesarias para el transporte y/o liberación 

del fármaco o NP, alcanzando los tejidos tumorales por retención pasiva (Martínez, 

Soler GI., et al. 2010).  

La síntesis mediada por radiación ultrasónica es un método verde que favorece la 

reducción de la sal precursora de oro, por lo que se utilizó para la obtención de las 

NPsAu y se evaluó el efecto de la variación de la relación del agente reductor (QE) 

y el agente estabilizador (PEG), para obtener nanoestructuras de oro de tamaño y 

forma homogéneos.  
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El cáncer es una de las enfermedades más frecuentes en México y el mundo. En 

2018, según la Organización Mundial de la Salud (OMS), murieron 311 000 mujeres 

por el cáncer cervicouterino (CaCU). Actualmente el cáncer cervicouterino se trata 

principalmente con cirugía, quimioterapia, teleterapia y braquioterapia modalidades 

que pueden llegar a ser muy agresivas para la paciente. Estos métodos para 

tratamiento del cáncer presentan muchas limitaciones, como la falta de 

especificidad y baja eficacia en la discriminación entre células sanas y cancerosas. 

Es por eso que en este proyecto se propone realizar síntesis verde de NPsAu con 

un recubrimiento biocompatible como prueba de concepto en células cancerosas 

del cuello uterino. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4 Marco teórico. 

4.1 Nanotecnología 

La nanotecnología se define como el “desarrollo de ciencia y tecnología a niveles 

atómicos y moleculares, en la escala de aproximadamente 1-100 nm, para obtener 

una comprensión fundamental de fenómenos y materiales en dicha escala 

nanométrica, para crear y usar estructuras, dispositivos y sistemas que tengan 
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nuevas propiedades y funciones debido a su tamaño”. Es una ciencia 

multidisciplinaría con una amplia gama de aplicaciones. En particular, los 

nanomateriales pueden ser diseñados para el tratamiento, prevención y diagnóstico 

de enfermedades como el cáncer (Mollins, R. 2008). Éste puede tener su origen en 

agentes externos o factores genéticos heredados, aún no se conoce con claridad el 

origen de la mutación de estas células (OMS, 2018), por lo que es un tema en 

constante estudio. 

4.2 Aplicación de la nanotecnología en la medicina. 

La nanomedicina es una rama de la nanotecnología que tiene como objetivo 

principal el desarrollo de herramientas para prevenir, diagnosticar y tratar 

enfermedades, con la finalidad de estudiar las interacciones a nanoescala y puedan 

interaccionar a nivel celular y molecular (Lechuga, L., 2007). 

La medicina convencional, basada en la dosificación directa de fármacos, falla a la 

hora de tratar enfermedades como el cáncer e incluso carece de opciones cuando 

se requiere tratar enfermedades cerebrales, donde las barreras fisiológicas 

representan un gran reto (Santa, C.F y López, B.L. 2013). 

Es por ello que el desarrollo de NPs, obtenidas controlando las características, por 

medio de su síntesis y materiales, para llegar a los resultados más óptimos y así 

puedan transportarse por el cuerpo, hasta llegar al lugar afectado con sus 

propiedades físico-químicas intactas y se libere como respuesta a un cierto 

estímulo, es una alternativa para su transporte hacía la membrana plasmática de 

las células sin causar el mayor daño posible (Lechuga, L., 2014). 

4.3 Alternativas como tratamiento para cáncer. 

En la última década, de la comunidad científica ha enfocado sus esfuerzos en el 

diseño y desarrollo de nanomateriales para la lucha del cáncer. Existen numerables 

reportes de ciencia básica abarcando la síntesis, evaluación toxicológica y el efecto 

terapéutico de estos como vehículos de liberación de fármacos o como dispositivos 

que, en combinación con modalidades convencionales o experimentales de 

tratamiento, proponen una mejora significativa de selectividad.  
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Sin embargo, existen pocos casos de éxito en el mundo, donde nuevos nano-

fármacos han sido aprobados y se encuentran en ensayos clínicos avanzados en 

seres humanos (Lechuga, L., 2014). El uso potencial de estos materiales se basa 

primeramente en las propiedades intrínsecas de estos (propiedades ópticas, 

mágneticas, etc.) y posteriormente en su diseño innovador para hacerlas seguras y 

con valor agregado para la aplicación médica.  

Por ejemplo, investigando ampliamente la ventaja de suministrar NPs para calentar, 

por medio de un campo magnético de baja intensidad, células cancerosas para 

dañar su integridad hasta provocar su muerte. Igualmente, es sabido que NPs 

metálicas se les puede aplicar radiación de luz infrarroja para inducir la, destrucción 

de células cancerosas por hipertemia, con efectos menores en células sanas que 

se encuentran a su alrededor (Laura M.Lechuga, 2014).  

4.4 Nanopartículas de oro (NPs-Au). 

Las NPsAu son unidades nanométricas que, por sus propiedades físicas y químicas, 

son inertes y no tóxicos, además de que se sintetizan fácilmente (Ghosh, P., et al. 

2008). El Au es un metal noble, por lo que es usado como NPs para combatir células 

cancerosas. Cuando las NPs son perturbadas por algún tipo de energía, se genera 

una resonancia conocida como plasmón superficial (SPR). La oscilación del 

plasmón superficial de los electrones metálicos genera una absorción y dispersión 

de la radiación electromagnética en resonancia de frecuencia de las NPs metálicas 

nobles; en este caso de las NPsAu, que genera radiación en el rango de luz visible 

y propiedades ópticas interesantes (Jain, P., et al. 2007). 

Las NPsAu tienen una alta penetración y un revocado rechazo inmunológico por el 

organismo, además de tener una baja citotoxicidad (Abu-Salah, K. M., et al. 2010). 

Existen proyectos como el de la Universidad Autónoma Metropolitana (UAM), donde 

desarrollaron NPsAu para aumentar el repliegue de la membrana de las células 

cancerígenas de mama, y así dando entrada a las NPsAu y destrucción de las 

células cancerígenas sin dañar las sanas. Las NPsAu que obtienen son de 
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alrededor de 20 nm, sus estudios reportan que las NPsAu se alojan en el núcleo de 

la célula cancerosa para después destruirlas, (Lara, C., et al, 2018).  

4.5 Poli(etilenglicol). 

El Poli(etilenglicol) conocido como PEG es un poliéter ramificado con un grupo 

hidroxilo en cada extremo, presenta un número específico de etilenglicoles en su 

molécula, resistencia a proteínas y células; posee una gran velocidad de absorción, 

es inerte, no tóxico y no inmunogénico, es por ello que se usa como recubrimiento 

de materiales (Mayolo-Deloisa, K.P y Rito-Palomares,M. 2010).  

También ha sido aprobado por United States (U.S) Food and Drug Administration 

(FDA) para consumo humano seguro; aunque el PEG no sea un polímero 

monodisperso. 

El PEG líquido es mezclado con agua en cualquier proporción y el PEG sólido es 

en gran medida soluble en agua. Se sabe que el PEG es estable en ácido, base, 

altas temperaturas, bajo condiciones de oxidación como es en presencia de H2O2, 

O2 y NaBH4. Sin embargo, la oxidación parcial del grupo terminal PEG –CH2OH al 

grupo –COOH puede suceder con sistemas como H2O2-Na2WO4 (Ra, J., et al. 2005). 

Debido a su alta estabilidad y compatibilidad con el organismo humano, es 

ampliamente utilizado. 

Las NPsAu recubiertas con PEG han sido estudiadas para suministro de fármacos 

antineoplásicos como doxorrubicina. También se han estudiado modelos in vitro de 

cáncer de páncreas en donde evaluaron a los nanoportadores de doxorrubicina y 

su funcionalidad, los resultados mostraron un bloqueo del crecimiento anormal de 

células cancerosas por el suministro del fármaco por esta vía, los investigadores 

encontraron que la ubicación de fármacos se encontraba en los núcleos de las 

células (Casale, S. 2016). 

Se ha reportado que las NPsAu se preparan por medio de una reducción de sales 

de Au con agentes estabilizadores que ayudan a que las partículas no se agreguen 

(Jain, P., et al. 2007). Las NPsAu con PEG realizan liberación controlada de 
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fármacos al lugar del tumor, las NPs con PEG muestran un tamaño óptimo para 

realizar su función. (Spadavecchia, J., et al. 2016). 

