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Resumen
Los fotocatalizadores han abierto las puertas a múltiples aplicaciones en ciencia y medicina, entre ellas el 
TiO2 en presencia de luz ultravioleta UV-A se está abriendo espacio en el futuro tratamiento de diferentes 
tipos de cáncer. En este trabajo se determinó el efecto fotocatalítico de los compuesto TiO2 y TiO2-Au sobre 
células de cáncer de cuello uterino (HeLa) y células sanas de ovario de hámster chino (CHO). Se variaron las 
concentraciones de los compuestos, los tiempos de exposición a la luz UV-A y la presencia o ausencia de luz 
UV-A.  Para cada caso se midió la citotoxicidad de los compuestos sobre las células HeLa y CHO a través de 
la prueba lactatodeshidrogenasa (LDH). El mayor porcentaje de citotoxicidad en células HeLa fue 43.2 %, 
mientras la citotoxicidad en células CHO fue negativa en todos los casos. Los compuestos no causan efecto 
citotóxico sobre la línea celular CHO. 
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Abstract
Photocatalysts have opened the possibilities to many applications in science and medicine. The TiO2 in presence 
of ultraviolet UV-A is opening up space in the future treatment of various cancers. In this work we determined 
the effect of the composite photocatalytic TiO2 and TiO2-Au on cells of cervical cancer (HeLa) and healthy cells 
of Chinese hamster ovary (CHO) cell lines. Was varied compound concentration, the exposure time to UV-A and 
the presence or absence of UV-A. Was measured cytotoxicity of the compounds on HeLa and CHO cells with 
Lactatedeshydrogenase test (LDH). The highest cytotoxicity in HeLa cells was 43.2 %, while the cytotoxicity 
in CHO cells in all cases was negative. The compounds causes no cytotoxic effect on CHO cell lines.
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1. Introducción

El cáncer es uno de los principales problemas 
de salud pública a nivel mundial, encabeza la 
lista de causas de mortalidad más frecuentes. 
Los métodos más comunes para el tratamiento 
del cáncer son: la quimioterapia (utilización 
de fármacos), la radioterapia (usando fuentes 
radioactivas), la cirugía o la combinación de 
estos métodos. Estos aunque tienen efectividad, 
igualmente causan fuertes efectos secundarios 
como daño celular y alteraciones celular, Sohl 
et al (2009).

El dióxido de titanio (TiO2) es un buen 
fotocatalizador frente a otros semiconductores, 
debido a que posee un adecuado valor de  banda 
prohibida (~3.2 eV) con lo que se posibilita 
que fotones de luz ultravioleta tengan la 
energía suficiente para generar pares electrón-
hueco.  La fototerapia de células malignas, 
utilizando el TiO2, ha sido reconocido como 
un potencial agente foto-sensibilizador de la 
terapia fotodinámica (PDT por sus siglas en 
ingles) debido a su efecto foto-tóxico, López 
et al (2010), Allison et al (2008). Algunos 
trabajos se han orientado a la determinación 
del mecanismo de acción del TiO2 en la célula. 
Thurn et al (2011), estudiaron la endocitosis 
del TiO2 nonoparticulado en células de cáncer 
prostático PC-3M.

Liu et al (2003), estudiaron la posibilidad de 
mejorar las propiedades mecánicas del TiO2 
agregando nanopartículas de oro. Nguyen 
et al (2006), sintetizaron por el método sol-
gel, partículas de TiO2-Au para usarlas como 
catalizadores para reducción selectiva de NOx. 
Igualmente el oro en conjunto con el TiO2 
mejora la actividad fotocatalítica porque facilita 
la separación de los pares electrón-hueco, Luo 
et al (2011). Por otro lado las nanopartículas 
de oro han tenido su aplicación en cáncer,  se 
ha demostrado que sirven para diagnosticar 
células de cáncer de cuello uterino de la línea 
celular HeLa, Zhang et al (2010). En el presente 
trabajo su determinó el efecto fotocatalítico 
de partículas de TiO2 y TiO2-Au, sobre células  
HeLa y sobre células sanas de la línea celular 
CHO.

