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Resumen 

Síntesis y caracterización de nanopartículas de oro funcionalizadas con 

seroalbúmina bovina para aplicaciones biomédicas 

Como la hipertermia empleada para eliminar tumores es ineficaz y afecta a las 

células cancerosas y normales, la técnica basada en el efecto plasmónico de las 

nanopartículas de oro anisotrópicas (MBAuNPs, Multi-branched Gold 

Nanoparticles) está siendo explorada para mejorar la ablación térmica de tumores. 

Aquí nos propusimos sintetizar MBAuNPs potencialmente útiles para la ablación 

térmica de tumores (anisotrópicas, con diámetro  100 nm y absorción máxima de 

luz cercana al infrarrojo medio), funcionalizarlas con seroalbúmina bovina (BSA) 

para dirigirlas a las células endoteliales y determinar la hipertermia inducida por 

irradiación de las MBAuNPs con un láser a 808 nm en suspensiones acuosas y 

geles que simulan la piel. Sintetizamos MBAuNPs a partir de semillas áuricas en 

mezclas con variaciones en el contenido de semillas, HEPES e hidroxilamina. Sus 

propiedades ópticas se determinaron mediante el espectro ultravioleta-visible (UV-

VIS) durante y después de la síntesis, la forma y tamaño por microscopía 

electrónica de barrido y la concentración por espectroscopía UV-VIS y 

espectroscopía de masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS). Las 

semillas áuricas fueron esféricas con un diámetro medio de 18 nm y absorción 

máxima a 520 nm. Las 27 mezclas de síntesis generaron MBAuNPs con una 

concentración media de 6.9 × 109/mL, diámetros entre 95 y 160 nm y absorbancia 

máxima entre 640 y 873 nm. Para la funcionalización seleccionamos MBAuNPs 

con un diámetro medio de 97.5 nm y absorción máxima a 820 nm. El espectro UV-

VIS de las MBAuNPs-BSA tuvo un pico a 280 nm (idéntico al de BSA pura) y otro 

desplazado de 820 a 865-890 nm en función de la concentración de BSA. 

Concluimos que las MBAuNPs seleccionadas parecen adecuadas para la ablación 

térmica de tumores pues la irradiación con el láser a 808 nm produce hipertermia 

de 3.7-5.2 °C en los geles phantom, proporcional a la concentración de MBAuNPs 

y la potencia de irradiación. 

 

Palabras clave: Nanomedicina, Nanopartículas de oro anisotrópicas, 

Seroalbúmina bovina, Hipertermia, Ablación térmica de tumores. 
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Abstract 

Synthesis and characterization of gold nanoparticles functionalized with 

bovine serum albumin for biomedical applications 

Since hyperthermia to remove tumors is ineffective and affects cancer and normal 

cells, the plasmonic effect of anisotropic gold nanoparticles (MBAuNPs, Multi-

branched Gold Nanoparticles) is being explored for thermal ablation of tumors. Our 

aim was to synthesize MBAuNPs for thermal ablation of tumors of diameter  100 

nm, maximum light absorption near the mid-infrared region, functionalized with 

bovine serum albumin (BSA) to target them to endothelial cells, and to determine 

the hyperthermia induced with a 808 nm laser in aqueous suspensions and gels 

simulating the skin. MBAuNPs were synthesized in mixtures with variable auric 

seed content, HEPES, and hydroxylamine. Their ultraviolet-visible (UV-VIS) 

spectrum was determined during and after synthesis, their shape and size by 

scanning electron microscopy, and their concentration by UV-VIS spectroscopy 

and inductively-coupled plasma mass-spectroscopy. Auric seeds were spherical, 

18 nm in diameter, with maximum absorption at 520 nm; all synthesis mixtures 

generated MBAuNPs with average concentration of 6.9 × 109 / mL, diameters 

between 95 and 160 nm, and maximum absorbance between 640 and 873 nm. For 

functionalization, MBAuNPs of 97.5 nm diameter and maximum absorption at 820 

nm were selected. The UV-VIS spectrum of MBAuNPs-BSA had a peak at 280 nm 

(as pure BSA) and the 820 nm one displaced to 865-890 nm as a function of BSA 

concentration. The selected MBAuNPs appear to be appropriate for thermal 

ablation of tumors, since irradiation with the 808 nm laser produces hyperthermia 

of 3.7-5.2 °C in gels, proportional to MBAuNPs concentration and irradiation power. 

 

Keywords: Nanomedicine, Anisotropic gold nanoparticles, Bovine serum albumin, 

Hyperthermia, Thermal ablation of tumors. 
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Introducción 

Nanociencia y Nanotecnología 

La nanociencia y la nanotecnología han trascendido las barreras disciplinarias 

entre la ingeniería y la física, la química y la biología (Binns 2010). 

Richard Feynman (1960) parece haber sido el primero en plantear la idea 

de manipular la materia a niveles nanométricos para obtener los arreglos 

deseados en los átomos y en manifestar que hasta entonces nos conformamos 

con excavar la tierra para encontrar minerales, calentarlos para conseguir 

sustancias puras y producir objetos en gran escala. Después de más de dos 

décadas de esta declaración el término ‘nanotecnología’ fue acuñado por Norio 

Taniguchi (1974). 

La nanociencia es el estudio de los materiales a escala nanométrica (10-9 m 

= 1 nm), los cuales tienen propiedades y funciones diferentes a los materiales en 

la escala normal. La nanotecnología es la aplicación de la nanociencia sobre todo 

con objetivos de aplicaciones industriales y comerciales y se basa en la 

manipulación, control e integración de los átomos y las moléculas para formar 

materiales, estructuras, componentes, dispositivos y sistemas en nanoescala 

(Mahindra et al. 2008). 

Las nanopartículas (NPs) son partículas dispersas o sólidas no mayores de 

100 nm que varían en forma, tamaño y propiedades dependiendo del método 

empleado para su síntesis. Todos los materiales metálicos, incluso los sólidos, 

tienen estructura granular y el control de su síntesis permite producir NPs con 

funciones superiores o diferentes para obtener metales más fuertes, películas 

magnéticas con muy alta magnetización o suspensiones con propiedades a la 

medida (Binns 2010), por mencionar solo algunas propiedades de un amplio 

espectro. 
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Nanomedicina 

Con la concurrencia de las ciencias de la vida, la medicina y la ingeniería 

biomolecular, la nanomedicina pretende lograr avances en el diagnóstico, el 

diseño de fármacos (Tong et al. 2014), la medicina personalizada, la medicina 

regenerativa y los sistemas de administración de fármacos basados en 

nanomateriales (Bartneck et al. 2014). 