El uso de materiales conjugados con polímeros, como las NPs, les permite llegar a 

la zona tumoral por transporte pasivo (se basa en el tamaño de las NPs, 

aprovechando la anatomía y fisiología de la vasculatura del tumor), una prolongada 

circulación en el espacio intersticial de las por el efecto de permeabilidad y retención 

aumentada (EPR) en las células (Martínez, GI., et al, 2010), lo que mejora la 

selectividad a células cancerígenas, reduciendo de manera considerable los efectos 

secundarios que causan los tratamientos convencionales (Acharya, S. y Sahoo, S. 

2010).  

 

Fig 1. Representación del transporte pasivo de las NPsAu hacia la membrana plasmática de la 

célula. 

4.6 Quercetina 

La QE pertenece al grupo de los flavonoides, un grupo presente de fitoquímicos 

fenólicos, responsables de la coloración de las frutas, flores, frutos, verduras y 

cereales. Actúan como ácido, por el número y disposición de sus grupos hidroxilo 

fenólicos en un estado neutral y grupos carbonilo, que se unen a estructuras de 

anillo. Tienen la capacidad de actuar como antioxidantes, por medio de la donación 

de un electrón a un oxidante, se debe a la reducción de sus radicales (Rice-Evans, 

C., 2001; Escamilla, C., et al., 2009).  
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Por las características que poseen los flavonoides, por ejemplo, las antocianinas 

que les permiten reducir el Fe3+ y el Cu2+ para una oxidación o bien exista un 

proceso redox, siendo así agentes prooxidantes (Bollella, P. et al. 2016).  

La QE tiene la propiedad de actuar como antiinflamatoria, antimicrobiana, 

antitrombóticas, antialérgicas, antitumorales, anticancerígenas, antioxidantes, 

inductora de apoptosis, modulación del ciclo celular, capacidad de inhibición del 

angiogénesis, antidiabético nefropático y antiulceroso (Escamilla, C., et al. 2009).  

Además está compuesta por dos anillos difenilpiranos (A y B), que se unen mediante 

un anillo pirano C. Por lo que tiene un esqueleto carbonado C6-C3-C6, donde C6 

pertenece al sistema benzoílo y C3 representa un heterociclo. Tanto el anillo C como 

el anillo A se enumeran del 2 al 8 y el B de 1’ a 6’ (Cheme, C. 2016; Escamilla, C., 

et al, 2009). 

En el anillo B se encuentra la estructura catecol u O-dihidroxi (sistema cinamoilo), 

con sustituyente dihidroxílicos en 3’ y 4’ (antioxidantes). Por otro lado, la presencia 

de un doble enlace entre las posiciones 2 y 3, en el anillo C, además de grupos 

hidroxilos (OH) en las posiciones 3 y 5, y un grupo carbonilo en la posición 4 

(Escamilla, C., et al, 2009).  

Además, actúa como agente quelante de metales de transición y secuestradora de 

radicales libres que causan daño al ADN, así como la inhibición de oxidasas y acción 

sobre otras enzimas son las características que hacen a la QE tener mecanismos 

antioxidantes (Pérez, G. 2003). 

Las especies reactivas del oxígeno reaccionan con biomoléculas provocando el 

daño celular y tisular. Existen reportes donde los flavonoides como la QE por tener 

sustitutos dihidroxilos en las posiciones 3’ Y 4’ en su anillo B se muestra más activo 

como antioxidante por la presencia de un doble enlace entre los carbonos 2 y 3, un 

grupo OH libre en la posición 3 y un carbonilo en la posición 4, la presencia de un 

grupo hidroxilo en 3‘ y 5’ (Escamilla, C., et al, 2009). 
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Los agentes quelantes como la QE pueden formar estructuras complejas que se 

unen a iones metálicos tóxicos, los cuales pueden ser desechados por el cuerpo 

(Bollella, P., et al. 2016; Escamilla, C., et al. 2009). 

 

Fig 2. Se encuentra en a) la estructura de un flavonoide y en b) la estructura de la QE. 

Debido a su biocompatibilidad y potencialidad terapéutica, optimiza la eficiencia de 

los nanomateriales en distintas aplicaciones. Se usa para reducir y/o estabilizar 

nanopartículas, en presencia de iones de metálicos (Bollella, P., et al. 2016). 

4.7 Síntesis química asistida por radiación ultrasónica. 

Según los principios de la sonoquímica, cuando las ondas de ultrasonido actúan 

sobre un líquido se generan en él miles de pequeñas burbujas (cavitación) en el 

interior de las cuales se producen alteraciones de presión y temperatura. De hecho, 

la temperatura de los bordes de estas burbujas puede alcanzar miles de grados 

Kelvin (alrededor de 5000 K, 1000 atm y rapidez de calentamiento y enfriamiento 

del orden de 1010 K/s) en los llamados, puntos calientes (Suslick, K., 2000). Las 

pocas millonésimas de segundo que duran estas burbujas son suficientes para que 

se produzcan muchas reacciones químicas, y pueda existir un cambio radicalmente 

en la estructura química del líquido. Asistiendo las síntesis con este tipo de radiación 

se espera obtener NPsAu con morfologías definidas y regulares de tamaños 

nanométricos de alrededor de 10 nm.  

A C 

B 
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Fig 3. Representación de cavitación ultrasónica. 

Una gran ventaja del uso de sonoquímica como método de síntesis es que usan 

menores cantidades de energía y de agentes peligrosos, de manera que se usen 

disolventes más amigables con el medio ambiente (no tóxicos, inertes, fáciles de 

reciclar y de eliminar), es económico y seguro de usar, por lo que se considera un 

método de química verde (Pacheco, D y Coba, E., 2006). 

 

 

 

 

5 Planteamiento del problema.  

Existen pocas alternativas de tratamientos que puedan terminar con el cáncer de 

cérvix, sin dañar al sistema inmunológico de las pacientes, ya que sólo es tratado 

con cirugía, radioterapia, quimioterapia, teleterapia y braquiterapia. La necesidad 

del desarrollo de métodos terapéuticos novedosos y selectivos hacia una 

enfermedad específica, hace de la nanomedicina una alternativa. Por lo que en el 
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presente proyecto se propone realizar la síntesis de PEG-QE-NPsAu con un 

recubrimiento biocompatible, mediante la asistencia de radiación ultrasónica y 

variación del agente reductor (QE)/estabilizador (PEG) para obtener tamaños 

nanométricos con morfologías promedio regulares como prueba de concepto en 

células cancerosas del cuello uterino y probar la citotoxicidad de las PEG-QE-

NPsAu en una línea inmortal de células de cérvix cancerosas. 

6 Hipótesis.  

La variación de la concentración del agente reductor y/o del agente estabilizador en 

el proceso de síntesis de las PEG-QE-NPsAu asistido por radiación ultrasónica de 

alta frecuencia influirá en el tamaño, forma y estabilidad de éstas. La conformación 

final de las PEG-QE-NPsAu tendrá un impacto en la viabilidad celular. 

7 Objetivos. 

7.1 Objetivo general 

Sintetizar por sonoquímica verde PEG-QE-NPsAu coloidales de tamaño y forma 

definidas, mediante la variación de la concentración del agente reductor y/o 

estabilizador. Evaluar la toxicidad de las PEG-QE-NPsAu en células de CaCu. 

7.2 Objetivos particulares 

 Diseño experimental y obtención de PEG-QE-NPsAu a través de síntesis 

asistida por ultrasonido. 

 Optimización de la metodología experimental para obtener partículas en el 

rango de 10 nm de diámetro, de forma y tamaño homogéneo, y estables al 

pH fisiológico. 

 Seguimiento de la formación de las PEG-QE-NPsAu a través de 

espectroscopia UV-Vis. 

 Determinar las propiedades fisicoquímicas de las PEG-QE-NPsAu por DLS, 

potencial Z, TEM, FTIR, UV-Vis y RAMAN. 

 Evaluar la toxicidad de las PEG-QE-NPSAu en modelos de células 

cancerosas de cérvix (HeLa) por MTS y LDH. 
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8 Materiales y métodos. 

Se utilizó el ácido cloro áurico, HAuCl4 3H2O, su nombre en inglés “gold (lll)chloride 

hydrochloric acid” al 99.5% (masa molar, 393.83 g/ml) marca Sigma Aldrich, 

Quercetina (masa molar, 302.24 g/mol) marca Sigma Aldrich y poli-etilenglicol, y 

PEG-4000 marca Sigma Aldrich. 

 Preparación de solución de HAuCl4H2O: Se prepararon dos soluciones 

de HAuCl4H2O con agua desionizada a una concentración 1x10-3 molar. 

 Preparación de solución de Quercetina: Se prepararon dos soluciones 

de QE a una concentración 1x10-3 molar. De aquí, se realizaron varias 

diluciones, utilizando etanol. 

 Preparación de solución de PEG-4000: Se prepararon dos soluciones 

de PEG-4000 con agua desionizada a una concentración 1M. 

