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RESUMEN 
 

En México, el cáncer cervicouterino es el segundo cáncer de mayor incidencia en mujeres 

después del cáncer de mama. Su diagnóstico se realiza por estudios de patología que dependen 

de la experiencia y habilidad del patólogo, así como el grado de transformación lo suficientemente 

avanzado para detectarse por cambios morfológicos a nivel celular. La espectroscopía Raman, 

ofrece una nueva posibilidad como herramienta diagnóstica capaz de detectar cambios 

fenotípicos a nivel molecular. Una muestra tan compleja como las de origen biológico, implica la 

dificultad para establecer su huella molecular y sus alteraciones. La solución a este problema es 

aplicar la espectroscopía Raman de superficie mejorada (SERS) para resolver y amplificar las 

múltiples señales presentes en el espectro. En este trabajo se logró la síntesis de nanopartículas 

de plata (AgNPs) esféricas de 11.5 nm de diámetro con una resonancia del plasmón de superficie 

localizado característico de estas, donde el efecto del ácido mercaptopropiónico indujo la 

resonancia colectiva debido a la generación de cúmulos. Se determinó que la mejor condición 

inductora de SERS para el aumento y resolución del espectro Raman de la línea celular tumoral, 

HeLa®, fue la quimioadsorción a pH 12 a la concentración final de 0.01 mM de MPA. El impacto 

del incremento en las bandas del espectro Raman en las regiones correspondientes a lípidos y 

ácidos nucleicos están altamente relacionadas con la diferenciación de los estadios del cáncer.  

 

Por lo tanto y debido al modelo utilizado, este estudio podría beneficiar a la detección oportuna 

de lesiones escamosas intraepiteliales de bajo y alto grado de cérvix. 
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 INTRODUCCIÓN 

 

Siempre se ha buscado el implementar las nuevas tecnologías en el campo de la medicina, lo 

que de un principio se desarrollaba para su uso en la industria o en la investigación después 

buscaba su lugar en la clínica. Un área que ha tomado fuerza en los últimos años es la 

bioespectroscopía, que es la aplicación de las espectroscopías clásicas, como la resonancia 

magnética nuclear, para coadyuvar en el diagnóstico, pronóstico y seguimiento de patologías 

(Vennes D, 2009; Gajjar K y cols, 2014). Entre estas espectroscopías está la espectroscopía 

Raman, que se basa en el estudio de la dispersión de la luz después de incidir sobre una molécula 

(Ferraro J y cols, 2003). 

El cáncer, en general, se encuentra entre las enfermedades de mayor morbimortalidad a 

nivel mundial, y son las patologías de mayor interés en la investigación. El cervicouterino es uno 

de los de mayor incidencia en los países en desarrollo, entre ellos México, ocupando el segundo 

lugar de incidencia en pacientes femeninos que cursan con algún tipo de estas enfermedades en 

nuestro país, después del de mama (IARC, 2012; WHO, 2016). Actualmente el diagnóstico del 

cáncer cervicouterino se realiza por el estudio bajo el microscopio de raspados de este tejido en 

búsqueda de anormalidades, quedando abierto a subjetividad y a dependencia de la habilidad y 

experiencia del patólogo. Se ha demostrado que la espectroscopía Raman es capaz de detectar 

cambios fenotípicos a nivel molecular que pueden llegar a relacionarse con alguna patología 

específica, lo cual abre las puertas al uso de esta huella molecular y sus alteraciones para un 

posible diagnóstico oportuno (Keller y cols, 2008; Hung y cols, 2012; Duraipandian S y cols, 2014; 

Lin J y cols, 2014). 

En este trabajo se buscó el aprovechamiento de la tecnología Raman, sintetizando 

nanopartículas de plata modificadas capaces de inducir un efecto de espectroscopía Raman de 

superficie mejorada en la línea celular HeLa® como primer paso para establecer las condiciones 

óptimas para amplificar y resolver sus espectros Raman. 
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JUSTIFICACIÓN 

 

El cáncer cervicouterino en México ocupa el segundo lugar de incidencia, a pesar de que existe 

una vacuna. La morbilidad y mortalidad asociadas a cualquier patología está directamente 

relacionada con la etapa de detección. En este sentido, la utilización de técnicas como la 

microespectroscopía Raman de superficie mejorada es una alternativa novedosa, que presenta 

ciertas ventajas sobre las convencionales, sobre todo la alta sensibilidad para detectar cambios 

asociados con la huella molecular de células y tejidos. El lograr mejorar la resolución o intensidad 

espectral Raman de células tumorales derivadas de cáncer cervicouterino (HeLa®) utilizando 

nanopartículas metálicas, dará base a futuras investigaciones sobre el posible uso de esta 

tecnología para detectar los cambios fenotípicos relacionados con las distintas etapas de 

diferenciación (lesiones escamosas intraepiteliales de bajo y alto grado). Y con ello, la detección 

temprana y oportuna del cáncer cervicouterino, el cual ocupa uno de los primeros lugares de 

incidencia a nivel mundial. 
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OBJETIVOS 

 

Objetivo General 

 

Sintetizar y caracterizar nanopartículas de plata modificadas con ácido mercaptopropiónico con 

capacidad de aumentar la intensidad y resolución espectral Raman de células HeLa®. 

 

Objetivos Particulares 

 

 Sintetizar nanopartículas de plata de tamaño y estructura adecuada para la inducción del 

aumento en la intensidad o resolución del espectro Raman. 

 Modificar las nanopartículas de plata con ácido mercaptopropiónico y evaluar su capacidad 

de mejorar la intensidad o resolución espectral Raman. 

 Obtener la firma espectral Raman de células HeLa® utilizando la línea láser de 785 nm. 

 Determinar las condiciones para la inducción de la espectroscopía Raman de superficie 

mejorada con nanopartículas de plata modificadas con ácido mercaptopropiónico en células 

HeLa®. 
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ANTECEDENTES 
 

Cáncer 

 

Las células de un organismo pluricelular están dedicadas a la colaboración, coordinando su 

comportamiento según le sea indicado por el conjunto de señales enviadas y recibidas. Cambios 

moleculares de cualquier naturaleza que rompan esta armonía se traduce como problemas para 

el mantenimiento y control celular. Por ejemplo, una mutación puede dar a una célula una ventaja 

sobre sus vecinas permitiéndole crecer y dividir de forma más rápida y vigorosa, convirtiéndose 

así a una célula fundadora de una clona mutante; esta es la base del cáncer: enfermedad en la 

que una sola célula mutante comienza a prosperar a costa de sus vecinas, pudiendo destruir al 

tejido (Alberts B. y cols., 2014). 

Los cánceres son considerados las enfermedades de mayor morbilidad y mortalidad, 

estimándose que aproximadamente el 20% del total de la población en los países desarrollados 

morirá debido a las complicaciones de algún tipo de cáncer (WHO, 2016). Estas patologías se 

clasifican de acuerdo al tejido y al tipo de célula del cual se originan (Figura 1). Es importante 

destacar que, entre los carcinomas, los de mayor incidencia son los del tracto reproductivo. 

Entonces tenemos: carcinomas, que son de origen epitelial, y son el tipo más común en humanos 

(80% caen en esta clasificación); sarcomas, que provienen de tejido conectivo o células 

musculares; y las leucemias y linfomas, derivados de leucocitos y sus precursores (Alberts B. y 

cols., 2014). 

Una parte significante de los cánceres (aproximadamente 15% del total de estos) se deben 

a mecanismos que involucran a virus, bacterias o parásitos. Los principales agentes asociados 

como causantes de cáncer son virus de ADN. Por ejemplo, el cáncer de hígado es común en los 

países donde hay un alto índice de portadores del virus de la hepatitis B (HBV) y que muestran 

signos de una infección crónica por este ente viral (Alberts B y cols., 2014). Otros ejemplos son 

virus Epstein-Barr (EBV), causante de linfoma de Burkitt; y el virus del papiloma humano (HPV), 

que es reconocido como agente inductor de cáncer cervicouterino (WHO, 2016; CDC, 2016). 
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Figura 1: Diferentes tipos de cáncer y su incidencia anual. 