En las últimas décadas los avances en la nanociencia y la nanotecnología 

han sido acompañados por nuevas aplicaciones en la nanomedicina (Yang et al. 

2014) y un aumento en el uso de los nanomateriales (Conde et al. 2014). 

La nanomedicina se ha orientado a la administración de fármacos y el 

tratamiento del cáncer y las enfermedades neurodegenerativas, pues ofrece la 

oportunidad de dirigir las NPs a sitios específicos con menor toxicidad y efectos 

secundarios y a mejorar la biodisponibilidad de los fármacos (Jang et al. 2014). 

El tratamiento del cáncer y otras enfermedades es limitado por la falta de 

especificidad celular y la liberación de los agentes activos antes de alcanzar su 

objetivo (Nehoff et al. 2014). También es limitado por las barreras de transporte 

asociadas al microambiente tumoral, por lo cual las NPs deben ser diseñadas y 

caracterizadas considerando su interacción con tales barreras (Ozcelikkale et al. 

2013). Para aumentar la biocompatibilidad de las NPs también deben tomarse en 

cuenta sus interacciones con las biomoléculas (Hassan and Singh 2014). 

La focalización activa (active targeting) es importante para el diseño de los 

nanofármacos que recubren la superficie de los nanovehículos y permiten la unión 

selectiva de las nanopartículas a receptores celulares o moleculares específicos 

(Modery-Pawlowski and Gupta 2014). 

Nanopartículas empleadas en nanomedicina 

Las NPs son partículas dispersas o sólidas no mayores de 100 nm que varían en 

forma, tamaño y propiedades dependiendo del método empleado para su síntesis. 

Propiedades únicas de las NPs que les dan ventajas sobre los materiales 

de tamaño normal son el tamaño, la capacidad para encapsular fármacos, la 
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modificación de la superficie con ligandos, el aumento del tráfico intracelular y la 

liberación sostenida de la carga útil de fármacos (Xu et al. 2015). 

Los avances recientes incluyen el uso de NPs para la obtención de 

imágenes, como nanovehículos para la administración de fármacos y como 

máquinas moleculares para estudios biológicos y médicos (Tong et al. 2014). 

Estas funciones se han logrado manipulando su composición elemental, tamaño, 

forma, carga y superficie (Thorley and Tetley 2013). 

Nanomedicina y cáncer 

El tamaño tan pequeño de las NPs las hace potencialmente superiores para su 

uso en la detección, el tratamiento y la obtención de imágenes de tumores 

(Saadeh et al. 2014). Una estrategia emergente para lograr tratamientos más 

seguros y efectivos en diversos tipos de cáncer es el uso de formas 

nanoestructuradas de medicamentos, vacunas, venenos de animales, hierbas y 

agentes nutracéuticos (Bell et al. 2014). 

El diseño de la mayoría de los nanomedicamentos se basa en los perfiles 

genéticos de los tumores con el objeto de seleccionar el tratamiento más intenso y 

eficaz para cada paciente (Markman et al. 2013). Agentes quimioterapéuticos y de 

imagen más eficaces y seguros basados en la nanotecnología son empleados 

para el tratamiento dirigido a sitios específicos (Chow and Ho 2013). Además se 

trata de disminuir los efectos secundarios de los agentes anticancerosos 

reduciendo su administración a los tejidos normales (Matsumura 2014). 

La terapia fotodinámica es otra estrategia prometedora basada en la 

activación de fármacos fotosensibles con longitudes de onda específicas que 

pueden generar especies reactivas de oxígeno que desemboquen en muerte 

celular apoptótica o necrótica; la terapia fotodinámica puede además permitir la 

incorporación de agentes para la formación de imágenes a las NPs (Master et al. 

2013). 

Nanopartículas de oro anisotrópicas (MBAuNPs) 

Las propiedades de las nanopartículas metálicas dependen de su forma y tamaño 

(Fayaz et al. 2011). Las nanopartículas de oro (AuNPs) son utilizadas en 
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nanotecnología por sus propiedades ópticas, fototérmicas y químicas (Austin et al. 

2014) y son las más ampliamente utilizadas para el diagnóstico, imagenología, 

monitorización y tratamiento de enfermedades (Curry et al. 2014) debido a que no 

son tóxicas, tienen efecto plasmónico —interacción de la luz con los electrones 

libres de la superficie de los metales— (Palacios 2011) y pueden ser conjugadas 

(‘funcionalizadas’) con ligandos que las dirigen preferentemente hacia receptores 

celulares específicos (Kruse et al. 2011). 

Las MBAuNPs requieren más de un parámetro estructural para describirlas 

y sus propiedades físicas y químicas, únicas, fáciles de modificar y diferentes de 

las de AuNPs esféricas, las hacen candidatos idóneos para diversas aplicaciones 

(Sajanlal et al. 2011). 

Un ligero cambio en la forma de las MBAuNPs puede producir grandes 

cambios en la posición del máximo del plasmón de superficie en el espectro de 

absorción de luz, que difícilmente se logra en las AuNPs esféricas (Sajanlal et al. 

2011). 

En contraste con las AuNPs esféricas, las MBAuNPs pueden tener una 

banda de plasmón en la región del infrarrojo cercano (NIR, near infrared) cuya 

irradiación es absorbida escasamente por los tejidos. Esta propiedad es utilizada 

tanto para el diagnóstico como para la terapia fototérmica (Li et al. 2014). 

Funcionalización de las nanopartículas 

El control de las interacciones AuNPs-biosistemas es esencial para la eficaz 

utilización de estos materiales en biomedicina (Mout et al. 2012). 

La funcionalización con biomoléculas específicas produce AuNPs 

multifuncionales con mayor eficacia, baja citotoxicidad, menos efectos 

secundarios, excelente fotoestabilidad y alto rendimiento cuántico, debido a su 

capacidad de localización específica en tumores y su captación activa por las 

células (Erathodiyil and Ying 2011; Feng et al. 2013; Subbiah et al. 2010). 