8.1.1 Metodología de síntesis de las PEG-QE-NPsAu utilizando sonoquímica in 

situ (radiación ultrasónica aplicada directamente al medio de reacción) 

En las dos síntesis realizadas por este método, se utilizó una frecuencia de la 

radiación ultrasónica de 26 kHz con una amplitud del 50% y un tiempo de exposición 

de 5 minutos, con una relación Au-PEG de 1:500 y Au-QE de 1:10. 

 

 

 

Síntesis de PEG-QE-NPsAu RL2: En un vaso de precipitados se adiciona la 

cantidad adecuada de la solución de HAuCl4 3H2O y se mantiene en agitación 

constante. En seguida, se adicionan la solución de QE (agente reductor) y 

finalmente se añaden la solución de PEG-4000 (agente estabilizador), Figura 4. Dire
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Figura 4. Procedimiento  de síntesis de RL2. 

Síntesis de PEG-QE-NPsAu RL3: A diferencia con la síntesis anterior, en este 

caso, se formó primeramente una mezcla constituida de las soluciones de QE y de 

PEG-4000 y se mantuvo bajo agitación constante.  Posteriormente, a esta mezcla 

de las soluciones de QE y PEG-4000, se adicionó la cantidad adecuada de la 

solución del HAuCl4 3H2O, para mezclarlo con el sonotrodo, para la síntesis con 

baño ultrasónico se realizó el mismo procedimiento, pero sacando solución cada 5 

y 20 minutos, Figura 5. 

 

Figura 5. Procedimiento  de síntesis de RL3. Dire
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9 Técnicas de caracterización. 

9.1 Microscopía Electrónica de Transmisión (TEM). 

Las imágenes de los materiales (PEG-QE-NPsAu) obtenidas por TEM, se 

registraron con un microscopio JEOL JEM 2000FX FASTEM que funciona a 200 kV 

con una iluminación muy baja para evitar la destrucción de material bajo el haz de 

electrones. Los materiales en seco y en polvo se dispersaron por ultrasonido en 

acetona a temperatura ambiente y luego se colocaron en los tamices recubiertas 

con carbono. Con esta técnica es posible caracterizar las nanoestructuras en cuanto 

a tamaño, morfología, características estructurales. 

9.2 Espectroscopía de Transmisión de Infrarrojo con Transformada de Fourier 

(FTIR). 

La presencia de los grupos funcionales hidroxilos –OH y carboxílicos –COOH en la 

superficie de las PEG-QE-NPsAu, debido a la QE y PEG-4000, se analizaron por 

medio de la respuesta vibracional de sus enlaces moleculares, a través de los 

análisis por espectroscopía de infrarrojo. Los espectros de vibración de IR de las 

muestras secas y dispersadas en KBr, se midieron en un espectrofotómetro Bruker 

Vector 33, en el rango de 600 a 4000 cm-1, con una resolución de 4 cm-1, por la 

técnica de reflexión atenuada (ATR). 

9.3 Potencial Z. 

Mediante esta técnica, las PEG-QE-NPsAu fueron analizadas para obtener su carga 

superficial, y punto isoeléctrico o carga cero. Este análisis se llevó a cabo a 

temperatura ambiente, con agua desionizada como medio dispersante. De cada 

solución (RL2 y RL3) se varió el pH añadiendo NaOH y HCl para ajustar a 3, 5, 7, 9 

y 11. Posteriormente, las disoluciones se colocaron en celdas DTS1070 las cuales 

se colocaron en el equipo para las mediciones. Las mediciones se realizaron por 

triplicado en un DelsaTM Nano C, Particle Analyzer de la marca BECKMAN 

COULTER. Por Convención, el valor del potencial zeta por debajo de -25 mV y por 

encima de 25 mV se considera estable (Hunter, R.J., 1981; Lyklema, J., 1991). La 

concentración y el tipo de iones, así como el pH de la solución, afectan fuertemente 

el potencial zeta. 
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9.4 Dispersión dinámica de luz (DLS). 

 Para determinar el tamaño hidrodinámico de las PEG-QE-NPsAu se utilizó con el 

aparato Delsa Nano C (Particle Analyzer) de la marca BECKMAN COULTER. La 

dispersión de luz dinámica (DLS, del inglés dynamic light scattering) se usa para 

caracterizar el tamaño de partícula en suspensión en un líquido, en el rango 

submicrométrico.  

Durante la medición, la suspensión se expone a un haz de luz atenuada de acuerdo 

con la muestra. Se ha visto que las partículas en un medio fluido experimentan un 

movimiento browniano aleatorio y esto hace que la dirección e intensidad del haz 

se disperse para convertir los datos en medidas de tamaño y distribución de 

tamaños a partir del coeficiente de difusión traslacional, se utilizó la relación de 

Stokes Einstein, este no solo depende del tamaño del núcleo de las PEG-QE-

NPsAu, sino también de la estructura de su superficie, concentración y iones del 

medio de suspensión de las NPs. 

El PdI es un parámetro de la amplitud de tamaño de la nanopartícula a partir de un 

análisis acumulativo, mostrando valores entre 0 y 1, los cuáles muestran que tan 

monodispersa o polidispersa es la muestra, si presenta gran variedad de tamaños 

o no.  

9.5 Espectroscopía de UV-VIS. 

El análisis por ultravioleta-visible (UV-VIS) es una espectroscopía de emisión de 

fotones. Utiliza radiación electromagnética (luz) de las regiones visible, ultravioleta 

cercana (UV) e infrarroja cercana (NIR) del espectro electromagnético. La radiación 

absorbida por las moléculas desde esta región del espectro provoca transiciones 

electrónicas que pueden ser cuantificadas, en este caso se utilizó para observar el 

SPR de las PEG-QE-NPsAu en coloide y las bandas características del Au y QE 

disueltas en agua desionizada (controles previa síntesis). Los espectros se 

registraron en el rango de 200–700 nm a temperatura ambiente, utilizando un 

espectrómetro Agilent Technologies. 
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9.6 MicroRaman. 

Esta técnica ayuda a complementar la información obtenida mediante la 

espectroscopía de infrarrojo, ya que proporciona información química y estructural 

de las moléculas presentes en la superficie del material a partir de los modos 

vibracionales detectados al hacerle incidir un haz de luz a la muestra. Se empleó un 

haz de luz verde de 532 nm, con un nivel de potencia del láser de 7 mW, un tiempo 

de exposición de 10 segundos y 3 exposiciones para cada muestra y observar la 

superficie de las PEG-QE-NPsAu, su constitución y la fijación de las QE-NPsAu al 

PEG. El equipo que se utilizó fue un microespectrómetro Raman modelo DRX II 

Termoscientific. 

10 Pruebas de citotoxicidad 

10.1 Consideraciones de seguridad para el cultivo celular. 

La manipulación celular se llevó a cabo en un Gabinete Nivel 2 de Bioseguridad 

vistiendo bata, guantes, cofia y cubre-bocas. El instrumental y material se esterilizó 

por autoclave. Las superficies de trabajo se desinfectaron con etanol al 70% y luz 

UV. El material de vidrio y plástico utilizado durante el cultivo, fue inactivado con 

hipoclorito de sodio, lavado con dodecilsulfato sódico (SDS), secado y esterilizado 

para, de ser requerido, su reúso.  

El material en contacto con PEG-QE-NPsAu se lavó con agua regia (HCl:HNO3 3:1) 

al finalizar los ensayos biológicos. Los medios en presencia de PEG-QE-NPsAu en 

suspensión fueron confinados para su recolección.  

10.2 Cultivo celular 

Brevemente, un criovial con aproximadamente 1x106 células se descongeló 

siguiendo protocolos estándar y las células se cultivaron en frascos T25 con 

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) enriquecido con suero bovino fetal 

(10%) y antibióticos (1%), a una temperatura de 37°C, 90% de humedad y 5% de 

CO2. El cultivo se monitoreó y cada tercer día se cambió el medio hasta llegar a una 

confluencia de aproximadamente 80%. Alcanzada la confluencia, las células se 

recuperaron con tripsina, molécula que rompe los enlaces peptídicos de las 
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proteínas entre las células y el fondo tratado del frasco de cultivo. Posteriormente 

se centrifugaron por 7 minutos a 1600 rpm, se suspendieron en 1 mL de medio 

completo, contaron con azul de tripano en una cámara Neubauer, y se sembraron 

para los ensayos de toxicidad y subcultivo. 

Para los ensayos MTS y LDH, se prepararon placas de 96-pozos con 10,000 células 

por pozo a partir de un esquema experimental definido.  