Imagen traducida de Alberts B y cols. 2014. 

 

 

La infección por el virus del papiloma humano (HPV) es la más común del tracto 

reproductivo de origen viral, donde la mayoría de los hombres y mujeres sexualmente activos 

sufrirán de la infección en algún punto de su vida, e incluso algunos se infectarán múltiples veces. 

La mayor incidencia de la primoinfección para ambos géneros es al momento de haber iniciado 

su vida sexual. Aunque el 90% de las infecciones son autolimitadas y terminan sanando por 

completo, el resto de las infecciones persisten y progresan a la formación de cáncer 

cervicouterino, por lo que se relaciona directamente a este virus como un importante agente 

causal de este cáncer (WHO, 2016). 

A nivel mundial, el cáncer cervicouterino es el tercer tipo de cáncer más frecuente en 

mujeres con un estimado de 530 mil casos nuevos en 2012, representando además el 7.5% del 

total de muertes en mujeres a causa de algún tipo de cáncer. De esta porción estimada, de las 

más de 270 mil muertes por cáncer cervical cada año, el 85% ocurren en países subdesarrollados 

(IARC, 2012; WHO, 2016). En México, el cáncer cervicouterino es el segundo de mayor incidencia 

y mortalidad después del cáncer de mama. Con 13,960 casos reportados en 2012, representó el 
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16.9% de las pacientes cursando de algún tipo de cáncer en México. Se estima una incidencia 

de 28,500 casos nuevos por año y una mortalidad de 10 mil muertes por año (IARC, 2012). 

 

Cáncer Cervicouterino 

 

El cérvix constituye la parte inferior del útero y tiene la forma de un cilindro corto y ancho. Este 

conducto se abre en la cavidad vaginal y en la uterina. El epitelio que cubre el cérvix está 

organizado como epitelio escamoso estratificado (Figura 2, micrografía A). En el transcurso del 

ciclo menstrual este epitelio estratificado sufre cambios continuos. La proliferación celular 

normalmente ocurre en la región cercana a la lámina basal y van siendo desplazadas hacia el 

lumen cervical, al mismo tiempo que van madurando, y eventualmente se desprenden (Drake R 

y cols., 2004; Ross M y Pawlina W, 2007; Alberts B y cols., 2014). 

Ante la sospecha de que la paciente sufre de cáncer cervical, se solicita un raspado de 

este tejido donde se buscan alteraciones en las células que sugieren el inicio de una 

transformación cancerosa. En los epitelios dañados se observan distintas etapas mitóticas 

anormales y el cariotipo también se encuentra anormal, pero se mantienen confinadas a la lámina 

basal, siendo en esta etapa todavía fácil de eliminar al destruir al tejido o removerlo 

quirúrgicamente. Los patólogos describen estos cambios como neoplasia intraepitelial y la 

clasifican de bajo o alto grado (Ross M y Pawlina W, 2007; Alberts B y cols., 2014).  

En las lesiones de bajo grado (Figura 2, micrografía B), las células indiferenciadas en 

división no están confinadas a la lámina basal y ocupan otras capas en la tercera parte interna 

del epitelio; y a pesar de que la maduración se sigue dando en la parte externa del epitelio esta 

capa se encuentra algo desordenada. La mayoría de estas lesiones se eliminan y se recupera la 

normalidad en el tejido por sí mismo; sin embargo, aproximadamente el 10% de las pacientes 

con este tipo de lesiones progresan a convertirse a lesiones de alto grado (Figura 2, micrografía 

C) (Alberts B y cols., 2014). 

Sin tratamiento, la parte anormal del tejido puede persistir sin cambios o recuperarse. En 

el 30-40% de los casos, habrá una progresión que después de varios años dará lugar a un 

carcinoma invasivo (Figura 2, micrografía D). Las células cancerígenas entonces atraviesan o 

destruyen la lámina basal invadiendo el tejido vecino, pudiendo presentarse metástasis a ganglios 

linfáticos vecinos. El tratamiento quirúrgico se vuelve más difícil según avanza la invasión de las 

células transformadas (Alberts B y cols., 2014). 
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 Epitelio normal  
Neoplasia intraepitelial de 

bajo grado 
 
Neoplasia intraepitelial de 

alto grado 
 Carcinoma invasivo  

 

Figura 2: Estados de la progresión en el desarrollo de cáncer del epitelio del cérvix uterino. 

Tinción con Hematoxilina y Eosina. Imagen tomada y traducida de Alberts B y cols., 2014. 

 

 

 

Figura 3: Micrografías de un raspado del epitelio cervical uterino. 

Tinción de Papanicolaou. A) Las células son grandes y bien diferenciadas, con un núcleo bien 

diferenciado. B) Lesión pre-cancerosa (grado no definido), con proliferación y diferenciación 

anormales pero sin ser una lesión invasiva. Las células están en distintos estadios de maduración. 

C) Carcinoma invasivo: las células aparecen indiferenciadas, con escaso citoplasma y núcleos 

grandes. Tomada de Alberts B y cols., 2014. 
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Bioespectroscopías 

 

Las espectroscopías son herramientas de gran utilidad en la química para el análisis de 

compuestos y se basan en el estudio de las interacciones de distintas radiaciones y la materia, y 

se clasifican por la radiación que utilizan según la región del espectro electromagnético, pudiendo 

ser entonces rayos gamma (γ), rayos X, ultravioleta (UV), visible, infrarrojo (IR), microondas y de 

radiofrecuencia (Skoog D y cols., 2013). 

La interacción de un analito con la radiación electromagnética puede resultar en distintos 

cambios en este, desde cambios de espín y orientación (microondas) hasta cambios en su 

configuración en los enlaces (IR), en la distribución electrónica (UV/Vis, Rayos X) o de 

configuración nuclear (Rayos γ). Entonces, la medición de la cantidad de radiación producida o 

absorbida por las especies moleculares o atómicas en estudio son el principio de estas 

herramientas (Skoog D y cols., 2013). 

De forma general, en estas técnicas, la muestra se encuentra predominantemente en su 

estado basal de energía y es estimulada con radiación provocando que algunas de las especies 

del analito experimenten una transición hacia un estado de mayor energía. La información sobre 

esta interacción entre la radiación y la materia se adquiere al medir la radiación absorbida o 

emitida durante la transición de regreso al estado basal de energía (Skoog D y cols., 2013). 

Las bioespectroscopías o espectroscopías clínicas son las aplicaciones de las 

espectroscopías tradicionales para el estudio y análisis de muestras de tejidos vivos o fluidos 

corporales (Vennes D, 2009; Gajjar K y cols., 2014). Estas técnicas presentan la ventaja de 

brindar información sobre la composición y conformación molecular de la muestra, a diferencia 

de otras herramientas de uso rutinario en los laboratorios de análisis clínicos como los 

inmunoensayos convencionales, que se limitan a dar información de sus epítopes (Fogarty S, 

2014). 

 

Espectroscopía Raman 

 

La espectroscopía Raman se basa en la dispersión de un haz de luz polarizada a una sola longitud 

de onda proveniente de un láser. En el proceso de dispersión pueden ocurrir dos fenómenos: que 

la luz dispersada sea de la misma frecuencia que la luz incidente, fenómeno conocido como 

dispersión Rayleigh o elástica; o que la luz sea de diferente frecuencia, pues es absorbida por la 
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muestra y luego es reemitida con menor o mayor longitud de onda, siendo entonces una 

dispersión Raman, o inelástica (Ferraro J y cols., 2003). 

En el fenómeno de dispersión Raman la frecuencia de los fotones reemitidos se desplazan 

de dos formas: si la luz pierde energía, pues en la dispersión se involucra la activación de un 

modo vibracional del material, se le denomina Raman Stokes; si al contrario la luz gana energía 

al sumarse las energías vibracionales ya presentes en el material se le denomina Raman Anti-

Stokes (Ferraro J y cols., 2003). 