2. Metodología

Para determinar el efecto que tiene la presencia 

de radiación UV,  el tiempo de exposición a la 
radiación y la concentración de los compuestos 
sobre células cancerígenas de cuello uterino, se 
planifico un  desarrollo metodológico que partió 
de la construcción de un reactor fotocatalítico,  
luego se sintetizaron  los materiales. 
Posteriormente se hace el tratamiento fotónico 
de las células HeLa y CHO con la luz 
ultravioleta en presencia de compuestos a base 
de TiO2 y finalmente se hace la determinación 
de la citotoxicidad.

2.1 Fotorreactor

Se construyó un reactor fotocatalitico con 
sistema de control de temperatura y del tiempo 
de prueba, el cuerpo del reactor se fabricó en 
aluminio refractivo. El foto-reactor se construyó 
provisto de ocho lámparas ultravioleta Sen-Lite 
FT8/potencia de 18W cada una, ubicadas en la 
parte superior del reactor, las lámparas emiten 
preferencialmente a los 365 nm (Veáse figura 
1).  

2.2 Síntesis de materiales

A temperatura ambiente y bajo agitación 
moderada, se solubiliza Tetrabutóxido de 
Titanio (TBT), Ti(OBu)4- en alcohol etílico 
anhidro, posteriormente en forma lenta se 
adiciona agua destilada y desionizada al 
medio,  en el proceso se da la hidrólisis y 
policondensación,  finalmente el sol obtenido se 
llevó a un desecador por 72 h, dando tiempo a 
la terminación de  la reacción de condensación. 
Posteriormente se seca a  100 °C, se precalcinó 
a 200°C y se calcinó a 500ºC para obtener fase 
anatasa del TiO2, Vargas et al (2011).

Para la síntesis de TiO2-Au se parte del TiO2 
previamente sintetizado y sobre el cual se 
deposita oro por pulverización catódica. A 
0.5 g de TiO2 en polvo se le expuso a vapor 
de oro generado por la acción de  plasma de 
argón sobre un blanco de oro, el procedimiento 
se llevó a cabo durante 6 min dentro de un 
equipo Denton Vacuum Sputter Coater, a 200 
miliTor de vacio y con una corriente de 30 mA. 
Para la caracterización del TiO2 y del TiO2-
Au se realizó espectroscopia Infrarroja con 
Transformada de Fourier (FTIR) y Difracción 
de rayos X (DRX).
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2.3 Proceso fotodinámico en las células HeLa 
y CHO

En la presente investigación se trabajaron cinco 
variables con dos niveles cada una, las variables 
fueron tipo de célula, tipo de compuesto o 
fotocatalizador, concentración del compuesto, 
tiempo y luz UV.

Se usaron las líneas HeLa 229 y CHO-K1 del 
centro de cultivos celulares American Type 
Culture Collection (ATCC).  Las células HeLa 
y CHO fueron descongeladas, cultivadas y 
sembradas en las placas de cultivo un día antes 
de la prueba experimental. 

Con base en pruebas realizadas preliminarmente 
se determino trabajar con concentraciones 
de 100 µg/ml y 200 µg/ml tanto para el TiO2 
como para el TiO2-Au. Igualmente en pruebas 
preliminares de determinó trabajar con tiempos 
de 20 min y 40 min con presencia de luz UV y 
en ausencia de luz UV. 

Para dispersar el compuesto en el medio de 
cultivo, las soluciones de TiO2 y TiO2-Au se 
mantuvieron en ultrasonido por 30 minutos. En 
microplacas Falcon de 96 pozos se sembraron 
5.000 células por pozo y se agregó 200 μL 
medio de cultivo HMEM con 10% de suero 

Figura 1. Fotorreactor
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fetal bovino en cada pozo. Luego se incubaron 
por 24 horas A 37ºC, 5% de CO2 en ambiente 
de humedad. Todos los procedimientos se 
realizaron en cabina de flujo laminar tipo A2B3 
y en todos los casos se realizaron 3 replicas de 
cada ensayo.