10.3 Ensayo MTS 

El ensayo MTS es un ensayo colorimétrico de proliferación celular no radiactiva, 

para determinar el número de células viables, es decir, metábolicamente activas. El 

MTS es un ensayo de “un solo paso” y consiste en la reducción de la sal tetrazolio 

3-(4, 5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3- carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio), y 

acoplamiento de electrones a través del metosulfato de fenazina (PMS). El MTS es 

bioreducido mediante enzimas deshidrogenasas por células viables en formazán, el 

cual es soluble en medios de cultivo. Este producto se mide de su pico máximo de 

absorbancia cerca de 490 nm, siendo proporcional a número de células vivas en 

cultivo, y a 620 nm como control de referencia para observar que la absorbancia 

sea mínima. 

                                 

MTS                                      Formazán 

Figura 6. Estructuras de la sal de tetrazolio MTS y su producto formazán. 

 

NADH          NAD+ 

Deshidrogenasa 
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Figura 7. Espectros de absorbancia de la solución formazán a 490 nm, usando el ensayo CellTiter 

96® AQueous Assay.  

10.4 Ensayo LDH 

El ensayo LDH es un método para conocer el daño a la membrana plasmática por 

medio de la liberación de LDH, enzima citosólica estable la cual se libera tras la lisis 

celular. Cuando las células están en contacto con agentes tóxicos como un control 

positivo de Triton X, se daña la membrana plasmática de las células y expulsan la 

enzima LDH del interior hacia el al medio de cultivo celular (fluido extracelular). Se 

mide la absorbancia de las muestras (liberación de LDH) a 490 o 492 nm (según los 

filtros del lector), usando como referencia una longitud superior a 600nm.   

 

Figura 8. Ensayo de liberación de LDH. Primero, LDH reduce NAD+ a NADH+ / H+ oxidando el lactato 

a piruvato. Segundo, en la reacción enzimática se transfieren 2 hidrógenos de NADH+ / H+ a una sal 

amarilla de tetrazolio por medio de un catalizador. 
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Figura 9. Espectros de absorbancia de la solución Cytotoxicity Detection KitPLUS (LDH). A la mezcla 

de reacción de Cytotoxicity Detection KitPLUS (LDH) se le agregó a RPMI 1640 con 1% de BSA y los 

espectros de absorbancia se midieron en ausencia (.......) y presencia (– – –) de LDH. 

10.5 Metodología MTS y LDH 

Se sembraron células HeLa (ATCC® CCL-2TM) humanas inmortalizadas de CaCu 

(10000 por pozo) en monocapa en placas de 96 pozos y se incuban durante toda la 

noche a 37° C, CO2 al 5%, en medio de cultivo DMEM enriquecido, con suero bovino 

fetal al 10%, (biowest®, The Serum Specialist). Después de dejarlas en la 

incubadora se observaron las células para comprobar su adhesión en el fondo de 

los pozos. Una vez desinfectado y acomodado el material a utilizar se prepararon 

las diferentes concentraciones de PEG-QE-NPsAu y se retiró el medio de cultivo 

DMEM de las células. 

Posteriormente se agregan las diferentes concentraciones de PEG-QE-NPsAu 

preparadas con anterioridad, partiendo de un stock de 1000 µg/ml y de ahí 

disoluciones de 0.5, 5, 50, 250 y 500 µg/ml con DMEM, además de controles 

positivos de células viables sin tratarlas, células con dimetilsulfóxido (DMSO), 

células con Triton 1X y medio de cultivo (DMEM) sin células por triplicados cada 
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control y células, como se observa en la Figura 10, para incubarlas por 24 horas a 

37° C, con humidificación de CO2 al 5%. 

Después de las 24 horas se observaron las morfologías de las células y se recolectó 

todo el medio de cultivo (DMEM mezclado con las PEG-QE-NPsAu) para realizar el 

ensayo LDH o bien se puede desechar en cloro en caso de no realizarse LDH. 

Los triplicados obtenidos de cada muestra se lavaron con un tampón de fosfatos 

(PBS 1X) y se agregó la sal de tetrazolio, MTS (CellTiter 96 ® Aqueous, Promega 

TM), para conocer las células viables metabólicamente activas que producen 

formazán. En este proceso se dejaron incubar durante 4 horas para cuantificar los 

resultados a 450 nm y 620 nm, usando esta última longitud de onda como control 

de referencia. 

El sobrenadante recuperado de cada pozo del ensayo MTS se colocó en otra placa 

y se preparó Cytotoxicity Detection kitPLUS (LDH) Roche con una relación 1:40 del 

catalizador (NAD+) y el buffer (Lisis), se mezclaron ambas soluciones para cada 

pozo. Las muestras de las líneas de la placa de la A-F se incubaron durante 30 

minutos junto con los triplicados del control Triton X, de muerte DMSO, de células 

viables sin tratamiento y de medio de cultivo como el blanco (DMEM), se 

cuantificaron los valores a 450 y 620 nm. 

 

Figura 10. Procedimiento experimental para los ensayos MTS y LDH. 
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11 Resultados. 

11.1 Caracterización fisicoquímica  

11.1.1 Espectroscopia UV-VIS. 

En la Figura 11 se presentan los espectros de absorción de UV-Vis de las cuatro 

soluciones utilizadas en este estudio (HAuCl43H2O, QE, PEG-QE y Au-PEG).  

 En la Figura 11 (a) se muestra el espectro de la solución del HAuCl43H2O.  En él, 

se observaron dos bandas, una de alta intensidad localizada por debajo de 250 nm 

y otra de menor intensidad centrada en aproximadamente 296 nm. La primera se 

asigna a las especies de Au3+ y la segunda a la transferencia de carga metal-ligante.  

El espectro de la solución de la QE se presenta en la Figura 11 (b). Se observaron 

dos bandas centradas en aproximadamente 255 y 386 nm, característicos de la QE. 

La primera se puede asociar con la absorción al sistema cinamoilo del anillo B 

(Figura 1), y el segundo con absorción del sistema benzoílo del anillo A (Figura 1) 

(Catauro, M., et al, 2015). Además, se observan otras bandas relacionados con la 

existencia de agregados no correspondientes a la QE.  

En el espectro de la solución PEG-QE de la Figura 11. (c), se observan las dos 

bandas características de la QE, pero con menor intensidad y ligeramente 

desplazadas en comparación con el espectro de la solución de QE. En el espectro 

de la QE-PEG esas dos bandas se presentan en 260 y 380 nm. Estos cambios, muy 

probablemente indiquen que ocurre una interacción entre la QE y el PEG.  

En la Figura 11 (d) se exhibe el espectro de la mezcla de las soluciones de 

HAuCl43H2O y PEG-4000, en donde se presentan las dos bandas características de 

la solución HAuCl43H2O, aunque con mayor intensidad y ligeramente desplazadas 

a la derecha. Se puede ver claramente que la banda en 296 nm para la solución de 

HAuCl43H2O se desplaza a 307 nm para la Au-PEG. Estos cambios probablemente 

indiquen que se presenta una interacción entre el PEG y el Au3+. Dire
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Figura 11. Espectroscopia UV-Vis de los controles (a) HAuCl43 H2O, (b) QE, (c) PEG-QE, (d) Au-

PEG.  

En la Figura 12 (a) se presenta el espectro del coloide de oro pos-síntesis, obtenido 

mediante la reducción de la solución del HAuCl43 H2O con QE (a una concentración 

de 1x10-3 M) y con la posterior adición del agente protector PEG-4000, preparado 

con sonoquímica (coloide RL2). La aparición del SPR, centrado en 

aproximadamente 532 nm, indica la formación de las PEG-QE-NPsAu. Además, se 

puede observar una banda centrada alrededor de 255 nm, que se asigna a la unión 

de la QE con el núcleo de Au.  

En la Figura 12 (b) se exhibe el espectro del coloide de Au, preparado mediante la 

reducción de la solución del HAuCl43H2O con la solución compuesta de QE más el 

agente protector PEG-4000, preparado con sonoquímica (coloide RL3).   En este 

espectro, se observan también esas mismas dos bandas, una centrada alrededor 

de 258 nm (como resultado de la unión de la QE con el Au) y la otra centrada en 

aproximadamente 528 nm (como resultado del plasmón de las PEG-QE-NPsAu). 

Este resultado indica muy probablemente, que la adición de la solución compuesta 

de la QE y PEG-4000, genera PEG-QE-NPsAu de menor tamaño en comparación 

con adicionar primero la solución de la QE seguida por la solución de PEG-4000. 