La funcionalización de la superficie de las AuNPs mediante la introducción 

de ligandos sintéticos o biomoléculas naturales se ha convertido en un 

componente crítico para expandir su potencial de aplicación biomédica 
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(administración de fármacos, terapia del cáncer, diagnóstico, ingeniería de tejidos, 

bioimagen, biosensores) (Subbiah et al. 2010; Weingart et al. 2013). 

Las aplicaciones biomédicas requieren que las AuNPs tengan buena 

estabilidad en condiciones fisiológicas (Amstad et al. 2011) y aunque la 

funcionalización es un prerrequisito para procedimientos de diagnóstico y 

tratamiento, esto debe lograrse sin que se agreguen o aglomeren (Liu and Thierry 

2012). 

Las AuNPs tienen tendencia a agregarse, especialmente en presencia de 

niveles altos de sales y moléculas biológicas como ácidos nucleicos y proteínas 

(Gao et al. 2012). La selección racional de biomoléculas terapéuticamente activas 

para el diseño de NPs aumentará su aplicabilidad por el aumento de la eficacia 

asociada a la estabilidad y la prevención de la agregación (Veerapandian and Yun 

2011). 

La seroalbúmina bovina (BSA, bovine serum albumin) se une 

preferentemente a los receptores que abundan en la superficie de las células 

endoteliales que delimitan la luz de los capilares sanguíneos (Kragh-Hansen 1981; 

Weis and Cheresh 2011) y se ha utilizado como agente estabilizante y 

funcionalizador de AuNPs suspendidas en agua y sintetizadas a partir de 

precursores de HAuCl4 (Nghiem et al. 2010; Zook et al. 2011a; Zook et al. 2011b). 

La BSA también ha demostrado su eficacia como sistema de soporte de fármacos 

para el tratamiento del cáncer (Peralta et al. 2015). 

Ablación térmica de tumores con MBAuNPs 

El tratamiento del cáncer requiere el desarrollo de nuevos enfoques que sean 

eficaces e innocuos (Gannon et al. 2008). 

La hipertermia (también llamada terapia térmica o termoterapia) es un tipo 

de tratamiento del cáncer en el que el tejido del cuerpo está expuesto a altas 

temperaturas (hasta 40-44°C) (van der Zee 2002). Al matar las células cancerosas 

y dañar las proteínas dentro de las células (Hildebrandt et al. 2002), la hipertermia 

puede reducir los tumores y puede mejorar la eficacia de la quimioterapia y la 

radiación.  



6 

La hipertermia es un tratamiento atractivo debido a que conserva un perfil 

de efectos secundarios más bajo al de los tratamientos convencionales contra el 

cáncer, con el potencial de que se puede realizar una aplicación repetida sin la 

preocupacion de agravar los niveles de toxicidad (Singh et al. 2015). 

Uno de los principales retos de la terapia fototérmica es el desarrollo de 

transductores fototermales biocompatibles que puedan absorber y convertir en 

calor la luz del infrarrojo cercano (NIR) con alta eficiencia logrando además una 

distribución de temperatura homogénea en todo el tejido (Singh et al. 2015; Sun et 

al. 2016). 

Las AuNPs con composición, tamaño, forma y arquitectura diversa se han 

explorado en el campo de la nanomedicina como agentes fototérmicos para el 

tratamiento del cáncer, debido a su biocompatibilidad in vivo (Fazal et al. 2014). 

Después de la irradiación de las AuNPs, los electrones superficiales se excitan y 

resuenan con fuerza. Cuando estos electrones vuelven a su estado fundamental, 

emiten energía en forma de calor, esto desencadena en un aumento de 

temperatura del medio en el que se encuentran las AuNPs. El aumento de 

temperatura depende principalmente de la forma y de la concentración de las 

AuNPs, tiempo de incubación en los tejidos, potencia y tiempo de exposición del 

láser. El espectro de absorción característico de las AuNPs es dependiente de su 

forma y tamaño y por lo general se seleccionan las que están dentro del espectro 

infrarrojo (entre 650 y 900 nm) donde hay una mínima absorción del tejido de 

fondo y una alta penetración (Singh et al. 2015). 

Aunque ya ha sido demostrada la ablación de células cancerosas utilizando 

técnicas de calentamiento con radiofrecuencia, este enfoque tiene defectos serios 

que incluyen ablación inconsistente de los tumores acompañada de ablación 

significativa de células normales (Burford et al. 2013). 

Las MBAuNPs se han estudiado ampliamente para utilizarlas en la terapia 

fototérmica del cáncer porque generan calor por irradiación del espectro infrarrojo 

cercano (NIR, near-infrared). Sin embargo, los principales problemas que deben 

resolverse siguen siendo la mejora de su especificidad (tumor-targeting) y la 

optimización de su tamaño para maximizar el efecto fototérmico (Kang et al. 2015). 
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Existen estudios recientes que logran lo anterior con un cierto grado de 

efectividad, e.g., Fazal et al. (2014) probaron AuNPs con rangos de absorción de 

800-1000 nm sobre una línea celular de carcinoma epidermoide cuya muerte 

indujeron tras la irradiación con un láser pulsado a 808 nm con potencia de 6 

W/cm2. La ablación térmica de tumores con AuNPs también se ha probado en 

líneas celulares de cáncer gastrointestinal, carcinoma hepatocelular, tumores de 

hígado y cáncer de próstata (Gannon et al. 2008; Li et al. 2013; Liu et al. 2010; 

Munireddy et al. 2012). 

Justificación 

Las MBAuNPs funcionalizadas con BSA son potencialmente útiles para la ablación 

térmica de tumores superficiales vascularizados. 

La hipertermia generalizada o localizada, empleada para tratar de eliminar 

los tumores, es ineficaz y tiene efectos adversos porque no sólo afecta a las 

células cancerosas sino a las células normales. Los tratamientos para la ablación 

térmica de tumores deben ser más específicos, eficaces e innocuos. La 

hipertermia basada en el efecto plasmónico de las nanopartículas de oro 

anisotrópicas —de tamaño adecuado, absorción máxima de luz cercana al 

infrarrojo, conjugadas con biomoléculas que las dirijan a las células cancerosas— 

está siendo utilizada para mejorar la ablación térmica de tumores. 

