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Aerogel de PVA cargado con nanoparticulas
biogénicas de selenio: propiedades fisicoquimicas

y ensayos de citotoxicidad

PVA aerogel loaded with biogenic selenium
nanoparticles: physicochemical properties and
cytotoxicity assays
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ABSTRACT: Currently, cervical cancer is considered one of the leading causes of mortality among
women worldwide, highlighting the urgent need to develop therapeutic strategies that act in a
combined, effective, and selective manner. In this context, selenium nanoparticles (SeNPs) and
nanocomposites (NCs) emerge as promising tools for designing drug delivery systems that en-
hance the efficacy of chemotherapy. This study aimed to evaluate the cytotoxic effect of bio-
genically synthesized selenium nanoparticles (SeNPs) using Amphipterygium glaucum extract on
Hela cells (cervical cancer) cultured in 2D. The SeNPs exhibited a maximum absorption peak at
275 nm (UV-Vis), with an average size of 14 nm and a semi-spherical morphology as observed by
transmission electron microscopy (TEM). These nanoparticles (NPs) were incorporated into a
polyvinyl alcohol (PVA)-based aerogel with a molecular weight of 130,000 (SeNPs@PVA130),
whose porous structure and selenium distribution were confirmed by scanning electron micros-
copy (SEM). Fourier-transform infrared spectroscopy with attenuated total reflectance (FTIR-ATR)
revealed interactions between the extract’s functional groups and selenium, suggesting their
role as reducing and stabilizing agents. The 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5 diphenyl tetrazolium
bromide (MTT) assay demonstrated a concentration-dependent cytotoxic effect, with 1C5, values
0f 93.8 pug/mL for SeNPs and 4.5 pg/mL for SeNPs@PVA130. Furthermore, Annexin V-Fluorescein
isothiocyanate (FITC) staining indicated that early apoptosis was the predominant mechanism of
cell death. The wound healing assay showed significant inhibition of cell migration. These find-
ings support the potential of these nanomaterials as cytotoxic and pro-apoptotic agents. In the
future, complementary studies in more complex systems should be considered to employ them
as sustainable adjuvants alongside conventional chemotherapeutics.
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RESUMEN: En la actualidad, el cancer cervicouterino es considerado una de las principales cau-
sas de mortalidad en mujeres a nivel mundial, resaltando la necesidad urgente de desarrollar
estrategias terapéuticas que actien de manera conjunta, efectiva y selectiva. Las nanoparticu-
las de selenio (SeNPs) y los nanocompositos (NC) podrian surgir como sistemas de liberacion
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de quimioterapéuticos para mejorar la eficacia de los tratamientos. El objetivo de este estudio
fue evaluar el efecto citotoxico de nanoparticulas (NPs) de selenio (Se) sintetizadas biogénica-
mente con extracto de Amphipterygium glaucum sobre células Hela (cancer cervicouterino) en
cultivo 2D. Las SeNPs obtenidas presentaron un pico de maxima absorcion a 275 nm (UV-Vis), un
tamario promedio de 14 nmy morfologia semiesférica (TEM). Estas SeNPs se incorporaron en un
aerogel de alcohol polivinilico (PVA), resultando en un NC con un peso molecular de 130,000
(SeNPs@PVA130), cuya distribucion de Se y estructura porosa se confirmé por SEM. El analisis
de espectroscopia FTIR-ATR evidencio interacciones entre los grupos funcionales del extracto y
el Se, sugiriendo su papel como agente reductor y estabilizante. El ensayo bromuro de 3-(4,5-di-
metiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) demostré un efecto citotoxico dependiente de la
concentracion, con valores de 1C5, de 93.8 pg/mL para las SeNPs y de 4.5 pg/mL para SeNPs@
PVA130. Ademas, el ensayo de anexina V- isotiocianato de fluoresceina (FITC) indicd apoptosis
temprana como principal mecanismo de muerte celular y el ensayo de cierre de herida revelo
una inhibicion significativa de la migracion celular. Estos hallazgos respaldan el potencial de
estos nanomateriales como agentes citotoxicos y proapoptoticos. En el futuro, se tendrian que
contemplar estudios complementarios en sistemas mas complejos para ser empleados como

coadyuvantes sostenibles junto con los quimioterapéuticos convencionales.

PALABRAS CLAVE: aerogeles, alcohol polivinilico, nanoparticulas de selenio, citotoxicidad.

Introduccion

El selenio (Se) es considerado un micronutriente esencial para la salud hu-
mana y animal; se encuentra involucrado en multiples procesos celulares
criticos como la regulacién del estrés oxidativo, la funcién inmune, el meta-
bolismo de las hormonas tiroideas y la actividad de enzimas antioxidantes
como la glutatién peroxidasa y la tiorredoxina reductasa (Yan Wang et al.,
2025). No obstante, la administracién tanto de Se inorganico como organi-
co presenta limitantes debido a su estrecho margen terapéutico, pues un
humano adulto requiere en promedio 55 pg/dia y el exceso de este provoca-
ria una toxicidad crénica conocida como selenosis. Lo anterior ha incentiva-
do el desarrollo de sistemas mas seguros y eficaces para su entrega (Ansari

etal., 2024).

