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Ag Plata 
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CO2 Dióxido de Carbono 
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium  
EC Extracto Cáscara 
EDS Espectroscopía de dispersión de energía de rayos X (Energy-dispersive 
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eF Nivel de Fermi 
EH Extracto Hojas 
ELISA ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas 
FT-IR Espectrometría Infrarroja con Transformada de Fourier 
H2O Agua 
HOMO  Orbital molecular ocupado de más energía 
IR Espectroscopia Infrarroja 
keV kilo-electronvolt 
kV Kilovolts 
LaB6 Hexaboruro de lantano 
Li Litio 
LUMO  Orbital molecular no ocupado de más baja energía 
M Molar 
MCF-7 Línea celular de cáncer de mama 
MDA-MB-468 Línea celular de cáncer de mama 
mg  Miligramos  
mL  Mililitros  
mM Milimolar 
mm  Milímetros 
MTT  [3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2, bromuro de 5 difenil-2H-tetrazoilo] 
NDA+ Dinucleótido de nicotinamida y adenina 
NDAH  Dinucleótido de nicotinamida y adenina-reducida 
OD Densidad Óptica 
RPS  Resonancia Plasmonica Superficial (surface plasmon resonance) 
SEM Microscopia Electrónica de Barrido (Scanning electron microscopy) 
Si  Silicio 
TEM Microscopia Electrónica de Transmisión (transmission electron 

microscopy)   
U Uranio 
UV-Vis Luz en el rango del ultravioleta y visible 
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ABSTRACT 

Currently treatments for breast cancer are expensive and not very accessible, due 

to this, it requires the development of new routes of administration, treatments and 

novel materials, such as the one proposed. Carrying out the biosynthesis of silver 

nanoparticles (AgNPs) using extracts of a plant well known for its anticancer activity 

known as "Soursop" (Annona muricata); where the main active compounds of A. 

muricata (in leaves, stems and husk) are acetogenins and polyphenols, among 

others, which means that they can be used as reducing agents; It should be noted 

that anticancer activity is directly attributed to acetogenins. The biosynthesized 

AgNPs with leaf extract (AgNPs-EH) and with shell extract (AgNPs-EC) of A. 

muricata; were characterized by means of the UV-Vis technique, to observe the 

optical properties of the AgNPs, comparing the reaction times against the growth of 

the optical response known as Surface Plasmonic Resonance (RPS), as well as 

Transmission Electron Microscopy (TEM), to recognize the morphology and the 

average sizes of nanoparticle, with the help of the Scanning Electron Microscopy 

(SEM), a chemical mapping was achieved, to observe the distribution of the AgNPs 

in the medium, as well as with the help of the EDS technique (Energy-dispersive X-

ray spectroscopy) the elemental chemical composition of the AgNPs was identified. 

In addition, by means of FT-IR it was possible to identify the vibrational mode of the 

functional groups present in the extracts. Achieving elucidate the cell viability of 

AgNPs in cell lines such as MCF-7, MDA-MB-468 and macrophages. 
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RESUMEN 

Actualmente los tratamientos para cáncer de mama son costosos y poco accesibles, 

debido a esto, se requiere el desarrollo de nuevas vías de administración, 

tratamientos y materiales novedosos, como el que se propone. Llevando a cabo la 

biosíntesis de nanopartículas de plata (AgNPs) usando extractos de una planta muy 

conocida por su actividad anticancerígena conocida como “Guanábana” (Annona 

muricata); donde los compuestos activos principales de A. muricata (en hojas, tallos 

y cáscara) son acetogeninas y polifenoles, entre otros, lo que hace que puedan 

utilizarse como agentes reductores; cabe señalar que la actividad anticancerígena 

se le atribuye directamente a las acetogeninas. Las AgNPs biosintetizadas con 

extracto de hojas (AgNPs-EH) y con extracto de cáscara (AgNPs-EC) de A. 

muricata; se caracterizaron mediante la técnica UV-Vis, para observar las 

propiedades ópticas de las AgNPs, comparando los tiempos de reacción contra el 

crecimiento de la respuesta óptica conocida como Resonancia Plasmonica 

Superficial (RPS), así mismo se utilizó la Microscopia Electrónica de Transmisión 

(TEM), para reconocer la morfología y los tamaños promedio de nanopartícula, con 

ayuda de la  Microscopia Electrónica de Barrido (SEM) se logró realizar un mapeo 

químico, para observar la distribución de las AgNPs en el medio, así como con 

ayuda de la técnica EDS (Energy-dispersive X-ray spectroscopy) se identificó la 

composición química elemental de las AgNPs.  Además, mediante FT-IR se lograron 

identificar el modo vibracional de los grupos funcionales presentes en los extractos. 