El propósito de este trabajo fue sintetizar y seleccionar MBAuNPs con 

diámetro  100 nm y absorbancia máxima en el infrarrojo medio (700-900 nm), 

funcionalizarlas con seroalbúmina bovina (BSA) para dirigirlas a los receptores de 

la superficie de las células endoteliales que abundan en los tumores superficiales 

vascularizados e inducir hipertermia controlada por irradiación con un láser de 808 

nm de potencia variable, en geles que simulen la piel y contengan las MBAuNPs 

seleccionadas. 

El avance esperado fue inducir hipertermia por irradiación con la potencia 

mínima del láser en los geles con las MBAuNPs seleccionadas. 
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Resultados principales 

En este trabajo sintetizamos semillas áuricas esféricas con diámetro de 18 nm y 

absorción máxima a 520 nm, a partir de las cuales sintetizamos MBAuNPs con 

diámetros de 98 a 185 nm y absorción máxima de luz en el rango de 640 a 869 

nm. Seleccionamos MBAuNPs con diámetro medio de 97.5 nm y absorbancia 

máxima a 820 nm para las siguientes etapas del proyecto. Las MBAuNPs 

funcionalizadas con BSA tienen un pico de absorbancia característico (865-890 

nm) cuyo desplazamiento al infrarrojo medio depende de la concentración de BSA 

empleada. El número de moléculas de BSA por cada MBAuNPs depende de la 

concentración inicial de BSA en las mezclas de funcionalización. La irradiación con 

el láser a 808 nm no produce hipertermia del agua ni de suspensiones acuosas 

con semillas áuricas, pero la temperatura de suspensiones acuosas y geles con 

MBAuNPs aumenta 3.7-13 °C, dependiendo del medio en que están inmersas (gel 

o agua), y también esto es función de la concentración de las MBAuNPs y la 

potencia del láser. 
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Material y métodos 

Reactivos 

Ácido cloroáurico (HAuCl4), HEPES sal sódica (99.5%), hidroxilamina (NH2OH), 

citrato de sodio 99%, seroalbúmina bovina (BSA), agar y polvo de polietileno 

fueron adquiridas de Sigma-Aldrich. TX-151 proviene de Balmar, L.L.C. 

Síntesis de semillas áuricas 

Llevamos a cabo la síntesis de semillas esféricas con el método de Turkevich a 

partir de HAuCl4 25 mM y citrato de sodio 0.75 mM pH 7.4 como agente reductor 

(Frens and Cense 1973; Kimling et al. 2006; Turkevich et al. 1951). 

En un vaso de precipitados de 30 mL con barra magnética le añadimos 19.8 

mL de citrato de sodio 0.75 mM pH 7.4 y lo mantuvimos a 70 °C con agitación en 

una parrilla eléctrica. Inmediatamente después añadimos 0.2 mL de HAuCl4 25 

mM. Mantuvimos la mezcla en estas condiciones por 40 min hasta que cambió de 

color, empezando con gris claro y finalizando en color rojo con aspecto de vino 

tinto. Cuando finalizó la reacción, tomamos lectura de su espectro UV-VIS con el 

espectrofotómetro (Agilent, modelo Cary 60) para conocer su máximo de 

absorbancia. También analizamos las muestras en el microscopio electrónico de 

barrido para conocer su forma y tamaño (Dual Beam FEI-Helios Nanolab 600), las 

imágenes fueron observadas con un aumento de 300,000×, 5 KV, 88 pA y 

distancia de trabajo de 4 mm. 

Análisis de la concentración de semillas por ICP 

Para el análisis de la concentración de semillas por ICP (Allabashi et al. 2009) 

seguimos el siguiente procedimiento: realizamos la síntesis de semillas con el 

procedimiento descrito antes. Cuando hubo finalizado la síntesis centrifugamos la 

muestra por 20 min a 13,000 rpm (Microcentrífuga, Labnet International, Force 

1624) y retiramos el sobrenadante por aspiración cuidadosa. Para disolver las 

semillas añadimos 4 mL de HCl 1 N tanto al precipitado de semillas lavadas por 

centrifugación como al sobrenadante. La muestra se analizó en el ICP-OES. 

Realizamos el cálculo de la concentración N con las siguientes fórmulas: 
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En donde: 

Nat= Promedio de átomos por nanopartícula 

NA (número de Avogadro)= 6.022 × 1023 átomos/mol 

ρ (densidad de fcc de las semillas) = 1.93 × 10-20 g/nm3 

D (diámetro de las nanopartículas) = 18 nm 

M (peso atómico del oro) = 197 g/mol 

At (número de átomos totales en la muestra)= 1.3889 × 1020 átomos/L 

El número de átomos en la muestra se calculó con el resultado del análisis de ICP-

OES = 45.4367 mg/L. 

Análisis de la concentración de semillas por UV-VIS 

Realizamos el análisis de la concentración de semillas por espectroscopía UV-VIS 

(Haiss et al. 2007) con la siguiente fórmula: 

  
           

                     
      

        

 

En donde: 

N = Número de nanopartículas por mL 

A520 = 0.8554 

D = 18 nm 

Síntesis controlada de MBAuNPs 

Sintetizamos las MBAuNPs en 27 mezclas diferentes con un contenido fijo de 

ácido cloroáurico (HAuCl4) 0.8 mM y adiciones de volúmenes variables de semillas 

(6.9×1011 semillas/mL), hidroxilamina 100 mM pH 7.4 y HEPES 50, 75 y 100 mM 

pH 7.4. 

En un vaso de precipitado de 30 mL con barra magnética, dentro de un 

recipiente con hielo mantuvimos sumergida la sonda del espectrofotómetro (A300-

A1000, velocidad de lectura media) para registrar la lectura inicial (blanco) y cada 2 
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min mientras ocurría la reacción. Añadimos 12.5 mL de HEPES (50, 75, o 100 

mM), después añadimos las semillas (50, 100 o 150 µL), hidroxilamina (200, 300 y 

400 µL) y 2.2 mL de HAuCl4 (1gt/8 seg). La morfología y tamaño de las MBAuNPs 

fue analizada por microscopía electrónica de barrido (SEM). 

