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Glosario 

 

Todos estos términos son citados en el presente trabajo y se muestran para una mejor 

comprensión de la lectura. Las siglas se derivan del inglés, sin embargo, se preservan en el 

texto. 

 
PLD: Deposición de láser pulsado 

SAMs: Monocapas autoensambladas 

4-MBA: Ácido 4-mercaptobenzoico 

CLSM: Microscopía confocal de barrido láser 

AFM: Microscopía de fuerza atómica 

SERS: Dispersión Raman mejorada por efecto de la superficie 

FSNP: Placas nanoestructuradas de plata funcionalizada 

FTIR: Espectroscopía infrarroja con transformada de Fourier 

HER2: Receptor tipo 2 del factor de crecimiento epidérmico humano 

P-gp: Glicoproteína de permeabilidad 

GTF2b: Factor de transcripción general IIB 

EDIL3: Proteína 3 con dominio parecido a discoidina I y repeticiones parecidas al factor de 

crecimiento epidérmico 

EpCAM: Molécula de adhesión celular epitelial 

ACS: Sociedad americana del cáncer 

BI-RADS: Reporte de imágenes de mama y sistema de datos 

ATCC: Colección americana de tipos de cultivo 

EDC·HCl: Clorhidrato de N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida 

NHS: Hidrocloruro de etanolamina, N-hidroxisuccinimida 

DAPI: 4',6-diamidino-2- fenilindol 

AOTFs: Filtros sintonizables acusto-ópticos de alta velocidad 

SDS: Dodecil sulfato de sodio 

PBS: Solución buffer de fosfato 

RMS: Raíz cuadrática media 

AgNPs: Nanopartículas de plata 

ATR: Reflectancia total atenuada 
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Resumen  

 

Los biosensores presentan un gran potencial para la detección de cáncer a través del uso de 

biomarcadores moleculares asociados a tumores. En este trabajo, se presenta la 

inmovilización del anticuerpo monoclonal anti-HER2 recombinante humanizado 

(trastuzumab) sobre una placa nanoestructurada de plata preparada por deposición de láser 

pulsado (PLD), sobre una película delgada de Au(111), por ser este el material que presentó 

mayor adherencia con las nanoestructuras de plata. 

 

La inmovilización se realizó a través de monocapas autoensambladas de ácido 4-

mercaptobenzoico (4 MBA SAMs) que se activaron con los reactivos de acoplamiento 

(EDC/NHS). Una combinación de imágenes de inmunofluorescencia y análisis z-stack por 

Microscopía Confocal de Barrido Láser (CLSM) permitió detectar la presencia y distribución 

de HER2 en las membranas celulares de las diferentes líneas celulares analizadas. 

 

Cuatro líneas celulares de cáncer de mama que expresan HER2 en diferentes proporciones 

(SKBR3 +++, MCF-7 +/-, T47D +/-, MDA-MB-231 -) se incubaron durante 24 horas en placas 

nanoestructuradas de plata funcionalizada (FSNP) y también sobre películas planas de 

Au(111). Las células se fijaron por medio de un tren de deshidratación por etanol, luego se 

caracterizaron por Microscopía de Fuerza Atómica (AFM) y dispersión Raman mejorada por 

efecto de la superficie (SERS). Los resultados de SERS mostraron una tendencia similar que 

los hallazgos por CLSM (SKBR3> MCF-7> T47D> MDA-MB-231), especialmente cuando se 

monitoreó el pico Raman asociado con el aminoácido de fenilalanina a 1002 cm-1.  

 

Debido a la alta selectividad y alta sensibilidad de SERS con una placa nanoestructurada de 

plata funcionalizada (FSNP), se propone este método para identificar la presencia de HER2 

en células de cáncer de mama. Es importante señalar que SERS es una técnica novedosa 

que podría complementar a las técnicas convencionales para la identificación de HER2. 
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Abstract  

 

Biosensor technology has great potential for the detection of cancer through tumor-associated 

molecular biomarkers. In this work, we describe the immobilization of the recombinant 

humanized anti-HER2 monoclonal antibody (trastuzumab) on a silver nanostructured plate 

made by pulsed laser deposition (PLD), over a thin film of Au(111).  

 

Immobilization was performed via 4-mercapto benzoic acid self-assembled monolayers (4-

MBA SAMs) that were activated with coupling reagents. A combination of 

immunofluorescence images and z-stack analysis by confocal laser scanning microscopy 

(CLSM) allowed us to detect HER2 presence and distribution in the cell membranes. Four 

different HER2-expressing breast cancer cell lines (SKBR3 +++, MCF-7 +/−, T47D +/−, MDA-

MB-231 −) were incubated during 24 h on functionalized silver nanostructured plates (FSNP) 

and also on Au(111) thin films.  

 

The cells were fixed by means of an ethanol dehydration train, then characterized by atomic 

force microscopy (AFM) and surface-enhanced Raman scattering (SERS). SERS results 

showed the same tendency as CLSM findings (SKBR3 > MCF-7 > T47D > MDA-MB-231), 

especially when the Raman peak associated with phenylalanine amino acid (1002 cm−1) was 

monitored. Given the high selectivity and high sensitivity of SERS with a functionalized silver 

nanostructured plate (FSNP), we propose this method for identifying the presence of HER2 

and consequently, of breast cancer cells. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 
Introducción 
 
El cáncer de mama es una enfermedad multifactorial y, de acuerdo a los análisis de los 

perfiles de expresión génica, se ha clasificado en al menos cinco diferentes subtipos con 

propiedades biológicas diferentes [1]. En la práctica, la clasificación del cáncer de mama 

depende de la expresión de receptores nucleares de estrógenos y de progesterona, así como 

la expresión del receptor tipo 2 del factor de crecimiento epidérmico (HER2; por las siglas en 

inglés de Human Epidermal growth factor Receptor, type 2) [2,3].  

 

Los receptores celulares son responsables de transducir las señales del exterior al interior de 

la célula. Estas señales le indican a la célula que crezca, prolifere y sobreviva y su activación 

está fuertemente regulada en las células normales [4]. La familia ErbB está formada por 

cuatro miembros estructuralmente relacionados, los cuales son EGFR (HER1), HER2, HER3 

y HER4. Los miembros de esta familia son capaces de homo- o heterodimerizar, así que son 

posibles múltiples combinaciones entre ellos (e.g. HER2-HER3, HER2-HER4, etc.). HER2 es 

el compañero de dimerización preferido para todos los miembros de esta familia, ya que 

existe en una conformación abierta que está dinámicamente accesible [4-6]. Adicionalmente, 

HER2 está implicado en muchos cánceres humanos (e.g. mama, ovario, gástrico, colorrectal, 

páncreas, endometrio) [7,8]. 

 

HER2 pertenece a la familia de receptores con actividad enzimática de tirosina cinasa (RTKs) 

y juega un rol esencial en el crecimiento, diferenciación y motilidad celular, adicionalmente 

median la transducción de señales a través de la membrana plasmática vía dimerización, lo 

que regula su actividad [9]. Cabe señalar que HER2 es considerado receptor “huérfano”, 

debido a que no se conoce su ligando y su activación es independiente de éste. 

 

La sobreexpresión de receptores HER2 (número muy superior al normal), debido a una 

amplificación génica (mayor número de copias de genes) aumenta la probabilidad de 

interacciones causales y de la formación de homo- o heterodímeros [10]. La expresión del 

protooncogén HER2 en células epiteliales de mama da origen a una glicoproteína 

transmembrana de 185 kDa cuya sobreexpresión se encuentra implicada en 20-30% de los 
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diferentes subtipos de cánceres de mama, adicionalmente, se correlaciona con tumores muy 

agresivos y una pobre prognosis [11]. La sobreexpresión de HER2 es causada por la 

amplificación del gen c-erbB-2, el cual da lugar a 1-2 millones de receptores HER2 por célula, 

comparado a los 20,000-50,000 receptores que se expresan sobre la superficie de células 

epiteliales de mama normales [12].  

 

Un biosensor es un dispositivo analítico que tiene un bioreceptor (e.g. anticuerpo) anclado 

sobre su superficie, el cual al interactuar con una molécula denominada analito (e.g. 

antígeno) lleva a cabo una reacción bioquímica o unión específica, y mediante un transductor 

de señal (e.g. óptico) la interacción bioreceptor-analito que resulta se convierte en una señal 

eléctrica medible. Para que el biosensor pueda ser útil, la intensidad de la señal generada 

debe ser directamente proporcional a la concentración del analito. Los bioreceptores pueden 

ser inmovilizados sobre un soporte sólido a través de: fisisorción (e.g. superficie 

catiónica/aniónica o superficie hidrofílica/hidrofóbica) o quimisorción (e.g. monocapas 

autoensambladas de moléculas heterobifuncionales) [13].  

 

Un tipo de biosensor es el inmunosensor, que se basa en la habilidad de un anticuerpo para 

formar un complejo estable con su correspondiente antígeno [14]. Nuevos métodos sensibles 

y específicos para la detección de cáncer, tales como los nanobiosensores con 

biomarcadores moleculares confiables son útiles para lograr la detección temprana de la 

enfermedad. Por ejemplo, Chandra et al. diseñaron un nanobiosensor amperométrico para la 

detección de la “bomba” molecular llamada glicoproteína de permeabilidad (P-gp), la cual se 

expresa sobre las membranas de células tumorales resistente a múltiples fármacos y que 

está implicada en la expulsión de quimiofármacos de las células [15]. Por otro lado, Soler et 

al. construyeron un nanobiosensor plasmónico para la detección de los autoanticuerpos 

séricos GTF2b (Factor de transcripción general IIB) y EDIL3 (Proteína 3 con dominio 

parecido a discoidina I y repeticiones parecidas al factor de crecimiento epidérmico), los 

cuales están implicados en el desarrollo del cáncer de colon en etapas tempranas, mientras 

que Pallela et al. desarrollaron un nanobiosensor amperométrico para la detección de la 

molécula de adhesión celular epitelial (EpCAM), la cual se sobreexpresa en células 

metastásicas de cáncer (e.g. colorectal, tiroides, ovario, endometrio, gástrico) [16,17]. 
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El trastuzumab (anti-HER2) es un anticuerpo monoclonal recombinante (inducido en ratón y 

posteriomente humanizado para que no pueda ser reconocido por el sistema inmune humano 

como algo extraño), que se une selectivamente con alta afinidad al subdominio IV del 

dominio extracelular de HER2, bloquea la ruptura del dominio extracelular, lo que previene la 

formación de la forma truncada del receptor HER2 (p95-HER2) la cual está asociada con 

supervivencia libre de enfermedad muy corta, bloquea la heterodimerización HER2-HER3 (la 

más activa con respecto a la fosforilación inducida por ligando y activación de la cascada de 

señalizaciones corriente abajo), inhibe las rutas de transducción de señales de HER2, 

desencadena las respuestas mediadas por el sistema inmune contra las células que 

sobreexpresan HER2 para producir citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo, 

inhibiendo así la proliferación celular y aumentando la supervivencia de mujeres con tumores 

que expresan HER2 [18].  