QE 
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La Figura 12 (c) muestra el espectro del coloide de oro, obtenido mediante las 

condiciones empleadas para el coloide RL3, pero en lugar de sonoquímica se utilizó 

baño ultrasónico durante 5 minutos (coloide L 5 minutos). Se obtuvieron las dos 

bandas características, una centrada alrededor de 277 nm (interacción QE-Au) y la 

otra centrada en aproximadamente 543 nm (SPR de las PEG-QE-NPsAu). 

Por otro lado, el espectro del coloide de oro preparado mediante las condiciones 

empleadas para el coloide L 5 minutos, pero con 20 minutos en el baño ultrasónico 

(coloide L 20 minutos), exhibe esas mismas dos bandas centradas en 

aproximadamente 287 nm (unión QE-Au) y en 545 nm (SPR de las PEG-QE-

NPsAu). 

Podemos afirmar que, los coloides preparados mediante baño ultrasónico, 

promueve la formación de las PEG-QE-NPsAu con mayor tamaño en comparación 

con la sonoquímica. 

Podemos concluir que, la aplicación de la radiación ultrasónica de alta frecuencia 

(sonoquímica) directamente al medio de reacción de formación de los coloides de 

Au, ocasiona un alto grado de reducción de las especies de Au3+ y promueve la 

formación de las PEG-QE-NPsAu con menor tamaño.   

 

Fig 12. Espectroscopia UV-Vis de la (a)solución RL2 (sonoquímica), (b) solución RL3 (sonoquímica), 

(c) solución  RL3 (baño ultrasónico 5 minutos) y (d) solución  RL3 (baño ultrasónico 20 minutos). 
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11.1.2 Determinación del tamaño aproximado de las PEG-QE-NPsAu a través de 

los espectros de absorción de UV-Vis. 

El método de Haiss y colaboradores se aplicó para estimar el tamaño de las PEG-

QE-NPsAu, es un método que considera las bandas de absorbancia de los 

plasmones superficiales de las PEG-QE-NPsAu en el rango de 5 a 100 nm (Haiss, 

W., et al, 2007). 

Considera la relación de absorbancia de las PEG-QE-NPsAu con la resonancia del 

plasmón superficial (ASPR) y la absorbancia en 450 nm (A450) en función del diámetro 

de la partícula. 

  SPR (nm) ASPR A450 (nm) 
ASPR/A450 

nm 
Tamaño 

(nm) 

RL2 532 1.04944822 0.68271 1.537180091 11 

RL3 528 1.12925 0.7535 1.49867286 10 

L 5 
minutos 545 0.97785 0.58574 1.669426708 16 

L 20 
minutos 543 0.96484154 0.57204 1.686667958 17 

Tabla l. Tamaño de PEG-QE-NPsAu por el método de Haiss y colaboradores. 

El método proporcionó valores con tamaños de PEG-QE-NPsAu de 11 a 10 nm 

cuando estas fueron preparadas con sonoquímica in situ y valores de 16 a 17 nm 

cuando las PEG-QE-NPsAu fueron preparadas con baño ultrasónico (agua como 

medio para transmitir las ondas de radiación ultrasónica). En ambos métodos se usó 

el PEG-4000 como estabilizador y recubridor de las NPsAu y la QE como agente 

reductor. 

Por lo que, podemos concluir que la aplicación de la sonoquímica genera PEG-QE-

NPsAu con menor tamaño y con un tamaño apropiado para los fines de este estudio. 
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11.1.3 Espectroscopía de Infrarrojo FTIR 

 

Los espectros de infrarrojo de las muestras de PEG-4000 y QE, se presentan en la 

Figura 13. 

La Figura 13 (a) exhibe el espectro del PEG-OH (Mw= 4000 g.mol-1), en él se 

observan: las bandas de las vibraciones de estiramiento de enlace del grupo C-H 

en 2879 cm-1; y las bandas de vibración de flexión para el grupo C-H de 1412 a 1340 

cm-1. El grupo C-O y C-O-H con modo de vibración de estiramiento se observan en 

1279 a 1059 cm-1. En 947 y 840 cm-1 se aprecia la vibración del grupo C-C con 

modo de vibración esqueleto. En 528 cm-1 C=O con modo flexión de vibración.  

En la Figura 13 (b) se observa el espectro de la QE (Mw= 302.2 g.mol-1), con modos 

de vibración de estiramiento de los grupos O-H de 3662 a 3266 cm-1. La vibración 

correspondiente al grupo C=O se encuentra de 1664 a 1606 cm-1 y se le atribuye a 

un estiramiento asimétrico. De 1560 a 1448 cm-1 se encuentran las vibraciones del 

grupo C=C. El grupo con mayor frecuencia es C-O de 1259 a 1013 cm-1 en modo 

vibracional de estiramiento.  

La Figura 13 (c) muestra el espectro del control PEG (4000)-QE, donde se aprecian 

bandas vibracionales de estiramiento O-H en 3672 a 3645 cm-1, grupos funcionales 

C-H con estiramiento en 2980 y 2884 cm-1, así como bandas vibracionales de 

estiramiento de los grupos C=O en 1649 cm-1, de 1465-1339 cm-1 C-H con modo de 

vibración de flexión, así como de 1279-1059 cm-1 (C-O y C-O-H) con bandas 

vibracionales de estiramiento; el grupo C-C de 957 a 840 cm-1como modo 

vibracional esqueleto y en 528 cm-1 el grupo C=O con bandas vibracionales de 

felxión. Estos resultados indican que muy probablemente ha ocurrido un 

recubrimiento de las moléculas de QE con el PEG-4000, es decir, una interacción 

entre los grupos funcionales de la QE con los grupos funcionales del PEG. 
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  Figura 13. Muestra los espectros FTRI de (a) PEG 4000-OH, (b) QE, (c)control PEG-QE. 
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En la Figura 14 se presentan los espectros de infrarrojo de los coloides de PEG-

4000-QE y de los coloides RL2 y RL3. 

La Figura 14 (a) muestra el espectro de la solución coloidal de PEG-QE-NPsAu 

(coloide RL2), con estiramientos en los grupos hidroxilo O-H en 3362 cm-1 

correspondiente a la QE con un desplazamiento a la derecha. En el rango de 2979 

a 2882 cm-1 son pertenecientes al PEG, el grupo C-H de 1465 a 1340 cm-1 y de 

1279-1060 cm-1 se encuentra las bandas vibracionales de estiramiento del grupo C-

O y C-O-H  son características del PEG.  Al igual que la banda esqueleto de C-C en 

947 y 840 cm-1 como los grupos C-O en 528 cm-1 con banda vibracional de flexión, 

un desplazamiento de las bandas de QE y PEG que es el que pertenecen al PEG 

con un ligero desplazamiento a la derecha. 

Lo anterior indica la existencia de una PEGilación del núcleo de Au a través de una 

interacción directa Au-QE y recubrimiento de PEG. 

El espectro de la solución coloidal de PEG-QE-NPsAu (coloide RL3) se exhibe en 

la Figura 14 (b), con estiramiento en los grupos O-H en 3372 y de 2978 a 2882 cm-

1 los cuales estos últimos son característicos del PEG y el grupo C-H de 1466-1340 

cm-1  con modo de vibración de flexión y de 1279 a 1060 cm-1 los grupos C-O y C-

O-H con estiramiento. También, se encuentran grupos con vibración de esqueleto 

del grupo C-C en 957-8396 cm-1 y el grupo C-O en 528 cm-1, todas estas bandas 

son pertenecientes al PEG. Las bandas características de QE y PEG se 

desplazaron a 528 cm-1 para CO y para estiramiento de CH a 2882 cm-1, sugiriendo 

una interacción Au-QE y recubrimiento de PEG. (PEGilación del núcleo). 
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Figura 14. Muestra los espectros de la (a) solución RL2 (sonoquímica) y la (b) solución RL3 

(sonoquímica). 
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11.1.4 Espectroscopia RAMAN 

En la Tabla II, se indican las señales que aparecen en el espectro obtenido por la 

espectroscopia RAMAN y sus modos vibracionales correspondientes a cada señal. 

La asignación de los valores de las señales obtenidas y los modos vibracionales se 

realizó mediante la comparación de los espectros de IR obtenidos y bibliografía 

reportada en la literatura (Srinivasan, S., et al., 2016; Numata, Y. y Tanaka, H., 

2010).  