Microscopía electrónica de barrido 

A un tubo de microcentrífuga de 1.5 mL con 500 µL de etanol añadimos 1 ml de 

cada mezcla de síntesis de MBAuNPs. Posteriormente sonicamos la mezcla en un 

baño ultrasónico, Marca Branson, Modelo 2800 durante 5 min y la mezclamos con 

el vórtex por 20 seg, La centrifugamos durante 10 min a 13,000 rpm (15,304×g) y 

7 °C. Después eliminamos el sobrenadante por aspiración cuidadosa y añadimos 

1 mL de agua MilliQ. Repetimos el lavado por centrifugación seis veces. En un 

portamuestra (pin) de aluminio depositamos 75 µL de la muestra y la dejamos 

secar toda la noche antes de su visualización en el microscopio electrónico de 

barrido (Dual Beam FEI-Helios Nanolab 600). Las imágenes fueron observadas 

con un aumento de 150,000×, 5 KV, 88 pA y distancia de trabajo de 4 mm. 

Funcionalización con BSA de las MBAuNPs 

Para la funcionalización elegimos la síntesis de MBAuNPs en las siguientes 

condiciones: HEPES 50 mM pH 7.4, 2.2 mL de HAuCl4 0.8 mM, 400 µL de NH2OH 

100 mM y 150 µL de semillas (6.9×1011 semillas/mL). Lavamos las MBAuNPs 6 

veces por centrifugación con agua, y sus espectros UV-VIS fueron registrados 

antes y después de la funcionalización. 

Después de la última centrifugación retiramos el sobrenadante por 

aspiración, sonicamos la muestra por 4 min y después la mezclamos en el vórtex 

15 seg. Inmediatamente después añadimos 1 mL de BSA (20,10 y 2.5 µg/µL 

según fue el caso) para evitar que las MBAuNPs se agregaran, nuevamente 

mezclamos con el vórtex. La mezcla se mantuvo 24 h a 4 °C, transcurrido este 

tiempo lavamos las MBAuNPs tres veces por centrifugación con PBS para eliminar 

la BSA disuelta. 
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Curva tipo de BSA 

Preparamos una solución madre de BSA con 2.5 µg/µL con PBS 1×. Después 

realizamos diluciones dobles seriadas hasta 0.078 µg/µL. Tomamos lecturas en el 

espectrofotómetro (A200-A1000) de cada dilución y graficamos el valor de A280 contra 

la concentración. 

El número promedio de moléculas de proteína unidas a cada MBAuNP fue 

calculado interpolando la absorbancia a 280 nm de las MBAuNPs-BSA en la curva 

tipo de BSA. 

Geles phantom con MBAuNPs 

Preparamos geles phantom en cajas de Petri con agua desionizada, agar, TX-151 

(polvo de solidificación) y polvo de polietileno (Chahat et al. 2012), con dos 

concentraciones de MBAuNPs (4.1×109  o 6.2×109 AuNPs/mL). 

A un matraz kitasato añadimos 100 mL de Agua MilliQ, 1.5 g de agar y 2.5 g 

de TX-151. Calentamos la mezcla en el horno de microondas por periodos de 15 

seg hasta la disolución completa del agar y TX-151. A la mezcla mantenida bajo 

agitación a 50 °C, añadimos las MBAuNPs y 2 g de polvo de polietileno. Cuando el 

polvo de polietileno se disolvió aplicamos vacío (Bomba de vacío para soluciones 

acuosas, Marca Welch, Modelo 2522) para eliminar las burbujas de aire. Vertimos 

la mezcla en cajas petri de 35×10 mm y la dejamos solidificar toda la noche a 

temperatura ambiente. 

Ensayos de hipertermia de las MBAuNPs irradiadas con el láser 

de 808 nm 

Cada tubo y gel fue irradiado durante 10 minutos con el láser a 808 nm 

(Lasermate modelo IML-808) con diferentes potencias (0.45, 0.75 y 1 W/cm2). 

Medimos la temperatura de cada muestra con una cámara térmica Infrared modelo 

IR Flexcam R2 desde el tiempo cero hasta el final de la irradiación. 

Llevamos a cabo el ensayo en suspensiones acuosas y en geles phantom, 

con semillas áuricas y MBAuNPs. 



13 

En las suspensiones acuosas medimos el curso temporal de la temperatura 

de semillas áuricas y de MBAuNPs, utilizando agua pura como blanco. En tubos 

de microcentrífuga de 500 µL colocamos suspensiones acuosas de semillas (6.9 × 

1011 semillas/mL), MBAuNPs (6.9 × 109 MBAuNPs/mL) y agua pura. 

En los geles phantom medimos el curso temporal de la temperatura de 

suspensiones con (a) 4.1 × 109  y (b) 6.2 × 109 MBAuNPs/mL, utilizando como 

blanco un gel sin MBAuNPs. Con el objetivo de determinar si nuestros resultados 

son estadísticamente diferentes (p≤0.05) realizamos un análisis de varianza 

(ANOVA), los análisis se realizaron usando el programa STATGRAPHICS 

Centurion XVI. 
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Resultados 

Síntesis de las semillas áuricas 

Sintetizamos y caracterizamos las semillas áuricas con las cuales iniciaríamos la 

síntesis de MBAuNPs. Llevamos a cabo la síntesis de semillas con el método de 

Turkevich a partir de HAuCl4, con citrato de sodio como agente reductor (Tabla 1) 

(Frens and Cense 1973; Kimling et al. 2006; Turkevich et al. 1951). Las imágenes 

obtenidas por microscopia electrónica de barrido mostraron semillas esféricas con 

diámetros de 17-19 nm y espectro UV-VIS con absorbancia máxima a 520 nm 

(Fig. 1). Determinamos las concentraciones de semillas típicas en las 

suspensiones mediante dos métodos: (a) por espectroscopía UV-VIS obtuvimos 

6.04 × 1011 semillas/mL, y (b) por espectroscopía ICP-OES la concentración fue 

de 7.71 × 1011 semillas/mL. 

Con los métodos adecuados para la síntesis y caracterización de semillas 

áuricas esféricas decidimos sintetizar las MBAuNPs a partir de suspensiones con 

concentraciones conocidas de semillas. 