Logrando elucidar la viabilidad celular de las AgNPs en líneas celulares como MCF-

7, MDA-MB-468 y macrófagos.  
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INTRODUCCIÓN 

 Actualmente padecimientos como el cáncer, son tratados con diversas técnicas, 

como son hipertermia, radioterapias, algunos fármacos, etc. [1, 2]. El desarrollo de 

nuevas vías de administración, tratamientos y materiales novedosos, como el que 

se propone, no solo ayudará a tratar una de las enfermedades más prevalentes y 

devastadoras de la actualidad, si no que al mismo tiempo se contribuirá con el medio 

ambiente, puesto que haremos uso de una tecnología verde para la fabricación de 

dicho material.  

 Las nanopartículas de Plata (AgNPs) poseen múltiples propiedades fisicoquímicas 

[3] que hoy en día se han combinado con diferentes materiales de origen natural, 

como parte del tratamiento de enfermedades crónico degenerativas en lo que hoy 

en día conocemos como “Bionanomedicina” [4, 5]. Debido a las propiedades 

mejoradas de los materiales de tamaño nanométrico, las AgNPs se utilizan cada 

vez más en la industria farmacéutica [6].  

Por ello se llevó a cabo la biosíntesis de AgNPs usando extractos de una planta muy 

conocida por su actividad anticancerígena conocida como “Guanabana” (Annona 

muricata) [7]; esta planta es una especie del género Annona, de la familia 

Annonaceae, orden Magnoliales y división Magnoliophyta [8],  este árbol tiende a 

florecer y fructificar la mayor parte del año. Se distribuye en las regiones tropicales 

de América Central y del Sur, África Occidental y Sudeste Asiático [9], la fruta A. 

muricata es una baya ovoide colectiva comestible, de color verde oscuro [10]. 

Los compuestos activos de A. muricata (en hojas, tallos y cáscara) son 

acetogeninas y los polifenoles, entre otros [11, 12], lo que hace que puedan 
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utilizarse como agentes reductor para la biosíntesis de nanopartículas [13]. Cabe 

señalar que la actividad anticancerígena se le atribuye directamente a las 

acetogeninas, en específico al grupo funcional “lactona” ya que son las encargadas 

de bloquear el complejo I a nivel mitocondrial en las células cancerígenas, que 

convierte el NADH a NAD+, y crea la acumulación de protones a través de la 

membrana mitocondrial, dejando de producir ATP, obligando la apoptosis selectiva 

[14].  

Dichas acetogeninas predominan en hojas y cáscara de A. muricata, por esta razón, 

se han utilizado extractos de los mismos para sintetizar AgNPs, ya que ofrecen 

propiedades altamente anticancerigenas.  

Hoy en día, se conocen varios estudios relacionados directamente con las 

propiedades de las hojas de A. muricata [15-17], , pero poco se sabe sobre el efecto 

relacionado con la cáscara de A. muricata  (el cual es un material de desecho [18]).  

Que, aunque se subestima su condición, ofrece muchas propiedades que superan 

a las ya conocidas por las hojas de A. muricata. 

Por ello se ha realizado la biosíntesis de AgNPs con extracto de hojas (AgNPs-EH) 

y con extracto de cáscara (AgNPs-EC) de A. muricata; se caracterizaron mediante 

la técnica UV-Vis, para observar las propiedades ópticas de las AgNPs, comparando 

los tiempos de reacción contra el desarrollo de la respuesta óptica conocida como 

Resonancia Plasmonica Superficial (RPS), así mismo se utilizó la Microscopia 

Electrónica de Transmisión (TEM), para elucidar la morfología y los tamaños 

promedio de nanopartícula, con ayuda de la  Microscopia Electrónica de Barrido 

(SEM) se logró realizar un mapeo químico, para observar la distribución de las 

AgNPs en el medio, así como con ayuda de la técnica EDS (Energy-dispersive X-
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ray spectroscopy) se identificó la composición química elemental de las AgNPs.  

Además, mediante FT-IR se pudieron identificar el modo vibracional del grupo 

funcional lactona, presente en los extractos. Así mismo, se elucido la viabilidad 

celular de las AgNPs en líneas celulares como MCF-7, MDA-MB-468 cepas de 

líneas celulares de cáncer de mama y macrófagos. 
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CAPITULO I: ANTECEDENTES 

1.1 CIENCIA DE MATERIALES 
 

La ciencia de materiales es tan antigua como el hombre mismo, sin embargo, día a 

día presenta avances novedosos, por ello, ha cobrado suma importancia debido a 

las múltiples aplicaciones que presenta la materia en la escala de los nanómetros. 