Las SeNPs han emergido como una alternativa prometedora debido a sus
propiedades unicas, destacando su alta biocompatibilidad, estabilidad co-
loidal, capacidad antioxidante y potencial selectividad hacia células tumo-
rales (Ravi et al., 2024). Para su obtencidn, la sintesis verde de SeNPs basada
en extractos vegetales se ha consolidado como una estrategia sostenible y efi-
ciente, donde especies como A. glaucum resultan de especial interés. Este
arbol es conocido como Pacueco, llega a medir hasta 6 m de altura; presenta
una corteza lisa, con protuberancias y color gris brillante. Esta especie pre-
senta tanto género masculino como femenino, distinguibles por sus inflores-
cencias. Se encuentra distribuido principalmente en el suroeste de Jalisco y
en los estados de Nayarit, Michoacan y Guerrero (Beltran Rodriguez et al.,
2023). El arbol de A. glaucum forma parte de las cuatro especies del género
Amphipterygium. Siendo la mas conocida A. adstringens (cuachalalate), por
sus multiples propiedades medicinales como las adstringentes, cicatrizantes,
antibidticas, antimaldricas, antinflamatorias y anticancerigenas (Bautista
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Aguilar et al., 2024). Los extractos vegetales de A. glaucum contienen com-
puestos bioactivos como polifenoles y flavonoides (Garza-Garcia et al., 2023),
los cuales actian como agentes reductores y estabilizantes para la formacién
de SeNPs con propiedades mejoradas y menor toxicidad, en comparacién con
métodos quimicos convencionales (Ilavenil et al., 2025).

Las SeNPs sintetizadas de esta manera han demostrado poseer una am-
plia gama de aplicaciones en el drea biomédica, incluyendo propiedades anti-
tumorales, antimicrobianas, antinflamatorias y antioxidantes (Ansari et al.,
2024). Ademas, las SeNPs se han caracterizado por su capacidad para mo-
dular diversas vias de sefializacién celular, lo cual refuerza su potencial en te-
rapias dirigidas, sistemas de liberacién controlada de farmacos y trata-
mientos coadyuvantes en oncologia (Ferro et al., 2021). Las SeNPs se han
empleado en el tratamiento de algunos tipos de cdncer como el de cérvix, el
cuarto cadncer mas comun entre las mujeres en todo el mundo, causado casi
en su totalidad por el virus del papiloma humano (VPH) (Fowler et al., 2023).
Tal y como lo describen Liu et al. (2025) quienes, utilizando SeNPs, lograron
inhibir transportadores ABC y VEGE, asociados con la supervivencia y proli-
feracién de células de céncer de cérvix.

Para potenciar las propiedades y facilitar su aplicacién, las SeNPs
pueden ser incorporadas en matrices poliméricas como hidrogeles, xero-
geles, criogeles y aerogeles de alcohol polivinilico (PVA) (Han et al., 2024).
Los aerogeles de PVA son materiales porosos, ligeros y altamente biocompa-
tibles, los cuales permiten una distribucién homogénea de las NPs, asi como
su liberacién controlada. La incorporacién de SeNPs en estas matrices me-
jora su estabilidad y biodisponibilidad, modificando la actividad biolégica
del NC, permitiendo aplicaciones mads especificas en ingenieria de tejidos,
terapias antitumorales y sistemas de liberacién inteligente (Garcia-Gon-
zalez et al., 2021). Existen multiples investigaciones avalando el uso de NC
de origen polimérico, cargados con SeNPs, para aplicaciones en terapias
contra el cancer de pulmén (Zhang et al., 2024) e higado (Kudarha et al.,
2024). Asi como para otras aplicaciones, como agentes antimicrobianos
(Abdelaziz et al., 2025; Cherian et al., 2025). En conjunto, la sintesis verde
de SeNPs y su incorporacién en aerogeles de PVA podrian representar una
estrategia avanzada, sustentable y ecoldgica para el disefio de NC funcio-
nales con alto potencial para aplicaciones biomédicas y farmacéuticas,
abriendo nuevas posibilidades para el desarrollo de plataformas terapéu-
ticas eficaces y seguras.

El objetivo de esta investigacién fue realizar una sintesis biogénica de
SeNPs para incorporarlas dentro un NC de PVA mediante criodesecacién.
Asi como la caracterizacién de las SeNPs y el NC mediante UV-Vis, FTIR,
SEM y TEM. Finalmente, para identificar una potencial aplicacién biomédica
como agente antitumoral, se evalud su efecto citotéxico sobre la linea celular
HelLa, a través de los ensayos de MTT, apoptosis por citometria de flujo y el
ensayo de raspado celular.
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Método

Obtencion del material vegetal y extracto

Las hojas de A. glaucum se recolectaron en el municipio de la Huerta, Jalisco
(19°29°24.2”N 105°02°33.9”W). Las hojas se limpiaron, se congelaron a -80
°C (Forma 900, ThermoFisher, Waltham, EUA) y se liofilizaron (Free zone,
Lab-conco, Kansas City, EUA) durante 5 dias y posteriormente se trituraron
en un molino industrial (MF10BS1, Tka Werke, Wilmington, EUA) para ob-
tener un tamario de particula fino. La extraccién se llevé a cabo mediante
maceracion en metanol (1:10, p/v) durante 24 h por triplicado. El disolvente
se eliminé en un rotavapor (R-100, Buchi, Flawil, Suiza) a 40 °Cy presién re-
ducida. El extracto obtenido (CHE) se almacené a -80 °C, después se liofilizé

y se conservé a temperatura ambiente.