 

La contribución del presente trabajo de investigación es el diseño de placas 

nanoestructuradas de plata funcionalizada (FSNPs) capaces de reconocer, bajo condiciones 

pseudo-fisiológicas, el dominio extracelular de HER2 en cuatro líneas celulares de cáncer de 

mama (SKBR3, MCF-7, T47D, MDA-MB-231) que presentan expresión diferencial de HER2 

superficial, tal reconocimiento molecular fue detectado por dispersión Raman mejorada por 

efecto de la superficie (SERS). Varios reportes en la literatura científica han observado un 

aumento en la intensidad Raman de los modos de vibración asociados con el aminoácido 

fenilalanina en muestras de cáncer que fueron analizadas por espectroscopía Raman, por lo 

que en el presente estudio se propone que los picos Raman de fenilalanina podrían ser 

usados como una etiqueta para la identificación de la heterogeneidad de HER2 en células de 

carcinoma de mama. 
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Las diferentes técnicas usadas en el presente trabajo de investigación se resumen en la 

Tabla 1 para una mejor comprensión de los motivos de su elección: 

 

Técnicas usadas en el presente trabajo Motivos por los cuales se usaron 
PLD Embeber nanoestructuras de plata sobre un soporte de 

Au(111). 

CLSM Análisis de la presencia y distribución de HER2 en 
células de carcinoma de mama. 

Z-stack Verificación de receptores superficiales HER2 en 
células de carcinoma de mama. 

AFM Análisis de la rugosidad superficial de las membranas 
plasmáticas adheridas sobre los diferentes substratos. 

Espectroscopía Raman / SERS Caracterización del FSNP y su interacción con las 
membranas plasmáticas adheridas sobre los diferentes 
substratos. 

FTIR Caracterización del sustrato comercial AuTR10 
funcionalizado y su interacción con las membranas 
plasmáticas adheridas sobre estos. 

 
Tabla 1. Resumen de las diferentes técnicas experimentales usadas en el presente trabajo de investigación.  
Fuente: Elaboración propia. 

 
 
NOTA: Las imágenes que se usaron en la publicación que se anexó al final de la presente 

tesis fueron: Fig.: 13, 20, 23 a), 25 a), 27 a), 33, 38, 40 y Tabla 3. 
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1.1 Antecedentes 
 

Trabajos previos reportados en la literatura 
científica 

Técnica(s) 

Conjugación del trastuzumab con nanocristales de 
MnFe2O4 para la detección de células de cáncer de 
mama. 

Imagenología por Resonancia Magnética 

Conjugación de puntos cuánticos de CuInZn(x)S(2+x) 
con anti-HER2 como sondas para la detección de 
células de cáncer de mama HER2 positivas. 

Microscopía Confocal 

Conjugación de nanopartículas de óxido de hierro  
con anti-HER2 para la detección de cáncer de mama. 

Imagenología por Resonancia Magnética  

Terapia fotodinámica mediante nanocompósitos para 
la visualización teranóstica de HER2 sobre- 
expresado en células de cáncer de mama. 

Luminiscencia, Imagenología por 
Resonancia Magnética 

Conjugación de nanopartículas de plata con anti-
HER2 para la detección de células de cáncer de 
mama. 

SERS 

Tabla 2. Algunos trabajos previos reportados en la literatura científica. Fuente: Elaboración propia con base en las referencias [19-23].  

 

A pesar de que los reportes de dichas investigaciones tienen como objetivo la detección de la 

sobreexpresión de HER2 en células de cáncer de mama, ninguna tiene la característica de 

un nanobiosensor, es decir, tener un soporte sólido. Por lo tanto, en el presente trabajo se 

pretende el desarrollo de una plataforma nanoestructurada funcionalizada que sea selectiva 

para células de cáncer de mama HER2 positivas, haciendo uso de la dispersión Raman 

mejorada por efecto de la superficie (SERS), para obtener una “huella dactilar” 

espectroscópica asociada a células HER2 positivas que permita distinguirlas. 

 
 
 
 
 
 
 
 
  



P á g i n a  | 11 

 

1.2 Hipótesis 
 

El uso de una superficie nanoestructurada funcionalizada con el anticuerpo trastuzumab 

incrementará la sensibilidad para la identificación de HER2 en células de cáncer de mama. 

 

 

 

1.3 Justificación 

 

En 2012 se estimaron aproximadamente 1,676,600 de nuevos casos de cáncer de mama en 

mujeres a nivel global, de los cuales se esperaban 521,900 decesos debido a esta 

enfermedad [24].  

 

Mientras más temprano se detecta el cáncer de mama, mayor tiempo de supervivencia. En 

México la detección del cáncer se realiza en etapas avanzadas, principalmente mediante 

mastografías, donde el grado de avance es mayor, es decir, se presentan tumores ≥ 5 mm 

de diámetro [25], además de que del 10-15% de los resultados son falsos negativos. De 

acuerdo con la Sociedad Americana del Cáncer (ACS) los radiólogos certificados pueden 

categorizar los resultados de las mastografías llamados mamogramas utilizando un sistema 

de clasificación discreto llamado BI-RADS (por las siglas en inglés de Breast Imaging 

Reporting and Data System) que permite evaluar la densidad de la mama (descripción de 

qué tan glandular y fibroso es el tejido de las mamas respecto al tejido graso o adiposo). La 

limitación de esta técnica es que sólo se puede evaluar un área de muestreo muy grande que 

es la mama, mientras que con un nanobiosensor sería factible analizar desde una sola célula 

con la ayuda de la Dispersión Raman mejorada por efecto de la superficie (SERS).   

 

Debido a las limitaciones de la mastografía, que es de facto la principal técnica de detección 

de cáncer de mama, es necesario investigar otras técnicas de identificación de cáncer de 

mama, tal como una plataforma nanoestructurada funcionalizada, que sea capaz de 

identificar la heterogeneidad del receptor HER2 que se sobreexpresa en algunos tipos de 

cáncer de mama debido a la progresión de la enfermedad. 
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1.4 Objetivos 

 

1.4.1 Objetivo general 

 

Desarrollar sustratos nanoestructurados funcionalizados para la identificación diferencial de 

HER2 en células de cáncer de mama humano por medio de diferentes técnicas. 

 

 

 

 

1.4.2 Objetivos particulares 

 

 

 Funcionalizar las superficies de los sustratos nanoestructurados con el anticuerpo 

trastuzumab para la detección de HER2.  

 

 Analizar la presencia y distribución del receptor HER2 en diferentes líneas celulares de 

carcinoma de mama por CLSM y Z-stack. 

 

 Caracterizar a nivel nanométrico por AFM las rugosidades superficiales de las diferentes 

membranas plasmáticas adheridas a las superficies (funcionalizadas y no 

funcionalizadas). 

 

 Caracterizar por SERS la interacción de los sustratos nanoestructurados funcionalizados 

para la detección de células de cáncer de mama que expresan HER2 en forma diferencial.  
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2. DESARROLLO EXPERIMENTAL 
 

2.1 Reactivos 

 

Las líneas celulares MCF-7 (Luminal B; HER2 +/-), T47D (Luminal A; HER2 +/-) y MDA-MB-

231 (HER2 -) fueron adquiridas de la American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, 

VA, EE.UU.), SKBR3 (HER2 +++) fueron donadas por la Dra. María Guadalupe Isabel 

Domínguez Gómez del Instituto Nacional de Cancerología (INCan). Se utilizaron los 

siguientes materiales: medio de cultivo DMEM, medio de cultivo RPMI, medio de cultivo F12, 

suero bovino fetal, aminoácidos no esenciales, L-glutamina, piruvato de sodio, placa de 6 

pocillos de Nunclon, Alexa Fluor 594 (anticuerpo secundario) y penicilina/estreptomicina 

(antibiótico/ antifúngico) los cuales se compraron de Thermo Fisher Scientific, Ciudad de 

México, México. 

 

El clorhidrato de N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (EDC·HCl) se adquirió de Life 

Technologies, Ciudad de México, México. Los anticuerpos contra HER2/ErbB2 

(D8F12/4290P) se obtuvieron de Cell Signaling Technology, Danvers, MA, EE.UU. El 

anticuerpo monoclonal anti-HER2/Neu (sc-33684) y el ácido 4-mercaptobenzoico (4-MBA) se 

adquirieron de Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, EE.UU.  

 

Se adquirieron hidrocloruro de etanolamina, N-hidroxisuccinimida (NHS) y 4',6-diamidino-2-

fenilindol (DAPI) de Sigma-Aldrich, Toluca de Lerdo, Estado de México, México. Se utilizó 

agua ultrapura de un sistema Milli-Q (Millipore, Burlington, MA, EE.UU.), Herceptina 

(trastuzumab, nombre genérico) de Roche-México, membrana de diálisis de corte molecular 

de 3.5 kDa (Spectrum Labs, Rancho Domínguez, CA, EE.UU.) y otros reactivos de grado 

analítico. Se obtuvieron placas de Au(111) para mediciones de AFM y SERS de Arrandee 

Co., Werther (Westfalen, Alemania).  El blanco de plata puro al 99.99% (1.00 diámetro x 

0.259 espesor) para la deposición por láser pulsado (PLD) se obtuvo de Kurt J. Lesker Co., 

Jefferson Hills, PA, EE.UU. 
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2.2 Funcionalización de placas nanoestructuradas de plata 

 

2.2.1. Objetivo particular 1 

 

Funcionalizar las superficies de los sustratos nanoestructurados con el anticuerpo 

trastuzumab para la detección de HER2.  