Síntesis controlada de MBAuNPs 

El objetivo de esta etapa fue producir MBAuNPs adecuadas (diámetro 100 nm y 

absorbancia máxima cercana al infrarrojo) a partir de las semillas esféricas.  

Realizamos la síntesis de MBAuNPs en mezclas diferentes con un 

contenido fijo de ácido cloroáurico (HAuCl4) y contenidos variables de semillas, 

hidroxilamina y HEPES en dos etapas (Tabla 2): 1) síntesis de semillas; 2) 

crecimiento de las MBAuNPs a partir de las semillas. Caracterizamos las 

MBAuNPs resultantes mediante espectrocopía UV-VIS y por microscopía 

electrónica de barrido para conocer la morfología y tamaño. 

Las 27 mezclas produjeron MBAuNPs (Fig. 2), con un rango de diámetros 

de 95-160 nm y absorbancia máxima entre 640 y 873 nm (Tabla 3, Fig. 3). Las 

MBAuNPs más pequeñas (diámetro promedio = 97.5 nm) y absorbancia máxima  
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Tabla 1. Mezclas para la síntesis de semillas áuricas 

Componentes Volumen 

Citrato de sodio 0.75 mM, pH 7.4     19.8 mL 

HAuCl4 25 mM 0.2 mL 

 

 

 

 

Figura 1. Características de las semillas áuricas  

Las semillas (esferas claras indicadas con las flechas rojas) tienen 

diámetros de 17-19 nm y absorbancia máxima a 520 nm. 
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Tabla 2. Variables en las mezclas para la síntesis de MBAuNPs 

HEPES-HCl pH 7.4 

(12.5 mL) 

Semillasa 

(µL) 

NH2OH 0.1 M 

(µL) 

50 mM 50 200 300 400 

100 ↓ ↓ ↓ 

150 ↓ ↓ ↓ 

75 mM 50 ↓ ↓ ↓ 

100 ↓ ↓ ↓ 

150 ↓ ↓ ↓ 

100 mM 50 ↓ ↓ ↓ 

100 ↓ ↓ ↓ 

150 ↓ ↓ ↓ 

a 6.9 × 1011 semillas/mL. 
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Tabla 3. Condiciones de síntesis y características de las MBAuNPs 

Adiciones sucesivas a la mezcla de 
síntesis* 

Características de las 
MBAuNPs 

HEPES-
HCl 

pH 7.4 

NH2OH 
0.1 M (µL) 

Semillas 
(µL) 

Diámetro 
(nm) 

Amax (nm) 

50 mM 200 50 126.5 703 

↓ 100 126 671 

↓ 150 115 690 

300 50 160 845 

↓ 100 137 793 

↓ 150 119 775 

400 50 132.5 873 

↓ 100 110 814 

↓ 150 97.5 820 

75 mM 200 50 165 792 

↓ 100 140 707 

↓ 150 105 717 

300 50 165 787 

↓ 100 106.5 720 

↓ 150 132.5 789 

400 50 185 867 

↓ 100 155 830 

↓ 150 145 869 

100 mM 200 50 135 797 

↓ 100 110 675 

↓ 150 85 640 

300 50 185 849 

↓ 100 140 800 

↓ 150 150 810 

400 50 162.5 845 

↓ 100 125 837 

↓ 150 110 810 

*2.2 mL HAuCl4 0.8mM 
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Figura 2. Aspecto de las MBAuNPs en el microscopio electrónico de 

barrido 

En todas las 27 mezclas con diferentes condiciones de síntesis obtuvimos 

MBAuNPs. Las imágenes ejemplifican las MBAuNPs obtenidas en seis 

mezclas. Clave de lectura: H, concentración de HEPES (mM); N, microlitros 

de hidroxilamina 0.1 M añadidos por mezcla; S, microlitros de semillas 

añadidos por mezcla. (A) H50 N300 S150. (B) H75 N400 S100. (C) H75 

N200 S50. (D) H50 N300 S50. (E) H50 N300 S100. (F) H50 N400 S50. 
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Figura 3. Espectros UV-VIS de las MBAuNPs 

Los espectros UV-VIS corresponden a las MBAuNPs mostradas en los 

recuadros respectivos de la Fig. 2. Los valores de absorbancia fueron 

normalizados de manera que Amáx = 1.0. Clave de lectura: H, concentración 

de HEPES (mM); N, microlitros de hidroxilamina 0.1 M añadidos por mezcla; 

S, microlitros de semillas añadidos por mezcla. (A) H50 N300 S150. (B) H75 

N400 S100. (C) H75 N200 S50. (D) H50 N300 S50. (E) H50 N300 S100. (F) 

H50 N400 S50. 
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más cercana al infrarrojo (873 nm) se obtuvieron con la adición mínima de semillas 

y máxima de hidroxilamina (Figs. 4 y 5). 

Seleccionamos para el resto del proyecto las MBAuNPs de menor tamaño 

(diámetro medio de 97.5 nm) y absorbancia máxima de 820 nm que fueron 

generadas en mezclas con la adición máxima de hidroxilamina (2.62 mM) y 

semillas (150 µL).  

Funcionalización con BSA de las MBAuNPs seleccionadas 

La funcionalización de las MBAuNPs consiste en recubrir su superficie con BSA, 

proteína que contribuye en dos factores muy importantes: (a) evita la 

aglomeración, y (b) puede dirigir las MBAuNPs a los receptores de superficie que 

abundan en las células endoteliales que forman la pared de los vasos sanguíneos. 

Mezclamos las MBAuNPs seleccionadas con 20 µg/µL de BSA y las 

lavamos por centrifugación con PBS. Empleando PBS como vehículo, 

determinamos los espectros UV-VIS de la solución de BSA pura y de las 

suspensiones de MBAuNPs puras y lavadas por centrifugación después de 

haberlas funcionalizado (MBAuNPs-BSA). 

Los máximos del plasmón de superficie de los espectros UV-VIS fueron: 

para BSA pura, pico único a 280 nm; para MBAuNPs puras, pico único a 820 nm; 

para MBAuNPs-BSA, dos picos: a 280 nm (idéntico al de BSA pura) y a 865 nm 

(45 nm a la derecha del pico de AuNPs puras) (Fig. 6). 