30 minutos antes de ser ingresadas al reactor 
fotocatalitico, se descarta el medio de cultivo de 
las células y se reemplaza por medio de cultivo 
con TiO2 o TiO2-Au, se dejan en reposo y en la 
oscuridad. Es importante anotar que una réplica 
de todas microplacas introducidas al reactor, 
fueron protegidas de la luz UV, para analizar el 
comportamiento de las células en presencia de 
compuestos pero en ausencia de luz UV.

Se usaron dos controles para esta prueba, 
control bajo que consta de medio de crecimiento 
con células. Control alto: que consta de medio 
de crecimiento con células y Triton X-100 al 
2% (agente citotóxico). Los dos controles se 
trabajaron con las dos concentraciones, los dos 
compuestos, con los dos tiempos y con y sin luz 
UV.

2.4  Pruebas de citotoxicidad

Para analizar el efecto citotóxico sobre las 
líneas celulares, se midió la citotoxicidad 
haciendo uso de la prueba comercial registrada 
Roche de lactato deshidrogenasa (Kit LDH). 
En este procedimiento el cambio de color de 
la solución está relacionado con el aumento de 
células muertas o citotoxicidad, el color se mide 
en un equipo lector de Elisa (STAT FAX – 2100, 
AWARE TECHNOLOGY INC), con lo que se 
cuantifica finalmente la citotoxicidad.

Luego de aplicar la terapia fotodinámica se 
adicionaron 50 μL  a cada pozo la solución 
reactiva LDH. Para la preparación de la solución 
reactiva de LDH se diluyó el polvo de catálisis 
(ROCHE) en 1 mL de agua destilada estéril, se 
adicionó 250 μL de esta solución a 11.25 mL  
de solución de dilución (dye solution ROCHE).  
Los cultivos fueron incubados media hora antes 
de ser llevadas al lector de placas ELISA y 
medir los resultados de citotoxicidad. 

Los controles utilizados en las pruebas LDH 
fueron: Control blanco: consta de 200μl  medio 

Figura 2.  Espectros FT-IR de (a) TiO2-Au y (b) TiO2

de cultivo sin células y 50μl de LDH.  Control 
bajo: consta de 200μl  medio de crecimiento con 
células no tratadas y 100μl de LDH. Control 
alto: consta de 100 μl  medio de crecimiento con 
células, 100 μl  de LDH y Triton X-100 al 2% 
(agente citotóxico para máxima citotoxicidad). 

3. Resultados y discusión 

3.1  Análisis FTIR.

En la Figura 2 se observa el espectro de (a) 
TiO2-Au y  (b) TiO2. Se detecta el cumulo de las 
bandas características del TiO2 entre 500 y 1000 
cm-1, que se caracterizan por formar un domo 
casi continuo de señal. Igualmente se puede 
observar la banda en 2350 cm-1, que identifica 
al TiO2 en su fase anatasa, dichas bandas son 
reportadas en la literatura sobre FTIR (Wu & 
Cheng en 2006,  Téllez et al en 2004).
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En el espectro de TiO2-Au se observan dos 
bandas una a 1532 cm-1 y otra a 1340 cm-1 
atribuibles a la presencia de Au, igualmente 
reportadas por Lin et al  (2004).

Los espectros FTIR dan indicios claros de la 
formación de durante la síntesis TiO2 y de la 
presencia del oro, en el caso del TiO2-Au, sin 
embargo se busco una técnica diferente que 
sirviera para corroborar la información y por tal 
razón se hicieron pruebas de difracción de rayos 
X (DRX), que son mostrados a continuación. 
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3.2  Análisis de DRX.