 

2.2.2 Materiales y Métodos 

 

2.2.2.1 Diseño de placas nanoestructuradas de plata funcionalizada (FSNP) 

 

En una investigación previa se describieron las condiciones óptimas para la inmovilización 

orientada del trasztuzumab sobre una superficie nanoestructurada con nanopartículas de 

plata [26], mismas que se presentan a continuación: 

La adsorción de las monocapas autoensambladas (SAMs) de la molécula heterobifuncional 

ácido 4-mercapto benzoico (4-MBA-SAMs) sobre una superficie nanoestructurada se logró 

bajo las siguientes condiciones: 10 mM de 4-MBA disuelto en alcohol etílico absoluto e 

inmersión del sustrato durante 15 segundos, seguida de la adición una solución de ácido 

acético, a pH 1.8, para la protonación del ácido carboxílico. 

Una vez formadas las monocapas autoensambladas de ácido 4-mercapto benzoico (4-MBA- 

SAMs) se dejan desecar para que la superficie se deshidrate.  

Los reactivos de acoplamiento N-(3-Dimetilaminopropil)-N′-etilcarbodiimida clorhidrato 

(EDC·HCI) y N-Hidroxisuccinimida (NHS) forman un éster parcialmente estable que permite 

el acoplamiento del anticuerpo monoclonal anti-HER2. Dichos reactivos se utilizaron bajo las 

siguientes condiciones: 0.4 M de EDC·HCI y 0.1 M NHS se disolvieron en agua, se 

separaron en alícuotas y se congelaron a -20 °C [27]. Previo a su utilización, se 

descongelaron a temperatura ambiente y se mezclaron inmediatamente en una relación 1:1 

(v/v). Dicha solución se depositó durante 10 minutos para la activación de las 4-MBA-SAMs. 

Una vez formado el intermediario semiestable se procedió a variar el tiempo de adsorción del 

trastuzumab (10, 20 y 30 minutos) manteniéndose su concentración constante (0.1 mg mL-1) 

en todos los casos.  
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Finalmente, una solución de 1.0 M de cloruro de etanolamina a pH 8.5 se depositó durante 7 

minutos para desactivar los ésteres reactivos sobrantes y posteriormente se enjuagó con 

PBS pH 7.4 con antibiótico/antimicótico (penicilina/estreptomicina) al 1%. Se encontró que la 

condición de adsorción del trastuzumab (20 minutos) era la única que mantenía una 

conformación similar a la de la solución. 

La Fig. 1 engloba todo el proceso de funcionalización de sustratos nanoestructurados. Dicho 

proceso de funcionalización se usó en el presente trabajo de investigación para la detección 

de receptores de membrana HER2 en diferentes líneas celulares de carcinoma mamario 

humano. Asimismo, en la Fig. 2 se muestra la representación esquemática para ilustrar como 

sería la adhesión celular sobre un sustrato plano de Au(111) y un sustrato nanoestructurado 

de plata funcionalizada (FSNP). 

 

 

 

Fig. 1 a) sustrato nanoestructurado, b) formación de las monocapas autoensambladas de ácido 4-mercapto benzoico (4-MBA-SAMs),     
c) formación de un éster intermediario semiestable y d) inmovilización orientada del anti-HER2 (trastuzumab). Au=Sustrato de oro,        
Au(111); AgNPs=nanopartículas de plata. 
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Fig. 2 Esquema de la adhesión de una célula de carcinoma de mama sobre un a) sustrato nanoestructurado de  
plata funcionalizada (FSNP) y b) sustrato plano Au(111) que llamamos “control”. 

 

 

2.2.2.2 Deposición por Láser Pulsado (PLD) 

 

Se prepararon nanoestructuras de plata sobre sustratos de Au(111) a temperatura ambiente 

al ablacionar un blanco de plata de alta pureza. La deposición de nanopartículas se llevó a 

cabo en una cámara de vacío a una presión de fondo cercana a 2.7 x 10-5 torr, obtenida con 

una bomba turbomolecular. 

  

El tercer armónico (λ = 355 nm) de un láser Q-switched Nd:YAG, que entregaba 10 mJ en 

pulsos de 10 nanosegundos de duración, trabajando a una tasa de repetición de 10 Hz, se 

utilizó como energía fuente. El haz láser se enfocó sobre la superficie de un blanco de plata 

usando una lente de cuarzo de 50 cm de distancia focal, que produjo un spot de 0.80 mm de 

diámetro medio y una fluencia láser promedio cercana a 2.0 J/cm2.  

 

Las placas de Au(111) descritas anteriormente se usaron como sustratos para PLD, 

colocadas a una distancia de 6.0 cm directamente en frente del blanco de plata y, 

posteriormente, 3000 pulsos de láser se utilizaron para producir nanoestructuras de plata 

(45.0 ± 16.7 nm) sobre una superficie de aproximadamente 0.5 cm2. 
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2.2.3 Resultados y Discusión 

 

2.2.3.1 Análisis de PLD y FSNP 

 

Por otro lado, los sustratos nanoestructurados de plata preparados por PLD tienen un 

diámetro de (45.0 ± 16.7) nm que está de acuerdo con lo reportado por Stamplecoskie et al. 

acerca de que un diámetro de 50 nm es adecuado para favorecer el fenómeno SERS en 

nanopartículas en solución [28]. 

 

Es importante señalar que para obtener un diámetro semejante al ya reportado en la 

literatura científica se requirió variar las condiciones experimentales (e.g. substrato, número 

de pulsos láser, blanco irradiado) para la formación de películas nanoestructuradas en 

soporte sólido. Por ejemplo, sobre diferentes substratos se irradiaron de 500-3,000 pulsos de 

energía láser, encontrándose que el diámetro de las nanoestructuras es dependiente del 

número de pulsos de energía láser, así como del substrato irradiado. Se encontró que la 

mejor adhesión ocurrió entre el substrato Au(111) y las nanoestructuras de plata porque no 

requirió de una enorme cantidad de pulsos de energía láser para obtener nanoestructuras de 

diámetro adecuado. Es menester destacar que se usa una superficie nanoestructurada de 

plata para incrementar la sensibilidad de detección del analito-muestra. 

 

A fin de controlar al máximo la variabilidad que pudiera existir en el anticuerpo inmobilizado 

(del cual se desconocía la establidad) y que posiblemente afectaría el diseño experimental, el 

procedimiento para el diseño de un FSNP se realizó lo más rapido posible. Se decidió que 

las diferentes líneas celulares se incubarían durante 24 h sobre los FSNP y los substratos 

planos de Au(111), porque a este tiempo se lograba una mejor adhesión en todas las líneas 

celulares usadas.  
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2.3 Análisis de la presencia de HER2 en células de cáncer de mama 

 

2.3.1. Objetivo particular 2 y 3 

 

Analizar la presencia y distribución del receptor HER2 en diferentes líneas celulares de 

carcinoma de mama por CLSM y Z-stack. 

 

Caracterizar a nivel nanométrico por AFM las rugosidades superficiales de las diferentes 

membranas plasmáticas adheridas a las superficies (funcionalizadas y no funcionalizadas). 

  

2.3.2 Materiales y Métodos 

 

2.3.2.1 Cultivos de líneas celulares de carcinoma de mama 

 

Los diferentes medios de cultivo se suplementaron con aminoácidos no esenciales, 

antibiótico/antimicótico (Penicilina/Estreptomicina), L-glutamina y piruvato de sodio al 1%. 

Los medios de cultivo y sus suplementos son de grado analítico y fueron adquiridos de 

Thermo Fisher Scientific, Ciudad de México, México. La línea celular MCF-7 se cultivó en 

medio de cultivo DMEM, libre de rojo de fenol, y se le agregó suero fetal bovino (SFB) al 

2.5% (v/v).  

 

Las líneas celulares T47D y MDA-MB-231 se cultivaron en medio de cultivo RPMI y se les 

agregó SFB al 2.5% (v/v). La línea celular SKBR3 fue donada por la Dra. María Guadalupe 

Isabel Domínguez Gómez del Instituto Nacional de Cancerología (INCan) de México; se 

utilizó el medio de cultivo DMEM-F12 en una relación 3:1 (v/v) y se le agregó SFB al 10% 

(v/v).  

 

Las cuatro líneas celulares se incubaron a condiciones pseudofisiológicas (37°C en una 

atmosfera húmeda con CO2 al 5%). Cuando las células alcanzaban más del 90% de 

confluencia se tripsinizaban, y posteriormente se centrifugaban a 1,500 rpm durante 5 

minutos y se resuspendían con el mismo medio de cultivo. El protocolo estandarizado antes 

señalado es el que comúnmente se usa en el laboratorio en que se desarrolló el proyecto. 
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2.3.2.2 Análisis de expresión de HER2 por Inmunocitoquímica 

 

Los cubreobjetos para la inmunocitoquímica se lavaron previamente con SDS al 10%, alcohol 

etilico al 70% y agua destilada. Posteriormente, se secaron con una gasa, se envolvieron en 

papel, se metieron en una bolsa de plástico y se esterilizaron mediante autoclave. En una 

caja Nunclon de 6 pozos se colocaron 4 cubreobjetos por línea celular y se depositaron de 

150,000-200,000 células sobre cada uno, se incubaron durante 2 horas, se retiró el medio de 

cultivo y se agregó nuevo medio de cultivo atemperado y se dejó incubar durante 24 horas. 