Realizando el análisis, en la Figuras 15 (a) y (b), podemos observar dos señales en 

851y 876 cm-1 que corresponden a vibraciones C-C y C-O que se atribuyen a una 

interacción PEG-QE, ya que para los compuestos puros normalmente aparecería 

en 840 cm-1 para PEG y 863 cm-1 para la QE.  Mientras que en el rango de 11471 a 

1449 cm-1 aparecen señales relacionadas con vibraciones CH2 y que en este caso 

se atribuyen al PEG de manera específica. Las vibraciones en 1044, 1247 y 1625 

cm-1 , esta última siendo de la QE, las 4 corresponden a las vibraciones C-O en la 

superficie, esto explicaría porque la PEG-QE-NPAu tiene una carga negativa en su 

superficie.  

Continuado con el análisis las señales que aparecen aproximadamente en 2885 y 

2932 cm-1 corresponden también a vibraciones C-H características del PEG. Por lo 

que podemos resumir que en el caso de ambas muestras RL2 y RL3 sintetizadas, 

se encuentran recubiertas por una capa orgánica en la que, de acuerdo a los 

resultados obtenidos por esta técnica, sugiere que es el PEG el que se encuentra 

en la capa más externa. No encontramos señales correspondientes a interacciones 

Au-QE o Au-PEG por esta técnica, estas deberían aparecer en números de onda 

entre los 200 y 500 cm-1.  

Lo que sugiere que la cubierta orgánica se encuentra distribuida de manera 

uniforme y homogénea y cubriendo bien a la NPAu. También podemos decir que el 

método de síntesis influye ligeramente en el ensamblado de la NP, como también 

se verá en los resultados obtenidos por TEM, pues se observan ligeros corrimientos 

de las señales según el método, ver Figura 15 (a) y (b).  

Dire
cc

ión
 G

en
era

l d
e B

ibl
iot

ec
as

 U
AQ



 
44 

Espectroscopia RAMAN 

Rango (cm-1) Banda Asignada Molécula 

2932-2889 C-H PEG 

1625 C=C, C=O QE 

1475-1451 CH2 PEG 

1285,1136,1103,1082,878,851 C-O PEG 

1247, 1044 C-C PEG 

Tabla II. Tabla de modos vibracionales de espectroscopia RAMAN. 

 

Figura 15. Espectroscopía RAMAN de las PEG-QE-NPsAu (a)RL2 y (b) RL3. 
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11.1.5 DLS 

En la Tabla III se observan los resultados de los diámetros obtenidos de las NPs-

Au recubiertas con PEG 4000, en intervalos que oscilan entre los 115.3 a 195.6 nm, 

siendo las de menor tamaño las realizadas con sonoquímica in situ (RL3) y esto se 

debe a que las largas cadenas poliméricas hidrófilas del PEG puedan estar 

estabilizando el sistema durante su síntesis, favoreciendo la repulsión estérica entre 

las PEG-QE-NPsAu, disminuyendo su agregación. 

PEG-QE-
NPsAu 

Estabilidad 
Coloidal 

Índice de 
Polidispersidad 

(Pdl) 

Diámetro 
Hidrodinámico 

(nm) 

L 5 
minutos 

Débil 0.264 115.3 

L 20 
minutos 

Débil 0.265 152.9 

RL2 Medio 0.317 195.6 

RL3 Bueno 0.294 142.7 

Tabla llI. Tamaño e índice de polidispersidad de las PEG-QE-NPsAu con sonotrodo 

in situ y con baño ultrasónico. 

De acuerdo con el PdI las muestras presentan una dispersidad con valores de 0.264 

a 0.317, este último siendo el más alto, indicando agregados de formas irregulares 

de partículas que puedan estar agregándose a las PEG-QE-NPsAu de menor 

tamaño. Las demás soluciones muestran valores de PdI bajos (0.264,0.265 y 

0.294), indicando una mejor distribución homogénea de las PEG-QE-NPsAu. El 

tamaño hidrodinámico oscila entre 115 y 200 nm, siendo un tamaño bastante grande 

cuando es comparado más adelante con las micrografías obtenidas por TEM, que 

se observan para las icosaédricas de un rango de 18 y 25 nm y las tipo varillas en 

un rango de 100 nm de largo.  
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11.1.6 Potencial Z 

El Potencial Z es una medida de la magnitud de las interacciones electrostáticas 

entre superficies cargadas promovido por el movimiento relativo entre el sólido y el 

líquido en la cual se forma una interface, ya que algunos grupos funcionales del 

sólido se disocian por efecto del pH o del medio acuoso difundiéndose en el líquido, 

mientras la partícula sólida cargada se fija al electrodo, generando un plano de corte 

entre ambas capas (interface) y con ello un potencial eléctrico entre las dos 

superficies.  Estas características se encuentran en las soluciones coloidales, por lo 

cual el potencial generado nos ayuda a conocer el valor de la carga superficial de 

un sistema, que varía de acuerdo a su composición y el medio en el que se 

encuentra. 

 

En la tabla IV y V se muestran los resultados de potencial Z que se tomaron de las 

soluciones RL2 y RL3, la primera muestra se tomó a los 35 días de almacenamiento 

y la segunda toma fue a los 4 meses de almacenamiento. 

pH Primera Toma (RL2) Segunda Toma (RL2) 

3 -4.81 mV -7.14 mV 

4 NA* -6.07 mV 

5 -2.57 mV -7.42 mV 

6 NA* -0.96 mV 

7 42.75 mV -2.37 mV 

8 NA* -2.19 mV 

9 -23.22 mV -5.21 mV 

10 NA* -3.57 mV 

11 -25.14 mV -10.41 mV 

*NA: No aplica, en la primera toma no se midió el potencial Z a los valores 

de pH identificados. 

Tabla IV. Potencial Z de las PEG-QE-NPsAu de la solución RL2 (sonoquímica), primera y segunda 

toma. 
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pH Primera Toma (RL3) Segunda Toma (RL3) 

3 -14.96 mV -3.46 mV 

4 NA* -2.36 mV 

5 -19.34 mV -10.15 mV 

6 NA* -12.47 mV 

7 -18.93 mV -2.50 mV 

8 NA* -2.30 mV 

9 -10.36 mV -5.46 mV 

10 NA* -2.93 mV 

11 -9.61 mV -2.97 mV 

*NA: No aplica, en la primera toma no se midió el potencial Z a los valores 

de pH identificados. 

Tabla V. Potencial Z de las PEG-QE-NPsAu de la solución RL3 (sonoquímica), primera y segunda 

toma. 

La estabilidad de las PEG-QE-NPs-Au fue determinada por el tamaño y la carga 

superficial (Potencial Z). La solución RL2 a un pH inicial de 3 tuvo un tamaño 

promedio por DLS de 195nm y carga de -4.81 mV de acuerdo al valor obtenido con 

la técnica de potencial Z. Para el caso de la muestra RL3 al pH inicial de 3 tuvo un 

tamaño de 142 nm (DLS)  y una carga de -14.96 mV (potencial Z), ambas soluciones 

se mantuvieron en refrigeración a 8°C durante 4 meses, disminuyendo su carga 

superficial en RL2 a -7.14 mV y en RL3 a -3.46 mV. Este resultado puede ser por la 

agregación de las PEG-QE-NPsAu entre sí, lo que sugiere un incremento de su 

tamaño y como consecuencia, la disminución de la carga superficial, provocando 

una repulsión de las cargas de las PEG-QE-NPsAu y con ello su agregación. Otro 

factor que también pueda estar influenciando la disminución de la carga negativa 

superficial por efecto de los aglomerados es la disminución de la concentración de 

los grupos terminales hidróxilo que tiene el PEG, el cual tiende a causar la 

neutralidad en la carga superficial de las PEG-QE-NPsAu.  

En general en ambas soluciones se obtuvo una carga superficial negativa que 

conforme al tiempo de almacenaje su potencial disminuyo haciéndose menos 

negativo, suponemos por la formación de aglomeraciones (notable a simple vista 
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como un precipitado) y por ende se perdió también dispersión. Sin embargo, en los 

primeros días de almacenaje mostraban un alto potencial Z negativo, lo que indicaba 

que poseían una alta estabilidad en la solución (no se observaba precipitados). 

Los valores del potencial Z de ambas soluciones RL2 y RL3 sugieren una buena 

estabilidad de los coloides en la primera medición por los valores negativos que 

obtuvieron y que está en acorde con la convención establecida en las Ref. 30 y 31, 

pero después de 4 meses su carga negativa disminuyó significativamente. De 

acuerdo a lo reportado (Bollella, P., et al., 2016; Tasca, F., et al. 2020), es probable 

que la carga que mantiene la NP puede estar relacionada con las moléculas de la 

QE, porque al variar el pH de 3 a 7 que es por encima del punto isoeléctrico de la 

QE, algunas moléculas de QE queden cargadas negativamente y se conserven 

absorbidas en la superficie de las PEG-QE-NPsAu o bien en su medio y es por ello 

que no se pueda observar un punto isoeléctrico en las PEG-QE-30NPsAu.  