Para que ocurra la dispersión Raman debe de haber una interacción de la radiación 

electromagnética con la molécula, provocando cambios en la polarizabilidad gracias a la 

aplicación de un campo de fuerza externa, induciendo a los electrones a excitarse. Los modos 

vibracionales están ligados a los tipos de átomos, sus enlaces y a la simetría de la muestra, por 

lo que esta técnica nos proporciona información estructural. El modo de trabajo más utilizado es 

Raman Stokes, pues nos proporciona información de los modos vibracionales presentes en la 

muestra, lo cual se reporta como cm-1 tomando como origen la energía del haz incidente (Ferraro 

J y cols., 2003). 

Un sistema Raman convencional está conformado por cuatro componentes: 

 Laser, como fuente de luz de excitación; 

 Sistema óptico: iluminación de la muestra, recolección de la luz; 

 Filtro: selector de longitud de onda; 

 Detector. 

La espectroscopía Raman ayuda a determinar la estructura molecular mediante la 

detección de las vibraciones moleculares en sus enlaces. Cada molécula tiene una frecuencia 

vibracional única y es por esto que se considera una técnica de alta especificidad para la 

identificación molecular (Bunaciu y cols., 2017) y tiene el potencial de detectar simultáneamente 

todas las biomoléculas en una muestra, dando un espectro único llamado “huella molecular” para 

cada espécimen analizado. 

Un problema del estudio por Raman de los sistemas biológicos es la gran diversidad de 

moléculas presentes en las muestras; el interés de analizar en su totalidad los cambios en la 

estructura y conformación molecular de todo el sistema, crea la problemática de una pérdida en 

la resolución y disminución en la intensidad de los picos en el espectro Raman (Hung y cols., 

2012). La resolución y la intensidad de los estudios por Raman pueden ser aumentadas haciendo 

uso de nanopartículas metálicas, gracias a un efecto de espectroscopía Raman de superficie 

mejorada, SERS (por sus siglas en inglés, Surface-Enhanced Raman Spectroscopy o Surface-

Enhanced Raman Scattering) (Fogarty y cols., 2014; Henry A y cols., 2016). 
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Nanopartículas de Plata 

 

Las nanopartículas de plata (AgNPs) han tomado un importante lugar en la ciencia de los 

materiales y la electrónica por sus características como nanoconductores (Akbari B y cols., 2011; 

Sanz J y cols., 2013; Shekhar A y cols., 2014; Jiménez L y cols., 2016); y más recientemente en 

las últimas décadas en la medicina, por sus propiedades antitumorales, antibacterianas, o su 

aplicación en nuevas tecnologías y herramientas para el diagnóstico (Kim BYS y cols., 2010; 

Lohse SE y Murphy CJ, 2012; Tu Q y Chang C, 2012; Eckhardt S y cols., 2013; Vendrell M y cols., 

2013; Shekhar A y cols., 2014). 

 Existen diversas formas de sintetizar nanopartículas metálicas y la elección del método 

utilizado depende de su aplicación, es decir, se varían las condiciones de reactivos utilizados, 

concentración, temperatura, presencia de gases, exposición a la luz, entre otros factores, y el 

resultado será nanopartículas de distintas formas y tamaños, lo cual finalmente confiere a la 

nanopartícula sus propiedades características como es el plasmón (Ferraro J y cols., 2003; Lu H 

y cols., 2011; Izquierdo I y cols., 2012). 

 El plasmón es un efecto que se da por la conducción de los electrones libres en la 

superficie de las nanopartículas metálicas al ser excitados mediante un haz de luz incidente. 

Como consecuencia de esta excitación se produce una oscilación deslocalizada de los electrones 

confinados a la superficie de la nanopartícula. Para determinadas frecuencias de energía 

incidente, se produce un acoplamiento entre las frecuencias de la onda incidente y de la oscilación 

de los electrones; a este acoplamiento se le conoce como plasmón de superficie y es capaz de 

absorber algunas frecuencias de la luz incidente y de transmitir las frecuencias no absorbidas 

(Figura 4) (Rycenga M y cols., 2011). 

 

 

 

Figura 4: Plasmón de superficie de nanopartículas metálicas. 

Los electrones libres de la superficie de las nanopartículas se polarizan por acoplamiento al 

campo eléctrico de la luz incidente. Imagen tomada y traducida de Rycenga M y cols., 2011. 

  

Nanopartícula de plata 
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 La resonancia es máxima en las nanopartículas de los metales nobles (como el oro y la 

plata) y, cuando el diámetro de la nanopartícula es mucho menor que la longitud de onda 

incidente, la resonancia se produce en el campo visible del espectro electromagnético. Por lo 

tanto, una forma de evaluar el efecto del plasmón de las nanopartículas es determinando el 

espectro de absorción en la región del ultravioleta-visible. La frecuencia de resonancia y la 

anchura de banda de absorción obtenidos dependen entonces del tamaño y de la forma de las 

nanopartículas (Mayer K y Hafner J, 2011; Rycenga M y cols., 2011). 

La resonancia del plasmón de superficie localizado (Localized Surface Plasmon 

Resonance, LSPR, por sus siglas en inglés) es la respuesta óptica de las nanopartículas a la 

oscilación de los electrones, dependiendo de factores como la concentración de las 

nanopartículas, su distribución espacial y las propiedades de la matriz que las rodea, además de 

las características ya mencionadas como el tamaño y la forma. Para las nanopartículas de 

diámetro menor a los 20 nm, el ancho de banda del plasmón aumenta progresivamente a medida 

que disminuye el tamaño; cuando el diámetro es mayor a 20 nm la banda se desplaza a longitudes 

de onda más largas por la producción de multipolos dando una oscilación más compleja (Mayer 

K y Hafner J, 2011; Rycenga M y cols., 2011). 

En una dispersión coloidal de nanopartículas con un diámetro menor a los 20 nm, el LSPR 

permite la absorción de luz de la zona visible del espectro electromagnético cercano al ultravioleta 

(azul) y reflejan la luz correspondiente a la coloración de la solución coloidal resultante 

(normalmente cercano al amarillo-rojo). Esta absorción y reflejo de la luz se desplaza al aumentar 

el tamaño, la forma, el recubrimiento y el estado de agregación de las nanopartículas. Cuando el 

tamaño de las partículas metálicas alcanza dimensiones macroscópicas, las longitudes de onda 

del LSPR se desplazan a la región del infrarrojo del espectro electromagnético, siendo reflejado 

la mayor parte de la región del visible presentándose entonces un color claro traslúcido (Mayer K 

y Hafner J, 2011; Rycenga M y cols., 2011). 

 

Espectroscopía Raman de Superficie Mejorada 

 

La espectroscopía Raman de superficie mejorada (SERS) fue descubierta como consecuencia 

del interés en estudiar la naturaleza de moléculas sobre superficies metálicas, cuando Fleischman 

y cols., 1974 reportaron el espectro Raman de una monocapa de piridina adsorbida en un 

electrodo de plata. Poco después, Jean-maire y Van Duyne, 1977, y Albrecht y Creighton, 1977, 

notaron que la intensidad de la dispersión de las moléculas adsorbidas sobre este tipo de 
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superficies era de 105-106 veces más fuerte, lo cual dio inicio a la investigación en SERS. 

Actualmente se ha demostrado que las moléculas adsorbidas sobre una superficie de metal 

adecuada dan una dispersión de varios órdenes de magnitud superior que el de la molécula 

aislada o en solución (Ferraro J y cols., 2003). 

Entre las ventajas que presenta la SERS, comparado al Raman convencional, es el 

aumento en la resolución del espectro obtenido y que, gracias al mismo incremento en la 

dispersión, se pueden usar volúmenes pequeños de muestras alcanzando una sensibilidad 

analítica desde picomoles hasta femtomoles. Es de resaltar que este estudio se puede llevar a 

cabo en un equipo de Raman convencional con láseres de excitación en las regiones del espectro 

visible y del cercano al infrarrojo (Chase D y Parkinson B, 1988; Ferraro J y cols., 2003). 