Sintesis de SeNPs

La sintesis de SeNPs se realizé mediante un método de sintesis verde adap-
tado de Garza-Garcia et al. (2023). El extracto CHE al 5%, en metanol abso-
luto, se mezcl6 con la solucién 10 mM de selenito de sodio (Na,SeOs) (Sig-
ma-Aldrich, St. Louis, EUA), manteniendo la reaccién a 40 °C, bajo agitacién
a 1200 rpm durante 40 min. Posteriormente, la mezcla se incubé en oscuri-
dad, con agitacién constante durante 24 h a temperatura ambiente. Una por-
cién de la solucién coloidal se almacené a 4 °C para anélisis futuros, mientras
que el resto se congelé a -80 °C y se liofiliz6 (LyoQuest, Telstar, Barcelona,
Espafia) durante 24 h a 0.200 mBar. El producto seco se conservé a tempera-

tura ambiente en condiciones secas.

Nanocompositos (NC)

Los NC de PVA y SeNPs (SeNPs@PVA130) se obtuvieron mediante criode-
secacion (freeze-drying). Se utiliz6 PVA al 4% (130,000 Mw, Sigma-Aldrich,
St. Louis, EUA), disuelto en agua bidestilada a 90 °C bajo agitacién por 45
min y reposado 20 min a temperatura ambiente. Luego, las SeNPs disueltas
en 1 mL de agua bidestilada, previamente sonicadas a 45 °C por 15 min, se
anadieron por goteo a la solucién de PVA, manteniendo la temperatura de
agitacién por 30 min. El gel resultante se congeld a -80 °C y se liofiliz6 por

24 h.

Caracterizacion de las SeNPs

Se utiliz6 espectroscopia UV-Vis para estandarizar la sintesis de las SeNPs y
la preparacién del NC, evaluando la concentracién éptima del extracto vege-
tal y la solucién acuosa de Na,SeOs;. La presencia de las SeNPs se confirmé
mediante el andlisis de los picos maximos de absorcién entre 200 y 400 nm
usando un espectrofotémetro NanoDrop (NanoDrop 2000 Spectrophoto-
meter, Thermo Scientific, EUA). Los espectros se procesaron con el software

OriginPro 2024.
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Se realizé un andlisis de la quimica superficial de las SeNPs y el NC, uti-
lizando espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier con reflec-
tancia total atenuada (FTIR-ATR). Se identificaron los grupos funcionales en
el extracto CHE que podrian estar involucrados en la formacién de las SeNPs.
El analisis se llevo a cabo con un espectréometro (TENSOR II, Bruker Optics,
Massachusetts, EUA), en el rango de 4000-400 cm™.

El tamarfio y la morfologia de las SeNPs se obtuvieron por microscopia
electrénica de transmisién (TEM, transmision electron microscope), en un
equipo JEM-2100 (JEOL, Japén) a un voltaje de aceleracién de 200 Kv y con
una cdmara Gatan OneView 4K.

Evaluacion de la citotoxicidad de las SeNPs y el NC

La evaluacién citotéxica de los materiales sintetizados se llevé a cabo utili-
zando la linea celular HeLa, pues es un modelo in vitro representativo del
cancer cervicouterino, util en la evaluacién de potenciales agentes anticance-
rigenos. Ademds, presenta una amplia disponibilidad, es de rapido creci-
miento y se encuentra bien caracterizada, lo cual facilita su uso como un sis-
tema modelo estandarizado en ensayos de citotoxicidad y apoptosis.

Para el crecimiento de las células, se utilizaron placas T75 (Corning,
EUA) y se mantuvieron en medio DMEM (Biowest, Nuaillé, Francia), que
contenia 10% de FBS (suero bovino fetal) (Gibco, Grand Island, NY) y una
mezcla de antibiéticos PSN al 1% (Sigma-Aldrich, EUA). Las células se culti-
varon en una incubadora (Thermo-Fisher 1168751, Pittsburg, EUA) a 37 °C,
80% de humedad relativa y 5% CO,.

Se realizé un ensayo de viabilidad celular utilizando la técnica colorimé-
trica de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio bromuro), que
evalta la actividad metabdlica de las células vivas tras la exposicién a un
agente citotdxico. El ensayo se basa en la reduccién enzimdtica del tetrazolio
a cristales de formazédn. El procedimiento consistié en exponer 1 x 10? cé-
lulas/pozo durante 24 h a las SeNPs y al NC. Enseguida se agregé MTT
(Sigma-Aldrich, EUA) a una concentracién de 5 mg/mL y se incub6 a 37 °C
por 3 h. Posteriormente, se retir6 la solucién y se afiadi6 DMSO (Sigma-Al-
drich, EUA) para disolver el formazan y se tomé la lectura de la absorbancia
a 570 nm en un espectrofotémetro (Bio rad, EUA). Las SeNPs se evaluaron
en el rango de concentraciones de 10-140 pg/mL, el PVA130 de 0.15- 5%, el
NC SeNPs@PVA130 de 2.4- 300 pg/mL y el cisplatino (Cis) de 10-100 uM.

Para el andlisis de muerte celular por apoptosis, se utilizé el Kit de detec-
cién de apoptosis temprana con anexina V-FITC (Cell Signaling Technology,
Danvers, Massachusetts, EUA), el cual permite identificar células apoptdticas
tempranas en una poblacién celular. Se sembraron 1 x 10° (células/pozo), las
cuales fueron tratadas con la ICs, de SeNPs y del NC durante 24 h. Las células
se tripsinizaron y centrifugaron por 5 min a 1000 rpm. El pellet obtenido se
lavé con PBS 1X y se centrifugd nuevamente bajo las mismas condiciones.
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Luego, se adicionaron 96 pL de buffer de unién de anexina V, este buffer ge-
nera las condiciones adecuadas para que la anexina V se una especificamente
ala fosfatidilserina (PS) expuesta en la membrana de las células en apoptosis
temprana. Posteriormente, se agregé 1 pL de anexina FIT-C y 12.5 pL de yo-
duro de propidio (IP), las muestras se mantuvieron en hielo durante 10 min,
protegidas de la luz. Después, se afiadieron 140 pL de buffer de unién y se
analizaron usando un citémetro de flujo (BD Accuri C6 Plus cytometry,
Nueva Jersey, USA) en los filtros FL3-H y FL1-H. Los resultados se clasifi-

caron en células viables, células en apoptosis temprana y tardia.