 

Posteriormente se retiró el medio de cultivo, se enjuagó con PBS pH 7.4 atemperado y se 

agregó 1 ml de formalina neutra al 4% y se dejó reposar durante 20 minutos a temperatura 

ambiente. Cada pozo que contenía a los cubreobjetos se enjuagó dos veces con PBS Tween 

20 al 1%, se colocó 35 µl del anticuerpo monoclonal primario previamente disuelto en PBS 

Tween 20 al 1% en una relación volumétrica 1:100 sobre cada cubreobjetos. Se dejó reposar 

durante 1.5 horas. 

 

Después cada pozo se enjuagó dos veces con PBS Tween 20 al 1%, se colocó 35 µl del 

anticuerpo monoclonal secundario conjugado a Alexa Fluor 594 sobre cada cubreobjetos. Se 

dejó reposar durante 1.5 horas en oscuridad, ya que el fluorocromo es fotodegradable. 

 

Sobre un portaobjetos limpio se colocaron dos gotas de 25 µl de DAKO DAPI (2 ng/ml), 

posteriormente se puso un cubreobjeto sobre cada gota, se removieron todas las posibles 

burbujas entre los espacios y se dejó reposar durante 10 minutos. Finalmente se sellaron las 

orillas con barniz transparente, se dejó secar y se refrigeró a 4 °C hasta usarlo para CLSM.  

El protocolo estandarizado antes señalado es el que comúnmente se usa en el laboratorio en 

el que se desarrolló el proyecto. 
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2.3.2.3 Análisis por Microscopía Confocal de Barrido Láser (CLSM) y Z-stack 

 

El Microscopio Confocal de Barrido Láser fue conceptualizado y patentado en 1957 por 

Marvin Minsky, aunque su implementación y comercialización fue hasta finales de 1980 

cuando se convirtió en algo ordinario en la investigación biológica [29,30]. El desarrollo de 

instrumentos robustos y confiables, el uso de espejos de escaneo rápido y la habilidad para 

remover objetos borrosos fuera de enfoque de cada sección de imagen, lo cual es crucial 

para visualizar una serie de cortes ópticos delgados de un espécimen en 3D, ha 

revolucionado la técnica de imágenes de fluorescencia. Imágenes de un solo plano de 

muestras muy delgadas (< 5 μm), de espesor intermedio (~ 20 μm), y de gran espesor (~ 50 

μm) requieren de la técnica de Microscopía Confocal [31]. La CLSM ha evolucionado durante 

las últimas décadas hasta el punto de ser esencial en todas las instituciones de investigación 

biomédica. Además de ser el fundamento de tecnologías más nuevas tales como la 

Microscopía Multifotónica y muchas técnicas de súper resolución [32,33]. 

 

La CLSM es una herramienta invaluable para una gran cantidad de investigaciones médico-

biológicas que requieren obtener imágenes de secciones ópticas de especímenes vivos o 

fijados que presentan un espesor de hasta 100 μm. Esta técnica es capaz de examinar la 

emisión de fluorescencia de sondas moleculares fluorescentes desde 400-750 nm [34].  

 

Esta herramienta provee imágenes nítidas muy detalladas en 2D o reconstrucciones en 3D al 

ensamblar una serie de cortes delgados tomados a lo largo del eje vertical del espécimen, 

que, a través de métodos convencionales como la Microscopía Óptica, podrían ser borrosas. 

Ambas técnicas no pueden proveer resolución espacial debajo del límite de difracción de la 

luz (0.2 μm), aunque la detección de moléculas fluorescentes debajo de tal límite se logra 

fácilmente con un microscopio confocal equipado con sistemas de 3-5 láseres controlados 

con filtros sintonizables acusto-ópticos de alta velocidad (AOTFs) acoplados con 

fotomultiplicadores (detectores electrónicos) de alta eficiencia cuántica, ya que los AOTFs 

permiten una regulación muy precisa de la longitud de onda e intensidad de excitación [34]. 

 

A temperaturas ordinarias, la mayoría de las moléculas están en su más bajo estado de 

energía (estado basal). Las moléculas, al absorber un fotón de luz (i.e. luz azul) incrementan 
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su energía, lo que causa que un electrón salte a un estado discreto de singulete excitado 

[35]. Típicamente, estas moléculas disipan algo de la energía absorbida a través de 

colisiones con moléculas circundantes que causan que el electrón caiga a un nivel energético 

más bajo. Si las moléculas circundantes no son capaces de aceptar la gran diferencia de 

energía necesaria para adicionalmente bajar las moléculas a su estado basal, éstas pueden 

llevar a cabo emisión espontánea, de este modo pierden la energía faltante al emitir luz de 

una longitud de onda mayor (i.e. luz verde) [36]. La luz, al incidir sobre una molécula, puede 

ser absorbida y posteriormente emitida en el orden de 10-9-10-8 segundos a una longitud de 

onda diferente a la incidente, dicho proceso es conocido como fluorescencia y su 

representación esquemática se muestra en la Fig. 3 para su mejor comprensión. 

 

La obtención de imágenes nítidas con alto contraste y alta resolución de la sección 

transversal delgada de un espécimen se logra al rechazar la luz no incidente desde el plano 

focal, por lo que solamente a la luz del punto focal que alcance la apertura del láser se le 

permite pasar y la que se aleja de este se rechaza.  

 

La mayoría de las imágenes de los microscopios confocales se obtiene al reflejar la luz del 

espécimen o estimular la fluorescencia de los colorantes (fluoróforos) aplicados al 

espécimen, siendo este último el más común usado en aplicaciones biológicas [37].  

 

Adicionalmente, con la Microscopía Confocal se pueden tomar secciones ópticas y crear 

representaciones o reconstrucciones de un espécimen sin necesidad de cortarlo o 

seccionarlo. Las muestras con un espesor de 5 µm producirán imágenes mejoradas con 

otras técnicas (e.g. microscopía confocal, microscopía multifotónica, deconvolución, 

iluminación estructurada, etc.). Aun cuando los especímenes de 5 µm de espesor son 

considerados delgados, el 80% de la luz puede venir de regiones fuera del foco, lo cual 

resultará en una imagen de bajo contraste, ya que está compuesta de luz muy intensa, pero 

con fondo borroso [38].  

 

En cambio, los especímenes que presentan un espesor de 5-30 µm reciben una enorme 

cantidad de luz que se origina en regiones fuera del foco, por lo que para ser mejor 

visualizados se requieren técnicas tales como Confocal o Multifotónica [38]. La 
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representación esquemática del funcionamiento de un microscopio confocal se muestra en la 

Fig. 4 para su mejor comprensión.  

 

La técnica Z-stack es un método de procesamiento de imagen digital que combina las 

imágenes tomadas desde múltiple distancias o planos focales ópticos para proveer una 

imagen reconstruida con una mayor profundidad que cualquiera de las imágenes individuales 

per se, permitiendo visualizar el volumen de un espécimen completo [39,40].   

 

Las áreas a lo largo de los ejes (x,y) se mantienen intactas, pero la distancia a lo largo del eje 

z es diferente para cada imagen individual, por lo tanto, puede ser usada para crear una 

imagen 3D detallada de un espécimen completo. El espesor de la rebanada óptica es 

controlado por la apertura numérica del objetivo y el diámetro del colimador. 
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Fig. 3 Representación esquemática del diagrama de energía de Jablonski para el fenómeno de fluorescencia [41].  
 

 

 

 

 

 

 

 

  

 Fig. 4 Representación esquemática del principio de operación de un microscopio confocal [42].  
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Fig. 5 Imágenes de Microscopía Confocal de Barrido Láser para detectar HER2, mediante inmunocitoquímica, en células SKBR3 a) 
campo claro, b) tinción del núcleo celular mediante el fluoróforo DAPI, c) detección indirecta de HER2 mediante un anticuerpo primario 
anti-HER2 y un anticuerpo secundario anti-anti-HER2 unido al fluoróforo Alexa Fluor 594 y d) localización celular del receptor HER2 
mediante la superposición de las imágenes (DAPI+HER2). Aumento: 63x. 
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Fig. 6 Amplificación de la colocalización del receptor HER2 mediante la superposición de las imágenes (DAPI+HER2) en células 
SKBR3. 
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Fig. 7 Imágenes de Microscopía Confocal de Barrido Láser para detectar HER2 mediante inmunocitoquímica, en células MCF-7 a) 
campo claro, b) tinción del núcleo celular mediante el fluoróforo DAPI, c) detección indirecta de HER2 mediante un anticuerpo primario 
anti-HER2 y un anticuerpo secundario anti-anti-HER2 unido al fluoróforo Alexa Fluor 594 y d) localización celular del receptor HER2 
mediante la superposición de las imágenes (DAPI+HER2). Aumento: 63x. 
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Fig. 8 Amplificación de la colocalización del receptor HER2 mediante la superposición de las imágenes (DAPI+HER2) en células MCF-7. 
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Fig. 9 Imágenes de Microscopía Confocal de Barrido Láser para detectar HER2, mediante inmunocitoquímica, en células T47D a) 
campo claro, b) tinción del núcleo celular mediante el fluoróforo DAPI, c) detección indirecta de HER2 mediante un anticuerpo primario 
anti-HER2 y un anticuerpo secundario anti-anti-HER2 unido al fluoróforo Alexa Fluor 594 y d) localización celular del receptor HER2 
mediante la superposición de las imágenes (DAPI+HER2). Aumento: 63x. 
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Fig. 10 Amplificación de la colocalización del receptor HER2 mediante la superposición de las imágenes (DAPI+HER2) en células T47D. 
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Fig. 11 Imágenes de Microscopía Confocal de Barrido Láser para detectar HER2, mediante inmunocitoquímica, en células MDA-MB-231 
a) campo claro, b) tinción del núcleo celular mediante el fluoróforo DAPI, c) detección indirecta de HER2 mediante un anticuerpo 
primario anti-HER2 y un anticuerpo secundario anti-anti-HER2 unido al fluoróforo Alexa Fluor 594 y d) localización celular del receptor 
HER2 mediante la superposición de las imágenes (DAPI+HER2). Aumento: 63x. 
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Fig. 12 Amplificación de la colocalización del receptor HER2 mediante la superposición de las imágenes (DAPI+HER2) en células MDA-
MB-231. 
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Fig. 13. Imágenes de inmunofluorescencia por Microscopía Confocal de Barrido Láser de cuatro líneas celulares: SKBR3, MCF-7, 
T47D y MDA-MB-231 a) campo claro, b) tinción del núcleo celular mediante el fluoróforo DAPI (color azul), c) detección indirecta de 
HER2 mediante un anticuerpo primario anti-HER2 y un anticuerpo secundario anti-anti-HER2 unido al fluoróforo Alexa Fluor 594 (color 
rojo) y d) localización celular del receptor HER2 mediante la superposición de las imágenes (DAPI+HER2). Aumento: 63x. 
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Fig. 14 Imágenes bidimensionales de 15 cortes ópticos de 100 nm sobre células SKBR3 mediante el procedimiento Z-stack 
implementado por Microscopía Confocal de Barrido Láser. 
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Fig. 15 Reconstrucción tridimensional de los 15 cortes ópticos de 100 nm sobre células SKBR3 mediante el procedimiento Z-stack 
implementado por Microscopía Confocal de Barrido Láser. 
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Fig. 16 Imágenes bidimensionales de 15 cortes ópticos de 100 nm sobre células MCF-7 mediante el procedimiento Z-stack 
implementado por Microscopía Confocal de Barrido Láser. 
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Fig. 17 Reconstrucción tridimensional de los 15 cortes ópticos de 100 nm sobre células MCF-7 mediante el procedimiento Z-stack 
implementado por Microscopía Confocal de Barrido Láser. 
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Fig. 18 Imágenes bidimensionales de 15 cortes ópticos de 100 nm sobre células T47D mediante el procedimiento Z-stack implementado 
por Microscopía Confocal de Barrido Láser. 
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Fig. 19 Reconstrucción tridimensional de los 15 cortes ópticos de 100 nm sobre células T47D mediante el procedimiento Z-stack 
implementado por Microscopía Confocal de Barrido Láser. 
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2.3.2.4 Análisis por Microscopía de Fuerza Atómica (AFM) 