El estudio por SERS depende de tres fenómenos principalmente: 

1. La excitación por plasmón de superficie: es el efecto de oscilación de electrones 

deslocalizados que se da entre dos fases. Esta deslocalización de electrones entre las dos 

fases se da de manera longitudinal por toda la superficie del metal, y se asocian a un campo 

electromagnético. Estas ondas de polarización de plasmón de superficie pueden ser excitadas 

de forma muy eficiente al incidir luz del espectro visible (Campion A y Kambhampati P., 1998). 

2. La forma de las nanopartículas y su densidad, siendo necesario cuidar la forma de las 

nanopartículas, procurando que tengan alguna imperfección para lograr obtener el efecto de 

plasmón de superficie y la distribución de las nanopartículas por la muestra; sobre todo en las 

muestras biológicas, donde el incremento de la dispersión es de uno o dos órdenes de 

magnitud comparado a los ocho o doce ordenes posibles en otro tipo de muestras (Lu H y 

cols., 2011). 

3. Longitud de onda de excitación, siendo posible con longitudes de onda del espectro visible 

(Ferraro J y cols., 2003). 

 

Espectroscopía Raman en Modalidad SERS y el Cáncer Cervicouterino 

 

Por su sensibilidad y capacidad de analizar muestras biológicas de diversos tipos, varios estudios 

dan a la espectroscopía Raman, en especial en su modalidad SERS, un gran valor como 

herramienta de análisis bioespectroscópico (Dieringer J y cols., 2005; Henry A y cols., 2016; 

Gajjar K y cols., 2016). 

 Gracias a que la vibración espectral es específica para cada grupo de moléculas 

(específicamente el tipo de enlace), revelan la huella molecular de muestras biológicas. Mediante 
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Raman se puede detectar cambios estructurales y en la composición molecular, por variaciones 

en el espectro, provocado por un proceso patológico o algún tipo de estrés. Por lo tanto, cualquier 

cambio en el espectro suficientemente específico para un estado puede ser utilizado como 

marcador fenotípico (Hung y cols., 2012). 

 Como se mencionó anteriormente, el diagnóstico de cáncer cervicouterino actualmente se 

confirma por medio de estudios de patología. Este tipo de diagnóstico depende desde la toma 

adecuada de la muestra, el procesamiento de la misma y, en gran medida, la experiencia del 

patólogo. Este tipo de diagnóstico puede caer en lo subjetivo, por la variabilidad entre los médicos 

patólogos, tanto para la confirmación del diagnóstico como para la categorización del grado del 

cáncer cervicouterino (Gajjar K y cols., 2016). 

Una gran variedad de estudios ha demostrado que existen diferencias en el espectro 

Raman de muestras biológicas durante un proceso patológico, por ello se propone aplicar el 

estudio de la huella molecular para el diagnóstico clínico de una gran variedad de patologías 

(Hung y cols., 2012; Jess y cols., 2007). Por ejemplo, en 2008, Keller y colaboradores reportaron 

espectros Raman de tejido epitelial normal y con lesiones escamosas intraepiteliales de bajo 

grado (Low-grade squamous intraepithelial lesión, LSIL por sus siglas en inglés) asociadas con 

la infección por HPV. En sus resultados, como se muestra en la Figura 5, encontraron un 

incremento en la intensidad de los picos asociados a ADN a 1334 cm-1 y 1802 cm-1 y un 

decremento en las señales entre 1000-1100 cm-1 y entre 1250-1350 cm-1 (asociados a lípidos) en 

los tejidos con LSIL a comparación de los tejidos normales. Tales diferencias en los espectros 

Raman demuestran la habilidad de esta técnica de discriminar entre células a diferentes estadios 

de cáncer cervicouterino y abren la posibilidad de su aplicación en el diagnóstico temprano en 

etapas de incluso pre-cáncer (Jess P y cols., 2007).  

 

 

 

Figura 5: comparación entre los espectros Raman de células con LSIL y normales de tejido 

de cérvix. Tomada de Keller y cols., 2008. 
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En otro estudio, Duraipandian S y cols., en 2014, estudiaron las lesiones escamosas 

intraepiteliales de bajo y alto grado (LSIL y HSIL, por sus siglas en inglés, respectivamente) con 

la línea láser 785 nm, encontrando diferencias en los espectros Raman (Figura 6) que dan inicio 

a la posibilidad de esta metodología para el monitoreo de las diferentes etapas precancerígenas 

del cáncer cervicouterino, así como un diagnóstico oportuno a nivel molecular. 

 

 

 

Figura 6: Diferencias entre los promedios de los espectros para cada patología probada. 

Se muestran los espectros Raman de células normales (verde), de LSIL (azul), y HSIL (rojo). 

Nótese que los espectros están desplazados verticalmente para su fácil observación. Debajo se 

muestran las diferencias entre los espectros de las células normales y las de LSIL (verde), las 

normales y de HSIL (azul), y entre las de LSIL y de HSIL (rojo). Los tres espectros fueron de 

intensidad similar, pero con la aparición de algunas señales. 
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Así mismo, en 2014, Lin J y cols., buscaron diferencias en los espectros Raman de células 

hepáticas y de células de hepatocarcinoma, con el uso de nanopartículas de plata en ambos 

tejidos para inducir un efecto SERS (Figura 7). En este estudio se encontró un aumento en la 

intensidad de la señal a 722 cm-1, sugiriendo una relación del aumento de esta señal con el estado 

patológico de cáncer de hígado. 

 

 

 

Figura 7: Espectros Raman obtenidos con inducción SERS por AgNPs. 

Abajo (en azul) se muestran las diferencias entre los espectros Raman de las células de 

hepatocarcinoma y las células de hígado sano. 

 

 

Sin embargo, a pesar del gran número de estudios que existen donde se observan 

espectros Raman distintivos de cada estadio de diferenciación tumoral, es necesario incrementar 

la intensidad de las bandas y revelar la presencia de otras que pueden enmascararse debido a 

una baja concentración del compuesto que da origen a la misma. Por ello, la implementación de 

técnicas como la SERS será de gran importancia para la aplicación del Raman en la clínica. Así 

mismo, el tipo, forma y nanoarquitectura utilizados generan incremento de ciertas bandas, por 

ello la búsqueda constante de compuestos estabilizadores y generadores de cambios en la 

estructura de las nanopartículas es importante para estandarizar una técnica para el estudio de 

células tumorales mediante microespectroscopía Raman modalidad SERS, pues dará las bases 

para futuras investigaciones para la obtención del espectro de células provenientes de muestras 
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de raspado cervical y de esta forma coadyuvar a una posible nueva herramienta de diagnóstico 

temprano. 

Buscando el mejorar la eficiencia del efecto plasmónico de las AgNPs sintetizadas, se 

funcionalizaron con el ácido 3-mercaptopropiónico (HSCH2CH2CO2H) por un proceso de 

quimioadsorción con el grupo tiol logrando aumentar las interacciones internanopartículares, para 

aumentar su densidad y mejorar su distribución. 
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METODOLOGÍA 

 

Síntesis de Nanopartículas de Plata 

 

Para la síntesis de nanopartículas de plata (AgNPs) se utilizó el método de reducción química en 

medio acuoso descrito por Lee y cols., 1982; y Clays K y cols., 1995 con modificaciones. La 

reacción consistió en calentar hasta 60 ºC 92 mL de agua deionizada (por sistema milliQ) en 

agitación constante a velocidad media. Una vez estabilizada la temperatura se añadió 2 mL de la 

solución de AgNO3 (Sigma-Aldrich, número de catálogo 209139-25G) con una concentración de 

10 mM (concentración final 0.2 mM); al transcurrir 5 minutos se agregó 5 mL de la solución de 

citrato de sodio (Sigma-Aldrich, número de catálogo S1804-500G) a una concentración de 10 mM 

(concentración final 0.5 mM). Con lo anterior se inició el proceso de nucleación de las 

nanopartículas y se dejó la reacción hasta 5 minutos. Se finalizó y estabilizó la reacción añadiendo 

7.2 mg de borohidruro de sodio (Sigma-Aldrich, número de catálogo 452882-100G) disuelto en 1 

mL de agua deionizada (concentración final 2 mM) y finalmente se dejó en agitación durante 30 

minutos en calentamiento a 60 ºC y protegido de la luz. 