De acuerdo a los resultados obtenidos de la caracterización físico-química de las 

PEG-QE-NPsAu obtenidas, se puede concluir que las PEG-QE-NPsAu, se 

encuentran formando un ensamble en donde el centro de la NP está constituida por 

átomos de Au formando cristales con diferentes morfologías y tamaños, 

principalmente icosaédricas según los resultados obtenidos por TEM, con tamaños 

entre 18 y 25 nm y algunas morfologías tipo triangular y varilla con tamaños 

alrededor de 100 nm de largo.  

Estas NPs están cubiertas con una capa orgánica también observada por SEM de 

alrededor de 25 nm que, de acuerdo a los resultados obtenidos por FTIR y RAMAN, 

el PEG es el que principalmente se encuentra en la superficie. La estabilidad de las 

PEG-QE-NPsAu, se determinó con la técnica DLS y el potencial-z en donde los 

valores obtenidos para éstas indican una alta estabilidad coloidal, ya que los 

potenciales obtenidos son negativos y menores a los 25 mV y el diámetro 

hidrodinámico se encuentra en un rango de 142.7 nm (las más estable RL3), lo cual 

indica que la PEG-QE-NPAu se encuentra rodeada por multicapas de iones 

alrededor de ella, haciéndola estable en la solución debido a las fuerzas repulsivas 

que existen entre las PEG-QE-NPsAu. Cabe mencionar que el tiempo en el que se 
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mantuvieron estables fue de meses. Mediante la caracterización por UV de las PEG-

QE-NPsAu, se obtuvo el SPR a una longitud de onda que oscila de 528 a 543 nm y 

utilizando el método de Haiss se obtiene un tamaño promedio de 10 a 17 nm, 

dependiendo del método de síntesis. Para el caso de RL3 se obtuvo un tamaño 

promedio de 10 nm y una resonancia del plasmón superficial a 528 nm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dire
cc

ión
 G

en
era

l d
e B

ibl
iot

ec
as

 U
AQ



 
50 

11.1.7 Microscopía Electrónica de Transmisión (TEM) 

Tanto el tamaño como la morfología de los coloides de PEG-QE-NPsAu se 

estudiaron por (TEM). Tal y como se muestra en la Figura 16.  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Representan los TEM de a)-g) RL3 y de h)-l) RL2. 
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Las mediciones de TEM mostraron los diferentes tamaños y formas (diferencia de 

homogeneidad) de las PEG-QE-NPsAu. 

En el lote RL3 mostró en su mayoría Figura 16. c)-h) poliformas con tamaño 

promedio de 10 nm, en las micrografías de la Figura 13. a)-b-e-f-h) se pueden 

observar formas icosaédricas, en el caso de la micrografía de la Figura 16. b) la 

PEG-QE-NPAu tiene un tamaño de 18.75 nm y un recubrimiento orgánico con un 

espesor de 2.5 nm, mientras que en la micrografía de la Figura 16. d)  se observa 

una triangular y de varilla y Figura 16. c-d-g) se observan las tipo varillas, mientras 

que en la Figura 16. k-l) se observan aglomerados de PEG-QE-NPsAu con 

morfología poliforma. De acuerdo a los resultados de DLS, en este lote se obtuvo 

una polidispersidad de 0.294, indicándonos la existencia de aglomerados de formas 

irregulares que se corroboran con estas micrografías Figura 16. c). En el núcleo se 

pueden observar que su naturaleza es nanocristalina Figura 16. e).  

Para RL2 se pueden observar PEG-QE-NPsAu con poliformas Figura 16. h- a la -l) 

con tamaños entre los 18 y 25 nm, también se pueden observar algunos Figura 16. 

I) triángulos de aproximadamente 50 nm, al igual que en RL3 también poseen un 

núcleo nanocristalino y una polidispersidad de acuerdo a DLS de 0.317, que 

coincide con las imágenes de TEM obtenidos. 

Los núcleos metálicos de oro de las nanopartículas muestran una capa o superficie 

que los rodea con la parte orgánica de PEG y QE adheridas a él, de acuerdo al 

diseño que se buscaba principalmente y en ambos lotes se obtuvo estos resultados, 

por lo que podemos decir que hay un recubrimiento orgánico en la superficie de la 

NP. 
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12 Resultados de evaluación toxicológica de PEG-QE-NPsAu 

Con la finalidad de conocer la evaluar la toxicidad de las muestras de PEG-QE-

NPsAu, se utilizaron células HeLa (ATCC® CCL-2TM) humanas inmortalizadas de 

CaCu en monocapa y ensayos MTS y LDH. 

Se presentan los resultados obtenidos en las Figuras 14 y 15, mostrando la 

viabilidad celular en términos de la reducción del MTS/PMS (Figura 17) y en 

términos de la liberación de LDH (Figura 19), en función de la concentración (m/V) 

de las PEG-QE-NPsAu en células HeLa. 

12.1 Resultados del ensayo MTS 

Para poder utilizar concentraciones [m/V] en los rangos estandarizados por la 

comunidad científica (Sadalage, P.S., et al. 2021)., se optó por centrifugar los 

coloides, secarlo, pesarlo y resuspenderlo en medio de cultivo enriquecido a una 

concentración inicial de 1mh/mL. Las células fueron expuestas a diferentes 

concentraciones de 0.5, 5, 50, 250, 500 y 1000 ug/mL, 24 horas, para realizar el 

ensayo colorimétrico MTS. 

Primeramente, la Figura 17 muestra los controles descritos que permitieron 

normalizar y validar el ensayo MTS. La barra amarilla corresponde al control de 

células HeLa; sin tratamiento, es decir no expuestas a las PEG-QE-NPsAu. A este 

control se le dio la ponderación del 100% de viabilidad (capacidad máxima de las 

células a reducir la sal de tetrazolio), y a partir de éste se normalizaron las 

absorbancias y porcentajes de las demás muestras. Además, se usaron controles 

de muerte por DMSO y Triton X, caracterizados por ser sustancias que a las 

condiciones del trabajo experimental, son tóxicas para las células y reducen de 

manera significativa la actividad metabólica de las células. Estos controles de 

muerte permitieron validar el ensayo al causar una disminución en la actividad 

metabólica en un 74.69% con DMSO y un 76.23% con Triton X, respectivamente.  Dire
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Figura 17. Viabilidad de células HeLa, en términos de la reducción de MTS, después 24 h de 

exposición a diferentes concentraciones de las muestras RL2 y RL3 de PEG-QE-NPsAu, sintetizadas 

por sonoquímica in situ a 26 kHz. Los resultados representan la media de triplicados técnicos y la 

desviación estándar. Se agregaron controles de células sin tratamiento, de muerte por DMSO y 

control lisis usando Triton X. 

Por otro lado, a diferentes concentraciones de PEG-QE-NPsAu, en RL2 disminuye 

la viabilidad en un 10% de manera estándar, por lo que puede considerarse hasta 

este punto como no tóxica, pero depende del modelo y las condiciones con las que 

se trabajaron. Por ejemplo, el tipo de síntesis de los nanomateriales que se utilizan 

para las pruebas de toxicidad. El método de síntesis de las PEG-QE-NPsAu es 

simple, porque se usa directamente la QE como agente reductor sin usar otros 

agentes, por lo que se obtuvieron diferentes morfologías (NPsAu poliformes, 

icosáedricas, varillas y triangulares, varía entre los 10-25 nm). La barra morada 

muestra la menor disminución de viabilidad a una concentración de 250 ug/mL del 

8.59%, lo que nos indica que no hay toxicidad significativa a una concentración alta 

en las células. 

Con la muestra RL3 se observó una ligera disminución a concentraciones bajas a 

un 80% de manera estándar, como por ejemplo la barra magenta (0.5 ug/mL) que 

decayó a un 79.67%. Esto puede explicarse porque mientras más diluida este la 

muestra, mejor dispersión entre las PEG-QE-NPsAu y por lo tanto mayor área de 
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contacto y mejor interacción con las células. De manera que las células pudieron 

encontrar mecanismos de internalización, que agregados de PEG-QE-NPsAu 

pueden estar impidiendo la interacción con las células como se observa en la Figura 

16. (c).  En el caso de 5 ug/mL su barra de error es más grande (±4.75) y, abarcando 

las demás, eso significa que no habrá diferencia significativa de 5 a 1000 ug/mL, lo 

que indica que no causa algún efecto citotóxico. 