 

Todas las imágenes AFM se caracterizaron a temperatura ambiente, en el modo tapping con 

un NanoScope IIIa (Veeco Instruments, Santa Bárbara, CA, EE.UU.).  

 

Las sondas de silicio dopado con antimonio(n) tenían una frecuencia de resonancia media de 

317-382 kHz con una constante de resorte de 20-80 N/nm que se usaron a una velocidad de 

escaneo de 0.4-0.7 Hz. El valor de amplitud del cantilever se mantuvo constante a 

aproximadamente 3000 mV y a un voltaje fijo de 1.5 V. Las imágenes de AFM fueron 

obtenidas manualmente con un tiempo medio de 45 minutos por muestra; los modos de 

adquisición fueron altura y fase y sus análisis se realizaron a través del software AFM 

NanoScope IIIa. Cada célula fue examinada en cinco lugares diferentes sobre su superficie 

en dos series diferentes de muestras. Generalmente, para un análisis de este tipo se realizan 

de 3 a 5 mediciones puntuales y se calcula su desviación estándar debido a que estos no 

pretenden ser exhaustivos. En la Fig. 20 se muestra la caracterización por AFM desde el 

diseño de una superficie nanoestructurada de plata hasta su funcionalización.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 20 Imágenes AFM de a) un sustrato nanoestructurado de plata, b) análisis estadístico del diámetro promedio (45.0 ± 16.7 nm) de 
las nanoestructuras de plata mediante el software SPIP 3D Image Processing v6.2.4, c) formación de las monocapas autoensambladas 
de ácido 4-mercapto benzoico (4-MBA-SAMs), y d) inmovilización orientada del trastuzumab sobre las 4-MBA-SAMs para formar un 
FSNP. 
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Fig. 21 a) Morfología bidimensional de una célula SKBR3 adherida sobre un FSNP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 21 b) Morfología tridimensional de una célula SKBR3 adherida sobre un FSNP. 
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Fig. 22 a) Morfología bidimensional de una célula SKBR3 adherida sobre un sustrato Au(111). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 22 b) Morfología tridimensional de una célula SKBR3 adherida sobre un sustrato Au(111). 
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Fig. 23 a) Morfología bidimensional de una célula MCF-7 adherida sobre un FSNP.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 23 b) Morfología tridimensional de una célula MCF-7 adherida sobre un FSNP.  
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Fig. 24 a) Morfología bidimensional de una célula MCF-7 adherida sobre un sustrato Au(111).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 24 b) Morfología tridimensional de una célula MCF-7 adherida sobre un sustrato Au(111).  
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Fig. 25 a) Morfología bidimensional de una célula T47D adherida sobre un FSNP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 25 b) Morfología tridimensional de una célula T47D adherida sobre un FSNP. 
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Fig. 26 a) Morfología bidimensional de una célula T47D adherida sobre un sustrato Au(111). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 26 b) Morfología tridimensional de una célula T47D adherida sobre un sustrato Au(111).  
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Fig. 27 a) Morfología bidimensional de una célula MDA-MB-231 adherida sobre un FSNP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 27 b) Morfología tridimensional de una célula MDA-MB-231 adherida sobre un FSNP. 
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Fig. 28 a) Morfología bidimensional de una célula MDA-MB-231 adherida sobre un sustrato Au(111). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 28 b) Morfología tridimensional de una célula MDA-MB-231 adherida sobre un sustrato Au(111). 
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2.3.2.5 Cuantificación de la rugosidad superficial (RMS[Rq]) de las membranas 

plasmáticas de células cancerosas por AFM 

 

La raíz cuadrática media de la expresada con factor de rugosidad RMS [Rq] (RMS; por las 

siglas en inglés de Root Mean Square) es una función que toma los cuadrados de las alturas 

(Z) de las mediciones de cada pixel (x,y,z). La rugosidad superficial o textura superficial es 

similar a la rugosidad promedio, siendo la única diferencia los valores absolutos cuadrados 

medios del perfil de rugosidad superficial. 

 

De acuerdo con Colton et al. [43] los puntos clave que se deben tomar en cuenta a la hora de 

determinar la rugosidad superficial o textura superficial por AFM son: 

 Delimitar el intervalo apropiado para el análisis superficial 

 Minimizar las interacciones entre sonda y la muestra 

 Minimizar los artificios debidos a la sonda (e.g. vibraciones, velocidad de escaneo) 

 

El análisis de la rugosidad superficial RMS [Rq] permite encontrar las variaciones topográficas 

que presentan las muestras al ser “barridas” por una sonda. Esta técnica permite estimar la 

rugosidad superficial basándose en lo siguiente: en un terreno con poca textura superficial, 

los vectores perpendiculares a la superficie del mismo serán aproximadamente paralelos por 

lo que, presentarán una altura (Z-escala) baja. Por otro lado, en un terreno con gran textura 

superficial, los cambios vectoriales de pendiente y orientación harán que estos presenten una 

altura mayor [44]. El análisis textural superficial realizado a través de AFM se representa de 

manera esquemática en la Fig. 29.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



P á g i n a  | 49 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 29 Representación esquemática del análisis de la rugosidad superficial por AFM [45].  

 

Una imagen de AFM tiene tres ejes (x,y,z) que es cubierta por 512 líneas que conforman la 

imagen tridimensional por lo que una imagen bidimensional (512 líneas x 512 líneas) da lugar 

a una resolución espacial  de 262,144 pixeles. Esto último quiere decir que al escanear una 

pequeña área se obtiene mejor resolución. El número de pixeles es siempre mismo para 

diferentes áreas de escaneo. Por lo tanto, para comparar RMS [Rq] se requiere siempre de 

una misma área de escaneo. 

                                                    RMS [Rq]  = prom( ( ( )iR f Z Z 2
, ))N                           Ecuación (1) 

 

Zprom: Cálculo del valor promedio en Z en cierta área 

Zi: Valor corriente de Z 

N: Número de puntos en el área dada 

 

Para obtener una mayor resolución se debe escanear un área pequeña. Por ejemplo, si el 

tamaño de una imagen es de 10 µm (10,000 nm), entonces se obtendría una resolución de 

19.53 nm/pixel, es decir, 19.53 nm representa la distancia entre dos pixeles adyacentes, por 
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lo tanto, objetos debajo a 19.53 nm no se logran resolver (resolución baja). Ahora si nuestra 

área de muestreo es una 1um, entonces, la distancia entre dos pixeles es de 1.953 nm. Esto 

último quiere decir que la resolución en ese caso específico se mejoró 10 veces. 

 

En cada pixel existe información en las dimensiones x,y,z dónde z representa la altura. Los 

valores en el eje Z se pueden tratar estadísticamente para calcular la textura o rugosidad 

superficial de la muestra en cuestión mediante la diferencia absoluta de los valores z 

elevando dicha diferencia al cuadrado dividiendo entre el número de puntos (N) y obteniendo 

su raíz cuadrada correspondiente. El factor RMS [Rq] se usa para la interpretación y 

evaluación de la textura o rugosidad superficial de las muestras analizadas. 

 

El resultado del análisis cuantitativo de la rugosidad superficial de las diferentes líneas 

celulares usadas en el presente estudio se muestra en la Tabla 3. 

 

Línea celular de 
carcinoma de mama 

RMS [Rq] (nm) 

SKBR3 / FSNP 48.9 ± 15.2 

SKBR3 / Au(111) 39.3 ± 7.2 

MCF-7 / FSNP 43.0 ± 6.8 

MCF-7 / Au(111) 58.9 ± 9.3 

T47D / FSNP 50.1 ± 10.7 

T47D / Au(111) 88.4 ± 27.8 

MDA-MB-231 / FSNP 40.2 ± 13.3 

MDA-MB-231 / Au(111) 43.4 ± 8.1 
                                           Tabla 3. Mediciones de la rugosidad superficial por AFM de las diferentes 
                                            membranas plasmáticas de células de carcinoma de mama. Los resultados 
                                            se muestran como: media ± Desviación Estándar. 
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Fig. 30 Análisis de la rugosidad (mediante el factor RMS [Rq]) por AFM de las membranas plasmáticas de las diferentes líneas celulares 
adheridas sobre un FSNP y un sustrato Au(111). Las barras de errores representan el error estándar. Nota: Los asteriscos representan 
el par de muestras [Funcionalizada y No Funcionalizada (control)] que fueron estadísticamente significativas a un p-valor < 0.05. 
 