También, se realiz6 el ensayo de raspado celular para evaluar la migra-
cién celular en monocapa, como un estudio complementario para deter-
minar la capacidad funcional (migracién/proliferacién) de las células. Se
sembraron 1 x 10° (células/pozo) en placas de 24 pozos y tras la formacion de
la monocapa, se generé una herida con una punta de 10 pL, guidndose con
una regla. Luego, se retiré el medio, se lavé con PBS 1Xy se aplicaron los tra-
tamientos a la concentracién ICy,. Las células se incubaron durante 24 h. La
migracion se analiz6 utilizando un microscopio invertido (Optika, micros-
cope, Italia), evaluando la proliferacién celular en la zona de la herida en
comparacién con el control. Una vez que la herida del control se cerré com-
pletamente, el ensayo concluyd y las células se fijaron con MeOH, se tifieron

con cristal violeta y se fotografiaron a 10X.

Analisis estadistico

Para la actividad citotéxica, tanto de las SeNPs como de SeNPs@PVA130, se
realizé un analisis de varianza de una o de dos vias (ANOVA). Los datos se
muestran como media + desviacién estdndar. Las diferencias entre los valo-
res se obtuvieron con procedimientos del software estadistico Statgraphics,
utilizando la prueba de rango multiple de Duncan con un nivel de significa-
cién de p < 0.05. Las comparaciones se realizaron entre el control y los trata-

mientos.

Resultado y discusion

El extracto metandlico de las hojas de A. glaucum mostr6 una coloracién ver-
de intensa y consistencia fluida, debido a la baja cantidad de compuestos
oleosos. Esto facilité la evaporacién del solvente en el rotavapor, y tras su eli-
minacién se obtuvo un extracto mas denso debido a la concentracién de los
compuestos presentes. En una caracterizacién previa realizada por Garza-
Garcia et al. (2023), se report6 que el extracto CHE contiene polifenoles
(164.1 pg EAG/mL), flavonoides (192.4 ug EQ/mL), aminoécidos libres (56.3

pM) y aztcares reductores (344.2 mg/L).

La sintesis de SeNPs se llevé a cabo mediante un proceso de reduccién
quimica utilizando Na,SeOj; y el extracto metandlico como agente reductor y
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estabilizante. Este proceso indujo la formacién de centros de nucleacién, lo
que llev6 a la formacién de SeNPs.

Los espectros de UV-Vis revelaron la formacién de SeNPs en solucién co-
loidal mediada por el extracto CHE, en un rango de 200 a 400 nm, obser-
vando la evolucién de los picos de absorcién, en donde la absorbancia au-
mento al aumentar la concentracién del extracto y por ende se registré una
mayor formacién de SeNPs. Se ha evidenciado que la resonancia de plasmén
de superficie (SPR) para las SeNPs se encuentra entre los 265 y 275 nm. En
este caso, la maxima absorcién se registr6 a 275 nm desde los 10 min hasta
las 24 h (figura 1a); resultados que concuerdan con Gunti et al. (2019) quienes,
usando extractos de Emblica officinalis, obtuvieron un pico maximo de absor-
cién a 275 nm de las SeNPs. Informacién semejante ha sido descrita usando
otras fuentes bioldgicas para sintetizar NPs como los extractos fungicos
(Singh et al., 2024).

FIGURA 1. Sintesis de SeNPs. a) Analisis del espectro de absorbancia UV-visible de SeNPs de 0 a 24 h;
b) cambio caracteristico de coloracion en la formacion de NPs; c) espectros de absorcion del extracto
CHE y su comparacion con las SeNPs formadas.
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Durante el proceso de sintesis, al agregar el extracto CHE a la solucién
de Na,SeOs, se generé un cambio de coloracién, pasando de una solucién
transparente a una amarilla clara y, finalmente, terminar en una coloracién
café-marrén o rojizo (figura 1b), atribuible al fenémeno éptico conocido
como efecto plasmoén en donde la excitacién de las vibraciones del plasmén
superficial de las NPs metalicas genera distintas coloraciones dependiendo
del tamaiio, la forma y la composicién del material. Investigaciones con re-
portes del uso de extractos vegetales han sugerido que la coloracién tipica de
las SeNPs es de color marrén-rojizo, como lo indican dos Santos-Souza et al.
(2022), quienes utilizaron extractos de Gymnanthemum amygdalinum, Mal-
pighia emarginata y Allium y obtuvieron esa tonalidad en solucién coloidal. Al
analizar el espectro UV-vis del extracto CHE y compararlo con el de las SeNPs
formadas, se observé un pico entre 350 y 375 nm, perteneciente posible-
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mente a grupos fitoquimicos como los flavonoides (figura 1c); como lo in-
dican Akinpelu et al. (2019), al realizar un andlisis espectrofotométrico de
Milicia excelsa (Moraceae) e identificaron las bandas correspondientes a esta
regiéon. Labanda de 251 nm podria estar asociada con la formacién de SeNPs

anisotropicas (no esféricas) o agregados estables.