Recientemente en células de cáncer de mama (MCF-7) para ver actividad 

cancerosa que pueda existir con el AU, PEG y QE, Sadalage, P. et al. usaron 

controles MCF-7 sin tratar, de QE sola, PEG-NPsAu y PEG-NPsAu con diferente 

concentración de QE, donde observaron una disminución en su viabilidad celular a 

partir de ensayos MTT (análogo al MTS), respecto a sus PEG-NPsAu con QE a 

altas concentraciones de 800 ug/mL, disminuyo aproximadamente a un 40%, 

mientras que con sus PEG-NPsAu no mostraron una pérdida de la actividad 

significativa, al igual que con sus pruebas con QE y esto se puede deber a que la 

QE es un agente no soluble en medios de cultivo, por lo tanto se pierde en una fase 

que no es la adecuada para que se solubilice y; a su vez interactúe directamente 

con las células y no produzca toxicidad (Sadalage, P.S., et al. 2021). Mientras que, 

en nuestra síntesis la QE se agrega directamente con el PEG, para la reducción de 

las sales de Au y así la formación de las NPs. 

Como ya se había mencionado anteriormente, las condiciones de síntesis de los 

nanomateriales, pueden influir en su toxicidad, como el caso de la investigación de 

Sadalage, P. et al., en su proceso de síntesis que lleva más agentes reductores, y 

por lo tanto más pasos intermitentes como la variación de pH, tiempo, agentes 

reductores y temperaturas, por lo que obtenían NPsAu esféricas y ovaladas de 5-

15 nm (TEM) (Sadalage, P.S., et al. 2021) y por lo tanto diferentes comportamientos 

con las células. Donde sí disminuyo su viabilidad celular a 800 ug/mL, mientras que 

con las PEG-QE-NPsAu se mantuvieron los valores y no decayeron. 

En el sistema de células MCF-7  de Sadalage, P. et al. observaron que la actividad 

anticancerígena de sus PEG-NPsAu con QE, alteraron la morfología de las células 

MCF-7, teniendo formas irregulares y algunas otras se rompían. Mientras que con 
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células HeLa, no se observaron cambios en la morfología de su membrana, 

incluso después de haber sido expuestas con las PEG-QE-NPsAu (RL2 y RL3) a 

las diferentes concentraciones, con las condiciones de síntesis y ensayo no 

presentaron toxicidad, ver Figura 18 (a)-(c). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Micrografías ópticas de (a) células HeLa sin tratamiento, (b) células HeLa con las PEG-

QE-NPsAu (RL2) con 500 ug/mL y (c) células HeLa con las PEG-QE-NPsAu (RL3) con 500 ug/mL 

después de 24 horas de incubación, lavadas con PBS. 
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12.2 Resultados del ensayo LDH 

El ensayo LDH permite la detección rápida y sensible de la liberación de LDH hacia 

el fluido extracelular (medio de cultivo) para evaluar el daño causado a la membrana 

plasmática y conocer el nivel de muerte celular y citotoxicidad de los cultivos.  

En el ensayo LDH los controles, son para observar la liberación de LDH, en la Figura 

19 están los controles HeLa tratadas con Triton X, que se le asignó un porcentaje 

del 100% del daño causado por la liberación de LDH, además de un control HeLa 

sin tratar, por lo que las células liberaron un 19.88% al normalizarlas con el Triton 

X, ese 19.88% es de la liberación del estado basal, el control DMSO (daña las 

células) es otro control de muerte que aumenta la liberación de LDH por ser una 

sustancia tóxica.  

 

 

Figura 19. Viabilidad de células HeLa, en términos de la reducción de LDH, después 24 h de 

exposición a diferentes concentraciones de las muestras RL2 y RL3 de PEG-QE-NPsAu, sintetizadas 

por sonoquímica in situ a 26 kHz. Los resultados representan la media de triplicados técnicos y la 

desviación estándar. Se agregaron controles de células sin tratamiento, de muerte por DMSO y 

control lisis usando Triton X. 
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Al tratar las células HeLa con las PEG-QE-NPsAu, en los resultados se observó una 

menor liberación de LDH en presencia de las PEG-QE-NPsAu, por lo que en los 

resultados no se tuvieron cambios significativos. En RL2 la liberación de LDH fue 

mínima del 11% aproximadamente a concentraciones altas, por ejemplo, del 11.98 

% a 500 ug/mL de concentración de PEG-QE-NPsAu. 

Aunque con RL3 se libera más LDH, se observa que los rangos de valores de las 

barras están por debajo de la liberación natural de las células HeLa sin tratar, como 

con la barra azul con un valor de 12.42%. Con esta técnica podemos decir que a 

diferencia de MTS, donde se observó una tendencia en RL2 y RL3, en LDH no la 

hay, porque no se conoce algún otro factor que pueda estar causando daño a la 

membrana celular, hacen falta más estudios para conocer ampliamente este punto.   

13 Resumen de resultados. 

 Se obtuvieron coloides de PEG-QE-NPsAu poliformes, con el método 

asistido por radiación ultrasónica in situ que emplea una frecuencia de 26 

kHz y una amplitud del 50%, utilizando QE como agente reductor y PEG 400 

como agente estabilizador. 

 El resultado obtenido por UV-Vis mostró la desaparición de la señal de Au3+ 

la cual aparece a 310 nm lo cual sugirió una reducción completa del precursor 

(Au3+) y la formación de las PEG-QE-NPsAu con un SPR localizado alrededor 

de 528 nm.  

 En el caso de TEM, se observó que las NPs se encuentran en un rango de 

tamaños entre los 10 y 25 nm (TEM).  Los núcleos metálicos de oro de las 

NPs muestran una capa o superficie que los rodea con la parte orgánica de 

PEG y QE con un espesor de 2.5 nm. 

 Los análisis con DLS y Potencial Z indicaron que los coloides de PEG-QE-

NPsAu mostraron un Hd de 142.7 nm (PdI = 0.294) y una carga superficial de 

-14.96 mV al pH fisiológico. 

 Con Raman y FTIR se identificaron las bandas características de QE y PEG, 

a 528 cm-1 para CO y el estiramiento del CH2 a 2882 cm-1 en PEG, y aparece 

una nueva banda para la interacción PEG-QE en 2980 cm-1 que se desplaza 
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ligeramente y disminuye en intensidad a 2079-2971 cm-1, mientras que las 

señales en 3397 y 3266 cm-1 características de las elongaciones o 

estiramiento -OH  para la quercetina, se ven drásticamente disminuidos o 

desaparecen,  lo que sugiere una interacción Au-QE y PEG. 

  Por lo tanto, los coloides de QE-NPsAu pegiladas estables que contienen 

QE fueron sintetizadas y caracterizadas con éxito, en la perspectiva de 

generar nuevos conocimientos y proponer alternativas innovadoras basadas 

en nanotecnología verde para mejorar el rendimiento del tratamiento contra 

el cáncer. 

 En MTS, una ligera disminución de la viabilidad celular ocurre con PEG-QE-

NPsAu a diferentes concentraciones en HeLa, disminuye la actividad 

metabólica al 80%, de manera similar para todas las demás muestras 

evaluadas. Por lo tanto, las PEG-QE-NPsAu no se consideran tóxicas. Los 

resultados de LDH también indicaron que no hubo daño en la membrana 

celular a las diferentes concentraciones de PEG-QE-NPsAu utilizadas, esto 

es, al 12% y 16%, para RL2 y RL3, respectivamente. Sin embargo, se 

necesitan más pruebas de toxicidad de controles de QE, PEG y HAuCl4 

3H2O, individualmente y de técnicas de microscopía avanzadas para 

determinar si de manera individual el QE-NPAu o el PEG-NPAu pueden 

causar algún daño a la membrana celular cuando no actúan de manera 

conjunta. 
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14 Conclusión. 

La variación de la concentración del agente reductor y/o del agente estabilizador en 

el proceso de síntesis de las PEG-QE-NPsAu asistido por radiación ultrasónica de 

alta frecuencia manifestó tener una influencia directa en el tamaño, forma y 

estabilidad de éstas. Como así se confirmó, cuando se comparó con los resultados 

obtenidos por UV y método de Haiss y DLS para el caso de baño ultrasónico, en 

donde las PEG-QE-NPsAu obtenidas fueron de mayor tamaño.  

Los coloides PEG-QE-NPsAu obtenidas por radiación ultrasónica de alta frecuencia 

no mostraron toxicidad de acuerdo con los ensayos por MTS y LDH. 

Por lo tanto, las QE-NPsAu pegiladas estables fueron sintetizadas y caracterizadas 

con éxito, en la perspectiva de generar nuevos conocimientos y proponer 

alternativas innovadoras basadas en nanotecnología verde para mejorar el 

rendimiento del tratamiento contra el cáncer. 
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