 

 

 

 

Fig. 31 Prueba t pareada para encontrar la diferencia de medias entre las rugosidades de las membranas plasmáticas adheridas sobre 
un FSNP y un sustrato Au(111). El área de medición de la rugosidad superficial fue de 5 µm x 5 µm.  N representa el número de 
mediciones o repeticiones. 
 

 

N Mean StDev SE Mean 

  

N Mean StDev SE Mean 

MCF-7 Func 7 42.95 6.75 2.55 

 

SKBR3 Func 10 48.87 15.19 4.80 

MCF-7 Control 7 65.36 11.96 4.52 

 

SKBR3 Control 10 57.10 18.24 5.77 

Difference 7 -22.40 8.22 3.11 

 

Difference 10 -8.23 25.43 8.04 

           
p-value = 0.000 

     

p-value = 0.333 

    

           

 

N Mean StDev SE Mean 

  

N Mean StDev SE Mean 

T47D Func 9 50.09 10.73 3.58 

 

MDA-MB-231 Func 6 40.16 13.27 5.42 

T47D Control 9 88.37 27.82 9.27 

 

MDA-MB-231 Control 6 43.35 8.03 3.28 

Difference 9 -38.30 30.10 10.00 

 

Difference 6 -3.19 15.35 6.27 

           p-value= 0.005 

     

p-value = 0.632 
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2.3.3 Resultados y Discusión 

 

2.3.3.1 Análisis de la presencia de HER2 por CLSM y Z-stack 

 

Nuestro principal interés son los receptores superficiales HER2 (es importante señalar que el 

anticuerpo monoclonal traztuzumab tiene una alta afinidad por los receptores superficiales 

HER2), ya que nuestra superficie nanoestructurada funcionalizada sólo interaccionaría con 

estos y dicha respuesta se mediría a través de dispersión Raman mejorada por efecto de la 

superficie (SERS). Esta respuesta está correlacionada con la expresión diferencial de HER2 

en las diferentes líneas celulares de cáncer de mama y es de mucho interés para asumir que 

el sustrato nanoestructurado funcionalizado trabaja de manera adecuada y puede ser usado 

para el desarrollo de un biosensor nanoestructurado para la detección de células de cáncer 

de mama basado en SERS.    

 

De acuerdo con las Fig. 5 y 6 la línea celular SKBR3 presenta alta expresión del receptor 

superficial HER2 (alta inmunopositividad) en 80% al 90% de las células analizadas, mientras 

que el resto lo presentan disperso en el citoplasma. En el caso de las células MCF-7 y de 

acuerdo con las Fig. 7 y 8, el receptor superficial HER2 se presenta en el 40% al 60% del 

total de las células analizadas y también se puede observar en el núcleo, especialmente en 

las células donde hay más expresión, efecto que no se observa en las células SKBR3. La 

expresión de HER2 en la superficie de las membranas de células T47D se observa en menos 

del 20% de las células analizadas, de acuerdo con las Fig. 9 y 10, con menor intensidad que 

las otras dos líneas celulares y preferentemente en el citoplasma. Por último, en el caso de 

las células MDA-MB-231, y de acuerdo con las Fig. 11 y 12, la inmunopositividad para HER2 

es muy débil, ya que a través de la literatura científica se sabe que es una línea celular que 

no expresa HER2 [46]. Estas aseveraciones se basan en el análisis visual de la tinción del 

fluoróforo Alexa Flour 594 (intensidad de color rojo) de las imágenes (Figs. 5-12). Para un 

mejor análisis visual, las imágenes de CLSM “representativas” de las cuatro diferentes líneas 

celulares de carcinoma de mama se muestran en la Fig. 13. 

 

Las células T47D presentan receptores superficiales HER2, así como receptores HER2 

translocados al núcleo, ya que sus imágenes presentan “spots” color rosa (Fig. 9-10), lo cual 

sugiere que la emisión de fluorescencia en el espectro del azul del DAPI y del Alexa Fluor 
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594 (rojo) se traslapan. Adicionalmente, se sabe que el receptor HER2 migra al núcleo 

(translocación nuclear) donde actúa como factor de transcripción [47-52]. 

 

Para corroborar si los receptores HER2 se encuentra en la membrana plasmática, citoplasma 

o núcleo (localización extracelular o intracelular de HER2), se procedió a hacer cortes de 100 

nm de espesor óptico (Fig. 14, 16 y 18) sobre tres diferentes líneas celulares y, 

posteriormente, mediante el procedimiento llamado Z-stack, dichos cortes se reconstruyeron 

para formar una imagen 3D (Fig. 15, 17 y 19). 

 

Por lo tanto, los resultados permiten establecer la cantidad de HER2 presente en las 

membranas celulares de la siguiente manera: SKBR3>MCF-7>T47D>MDA-MB-231. Estos 

resultados son congruentes con lo previamente reportado en la literatura científica: SKBR3 

es una línea celular que sobreexpresa HER2 [53], MCF-7 y T47D son líneas celulares de 

baja expresión de HER2 [54] y MDA-MB-231 se considera triple negativo ya que no expresa 

receptores HER2, de progesterona ni de estrógeno [55]. Cordo Russo et al. reportaron que el 

HER2 expresado en la línea T47D es predominantemente citosólico [48]. Por lo tanto, la línea 

celular MCF-7 presenta más receptores superficiales HER2 que la línea celular T47D.  
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2.3.3.2 Análisis de la rugosidad superficial por AFM 

 

Al hacer un análisis visual de las imágenes de AFM se puede observar que las Fig. 21 a-b y 

Fig. 22 a-b (SKBR3), Fig. 23 a-b y Fig. 24 a-b (MCF-7), Fig. 25 a-b y Fig. 26 a-b (T47D) y Fig. 

27 a-b y Fig. 28 a-b (MDA-MB-231) muestran la rugosidad de sus membranas plasmáticas 

en 2D y 3D, respectivamente. De manera visual se observaron cambios morfológicos entre 

las células adheridas sobre un FSNP y un sustrato plano Au(111), aunque de manera 

estadística no se pudo establecer una diferencia significativa entre las líneas celulares 

SKBR3 y MDA-MB-231 respecto a si el FSNP afectaba o no la rugosidad de las membranas 

celulares adheridas sobre estos. El proceso para el cálculo de la rugosidad superficial ha sido 

reportado en un trabajo previo sobre la incorporación de nanopartículas en células de 

carcinoma de mama [56]. 

 

La Fig. 29 es una representación esquemática del funcionamiento de una punta de AFM al 

escanear la superficie de una muestra. El análisis de las rugosidades superficiales de las 

diferentes membranas plasmáticas adheridas sobre los diferentes substratos -FSNP y 

Au(111)- nos permitiría conocer cualquier cambio en sus morfologías y poder 

correlacionarlas con la interacción entre los receptores superficiales HER2 expresados en las 

diferentes líneas celulares y los substratos probados (funcionalizado y no funcionalizado).  

 

Al analizar las diferentes rugosidades de las membranas plasmáticas se evitaron las zonas 

que tenían poros prominentes, ya que, de lo contrario sus valores de rugosidad superficial se 

dispararían, por lo que se escogieron zonas cuasi-homogéneas sobre las diferentes células 

analizadas para evitar lo antes mencionado. En la Fig. 30 se muestra el análisis cuantitativo 

de las rugosidades superficiales de las diferentes líneas celulares de carcinoma de mama.  

 

Por otro lado, a partir de la prueba estadística t pareada (Fig. 31) se puede inferir que las 

rugosidades superficiales de las membranas plasmáticas de las células MCF-7 y T47D 

adheridas sobre un FSNP y sobre un sustrato Au(111) son significativas, ya que muestran un 

p-value < 0.05. En cambio, las demás rugosidades superficiales de las líneas celulares 

SKBR3 y MDA-MB-231 resultaron estadísticamente no significativas.   
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2.4 Caracterización por dispersión Raman mejorada por efecto de la superficie (SERS) 

y por espectroscopía infrarroja con transformada de Fourier (FTIR) 

 

2.4.1. Objetivo particular 4 

 

Caracterizar por SERS la interacción de los sustratos nanoestructurados funcionalizados 

para la detección de células de cáncer de mama que expresan HER2 en forma diferencial. 

 

2.4.2 Materiales y Métodos  

 

2.4.2.1 Visualización por microscopía óptica de las células adheridas al FSNP 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 32 Imágenes de Microscopía Óptica de las diferentes líneas celulares adheridas sobre un FSNP a) células SKBR3, 
b) célula MCF-7, c) células T47D, y d) células MDA-MB-231. Las células se incubaron durante 24 h a condiciones  
pseudofisiológicas (37°C en una atmosfera húmeda con CO2 al 5%) y posteriormente se fijaron por medio de un 
 tren de alcohol etílico. Aumento: 100x.  
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2.4.2.2 Caracterización por SERS 

 

La espectroscopía Raman es una técnica espectroscópica rotovibracional que se basa en la 

dispersión inelástica de la luz de una fuente de excitación monocromática. Por otro lado, la 

espectroscopía Raman mejorada por efecto de la superficie (SERS) es una técnica 

espectroscópica rotovibracional que permite una detección selectiva y altamente sensible 

mediante la amplificación de los campos eléctricos localizados sobre la superficie de un 

material plasmónico (tales como el oro y plata nanoestructurada) cuando se excitan con una 

fuente de excitación monocromática. Esto da como resultado una mejora de la señal Raman, 

que permite la detección de analitos de baja concentración, dando lugar al uso de SERS 

como una herramienta de diagnóstico [57].  