Se utilizé TEM para analizar el tamario y forma de las SeNPs obtenidas
con extractos vegetales. Las imdagenes revelaron una distribucién polidis-
persa y la presencia de redes formadas por las SeNPs (figura 2a), aparente-
mente unidas por compuestos fitoquimicos del extracto CHE. Esta agrega-
cién se podria deber a grupos funcionales del extracto actuando como
ligandos. Un estudio de dindmica molecular realizado en nanoparticulas de
oro respalda esta hipétesis, destacando el papel de las cargas de estos grupos

en la unién entre particulas (Cetin et al., 2022).

Se confirmé la presencia de NPs con una morfologia semiesférica (figura
2b); utilizando el programa ImageJ se midieron los didmetros de las SeNPs y
a través de una grafica de distribucién de tamafios se corroboré que el dis-
metro de las SeNPs fue, en promedio, de 14 nm (figura 2c). Estudios sobre
sintesis de SeNPs, usando residuos biolégicos, demuestran la obtencién de
NPs similares a las de esta investigacién en cuanto a morfologia y tamario
(Salem et al., 2022). Ademads, en un estudio previo realizado por Garza-
Garcia et al. (2023) se confirm6 la capacidad del extracto CHE para sintetizar
las SeNPs de forma semiesférica y un tamario entre 10 y 18 nm, aproximada-

mente.

FIGURA 2. Micrografias del microscopio electrénico de transmision (TEM). a y b) Micrografias de alta

resolucion de SeNPs; c) grafico de dispersion de tamaiio.

N°* nanoparticulas

Didmetro (nm)

Fuente: Elaboracion de los autores.
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Por su parte, la obtencién del NC SeNPs@PVA130 se realizé mediante la
adicién de SeNPs con la finalidad de conocer la concentracién exacta de SeNPs
dentro de la matriz polimérica y verificar que el polimero funcionara como un
agente estabilizante para las SeNPs. Este método de adicién de NPs a un poli-
mero para obtener NC ha sido ampliamente utilizado, como lo describen
Hasan et al. (2020) quienes, utilizando biopolimeros, lograron formular un
bionanocomposito capaz de mantener estables a las NPs de plata. Asimismo,
el PVA es un polimero ampliamente utilizado como agente estabilizante de
NPs, debido a que es un estabilizador no iénico, el cual proporciona una disper-
sién coloidal estable mediante estabilizacion estereostatica (Song et al., 2024).

El aerogel obtenido (figura 3a) mostré fragilidad mecénica, textura y po-
rosidad, caracteristicas propias de este material. Estos resultados concuerdan
con los obtenidos por Abdolazizi et al. (2024), quienes obtuvieron aerogeles
de PVA con las caracteristicas antes mencionadas en su material.

FIGURA 3. Formacion de nanocompositos (NC). a) NC de PVA de alto peso molecular; b) analisis del
espectro de absorbancia UV-visible del PVA130 y SeNPs@PVA130.

a) ] b) ——PVA130
1.0 —— SeNPS@PVA130

Absorbancia

T T T T
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Fuente: Elaboracion de los autores.

Asimismo, se demostr6 que las SeNPs, después de ser embebidas en el PVA
para formar el aerogel, no perdieron sus caracteristicas, al demostrarse no haber
habido cambios en el pico maximo de absorbancia UV-vis de las SeNPs (figura
3b). Los polimeros sintéticos, como el PVA, presentan mayormente grupos hi-
droxilo de los alcoholes, que son practicamente insignificantes en el espectro de
UV-Vis (Gowsia et al., 2022). En el PVA empleado para el NC no se reporté la
presencia de absorcién por parte de este polimero. Sin embargo, se observé con
claridad la presencia de bandas de absorcién pertenecientes a las SeNPs

El andlisis morfolégico de SeNPs@PVA130 se realizé6 mediante micros-
copia electrénica de barrido (figura 4a). Ademas, se empleé el microanalisis
EDS para realizar un mapeo del elemento (figura 4b). Las imagenes obtenidas
mostraron la presencia de estructuras tridimensionales en forma de canales y
poros formados casi por completo; también, se observaron estructuras lame-
lares altamente organizadas. Por su parte, el andlisis de EDS arroj6 una con-
centracién de Se del 1.1%.

[
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FIGURA 4. Analisis por microscopia electronica de barrido (SEM). a) Micrografia de SEM del NC SeNPs@
PVA130, utilizando PVA de alto peso molecular; b) analisis elemental EDS del NC.

Fuente: Elaboracion de los autores.

Ademas, se investigé la presencia de grupos funcionales en el extracto
CHE, los cuales podrian actuar como agentes reductores de los iones Na,SeO;
y estabilizantes de las SeNPs sintetizadas (figura 5a). También, se realizaron
mediciones espectrales FTIR de SeNPs@PVA130 (figura 5b) para determinar
la existencia de algiin cambio en las SeNPs después de haber realizado el NC.
De los espectros obtenidos se identificaron bandas representativas de los
grupos funcionales del extracto CHE, Na,SeO; y la interaccién entre ambos,
lo cual podria sugerir el potencial reductor del extracto para formar SeNPs y
estabilizarlas por unién a la superficie de estas.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se identificaron bandas de ab-
sorcién a 3310 cm-1 que podrian representan el estiramiento de los grupos
-OH de alcoholes y fenoles del extracto CHE. Reportes indican que, en al-
gunos otros extractos vegetales, la presencia de estas bandas podria también
deberse a estos grupos (Oliveira et al., 2016).