Se ha reportado que el pH es un factor que afecta la forma de agregación de las AgNPs 

(Alqadi M y cols., 2014; Fang G y cols., 2016), además es un factor importante durante la reacción 

de quimioadsorción al desprotonar al grupo tiol del MPA. A la solución coloidal de AgNPs se le 

determinó el pH y posteriormente se ajustó añadiendo HCl 1 M o NaOH 3 M para obtener 

soluciones coloidales de pH 7, 8, 9, 10, 11 y 12. 

 

Modificación de las AgNPs con Ácido 3-Mercaptopropiónico 

 

Las AgNPs se modificaron por la adición del ácido 3-mercaptopropiónico (MPA, Sigma-Aldrich, 

número de catálogo M5801-5G) a concentraciones finales de 0.01 mM, 0.1 mM y 1 mM (Nie H y 

cols., 2014), disuelto en etanol al 100% (Sigma-Aldrich, número de catálogo E7023-1L). 

 Para la modificación se controlaron las condiciones de temperatura (ambiente, 25 ºC), 

exposición a la luz (cubiertos) y su exposición a la atmósfera, es decir, se realizó en tubo abierto 

(sistema abierto) o cerrado (sistema cerrado) limitando la presencia de oxígeno, que es otro factor 

que influye en la velocidad de reacción y morfología de las nanopartículas. 
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Caracterización de las AgNPs y las AgNPs@MPA 

 

Las AgNPs coloidales y las modificadas con MPA (AgNPs@MPA) se caracterizaron por 

espectrofotometría UV-Visible, microscopía electrónica de transmisión (Transmission Electron 

Microscopy, TEM) y dispersión dinámica de luz (Dynamic Light Scattering, DLS). 

 

Espectroscopía UV-Visible 

 

Se determinó el espectro UV-Visible de las AgNPs y las AgNPs@MPA en un espectrofotómetro 

lector de placas (BioTek®, modelo S1LFA Synergy HTX), haciendo una lectura de absorbancia 

desde 300 nm hasta 800 nm, con intervalos de 1 nm. 

 

Microscopía Electrónica de Transmisión 

 

Se obtuvieron micrografías de las AgNPs y las AgNPs@MPA por TEM (JEOL, JEM 2010 F 

operando a 200 kV) para determinar su morfología. 

 

Dispersión Dinámica de Luz 

 

Se estudiaron los distintos patrones de dispersión de la luz de las AgNPs y AgNPs@MPA 

utilizando la técnica DLS (Zetasizer Nano–ZS de Malvern Instruments, a 25ºC con un tiempo de 

estabilización de 120 segundos, láser de 633 nm y un ángulo de detección de 173º). 
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Cultivo y Preservación de la Línea Celular HeLa® 

 

Se cultivó la línea celular HeLa® en botellas de 25 cm2 con 7 mL de Medio de Cultivo Eagle 

Modificado de Dulbecco (DMEM, botella de 500 mL de GibcoTM GlutaMAXTM Supplement, 

HEPES, número de catálogo 10564-029 de ThermoFisher Scientific) y suplementado con 

penicilina 10 UI/mL, estreptomicina 0.5 mg/mL (10,000 unidades de penicilina y 10 mg 

estreptomicina por mL en 0.9% NaCl, esterilizado por filtración de Sigma-Aldrich, número de 

catálogo P0781) y piruvato de sodio 1 mM (100 mM de Sigma-Aldrich, número de catálogo 

S8636). Para el mantenimiento del cultivo se utilizó 5% de suero fetal bovino (SFB, Sigma-Aldrich, 

número de catálogo F4135-500ML), se incubó a 37 ºC, con 5% de CO2 y 90% de humedad. El 

cultivo celular se observó periódicamente. 

Cada tercer día se retiró el medio, se lavó el cultivo con solución salina fisiológica estéril 

y se agregó 7 mL de DMEM con 5% de SFB y suplementado. Cuando se conseguía una 

confluencia superior al 90% en el cultivo se retiraba el medio, se hacía un lavado con solución 

salina fisiológica y se añadían 300 μL de Tripsina-EDTA (Sigma-Aldrich, número de catálogo 

T4049-100ML), se incubaba por 5 minutos a 37 ºC y se añadían 2 mL de DMEM con 5% de SFB 

para inactivar la Tripsina. Se tomaba un 1 mL de la suspensión celular (pase) para colocarse en 

una nueva botella. Se añadían 6 mL de DMEM con 5% de SFB y suplementado a cada botella y 

se volvían a incubar a las condiciones antes descritas. 

 

Estudio SERS de Células HeLa® 

 

Se colocaron células HeLa® sobre portaobjetos de cuarzo y se obtuvieron los espectros Raman 

con la línea láser de 785 nm. 

 

Cultivo de Células HeLa® Sobre Portaobjetos de Cuarzo 

 

En una caja Petri se colocaron portaobjetos de cuarzo (sustrato) limpios y estériles. Se tomaron 

350 mil células de la suspensión del cultivo de la línea celular, al momento de realizar un pase, y 

se colocaron en la misma caja Petri sobre el sustrato. Se dejaron de 3 a 4 horas en forma de gota 

sobre el sustrato, para asegurar que las células estuvieran adheridas. Finalmente se añadieron 7 
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mL de DMEM al 5% de SFB y se incubaron a las condiciones antes descritas durante tres días 

para obtener una confluencia de 100%. 

 

Obtención de los Espectros Raman 

 

A los sustratos con el cultivo celular se les hicieron dos lavados con solución salina, para eliminar 

los componentes del medio de cultivo, y se fijaron las células con metanol frío por una hora a          

-20°C. Se hidrataron las células con PBS 1X por 30 minutos y se hizo un lavado con agua 

destilada. 

 Se hicieron 3 estudios Raman con la línea láser 785 nm a las células fijadas: sin 

nanopartículas, con AgNPs y con AgNPs@MPA. 

Los espectros Raman se obtuvieron en el equipo microscopio Raman confocal Alpha300 

el cual tiene una resolución de 1 cm-1, con un objetivo de 50X y se analizaron las regiones de 

700-1800 cm-1 (huella molecular) y 1800-2200 cm-1, realizando las medidas puntuales por célula 

con un tiempo de adquisición en cada punto de 300 segundos y con una potencia de 67 mW. 

 

Análisis de Datos 

 

Análisis de los Espectros UV-Visible 

 

Los espectros obtenidos de cada experimento y su repetición se promediaron y se analizaron con 

ayuda del software OriginPro versión 9.0, considerando la amplitud y distribución del espectro 

como indicadores de la formación y la calidad de las AgNPs y las AgNPs @MPA (Alqadi M y cols., 

2014; Fang G y cols., 2016). 

 Se evaluó el efecto de resonancia del plasmón de superficie localizado (Localized Surface 

Plasmon Resonance, LSPR, por sus siglas en inglés) con el cálculo del ancho total de la curva a 

la mitad de su altura máxima (Full Width at Half Maximum, FWMH, por sus siglas en inglés) de 

absorción. 

𝐹𝑊𝐻𝑀 = ∆𝜆𝐴𝑚á𝑥𝑖𝑚𝑎
2

; ∆𝜆 = (𝜆𝑚𝑎𝑦𝑜𝑟 − 𝜆𝑚𝑒𝑛𝑜𝑟)𝐴𝑚á𝑥𝑖𝑚𝑎
2
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Análisis de las Micrografías por TEM 

 

El análisis de las AgNPs y AgNPs@MPA obtenidas por TEM se realizó con ayuda del software 

DigitalMicrograph™ versión 3.7.1 de la compañía Gatan, donde se hicieron 3 mediciones del 

diámetro de 100 nanopartículas para cada condición probada y se promedió para cada condición. 

En la Figura 8 se presenta una vista de la pantalla general del software y algunos ejemplos de 

las mediciones realizadas a las AgNPs.  