 

Los espectros Raman se calibraron usando el número de onda localizado en 521 cm-1 del 

silicio monocristalino. Con la finalidad de obtener espectros Raman espacialmente similares, 

éstos fueron tomados cerca del núcleo de las diferentes células analizadas. Todos los 

espectros Raman se registraron al menos tres veces en tres diferentes puntos de la muestra, 

a temperatura ambiente, con un sistema micro-Raman Horiba Jobin-Yvon LabRam HR 800, 

que estaba acoplado con microscopio confocal Olympus BX40, equipado con un detector 

CCD.  

 

Las condiciones para la obtención de los espectros Raman fueron: 

Modelo: Sistema micro-Raman Horiba Jobin Yvon LabRam HR 800  

Excitación láser: 532.1 nm 

Objetivo del haz: 50x  

Potencia: 7 mW  

Tiempo de integración de la señal: 100 acumulaciones de 10 s por cada espectro. 
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Fig. 33 Espectros Raman de a) monocapas autoensambladas de ácido 4-mercapto benzoico (4-MBA-SAMs), y b) inmovilización 
orientada del trastuzumab sobre las 4-MBA-SAMs para formar un FSNP. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 34 Espectros Raman de a) una célula SKBR3 adherida sobre un FSNP y b) una célula SKBR3 adherida sobre un  
sustrato Au(111). 
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Fig. 35 Espectros Raman de a) una célula MCF-7 adherida sobre un FSNP y b) una célula MCF-7 adherida sobre un  
sustrato Au(111). 
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Fig. 36 Espectros Raman de a) una célula T47D adherida sobre un FSNP y b) una célula T47D adherida sobre un  
sustrato Au(111). 
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Fig. 37 Espectros Raman de a) una célula MDA-MB-231 adherida sobre un FSNP y b) una célula MDA-MB-231 adherida  
sobre un sustrato Au(111). 
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Fig. 38 Espectros Raman de las diferentes líneas celulares usadas en la presente investigación: a) las cuatro diferentes líneas celulares 
y b) los cuatro controles, superficie plana de Au(111), de las diferentes líneas celulares respectivamente. 
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Fig. 39 Espectros Raman de a) afuera de las células y b) trastuzumab en solución a una concentración de 0.1 mg mL-1. 
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Desplazamiento 
Raman (cm-1) 

Asignamiento Molecular 

 

 

DNA/RNA Proteínas Lípidos 

620 

 

C-C tw Phe 

 642 

 

C-C tw Tyr 

 726 A  

  757 

 

Trp ring br 

 781 U, C, T  br (anillo) /O-P-O str bk 

  827 O-P-O asym str 

  850 
936                 
948 PO4 

Tyr br (anillo aromático) 
(C-C) 
 

 1000 

 

Phe sym br (anillo aromático) 

 1030 

 

C-H Phe 

 1080 

 

C-N str  C-C str (cadena) 

1127 

 

C-N str  C-C str (cadena) 

1173 

 

C-H Tyr, Phe 

 
1245 

 

Amida III (Plegamiento β y 
plegamiento azaroso) 

 1320 C Amida III (hélice α) 

 1340 A, G CH def 

 1450 
1607 

 

CH def 
C=C Tyr, Phe 

 CH def 

1615 

 

C=C Tyr, Trp 

 1654 

 

Amida I (hélice α) 

 1668 

 

Amida I (Plegamiento azaroso) 

  
Tabla 4. Asignamientos Raman a las diferentes células adheridas sobre un sustrato nanoestructurado funcionalizado y sobre un sustrato 
Au(111) [58-63].  Abreviaciones:,(A) adenina, (C) citosina, (G) guanina, (T) tirosina, (O-P-O) fosfato,  (br) respiración, (bk) esqueleto, 
(def) deformaciónn, (tw) giro, (asym) asimétrico, (str) estiramiento. 
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Fig. 40 Intensidades Raman a diferentes desplazamientos Raman: a) 1002 cm-1, b) 1030 cm-1, c) 1667 cm-1, y d) cociente de intensidad 
Raman 1002 cm-1 / 1667 cm-1 de las diferentes líneas celulares. Nota: Las unidades de intensidad Raman son arbitrarias. 
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2.4.2.3 Caracterización por FTIR 

 

FTIR es una técnica analítica que usa radiación infrarroja (generalmente de 4000 cm-1 a 400 

cm-1) para identificar el analito bajo estudio por medio de su “huella dactilar” característica. La 

radiación infrarroja que es absorbida se convierte en energía rotovibracional por las 

moléculas de la muestra. En este caso particular, con la finalidad de poder comparar la 

versatilidad de las técnicas espectroscópicas FTIR y espectroscopía Raman, se decidió usar 

el intervalo desde 600 cm-1 a 1800 cm-1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 41 Espectros de FTIR de las diferentes líneas celulares sobre un sustrato AUTR10 no funcionalizado (control) y un funcionalizado. 
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Fig. 42 Espectros de FTIR de células MCF-7 sobre un sustrato AUTR10 no funcionalizado y funcionalizado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 43 Espectros de FTIR de células MCF-7 sobre un sustrato AUTR10 no funcionalizado y funcionalizado. 
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Fig. 44 Espectros FTIR en modo ATR (reflectancia total atenuada) de las diferentes líneas celulares sobre un sustrato AUTR10 no 
funcionalizado (control) y un funcionalizado. 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 45 Espectros FTIR en modo ATR (reflectancia total atenuada) de células MCF-7 sobre un sustrato AUTR10 no funcionalizado y 
funcionalizado.  
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2.4.3 Resultados y Discusión 

 

2.4.3.1 Análisis de la visualización celular por microscopía óptica 

 

De las imágenes de Microscopía Óptica (Fig. 32) se puede observar que las células SKBR3 y 

MCF-7 muestran un núcleo celular muy definido, en cambio, las células T47D muestran que 

tanto el núcleo como la membrana plasmática se aplanan sobre la superficie 

nanoestructurada funcionalizada y, por último, las células MDA-MB-231 muestran un núcleo 

celular abultado y desarrollan extremidades (extensiones citoplasmáticas) para hacer 

contacto entre sí, es decir, son extremadamente adherentes a cualquier superficie, aunque 

no se esperaba afinidad hacia la superficie nanoestructurada funcionalizada, debido a que 

son HER2 negativas. En este punto es importante señalar que en estudios previos se 

incubaron células de carcinoma de mama sobre un FSNP a tiempos relativamente cortos (de 

4 a 6 h de incubación) y en esos experimentos se observó que las células T47D y MDA-MB-

231 presentaban una morfología redonda, probablemente por la poca o nula afinidad sobre el 

FSNP (imágenes no mostradas). Por lo tanto, se decidió establecer en 24 h el tiempo de 

incubación de las células de carcinoma de mama sobre el FSNP para evitar tanta variabilidad 

experimental. 

 

2.4.3.2 Análisis por SERS 

 

La Fig. 33 a) muestra el espectro Raman de las monocapas autoensambladas de 4-MBA (4-

MBA SAMs) sobre un sustrato nanoestructurado de plata que presenta una densidad de 538 

nanoestructuras / μm2 y un diámetro de 45.0 ± 16.7 nm. Los picos Raman se localizaron a 

630 cm-1 (C-S), 1075 cm-1 (C-H), 1180 cm-1 (C-H), 1357 cm-1 (COO-) y 1585 cm-1 (C=C). 

Assimismo, la Fig. 33 b) muestra la inmovilización del trastuzumab sobre 4-MBA SAMs 

(FSNP) y presenta los picos Raman característicos a 864 cm-1 (Tyr), 948 cm-1 (N-Cs-C), 1064 

cm-1 y 1139 cm-1 (C-C o alquil C-N), 1324 cm-1 (Trp, Cs-H) y 1609 cm-1 (Tyr, Trp, Phe). Todos 

los picos fueron asignados de acuerdo a la literatura científica y se resumen en la Tabla 4 

[58,59]. 
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Las bandas Raman que son constantes (Fig. 34-37) en los diferentes espectros Raman están 

a 1002, 1030, 1340, 1450 y 1667 cm-1. Dichas bandas Raman corresponden al anillo 

aromático de la fenilalanina, C-H de la fenilalanina, C-H de deformación de las proteínas; 

adenina y guanina, C-H de deformación de las proteínas, y plegamiento aleatorio de la amida 

I respectivamente. 

 

De los diferentes espectros Raman (Fig. 34-37) se puede observar que el uso de una 

superficie nanoestructurada funcionalizada mejora el cociente señal ruido inherente a la 

dispersión Raman normal. Tomando como referencia el pico Raman ubicado a 1002 cm-1, se 

observa que existe una relación casi lineal en su intensidad Raman. Tanto para la línea 

celular MCF-7 y SKBR3 (Fig. 34-35) se puede observar que tienen la misma magnitud de 

intensidad a 1002 cm-1.  

 

Las células T47D muestran un pico Raman único a 948 cm-1 (Fig. 36) asociado a la vibración 

del grupo fosfato de los ácidos nucleicos y tentativamente podría servir para discriminar a 

esta línea de carcinoma de mama de las demás. Se sabe que las células T47D muestran el 

receptor HER2 distribuido principalmente en el citoplasma y el núcleo por lo que hace a estas 

células muy agresivas, ya que la terapia de anticuerpo monoclonal humanizado, 

trastuzumab, sólo actúa sobre los receptores HER2 superficiales.  