Concluimos que las MBAuNPs efectivamente pueden funcionalizarse con 

BSA y que las MBAuNPs-BSA tienen un máximo de absorbancia característico 

(865 nm), resultante del desplazamiento hacia el infrarrojo del pico de las 

MBAuNPs puras (820 nm). 

Funcionalización de MBAuNPs con concentraciones variables de 

BSA 

Para determinar el número de moléculas de BSA conjugadas por nanopartícula 

funcionalizamos las MBAuNPs en mezclas con 2.5, 10 y 20 µg/µL de BSA con el 

protocolo descrito antes. 
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Figura 4. Efecto del contenido inicial de semillas sobre el tamaño de 

las MBAuNPs 

Las abscisas indican el volumen de semillas añadido a las mezclas de 

síntesis y las ordenadas el diámetro medio de las MBAuNPs. Clave de 

lectura: H, concentración de HEPES (mM); N, microlitros de hidroxilamina 

0.1 M añadidos por mezcla. Las MBAuNPs más pequeñas (100 nm) se 

obtuvieron con la adición máxima de semillas (150 µL), independientemente 

del contenido de HEPES e hidroxilamina.  
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Figura 5. Efecto del contenido inicial de semillas e hidroxilamina sobre 

la longitud de onda de los máximos de absorbancia de las MBAuNPs 

Clave de lectura: H, concentración de HEPES (mM); N, microlitros de 

hidroxilamina 0.1 M añadidos por mezcla; S, microlitros de semillas 

añadidos por mezcla. (A) Los máximos de absorbancia más cercanos al 

infrarrojo medio fueron obtenidos con la mayor cantidad inicial de 

hidroxilamina.(B) Los máximos de absorbancia más cercanos al infrarrojo 

medio fueron obtenidos con la menor cantidad inicial de semillas. 
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Figura 6. Espectros UV-VIS de MBAuNPs, BSA, y MBAuNPs-BSA 

(A) Suspensión de MBAuNPs puras. (B) Solución de BSA pura. (C) 

Suspensión de MBAuNPs-BSA. (D) Suspensiones de MBAuNPs puras y 

MBAuNPs-BSA. 
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Calculamos el número promedio de moléculas de proteína unidas a cada 

MBAuNP interpolando la absorbancia a 280 nm de las MBAuNPs-BSA en la curva 

tipo de BSA (Fig. 7). 

Las MBAuNPs-BSA obtenidas tuvieron los máximos de absorbancia 

característicos, desplazados 45-70 nm hacia el infrarrojo (Fig. 8). El número de 

moléculas de BSA conjugadas por cada MBAuNP varió en función de la 

concentración inicial de BSA (Tabla 4, Fig. 9), como sigue: para 2.5 µg/µL, 

444,928 moléculas (13.1% de las aplicadas); para 10 µg/µL, 1,395,942 moléculas 

(10.2% de las aplicadas); para 20 µg/µL: 3,405,797 moléculas (12.5% de las 

aplicadas). 

Confirmamos que el desplazamiento de 45-70 nm del pico de absorbancia 

de las MBAuNPs hacia el infrarrojo es característico de las MBAuNPs-BSA y 

concluimos que el número de moléculas de proteína en las MBAuNPs-BSA es 

proporcional a la concentración de BSA en la mezcla de funcionalización y 

corresponde al 10-13% de las moléculas disponibles. 
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Figura 7. Curva tipo de BSA 

La absorbancia de diluciones doble-seriadas de BSA fue determinada a 280 nm. 

 

 
Figura 8. Espectros normalizados UV-VIS de MBAuNPs y MBAuNPs-

BSA  

Espectros UV-VIS de las MBAuNPs antes y después de ser funcionalizadas 

en mezclas con dos concentraciones diferentes de BSA. 
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Tabla 4. Moléculas de BSA por MBAuNPs en función del contenido de BSA en las mezclas de 

funcionalización. 

BSA inicial BSA finala Moléculas de BSA 

mg/mL µM Moléculas/mLb µg/µL nM Moléculas/mL Por AuNP Unidas/aplicadas 

2.5 3.9 2.35E+16 0.02 5.1 3.07E+15 444,928 13.1% 

10 15.6 9.41E+16 0.25 16.0 9.632E+15 1,395,942 10.2% 

20 31.3 1.88E+17 0.72 23.0 2.35E+16 3,405,797 12.5% 

a Mezclas con 6.9 × 109 MBAuNPs/mL. 

b Peso molecular de la BSA: 64,000 Da. 

 

 
Figura 9. Moléculas de BSA por MBAuNP en función del contenido de BSA en las mezclas de 

funcionalización. 
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Ensayos de hipertermia de MBAuNPs en suspensiones acuosas y 

geles phantom 

Determinamos la hipertermia causada por irradiación de las semillas áuricas 

y las MBAuNPs (Fig. 10) con luz cercana al infrarrojo en suspensiones acuosas y 

geles phantom uniformes (con permisividad relativa y conductividad equivalentes a 

las de la piel), sin burbujas. 

Para los ensayos de suspensiones acuosas utilizamos agua pura, con 

semillas áuricas y con MBAuNPs. Para los ensayos de geles phantom utilizamos 

geles puros, con 4.1 × 109 MBAuNPs/mL y 6.2 × 109 MBAuNPs/mL (Tabla 5). 

Irradiamos las suspensiones a lo largo de 10 min con un láser de 808 nm y 

potencia de 0.45, 0.75 o 1 W/cm2. Con una cámara térmica determinamos el curso 

temporal de la temperatura de las suspensiones que estaban siendo irradiadas. 