 

 

 

Figura 8: Medición de las AgNPs por medio de TEM. 

El software especializado DigitalMicrograph™ respeta las medidas obtenidas por medio de TEM, 

permitiendo hacer una medición de cada nanopartícula. El único criterio de selección para la 

medición de las nanopartículas fue que se lograra observar su periferia, sin importar su forma o 

tamaño. 
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Análisis de los Espectros Raman 

 

Los espectros Raman obtenidos en estas tres condiciones se trataron con el programa Project 

Four+® del paquete de WITec Suite®, donde se eliminó el ruido, se hizo un suavizado del espectro 

y un ajuste de línea base. Los espectros resultantes se exportaron y analizaron en el programa 

OriginPro® versión 9.0, donde se promediaron y se estudiaron los desplazamientos en las bandas 

del espectro Raman, así como los cambios de intensidad. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

Síntesis de las AgNPs 

 

Durante este trabajo se llevaron a cabo múltiples síntesis de nanopartículas de plata por el 

método descrito en la sección de metodología, sin embargo, los resultados que se presentan son 

los análisis de datos promediados de las últimas dos síntesis (muestra, n=2) que fueron realizadas 

una vez estandarizadas las condiciones de síntesis y modificación. Para cada condición se 

determinó el espectro de absorción UV-Visible, el cual da información del tamaño, forma y 

distribución de las nanopartículas. En la Figura 9 se presenta el espectro UV-Visible de las 

AgNPs. Se puede apreciar la absorbancia máxima a los 392 nm. Este pico máximo de absorción 

indica que las nanopartículas tienen un tamaño aproximado de 7 nm de diámetro (Agnihotri S y 

cols, 2014). En dicho espectro se observa una curva única, por tanto, se asocia a la presencia de 

una población predominante en forma y tamaño, el ancho a la mitad de la absorción máxima 

(FWHM) fue de 76 nm, lo que indica una polidispersión de tamaños pequeños, que además 

presentan un buen tiempo de vida media del plasmón (Hartland G, 2011; Agnihotri S y cols, 2014). 
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Figura 9: Espectro de absorbancia UV-Visible de las nanopartículas de plata (AgNPs) en solución 

coloidal. 
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A la solución coloidal resultante de cada síntesis se le determinó el pH, que resultó con 

un valor de pH=10. Cada solución se dividió en volúmenes de 15 mL en frascos de vidrio ámbar, 

posteriormente se ajustó al pH obteniendo entonces soluciones de nanopartículas de plata a pH 

7, 8, 9, 10, 11 y 12. No se observó cambio de color en las soluciones en los diferentes valores de 

pH estudiados. Para conocer el efecto del pH sobre el plasmón de superficie de estas 

nanopartículas, se analizaron por espectroscopía UV-Visible, cuyos resultados se presentan en 

la Figura 10. El análisis de los espectros obtenidos se muestra en la Tabla 1, donde se observó 

que conforme aumenta el pH el FWHM de cada curva también aumenta, lo cual se relaciona a 

una vida media de plasmón disminuida más que a un cambio en la distribución de los tamaños 

de las nanopartículas (Hartland G, 2011). 
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Figura 10: Espectro UV-Visible de las AgNPs después de ser ajustado el pH. 
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Tabla 1: Cálculo de la resonancia de plasmón de superficie localizada. 

pH 
Amáx 
(u.a.) 

1/2Amáx 
(u.a.) 

λmenor, con 
1/2Amáx 
(nm) 

λmayor, con 
1/2Amáx 
(nm) 

FWHM 
[Δλ] 
(nm) 

7 0.888 0.444 366 417 51 

8 0.866 0.433 366 421 55 

9 0.876 0.438 363 420 57 

10 0.782 0.391 352 432 80 

11 0.750 0.375 352 434 82 

12 0.717 0.359 347 432 85 

Amáx: absorbancia máxima de la curva. λ: longitud de onda. FWHM: Ancho total a la mitad de la 

altura máxima de la curva (Full Width at Half Maximum). 

 

 

Modificación de las AgNPs y AgNPs@MPA 

 

Para la modificación de las AgNPs con MPA se probaron: dos condiciones atmosféricas con el 

tubo abierto (sistema abierto) o tubo cerrado (sistema cerrado); tres concentraciones del ácido, 

0.01 mM, 0.1 mM y 1 mM; y además seis valores de pH en las soluciones de AgNPs (pH 7, 8, 9, 

10, 11 y 12); obteniendo un total de 36 tratamientos diferentes. Para cada tratamiento se observó 

el cambio de color de la solución como indicativo de la modificación producida por el MPA (Figura 

11 y Figura 12), y se determinó el espectro de absorción UV-Visible (Figura 13, Figura 14, Figura 

15) después de diferentes tiempos (24, 48, 72 y 168 horas) para evaluar estabilidad de la 

reacción. En aquellos tratamientos donde visiblemente se perdió la suspensión coloidal, es decir 

que perdió el color y precipitó la plata, no se realizó la obtención del espectro de absorción y se 

anotó el tiempo máximo en el que todavía se observaba color. A las condiciones de modificación 

que mostraron persistencia con el mismo color y mismo espectro de absorción con respecto al 

tiempo se consideraron “estables”, y a las que terminaban con la precipitación de la plata como 

“inestables”. La precipitación de las AgNPs se manifestó como un aclaramiento de la solución y 

la formación de partículas de plata macroscópicas (precipitado color negro), posiblemente por el 

proceso normal de maduración de Ostwald (Agnihotri S y cols, 2014). 
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Figura 11: Soluciones de AgNPs@MPA en el sistema abierto a las 24 y 48 horas. 

 

 

 

Figura 12: Soluciones de AgNPs@MPA en el sistema cerrado a las 24 y 48 horas. 
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Figura 13: Espectros UV-Visible de AgNPs@MPA 0.01 mM. 

Seguimiento de la reacción de modificación de las AgNPs con MPA a cada pH, a una 

concentración final de 0.01 mM, con el sistema abierto (SA, sólida) o cerrado (SC, punteado).  
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Figura 14: Espectros UV-Visible de AgNPs@MPA 0.1 mM. 

Seguimiento de la reacción de modificación de las AgNPs con MPA a cada pH, a una 

concentración final de 0.1 mM, con el sistema abierto (SA) o cerrado (SC).   
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Figura 15: Espectros UV-Visible de AgNPs@MPA 1 mM. 

Seguimiento de la reacción de modificación de las AgNPs con MPA a cada pH, a una 

concentración final de 1 mM, con el sistema abierto (SA) o cerrado (SC).   
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Los tratamientos donde no hubo un cambio apreciable de las AgNPs por la modificación 

con el MPA se dejaron de seguir a las 48 horas. En la Tabla 2 se indica el tiempo máximo en las 

que se encontraban todavía estables. 

 

 

Tabla 2: Tiempo de estabilidad* (en horas) de las AgNPs@MPA. 

[MPA] pH 7 8 9 10 11 12  

0.01 mM 48 48 48 48 <168 <168 

S
is

te
m

a
 a

b
ie

rto
 

0.1 mM 48 48 48 48 <72 <24 

1 mM <24 <24 <24 48 <168 <24 

0.01 mM 48 48 48 48 >168 >168 

S
is

te
m

a
 c

e
rra

d
o
 

0.1 mM 48 48 48 >168 <168 <24 

1 mM <24 <24 <24 48 <24 <24 

*hasta donde se dio seguimiento a cada condición que todavía era estable. 

 

 

A las condiciones de modificación que generaron AgNPs@MPA que mostraron ser 

estables según su espectro UV-Visible después de las 72 horas (Figura 16 y Tabla 2) se 

continuaron observando diario para encontrar aquellas que condujeron a mayor estabilidad. 