Analizando el espectro, se observé un desplazamiento en la banda a
3277 cm™ en las SeNPs, lo cual sugiere interaccién entre el Se y grupos -OH

FIGURA 5. Espectroscopia FTIR-ATR. a) Comparativo entre los espectros FTIR de CHE, SeNPs y el
Na,Se0;; b) SeNPs, el PVA130 y el NC SeNPs@PVA130.
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Fuente: Elaboracion de los autores.
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del extracto mediante enlaces de hidrégeno. Este comportamiento se ha re-
portado en estudios previos con extractos de Ceropegia bulbosa Roxb (Gowsia
et al., 2022). Del mismo modo, se detectaron bandas a 2923 y 2852 cm™,
asociadas con grupos C-H de alcanos, monoterpenos y acidos carboxilicos,
que podrian participar en la reduccién y estabilizacion de las SeNPs (Pirta-
righat et al., 2019). Se presentaron de igual manera bandas de absorcién a
1700y 1605 cm™ atribuidas al estiramiento y flexién vibracional de la regién
carbonilo (C=0) y vibraciones de amidas proteicas solubles. Para las SeNPs,
estas bandas se desplazaron a 1624 y 1510 cm™, respectivamente, lo cual po-
dria estar indicando una posible interaccién de estos compuestos en la re-
duccién del Se a NPs (Arockiya et al., 2014).

Algunas otras bandas mostradas en el extracto CHE fueron 1443, 1313
y 1199 cm™, correspondientes al estiramiento C-C, C-O y CN de compuestos
organicos. La banda encontrada a 1048 cm™ es atribuible al estiramiento
C-OH de alcoholes (Hernandez-Diaz et al., 2021). Para las SeNPs, estas tl-
timas cuatro bandas se vieron desplazadas a 1438, 1352, 1207 y 1037 cm™,
respectivamente, representando vibraciones caracteristicas del estiramiento
de Se-O, para la formacién de SeNPs en un medio reductor por la presencia
de compuestos que contienen bandas como C-H, C=C y C-O responsables
de reducir los iones selenio a NPs y estabilizar estas tltimas (Moosavy et al.,
2023). Por ultimo, la banda a 772 cm™ fue rastreada analizando el Na,SeO,
puro, observandose un corrimiento a 673 cm™ en las SeNPs causado por mo-
vimientos vibracionales menores originados a partir de estiramientos del
enlace metal-oxigeno (Chen et al., 2006).

Los espectros FTIR de SeNPs@PVA130 (figura 5b) revelaron bandas ca-
racteristicas del PVA, incluyendo una serfial a 3283 cm™ asociada con el esti-
ramiento de grupos hidroxilo, la cual se desplazé ligeramente a 3306 cm™ en
presencia de SeNPs, sugiriendo interacciones mediante enlaces de hidré-
geno. Ademas, se observaron bandas a 2927 cm™ y 1417 cm™ correspon-
dientes a estiramientos simétricos del grupo CH2 (Alghunaim et al., 2016).
Las seriales entre 1600 y 1700 cm™ podrian atribuirse a grupos acetato resi-
duales del polimero (Soni et al., 2018). También se identificé la regién amorfa
entre 1100-1080 cm™ y la vibracién esquelética a 830 cm™, caracteristicas
del PVA (Ortega-Sanchez et al., 2024). Finalmente, se pudo determinar que
en el espectro de las SeNPs solo se observaron algunas modificaciones en
cuanto al corrimiento de bandas; en general, el espectro FTIR de las SeNPs
se vio intacto.

Evaluacion in vitro de la citotoxicidad de SeNPs y NC

Para evaluar la citotoxicidad de las SeNPs y SeNPs@PVA130, se realizaron curvas
de viabilidad celular mediante el ensayo de MTT. Este andlisis permiti6 determi-
narla ICs, de cada muestra. Las células HeLa se trataron con distintas concentra-
ciones de SeNPs (10-140 pg/mL), 0.15-5 % de PVA130, 2.34-300 pg/mL de
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SeNPs@PVA130 y 10-100 pM de Cis. La viabilidad celular se midié a las 24 h
post-tratamiento. Las células tratadas con 98.3 pg/mL de SeNPs mostraron una
viabilidad menor al 50%, mostrando diferencias estadisticamente significativas
con respecto al control desde los 10 pg/mL, siendo las diferencias mas marcadas
en las concentraciénes mas elevadas (figura 6a). Resultados similares han sido
reportados en otras lineas celulares de cancer, indicando que en concentraciones
similares de SeNPs se reduce la viabilidad celular, lo cual podria reflejar una alta
sensibilidad de las células a este tratamiento (Varlamova et al., 2021).

FIGURA 6. Estudio citotoxico por MTT en la linea celular Hela. a) Tratamiento de 24 h utilizando SeNPs
en concentraciones de 10-140 pg/mL; b) tratamiento con PVA130 a 24 h; c) tratamiento con el NC,
SeNPs@PVA130 a 24 h; d) curva de viabilidad del Cis.
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Los datos se muestran como el promedio + desviacion estandar. La significancia se analizé utilizando
ANOVA unidireccional como ***p < 0.001 y ****p < 0.0001. La comparacion se realizo entre el Ctrly los
tratamientos.

Fuente: Elaboracion de los autores.