En la Figura 3 se observa el DRX de (a) TiO2 y 
de (b) TiO2-Au. El análisis del difractograma (a) 
mostró que los ángulos corresponden a los picos 
característicos de TiO2 anatasa con cristalografía 
hexagonal. El análisis del difractograma (b) 
mostró la presencia de dos fases, una hexagonal 
correspondiente a TiO2 anatasa y un 1% de fase 
cúbica correspondiente a oro. 

Figura 3. Análisis DRX de compuestos (a) TiO2  (b) TiO2-
Au
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Los resultados de caracterización FTIR y DRX 
demostraron que los compuestos sintetizados 
son efectivamente TiO2  y TiO2-Au, igualmente 
se comprobó que el TiO2 está en fase anatasa, 
dicha fase es la más activa fotocatalíticamente 
debido a su menor ancho separación de la banda 
prohibida de 3.0 eV.

3.3  Análisis de citotoxicidad 

Se realizaron pruebas de citotoxicidad por LDH 
tanto a células HeLa como a células CHO. En la 
nomenclatura utilizada se denominó A1 al TiO2-
Au a 200 ppm, A2 al TiO2-Au a 100 ppm, B1 al 
TiO2 a 200 ppm y B2 al TiO2 a 100 ppm. 

En la Figura 4 y la Figura 5 se resumen los 
resultados de citotoxicidad generada sobre 
células HeLa para todos los casos trabajados 
con 20 minutos de terapia (Figura 3), y con 40 
minutos de terapia (Figura 4).

Figura 4. Citotoxicidad de TiO2-Au y TiO2 sobre células HeLa 
a los 20 minutos de terapia (a) sin luz UV (b) con luz UV

Figura 5.  Citotoxicidad de TiO2-Au y TiO2  sobre células 
HeLa a los 40 minutos de terapia (a) sin luz UV (b) con luz UV
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En la Figura 6 y la Figura 7 se resumen los 
resultados de citotoxicidad generada sobre 
células CHO para todos los casos trabajados 
con 20 minutos de terapia (Figura 6), y con 40 
minutos de terapia (Figura 7).

De las pruebas microbiológica de citotoxicidad, 
se tiene en general dos grandes grupos de 
pruebas, las realizadas a células HeLa y las 
realizadas a células CHO. La línea celular HeLa 
son células cancerígenas, mientras la línea 
celular CHO son células no cancerígenas. Dicho 
de otra manera se realizaron pruebas en células 
que representan células cancerosas y pruebas en 
células que representan  células sanas.

La citotoxicidad en general para las células 
cancerígenas dio positiva y mayor al 17 %. La 
mínima citotoxicidad para las células HeLa 
se dio al exponerlas durante 20 minutos a una 
solución con 100 ppm de TiO2,  sin presencia 
de luz UV. Al aplicar simultáneamente la luz 
UV y los compuestos se generaron aumentos 
paulatinos de la citotoxicidad hasta llegar a un 

máximo experimental de 43.2 % para células 
HeLa expuestas durante 40 minutos al TiO2-Au 
de 200 ppm y con presencia de luz UV, con lo 
que se está cerca de la dosis letal 50.

Se pudo igualmente observar que en general el 
TiO2-Au generó una mayor citotoxicidad para 
HeLa que la generada por el TiO2 sin modificar. 
El resultado se puede relacionar con el reportado 
por Liu et al (2009), ellos encontraron que el 
TiO2-Au fue más efectivo que el TiO2, en el 
ataque de carcinoma mamario EMT6, ellos 
usaron radiación de rayos X en vez de luz UV-
A. Los rayos X son mucho más energéticos 
que la luz UV, razón por la cual pueden ser 
perjudiciales para la salud, hasta el punto de 
provocar cáncer.