Finalmente, se eligieron las condiciones con una estabilidad en la modificación superior a las 168 

horas (Figura 17): condición #10 (pH 10, sistema cerrado, 0.1 mM de MPA), #11 (pH 11, sistema 

cerrado, 0.01 mM de MPA) y #12 (pH 12, sistema cerrado, 0.01 mM de MPA). El sistema cerrado 

confirió mayor estabilidad a las nanopartículas metálicas, debido a que una atmósfera oxidante 

provoca la agregación de las nanopartículas metálicas y con ello el proceso de coalescencia 

(formación de partículas de mayor tamaño). Por tanto, la formación de puentes de hidrógeno por 

los grupos carboxilos del MPA promueven la interacción entre las nanopartículas y con el sistema 

abierto, en conjunto, desestabilizan la solución coloidal hasta que se aglomeran totalmente (Polte 

J., 2015). 
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A B C D E F G 

 

Figura 16: Colores observados de las soluciones de AgNPs@MPA a las 72 h. 

Se muestran solo las reacciones que permanecieron estables a las 72 horas. Condiciones de 

reacción: sistema abierto: A) pH 11, 0.01 mM de MPA; B) pH 12, 0.01 mM de MPA; C) pH 11, 1 

mM de MPA. Sistema cerrado: D) pH 11, 0.01 mM de MPA; E) pH 12, 0.01 mM de MPA; F) pH 

10, 0.1 mM de MPA; G) pH 11, 0.1 mM de MPA. 

 

 

 

Figura 17: Soluciones de AgNPs@MPA después de 168 horas. 

De izquierda a derecha: pH 10, 0.1 mM de MPA; pH 11, 0.01 mM de MPA; pH 12, 0.01 mM de 

MPA. 

 

 

Características Morfológicas de las AgNPs y AgNPs@MPA 

 

De las tres condiciones que presentaron mayor estabilidad (#10, #11 y #12), se seleccionaron 

dos AgNPs@MPA para la caracterización morfológica mediante microscopía electrónica de 

transmisión (TEM), y como control para cada condición de modificación se tomó a sus respectivas 

AgNPs en la solución con el mismo pH. En las micrografías obtenidas de alta resolución (Figura 

18), se observó que las nanopartículas eran mayoritariamente de forma esférica, pero también 

encontramos elipsoides y con forma hexagonal bipiramidal, con un diámetro promedio de 11.6 ± 

2.2 nm (Tabla 3). Para cada tratamiento se midieron 100 AgNPs (a partir de las imágenes de 

107×107 nm), a cada una de ellas se les determinó el diámetro en al menos tres ocasiones, y 

posteriormente se determinó la media y desviación estándar. 

La modificación con MPA no tuvo efecto sobre el tamaño de las nanopartículas, sin 

embargo, se encontró un aumento en la forma hexagonal bipiramidal, y se observó una mono-
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dispersión de las AgNPs independientemente del tratamiento, sin embargo, el ajuste de pH a 12 

genera un comportamiento más homogéneo (curva Gaussiana). La figura 19 muestra la 

frecuencia en la que se presentó cada tamaño desde 6 hasta 18 nm de diámetro. 

 

 

  A   B  C 

Figura 18: Micrografías de las AgNPs y AgNPs@MPA obtenidas por TEM. 

AgNP individual con forma A) esférica, B) elipsoide, C) hexagonal bipiramidal. Imágenes de 

22×22 nm. 

 

 

Tabla 3: Tamaños estimados de las AgNPs medidas por TEM. 

 Diámetro ± SD (nm)  Diámetro ± SD (nm) 

Control pH 10 11.2 ± 2.1 Condición #10 11.6 ± 2.1 

Control pH 12 11.6 ± 1.9 Condición #12 12.1 ± 2.7 

SD: desviación estándar. 
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AgNPs control pH 10 

 

AgNPs control pH 12 

 

AgNPs@MPA condición #10 

 

AgNPs@MPA condición #12 

 

Figura 19: Dispersión de las AgNPs y AgNPs@MPA medidas por TEM. 

La escala es en nanómetros de diámetro y se muestra la frecuencia para cada tamaño (± 0.5 nm). 

 

 

De forma complementaria al TEM, se analizaron las AgNPs por dispersión dinámica de la 

luz, indicando la formación de cúmulos de nuestras nanopartículas por la presencia de dos picos 

alrededor de 50 nm y otro en 300 nm. Lo cual concuerda con el incremento en el ancho de las 

curvas en el espectro UV-Visible en los pH de 10 a 12 comparados con los pH de 7 a 9 que 

presentan un solo pico de mayor intensidad y menos ancho. Con la adición de MPA a pH de 11 

y 12 se observó un incremento en el diámetro hidrodinámico. Por lo tanto, la funcionalización con 

MPA, y con ello la adición de grupos carboxilos a las nanopartículas, promueve las interacciones 

entre las nanopartículas por puentes de hidrógeno y da el ensamblaje de las AgNPs en cúmulos. 

La formación de los cúmulos explica el efecto sobre la resonancia del plasmón de superficie 

localizada, donde la presencia de otro pico ancho en 365 nm del espectro UV-Visible y la 

disminución en intensidad del pico a 392 nm se debe a la resonancia en colectivo de las 

AgNPs@MPA y, posiblemente, a la actividad magneto-óptica de estas, lo que se conoce como 

magnetoplasmón (Yao H y Shiratsu T, 2016; Xia N y cols., 2017). 
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Tabla 4: Diámetro hidrodinámico de las AgNPs (nm ± SD). 

pH Controles Modificadas 

10 
52.95 ± 11.4 
328.2 ± 137 

12.84 ± 11.1 
313.4 ± 119 

11 250.4 ± 66.2 
80.38 ± 22.0 
420.7 ± 141 

12 
44.56 ± 10.3 
318.4 ± 108 

52.92 ± 13.8 
374.0 ± 123 

SD: desviación estándar. 

 

 

Estudio SERS de Células HeLa® 

 

Las células HeLa® se mantuvieron activas en cultivo de forma constante y en cada pase se 

tomaron 350 mil células, se incubaron para asegurar su adherencia y se fijaron con metanol sobre 

el cuarzo. Para el estudio Raman, se buscaron células con la morfología típica de esta línea 

celular con ayuda del sistema óptico integrado en el equipo Alpha300 (Figura 20). 

En cada experimento se comenzó con el análisis de células control y se procedió a añadir 

las AgNPs o AgNPs@MPA según cada condición probada. La adición de las AgNPs o 

AgNPs@MPA fue por capilaridad, al cubrir al sustrato con un cubreobjetos y añadiendo 15 µL 

lateralmente de la solución coloidal correspondiente. Como resultado de este análisis, se 

obtuvieron los espectros Raman con la adición de las AgNPs@MPA de las tres condiciones 

seleccionadas, las nanopartículas sin modificar (AgNPs al pH correspondiente) y el control sin 

nanopartículas. Se indican en cada espectro las señales más importantes y el tipo de enlace o 

naturaleza molecular al que se asocian (Movasaghi Z y cols., 2007). 

 

 

    
Figura 20: Micrografías de células HeLa® fijadas sobre el cuarzo. 

El punto sobre cada imagen indica el sitio aproximado donde incidió el láser. 
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 Los resultados del análisis Raman para cada tratamiento (Figura 21, Figura 22, Figura 

23), indica que fue posible observar el efecto SERS al usar AgNPs y AgNPs@MPA. En los 

espectros, se destaca la aparición de nuevas señales correspondientes a lípidos, carbohidratos 

y proteínas. La condición de mayor aumento de intensidad, fue la condición #12 (hasta 4 veces 

más intenso que el control), seguida de la #11 (hasta 3.5 veces más intenso que el control); 

además, en ambas condiciones se lograron resolver las señales que en el control y en la condición 

#10 no aparecen en la región de 1100 cm-1 a 1300 cm-1 que se relacionan a distintos lípidos. Por 

otra parte, tanto en la condición #11 como #12, se perdió resolución en las regiones de 750 cm-1 

a 900 cm-1, y de 1300 cm-1 a 1500 cm-1 al producir un aumento en estas señales provocando su 

solapamiento. 
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Figura 21: Comparación entre los promedios de los espectros Raman de las AgNPs@MPA 

Condición #10, AgNPs y su control. 