En el PVA130, las concentraciones usadas de 0.15-2.5 % no mostraron
diferencias significativas con respecto al control, lo cual indica su baja cito-
toxicidad, manteniendo una viabilidad celular constante por encima del 95%
(figura 6b). Sin embargo, se observé que a mayor concentracién del polimero
la viabilidad aumenté a 120%, lo cual concuerda con otras investigaciones, en
donde el PVA mantuvé los niveles de viabilidad celular lo suficientemente ele-
vados como para ser considerado un material no téxico (Oh et al., 2022).
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Aunado a esto, se ha documentado que el PVA es capaz de aumentar la ac-
tividad proliferativa, tanto en células normales como tumorales. En parti-
cular, estudios realizados en células madre hematopoyéticas multipotentes
funcionales y autorrenovables demostraron una marcada expansién celular
tras el tratamiento con PVA (Wilkinson et al., 2019). En cultivos 2D de lineas
celulares de adenocarcinoma ductal pancreatico (PDAC), como MIA PaCa-2 y
PK-8 libres de suero, el PVA promovié la agregacién celular. Lo anterior po-
dria estar relacionado con el aumento en la capacidad proliferativa y migra-
toria, asi como con una modulacién de marcadores de transicién epitelio-me-
sénquima (EMT), evidenciado por una mayor expresién de E-cadherina y una
disminucién en la expresién de vimentina. Adicionalmente, se observé un in-
cremento en la adhesién celular mediada por integrina a21 a la matriz ex-
tracelular, mecanismos involucrados en la promocién de la capacidad invasiva
tras la exposicién al PVA. En modelos 3D, el tratamiento con PVA incrementd
la proliferacién y la formacién de esferas de mayor tamafio, reforzando su po-
tencial como modulador del comportamiento celular (Gomi et al., 2021).

En el caso del NC, se observé que la viabilidad celular fue inferior al 50%
a partir de una concentracién de 2.34 pg/mL; sin embargo, este nivel de via-
bilidad se mantuvo relativamente constante incluso con las concentraciones
mas elevadas (figura 6¢). Las concentraciones mas altas evaluadas presen-
taron la mayor diferencia estadisticamente significativa, comparada con el
control. Estos resultados contrastan con los observados en las SeNPs sin
PVA, en las cuales se evidencié una disminucién progresiva de la viabilidad
con el aumento de la concentracién. Este fenémeno podria atribuirse a la ac-
tividad moduladora previamente descrita del PVA, que podria estar desem-
pefiando un papel en la reduccién de la citotoxicidad asociada con las SeNPs
a concentraciones més elevadas. En estudios previos, se ha demostrado que
el PVA es capaz de mitigar la toxicidad incluso de NPs altamente citotéxicas,
como las de plata, preservando la viabilidad celular en cultivos de fibro-
blastos tras la exposicién (Chavez-Andrade et al., 2017). Por tltimo, el Cis, al
ser un farmaco efectivo contra este tipo de células (figura 6d), evidenci6 una
reduccién en la viabilidad celular desde la concentracién mdés baja, mos-
trando un comportamiento lineal hasta una viabilidad de solo el 22% con las
concentraciones elevadas.

Por otra parte, se observé un aumento estadisticamente significativo en la
tasa de apoptosis en células HeLa tratadas con SeNPs, en comparacién con el
control (figura 7c). En este grupo, la mayoria de las células apoptéticas se en-
contraban en etapa temprana, sugiriendo una activacién inicial de las vias
apoptéticas. Por otro lado, el tratamiento con SeNPs@PVA130 también indujo
un incremento significativo en la apoptosis con respecto al control (figura 7d);
sin embargo, este efecto fue menor en comparacién con las SeNPs sin PVA.
Estos hallazgos son coherentes con los resultados del ensayo MTT, en el cual se
observé una mayor citotoxicidad asociada con las SeNPs sin PVA (figura 6a). En
conjunto, estos datos sugieren que el recubrimiento con PVA puede atenuar
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parcialmente la induccién de apoptosis mediada por las SeNPs, pudiendo ser
esto un indicativo de liberaciéon controlada de las NPs (Abdihaji et al., 2023).

Como control positivo se utilizé el tratamiento con la droga antineopla-
sica Cis. La muerte inducida por este compuesto fue particularmente ocasio-
nada por procesos tanto apoptéticos como de necrosis (figura 7b), coinci-
diendo con el mecanismo de accién apoptético para este tratamiento. En
donde la generacién excesiva de especies reactivas de oxigeno (ROS) podria
inducir la apoptosis a través de dos vias distintas. La extrinseca, cuando las
ROS se producen por la activacién y reclutamiento de proteinas asociadas
con Fas con dominio de muerte y caspasa 8, induciendo la apoptosis. En la
intrinseca, ROS facilita la liberacién del citocromo c e inhibe proteinas anti-
apoptoéticas como Bcl-2 (Dasari et al., 2014). Algunos resultados como los
mostrados por Mohiuddin y Kasahara (2021) indican que usando el Cis en
células A549 se observaban niveles semejantes de apoptosis y necrosis, se-
mejante a lo presentado en este trabajo (figura 7e). Asimismo, se comprob6
que la muerte provocada por Cis en lineas celulares de cancer de eséfago
KYSE140 y KYSE410 es dependiente de RIPK3 y de la formacién de necro-
somas a través de la produccién autocrina de TNFaq, lo cual genera apoptosis
y particularmente necrosis (Xu et al., 2014).