En general el aumento en la concentración 
del compuesto generó un aumento de la 
citotoxicidad, esto debido al aumento de 
partículas de fotocatalizador y el aumento en el 
área disponible que repercute en un aumento de 
la actividad del fotocatalitica. Igualmente dicha 

Figura 6.  Citotoxicidad de TiO2-Au y TiO2  sobre células 
CHO a los 20 minutos de terapia (a) sin luz UV (b) con 
luz UV

Figura 7.  Citotoxicidad de TiO2-Au y TiO2  sobre células 
CHO a los 40 minutos de terapia (a) sin luz UV (b) con 
luz UV
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tendencia permite inferir una mayor  efectividad 
del ataque fotocatalítico sobre las células HeLa 
a concentraciones por encima de las 200 ppm.

Una posible razón para que al adicionar 
partículas de Au al TiO2, se logre un aumento en 
potencia del ataque fotocatalítico del compuesto 
sobre las células cancerígenas HeLa, traducida 
en mayor citotoxicidad, está en que los metales 
nobles como el Au atenúan la recombinación 
de pares electrón-hueco, como lo explica en su 
trabajo Abdulla-Al-Mamun, y colaboradores 
(2011), ellos en su trabajo aplicaron fotocatálisis 
con TiO2 y con TiO2-Ag para atacar células 
Hela, de acuerdo con su teoría las partículas de 
plata conducen parcialmente a los electrones del 
par electron-hueco y los llevan a los niveles de 
Fermi,  disminuyendo la posible recombinación 
de los pares y permitiendo una mayor actividad 
fotocatalitica.

El segundo grupo de pruebas de citotoxicidad 
realizado a células CHO, mostró un resultado 
muy interesante y es que la citotoxicidad en 
todos los casos dio negativa, en términos 
prácticos significa que las células sanas CHO 
no se ven afectadas por la presencia de luz 
UV-A de 365 nm, ni por la presencia partículas 
de TiO2 o TiO2-Au. El material y el tratamiento 
no son citotóxicos para las células CHO, bajo 
las condiciones experimentadas en el presente 
trabajo. Con las evidencias obtenidas en el 
presente trabajo no es posible explicar la razón 
fundamental para que las células CHO no se vean 
afectadas por la acción de los fotocatalizadores, 
igualmente en la literatura no existe un reporte 
definitivo sobre el mecanismo de acción de de 
tales compuestos en la célula. Para dilucidar 
un mecanismo preciso se hace necesario 
estudiar la interacción de la membrana, de la 
múltiple cantidad de células existentes y con 
el compuesto, así como la interacción de la 
membrana con las especies oxidantes que se 
generan. Es más, se hace necesario estudiar si 
los compuestos entran a las células, y de ser 
así estudiar si interactúan con la membrana 
nuclear, o con los orgánulos, o con las proteínas 
o finalmente con el ARN o con el mismo ADN. 
Solo cuando se tenga claridad en el mecanismo 
se podrá explicar la diferencia en la respuesta 
citotóxica de HeLa y de CHO. Es importante 

aclarar que este es un trabajo exploratorio que 
genera un interesante resultado pero que genera 
muchas preguntas e inquietudes.

4. Conclusiones 

El tratamiento propuesto genera muerte celular 
a nivel in-vitro de células cancerígenas HeLa, la 
muerte fue medida en términos de citotoxicidad, 
el tratamiento no afecta la viabilidad de células 
sanas CHO, dicho resultado abre la posibilidad 
y la necesidad de explorar este campo para la 
aplicación de terapia foto dinámica con TiO2 
modificado para el ataque del cáncer. 

La presencia de oro como modificador del TiO2 
mejora el efecto en el ataque fotodinámico de 
células cancerígenas, la posible causa es el la 
desaceleración de las recombinaciones de los 
pares electrón-hueco debido a la presencia del 
metal; esto explica el mayor efecto citotóxico 
del TiO2-Au comparado con el TiO2 sobre 
células HeLa. Sin embargo no hay evidencia 
o análisis que explique porque no se genera 
citotoxicidad sobre células CHO, esto se 
debe a que en el momento no hay claridad en 
cuanto al mecanismo de acción del TiO2 y 
sus modificaciones con metales sobre células 
cancerígenas y no cancerígenas.
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