Promedio de los espectros: Control n=9; AgNPs n=5; AgNPs@MPA n=5. 
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Figura 22: Comparación entre los promedios de los espectros Raman de las AgNPs@MPA 

Condición #11, AgNPs y su control. 

Promedio de los espectros: Control n=9; AgNPs n=6; AgNPs@MPA n=5. 
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Figura 23: Comparación entre los promedios de los espectros Raman de las AgNPs@MPA 

Condición #12, AgNPs y su control. 

Promedio de los espectros: Control n=9; AgNPs n=7; AgNPs@MPA n=6. 

 

 

Con la síntesis y modificación de las AgNPs@MPA se logró inducir el efecto SERS, 

mejorando la intensidad y la resolución de los espectros Raman de las células HeLa®. La 

formación de un plasmón conjugado de las nanopartículas, por su gran proximidad, mejora el 

efecto de resonancia del plasmón de superficie localizado (LSPR), aumentando las interacciones 

entre nanopartículas fomentando la formación de cúmulos. El arreglo de las AgNPs@MPA en 

cúmulos fue el responsable del cambio en el LSPR por resonancia colectiva. Dicho efecto 

promovió el incremento en la intensidad de las señales presentes en los espectros sin AgNPs y 

de las señales apagadas en la región de 1100 cm-1 a 1300 cm-1 del espectro Raman de las células. 
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de ácido mercaptopropiónico (MPA) fue la de menor diferencia entre el efecto inducido por las 

AgNPs y las AgNPs@MPA. A pH 11 con 0.01 mM del MPA hubo una pérdida importante de 

resolución en la región de 1300 cm-1 a 1500 cm-1 (principalmente asignada a lípidos). El mejor 

resultado se obtuvo con un pH 12 con 0.01 mM de MPA donde mejoró la intensidad y la resolución 

del espectro Raman, lo cual se asoció al mayor pH que es un factor importante en el proceso de 

quimioadsorción para la funcionalización. 
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CONCLUSIONES 

 

Se logró la síntesis de nanopartículas de plata (AgNPs) esféricas de 11.5 nm de diámetro con 

una resonancia del plasmón de superficie localizado característico de estas, donde el efecto del 

ácido mercaptopropiónico indujo la resonancia colectiva debido a la generación de cúmulos. Se 

determinó que la mejor condición inductora de SERS para el aumento y resolución del espectro 

Raman de la línea celular tumoral, HeLa®, fue la quimioadsorción a pH 12 a la concentración final 

de 0.01 mM de MPA. 

El impacto del incremento en las bandas del espectro Raman en las regiones 

correspondientes a lípidos y ácidos nucleicos están altamente relacionadas con la diferenciación 

de los estadios del cáncer. Por lo tanto y debido al modelo utilizado, este estudio podría beneficiar 

a la detección oportuna de lesiones escamosas intraepiteliales de bajo y alto grado de cérvix. 
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RECOMENDACIONES 

 

Se recomienda probar una variación en el tiempo de integración y en otras regiones de las células 

HeLa®. En recientes estudios se ha reportado que las mejores condiciones para el estudio de 

sistemas biológicos es el láser a una mayor intensidad (80-100 mW) con un menor tiempo de 

integración (desde 1 s hasta 90 s) (Mahadevan‑Jansen A y cols, 1998; Robichaux‑Viehoever A y 

cols., 2007; Kanter EM y cols., 2009; Duraipandian S y cols., 2012; Duraipandian S y cols, 2013), 

mientras que en este trabajo fue un tiempo de adquisición de 300 segundos con el láser a su 

máxima potencia (67 mW).  
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ANEXO A: PRODUCTOS 
 

Presentación de cartel en dos congresos 

Título: Synthesis and Characterization of Silver Nanoparticles Modified with MPA to 

Enhancement Raman Signal. 

Congreso internacional: 4th International Conference on Nanotechnology in Medicine, 09 de 

noviembre de 2016, Polonia. 

Congreso nacional: XXI reunión universitaria de investigación en materiales, 03 de diciembre 

de 2016, México. 

Resumen: Surface Enhancement Raman Spectroscopy (SERS) is an analytic technic that have 

been recently studied for biomedical application, like tumor cell differentiation in diagnosis of 

cancer. The enhancement depends to size, shape and architecture of metal nanoparticles that 

are the most active SERS substrates. Although, silver nanoparticles (AgNPs) are more efficient 

than gold or cupper, in spite of their instability. In this sense, nanofabrication keeps being an active 

topic for new shape and architecture of AgNPs. In this work we propose to use AgNPs modified 

with 3-mercaptopropionic acid (MPA) as stabilization agent to create SERS substrates with 

different architecture. Silver nanoparticles were synthetized according to Agnihotri S. et. al. 2014, 

at final concentration of TSC (0.5 mM) and AgNO3 (0.2 mM) and NaBH4 (2 mM) at 60 ºC during 

30 min in darkness. The reactions were carried out at 7 to 12 pH with final concentration of 0.1 

and 0.01 mM of MPA, in the dark to end point. The results showed non modified AgNPs size of 

20-30 nm with a single and stretch plasmon band (peak at 395 nm). Once modified with MPA we 

observed non remarkable changes on the plasmon resonance spectra (little shifted at 400 nm). 

However up to 9 dramatically changes were observed, the plasmon resonance spectra being loss 

intensity and double broad band at 400 and 570 nm. The analysis of solid structure by atomic 

force microscopy identified high grade of agglomeration in contrast with the reaction carried out at 

7-8 pH. The better condition was 0.1 mM of MPA at 7-8 pH, where we observed zones with high 

degree of nanoarchitecture, formation of nanowires and lamellar structure induced by MPA 

modification and no changes in plasmon resonance spectra, hence we propose use as SERS 

substrate to detect changes in biochemical finger print of tumor cells by Raman spectroscopy. 
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ANEXO B: ESTABILIDAD EN SALES 
 

Con la exposición de las AgNPs y AgNPs@MPA a diferentes concentraciones de PBS se probó 

su estabilidad en un medio similar a las condiciones presentes en un sistema biológico. En el 

espectro de absorción de cada condición (Figura 24, Figura 25, Figura 26) se observó la perdida 

de estabilidad de la solución coloidal, resultando en la aglomeración y precipitación de las 

nanopartículas. Las AgNPs presentaron una resistencia mayor a la presencia de sales 

precipitando al estar expuestas a un 30% de PBS, en comparación a las AgNPs@MPA que al 

20% de PBS precipitaron. 

 

 

AgNPs en H2O 

300 400 500 600 700 800

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

A
b

s
o

rb
a

n
c
ia

 (
u

.a
.)

 (
A

g
N

P
s
/H

2
O

)

Longitud de onda (nm)

 00%

 10%

 20%

 30%

 40%

 50%

 60%

 70%

 80%

 90%

 100%

 

AgNPs en PBS 1X 

300 400 500 600 700 800

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0
A

b
s
o

rb
a

n
c
ia

 (
u

.a
.)

 (
A

g
N

P
s
/P

B
S

)

Longitud de onda (nm)

 00%

 10%

 20%

 30%

 40%

 50%

 60%

 70%

 80%

 90%

 100%

 
AgNPs@MPA en H2O 

300 400 500 600 700 800

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

A
b

s
o

rb
a

n
c
ia

 (
u

.a
.)

 (
A

g
N

P
s
@

M
P

A
/H

2
O

)

Longitud de onda (nm)

 00%

 10%

 20%

 30%

 40%

 50%

 60%

 70%

 80%

 90%

 100%

 

AgNPs@MPA en PBS 1X 

300 400 500 600 700 800

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

A
b

s
o

rb
a

n
c
ia

 (
u

.a
.)

 (
A

g
N

P
s
@

M
P

A
/P

B
S

)

Longitud de onda (nm)

 00%

 10%

 20%

 30%

 40%

 50%

 60%

 70%

 80%

 90%

 100%

 
Figura 24: Espectros de absorción UV-Visible para la condición #10.  
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Figura 25: Espectros de absorción UV-Visible para la condición #11.  
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Figura 26: Espectros de absorción UV-Visible para la condición #12. 