 

En las líneas celulares SKBR3, MCF-7 y T47D (Fig. 34-36) se observa la activación de 

bandas Raman a 1601 cm-1 y 1615 cm-1 asociadas a la vibración C=C de los anillos 

aromáticos de los aminoácidos fenilalanina y tirosina. La línea celular SKBR3 presenta la 

activación de bandas Raman a 641 cm-1, 780 cm-1, 850 cm-1, 1245 cm-1 y 1320 cm-1 

asociadas a las vibraciones de C-C de la tirosina, ácidos nucleicos, anillo de respiración de la 

tirosina, amida III (plegamiento β y plegamiento azaroso) y amida III (hélice α), 

respectivamente. Estas bandas Raman son distintivas para la línea celular SKBR3 bajo 

nuestro estudio particular. Para un mejor análisis visual, los diferentes espectros Raman de 

las cuatro líneas celulares de carcinoma de mama analizadas en el presente trabajo se 

muestran en la Fig. 38. 
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La Fig. 39 a) muestra que el espectro Raman fuera de una célula (sobre la superficie 

nanoestructurada) presenta un cociente señal ruido muy bajo, ya que no se pueden distinguir 

ninguna banda Raman apreciable y la Fig. 39 b) muestra las bandas Raman características 

del trastuzumab en solución.  

 

Del análisis de las intensidades Raman (Fig. 40) se puede observar que existe una 

correlación similar a la encontrada por CLSM. En caso de la dispersión Raman, se sabe que 

la intensidad de señal es directamente proporcional a la concentración del analito bajo 

estudio. Dado que no se puede cuantificar la concentración de HER2, se asume que la 

técnica es semicuantitativa y adecuada para la detección de receptores superficiales HER2 

expresados de forma diferencial en las diferentes líneas celulares analizadas.  

 

Por lo tanto, los resultados encontrados por SERS están de acuerdo con los resultados 

encontrados por CLSM ya que, a mayor grado de expresión diferencial de HER2, mayor 

intensidad Raman. En consecuencia, se asume que existe una correlación parecida entre los 

resultados de SERS y los resultados por CLSM en la discriminación de las diferentes líneas 

celulares con base en la expresión diferencial del receptor HER2. Por lo que, la combinación 

de SERS y el uso de un FSNP aportan otra herramienta de discriminación de células de 

carcinoma de mama que expresan HER2 de manera diferencial y podría ser complementaria 

a la técnica de CLSM. Todos los espectros Raman fueron realizados sobre los núcleos de las 

diferentes líneas celulares analizadas y adicionalmente se les corrigió la línea base a través 

del algoritmo airPLS [64]. 
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2.4.3.3 Análisis por FTIR 

 

Se decidió comparar el substrato preparado por PLD en el Laboratorio de Fisicoquímica de 

Nanoestructuras del Departamento de Física de la UAM-I versus el sustrato serigrafiado 

comercial AuTR10 (electrodo de oro ópticamente transparente) de la compañía DropSens 

(Asturias, España). Esto se hizo con la finalidad de demostrar la versatilidad del substrato 

preparapo por PLD. 

 

Dado que los electrodos serigrafiados AuTR10 se comercializan como sustratos 

transparentes de oro, se supuso que serían aptos para ser analizados por FTIR, por lo tanto, 

se procedió a funcionalizarlos siguiendo el protocolo ya mencionado, se depositaron 

diferentes líneas celulares de carcinoma de mama, se dejaron incubar durante 24 horas con 

suficiente medio de cultivo, se fijaron por un tren de alcohol etílico (deshidratación gradual) y 

finalmente se analizaron por FTIR y Reflectancia Total Atenuada (ATR).  

 

Aunque FTIR se considera una técnica adecuada para caracterizar muestras transparentes, 

el electrodo comercial AuTR10 no permitió que las nuestras fueran analizadas por esta 

técnica espectroscópica, debido a que el plástico que está debajo de la película o cubierta de 

oro del electrodo era el que absorbía predominantemente a esos intervalos de números de 

onda, debido a que los espectros de FTIR (Fig. 41-45), tanto de las muestras como de sus 

respectivos controles (superficie no funcionalizada con trastuzumab) son muy similares a lo 

largo del número de onda de barrido (600-1800 cm-1), por lo tanto, se concluye que el 

electrodo AuTR10 es el que principalmente absorbe esos intervalos de números de onda y 

por ende no es un buen sustrato para la identificación de la heterogeneidad de HER2, ya que 

sus espectros no muestran diferencias espectroscópicas apreciables para poder discriminar 

entre una muestra y su control. 
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3. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

 

Se comprobó que el uso de un FSNP, en comparación con una superficie plana, Au(111), 

incrementó la sensibilidad para la identificación de HER2 por medio de SERS. 

 

En general, las tendencias del efecto SERS con la placa FSNP y Au(111) son muy similares; 

sin embargo, en el caso de FSNP, la señal está muy bien definida e intensa y tiene un 

cociente señal/ruido de más alta proporción. Por lo tanto, creemos que el FSNP es una mejor 

opción para SERS que la placa Au(111) para identificar la heterogeneidad de HER2 en las 

diferentes células de carcinoma de mama analizadas en el presente trabajo. 

 

El análisis de picos SERS muestra que las líneas celulares con mayor expresión de HER2 

(SKBR3 y MCF-7) presentan mayor intensidad Raman a 1002 cm-1 que T47D y MDA-MB-

231, es decir, se encontró que existe cierta correlación entre las dos técnicas usadas: CLSM 

y SERS; por lo que se puede asumir que la señal SERS más intensa se debe 

probablemente, al acoplamiento entre el FSNP y los receptores HER2 diferencialmente 

expresados en las diferentes líneas celulares de carcinoma de mama analizadas en el 

presente trabajo. 

 

La combinación de la técnica espectroscópica SERS y el uso de un FSNP podrían 

complementar a las técnicas convencionales para la identificación de HER2 en células de 

carcinoma de mama. Por lo tanto, basándonos en los resultados obtenidos, se propone una 

nueva plataforma capaz de reconocer con alta selectividad y sensibilidad células de cáncer 

de mama con expresión diferencial de HER2 mediante el uso de un FSNP con la técnica 

SERS. Esta plataforma podría usarse para células con diferentes niveles de expresión de 

HER2 y se basa principalmente en la identificación del pico Raman más prominente a 1002 

cm-1, que está asociado con el residuo de aminoácido fenilalanina. 
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En cuanto a las perspectivas, una posible aplicación a mediano plazo podría ser la 

implantación de células MCF-7 en un modelo murino, extraerle sangre periférica e intentar 

identificar la presencia de células tumorales circulantes a través del FSNP. 

 

Adicionalmente, la metodología diseñada también podría adecuarse para identificar otros 

biomarcadores moleculares (e.g. MUC1, EpCAM) implicados en el desarrollo del cáncer de 

mama. Por ejemplo, MUC1 y MUC3 se han propuesto como potenciales indicadores de 

prognosis, siendo MUC1 el que presenta la mayor correlación [65]. MUC1 está 

aberrantemente sobreexpresado en casi 90% de casos de cáncer de mama triple negativos y 

su sobreexpresión está fuertemente asociada con la quimioresistencia en cáncer de mama 

[66-68].  
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5. APÉNDICE 

La presente sección es una continuación del punto 2.3.2.4 Análisis por Microscopía de 

Fuerza Atómica (AFM). La información cualitativa y cuantitativa obtenida de las presentes 

imágenes de AFM fueron consideradas en el texto. 

Células SKBR3 adheridas sobre un FSNP 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 21 c) Corte transversal sobre una célula SKBR3 adherida sobre un FSNP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 21 d) Corte transversal sobre una célula SKBR3 adherida sobre un FSNP. 
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Fig. 21 e) Análisis de la rugosidad superficial sobre una célula SKBR3 adherida sobre un FSNP. 
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Células SKBR3 adheridas sobre un sustrato Au(111) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 22 c) Corte transversal sobre una célula SKBR3 adherida sobre un sustrato Au(111). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 22 d) Análisis de un corte transversal sobre una célula SKBR3 adherida sobre un sustrato Au(111). 
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Fig. 22 e) Análisis de la rugosidad superficial sobre una célula SKBR3 adherida sobre un sustrato Au(111). 
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Células MCF-7 adheridas sobre un FSNP 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 23 c) Corte transversal sobre una célula MCF-7 adherida sobre un FSNP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 23 d) Análisis de un corte transversal sobre una célula MCF-7 adherida sobre un FSNP. 
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Fig. 23 e) Análisis de la rugosidad superficial sobre una célula MCF-7 adherida sobre un FSNP.  
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Células MCF-7 adheridas sobre un sustrato Au(111) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 24 c) Corte transversal sobre una célula MCF-7 adherida un sustrato Au(111). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 24 d) Análisis de un corte transversal sobre una célula MCF-7 adherida un sustrato Au(111). 
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Fig. 24 e) Análisis de la rugosidad superficial sobre una célula MCF-7 adherida un sustrato Au(111). 
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Células T47D sobre un FSNP 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 25 c) Corte transversal sobre una célula T47D adherida sobre un FSNP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 25 d) Análisis de un corte transversal sobre una célula T47D adherida sobre un FSNP. 
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Fig. 25 e) Análisis de la rugosidad superficial sobre una célula T47D adherida sobre un FSNP. 
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Células T47D adheridas sobre un sustrato Au(111) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 26 c) Corte transversal sobre una célula T47D adherida sobre un sustrato Au(111). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 26 d) Análisis de un corte transversal sobre una célula T47D adherida sobre un sustrato Au(111). 
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Fig. 26 e) Análisis de la rugosidad superficial sobre una célula T47D adherida sobre un sustrato Au(111). 
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Células MDA-MB-231 adheridas sobre un FSNP 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 27 c) Corte transversal sobre una célula MDA-MB-231 adherida sobre un FSNP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 27 d) Análisis de un corte transversal sobre una célula MDA-MB-231 adherida sobre un FSNP. 

 



P á g i n a  | 93 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 27 e) Análisis de la rugosidad superficial sobre una célula MDA-MB-231 adherida sobre un FSNP. 
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Células MDA-MB-231 adheridas sobre un sustrato Au(111) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 28 c) Corte transversal sobre una célula MDA-MB-231 adherida sobre un sustrato Au(111). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 28 d) Corte transversal sobre una célula MDA-MB-231 adherida sobre un sustrato Au(111). 
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Fig. 29 e) Análisis de la rugosidad superficial sobre una célula MDA-MB-231 adherida sobre un sustrato Au(111). 
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