Observamos los siguientes incrementos de temperatura. En las 

suspensiones acuosas irradiadas con 0.75 W/cm2: agua sin NPs, 1.3 °C; semillas, 

1.7 °C; MBAuNPs, 14.3 °C (Fig.11A). En las suspensiones acuosas con 

MBAuNPs irradiadas con potencia variable: 0.45 W/cm2, 4.2 °C; 0.75 W/cm2, 13 

°C; 1 W/cm2, 10.7 °C (Fig.11B). En los geles phantom con 4.1 × 109 MBAuNPs/mL 

irradiados con potencia variable: 0.45 W/cm2, 0.1 °C; 0.75 W/cm2, 3.7 °C; 1 W/cm2, 

3.9 °C (Fig.12A). En los geles phantom con 6.2 × 109 MBAuNPs/mL: 0.45 W/cm2, 

0.7 °C; 0.75 W/cm2, 4.8 °C; 1 W/cm2, 5.2 °C (Fig. 12B). Todos nuestros datos 

fueron estadísticamente diferentes (p≤0.05).  
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Figura 10. Espectros UV-VIS de las semillas y las MBAuNPs utilizadas 

en los ensayos de hipertermia 

(A) Semillas de oro esféricas. Diámetro 18 nm, Amax= 520 nm. (B) 

MBAuNPs. Diámetro 97.5 nm, Amax= 820 nm. La flecha roja indica la 

longitud de onda del láser utilizado en los ensayos de hipertermia (808 nm). 

 

 

Tabla 5. Contenido de MBAuNPs en los ensayos de hipertermia. 

Componente NPs/mL 

  Semillas áuricas en agua 6.9 × 1011 

  MBAuNPs en agua 6.9 × 109 

  MBAuNPs en el gel 1 4.1 × 109 

  MBAuNPs en el gel 2 6.2 × 109 

 

  

A B
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Figura 11. Curso temporal de la temperatura de las suspensiones 

acuosas de semillas y MBAuNPs irradiadas con el láser a 808 nm 

Las suspensiones contenían 6.9 × 1011 semillas/mL o 6.9 × 109 

MBAuNPs/mL. (A) MBAuNPs y semillas irradiadas con 0.75 W/cm2. (B) 

MBAuNPs irradiadas con potencias variables entre 0.45 y 1 mW/cm2. El 

error en la medición de la temperatura es de ±2%. 
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Figura 12. Curso temporal de la temperatura de geles phantom con 

MBAuNPs, irradiados con potencias variables del láser a 808 nm 

(A) Gel con 4.1 × 109 MBAuNPs/mL. (B) Gel con 6.2 × 109 MBAuNPs/mL. El 

error en la medición de la temperatura es de ±2%. 
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Figura 13. Curso temporal de la temperatura de suspensiones acuosas 

y geles phantom con diferentes concentraciones de MBAuNPs 

irradiadas con potencias variables del láser a 808 nm.  

(A) 0.45 W/cm2. (B) 0.75 W/cm2. (C) 1 W/cm2. Gel 1, 4.1 × 109 

MBAuNPs/mL. Gel 2, 6.2 × 109 MBAuNPs/mL. MBAuNPs en agua, 6.9 × 109 

MBAuNPs/mL. El error en la medición de la temperatura es de ±2%. 
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Discusión 

Este trabajo permitió desarrollar un método de síntesis de MBAuNPs adecuadas 

para ensayos de hipertermia por irradiación láser en el infrarrojo cercano y 

demostrar por primera vez su potencial en los geles phantom, que constituyen un 

modelo de la piel. 

Obtuvimos semillas áuricas esféricas estables, de características 

reproducibles (diámetro promedio de 18 nm y absorbancia máxima a 520 nm), 

como señalan diversos autores (Frens and Cense 1973; Kimling et al. 2006; 

Turkevich et al. 1951). 

La concentración de las semillas determinada por ICP-MS y UV-VIS fue 

comparable (6.04 × 1011 y 7.71 × 1011 semillas/mL) y confirmó la validez de los 

protocolos de dos grupos (Allabashi et al. 2009; Haiss et al. 2007). El montaje de 

ambos métodos nos permitió utilizarlos indistintamente en los siguientes 

experimentos. 

Maiorano et al. (2011) sintetizaron MBAuNPs con dos tamaños de semillas 

a la misma concentración, una concentración fija de hidroxilamina y menores 

concentraciones de HEPES (0, 0.2, 1, 2.5, 5 y 25 mM), concluyendo que el 

tamaño y la absorbancia máxima depende de la concentración de HEPES durante 

la síntesis de MBAuNPs. Nosotros probamos tres concentraciones de semillas, 

HEPES e hidroxilamina.  

En todas las condiciones de síntesis obtuvimos MBAuNPs. Las más 

pequeñas (diámetro promedio = 97.5 nm) y absorbancia máxima más cercana al 

infrarrojo (873 nm), las obtuvimos con la adición mínima de semillas y máxima de 

hidroxilamina. 

Con las diferentes concentraciones de BSA utilizadas para la 

funcionalización de las MBAuNPs observamos un desplazamiento de 45-70 nm 

hacia el infrarrojo del pico de las MBAuNPs puras (820 nm) que parece ser 

característico de las MBAuNPs-BSA y es mayor que el descrito por Nghiem et al. 

(2010). 

Aunque estandarizamos el método para la funcionalización de las 

MBAuNPs con BSA, no hemos podido escalarlo a volúmenes mayores. 
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El número promedio de moléculas de BSA conjugadas a cada MBAuNP es 

proporcional al contenido de BSA en las mezclas de funcionalización: 444,928, 

1,395,942 y 3,405,797 moléculas por MBAuNPs respectivamente en mezclas con 

2.5, 10 y 20 µg/µL de BSA. No encontramos ninguna publicación que describa la 

cuantificación de las moléculas de BSA en las MBAuNPs. 

Obtuvimos geles phantom uniformes sin burbujas, en los que incluimos 

MBAuNPs en concentraciones variables. El calentamiento necesario para fabricar 

los geles podría desnaturalizar la BSA, por lo cual no tratamos de incluir 

MBAuNPs-BSA en ellos. Parece que somos los primeros en ensayar la 

hipertermia por irradiación de geles con MBAuNPs, pues tampoco hemos 

encontrado publicaciones al respecto. 

La irradiación con el láser a 808 nm por 10 min aumentó entre 4.2 - 13 °C la 

temperatura de las suspensiones acuosas con MBAuNPs, y entre 3.7 - 5.2 °C la 

de los geles phantom con MBAuNPs, pero no la del agua ni la de las 

suspensiones acuosas con semillas áuricas. Encontramos además que la 

hipertermia de los geles phantom depende de la concentración de MBAuNPs y la 

potencia de irradiación. 

Aunque nuestros ensayos de hipertermia con geles phantom que contienen 

MBAuNPs han sido exitosos, es necesario asegurar su eficacia en cultivos 

celulares o modelos animales. 
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