FIGURA 7. Ensayo de apoptosis temprana por anexina V-FITC. a) Analisis de apoptosis realizado por
citometria de flujo del control; b) diagrama de dispersion del Cis; c y d) diagramas obtenidos por
citometria de flujo de las SeNPs y SeNPs@PVA130; e) porcentaje de células inducidas a apoptosis o
necrosis por los diferentes tratamientos. El color rojo representa las células vivas, en verde las células
en apoptosis tempranay en morado la apoptosis tardia.
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Los datos se muestran como media + desviacion estandar. La significancia se analizé utilizando ANOVA
bidireccional como **p < 0.01, ***p < 0.001 y ****p < 0.0001. La comparacion se realiz6 entre el Ctrl y

los tratamientos.

Fuente: Elaboracion de los autores.
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Estos hallazgos son consistentes con los reportados por Okita et al. (2021),
quienes evaluaron la respuesta apoptética temprana mediante la unién de an-
nexina V en presencia de PVA. En dicho estudio, se observé una menor unién
de annexina V a la superficie celular en comparacién con los controles, lo cual
sugiere una reduccién de los eventos apoptéticos tempranos. Adicionalmente,
en ese estudio se registré una disminucién significativa en los niveles de expre-
sién del ARNm de inhibidores del ciclo celular, como CDKN1A y CDKN2A, en
células expuestas al PVA. Ademas, se identificé un aumento en los niveles de
fosforilacién de proteinas involucradas en la sefializacién de resistencia a la
apoptosis, como la cinasa de adhesién focal (FAK, Tir397), Src (Tir416) y AKT
(Serd73), tras la exposicién al PVA (Okita et al., 2021). Estos resultados po-
drian sugerir que el PVA favorece a una concentracién elevada la supervivencia
celular al inducir resistencia a la apoptosis y promover la proliferacién de cé-
lulas tumorales.

En el ensayo de raspado celular, se evalué el efecto de los tratamientos con
Cis, SeNPs y SeNPs@PVA130 sobre la capacidad migratoria de células HeLa, em-
pleando sus respectivas concentraciones ICs, durante un periodo de 24 h (figura
8). Las imagenes obtenidas a 10X mostraron que el tratamiento con Cis inhibié
el 70% del cierre de la herida (figura 8b), lo cual concuerda con estudios previos
reportando que el Cis reduce la viabilidad, migracién e invasién y promueve la
apoptosis en células de cancer cervicouterino, posiblemente mediante la regula-
cién negativa de la via de sefializaciéon IL-17E/17RB (Cheng et al., 2017).

FIGURA 8. Ensayo de cicatrizacion de heridas utilizando células Hela durante 24 h: a) control; b) trata-
miento con Cis; cy d) cierre de herida de los tratamientos con SeNPs y SeNPs@PVA130. La migracion
celular se cuantifico midiendo el area de cierre de los tratamientos con respecto al control (e).
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Los datos se muestran como media * desviacion estandar. La significancia se analizé utilizando ANOVA
bidireccional como **p < 0.01, ***p < 0.001 y ****p < 0.0001. La comparacion se realizo entre el Ctrly

los tratamientos.

Fuente: Elaboracion de los autores.
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Por otro lado, el tratamiento con SeNPs resulté en un cierre de herida del
14% (figura 8c); mientras que, con SeNPs@PVA130 fue del 20 % (figura 8d),
ambos valores significativamente inferiores al cierre completo observado en
el control negativo (figura 8a). Estas diferencias estadisticamente significa-
tivas reflejan la capacidad de ambos tratamientos para inhibir la migracién
celular, siendo més pronunciada en el caso de las SeNPs sin recubrimiento
con PVA. Estos resultados son consistentes con los ensayos previos de viabi-
lidad y apoptosis donde las SeNPs mostraron una mayor citotoxicidad en
comparacién con el NC. Resultados similares han sido reportados en lineas
celulares de cdncer de pulmén (A549 y NCL-H23), en las cuales el tratamiento
con SeNPs también inhibi6 la proliferacion celular (Tian et al., 2020).

Conclusion

Las SeNPs biogénicas presentaron una morfologia semiesférica, tamario
promedio de 14 nm y una absorcién méxima a 275 nm. La incorporacién de
estas SeNPs en un aerogel de PVA generé un NC (SeNPs@PVA130) con es-
tructura porosa, distribucién homogénea del Se y estabilidad conservada.
Tanto las SeNPs como SeNPs@PVA130 mostraron un efecto citotéxico sobre
células HeLa en cultivos 2D, de una manera dependiente de la concentracién,
con ICs, de 4.5 pg/mL para SeNPs@PVA130 y 93.8 pg/mL para las SeNPs li-
bres. Predomind la apoptosis temprana como mecanismo de muerte celular

e inhibicién significativa de la migracién

Los resultados obtenidos muestran el potencial de SeNPs@PVA130
como un agente antitumoral prometedor, debido a su capacidad para inducir
apoptosis e inhibir la migracién celular, con una matriz polimérica que mo-
dula y mejora su biocompatibilidad. Este enfoque representa una estrategia
ecoldgica, efectiva y segura para el desarrollo de nuevos tratamientos de li-

beracién controlada en oncologia.

En estudios futuros se tendra que ampliar la evaluacién a diferentes
tipos de células tumorales, estudiar la liberacién controlada del Se desde la
matriz polimérica, asi como otros estudios mas profundos en sistemas com-
plejos para consolidar la aplicacién de NC basados en SeNPs como plata-
formas terapéuticas sostenibles y seguras para el tratamiento del cancer de
cérvix, pudiendo ser empleados de manera localizada, lo cual aseguraria la
entrega de las SeNPs. De igual forma, podrian fungir como un agente coad-
yuvante junto con fdrmacos como el Cis y terapias localizadas como la bra-

quiterapia.
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