De aquí  se ha derivado a su vez la nanotecnología encargada, principalmente, del 

diseño, la manipulación, caracterización, producción y aplicación de 

nanoestructuras, nanodispositivos y nanosistemas, entre otros [19].  

1.1.1 NANOTECNOLOGIA 

 

La primera referencia de nanotecnología fue dada en 1959 por uno de los grandes 

físicos del siglo pasado, el teórico y divulgador Richard Feynman, quien auguró una 

gran cantidad de nuevos descubrimientos en el caso de poder fabricar materiales 

de dimensiones atómicas o moleculares [20]. Durante las últimas décadas, la 

investigación en ciencia y tecnología se ha centrado en la fabricación de estructuras 

atómicas y materiales a escalas nanométricas (1 nm = 10-9 m), lo que hoy se conoce 

como “Nanotecnología” [21]. Hoy en día es una ciencia multidisciplinaria que puede 

intervenir no solo en la fabricación de nuevos materiales, sino también en las 

aplicaciones que la misma nos brinda.  

Así mismo la Nanociencia estudia los fenómenos y la manipulación de materiales 

de magnitudes atómicas y moleculares de materiales del orden atómico y molecular, 

donde las propiedades que ofrecen son diferentes a escalas mayores [22]. Esta 

ciencia ha tenido un importante papel en el siglo XXI pues se logra colocar en todos 
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los ámbitos, tratando de mejorar e innovar constantemente de acuerdo a las 

necesidades que día a día surgen.  

1.1.2 NANOMATERIALES 

 

 Un nanomaterial es todo aquel que contenga uno o más componentes que se 

encuentren en el rango de 1 a 100nm, los cuales pueden ser; nanorodillos, 

nanotubos, nanopartículas, etc [22].  

Los materiales nanométricos presentan características muy diferentes a los 

materiales macroscópicos, es decir, las propiedades de las nanoestructuras se 

comportan de manera distinta a los mismos materiales a mayor escala presentando 

así diferencias fisicoquímicas y eléctricas. En la actualidad estos materiales 

nanométricos se han empleado como [23]; almacenamiento de datos [24], catálisis 

[25], y  en el área biomédica, tal es el caso de liberación de fármacos y terapia 

génica [26], obtención de imágenes moleculares diagnósticas [27] y como sensores 

biológicos [28], entre otros como se muestra en la Figura 1.  

 

Figura 1: Aplicaciones de la nanotecnología (Elaboración propia) 
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Debido a las múltiples propiedades que ofrecen las nanopartículas, surge la 

necesidad de manejar y controlar las características de las nanopartículas, tales 

como forma, tamaño y composición química [29]. Esto se reflejará directamente en 

sus propiedades ópticas, eléctricas y magnéticas, principalmente. Las propiedades 

de los nanomateriales metálicos son consideradas como únicas debido a las 

características que presenta la banda de conducción [30]. Las propiedades de un 

material vienen determinadas por la posición del nivel de Fermi (eF) y su estructura 

de bandas electrónicas. 

Por su composición, los nanomateriales se pueden clasificar en nanomateriales 

metálicos, semiconductores, polímeros, cerámicos y nanocompositos [31]. Por su 

forma, la clasificación es más compleja, ya que se basa en características tales 

como esfericidad, llanura y la relación longitud-radio [32]. Los nanomateriales 

metálicos son de suma importancia debido a la variedad de propiedades ópticas, 

magnéticas y eléctricas que presentan, las cuales se basan en la estructura de su 

banda electrónica y las diferencias de la misma comparada con la banda de un 

semiconductor, o bien, de un aislante.  

 

Si se compara un metal macroscópico con una nanopartícula metálica, se observan 

diferencias notables en su reactividad química, así como en su estabilidad cinética 

y termodinámica, cambios en la relajación fotónica y electrónica, todo esto debido a 

la elevada relación superficie-volumen [19]. 



13 
 

1.1.3 NANOPARTICULAS 

  

Según la ASTM (organización de normas internacionales que desarrolla y publica, 

acuerdos voluntarios de normas técnicas para una amplia gama de materiales, 

productos, sistemas y servicios) consideran que las nanopartículas, son partículas 

ultra finas con longitudes en dos o tres dimensiones superiores a 0,001 micrómetros 

(1 nanómetro) y menores que aproximadamente 0,1 micrómetros (100 nanómetros) 

y que pueden o no presentar una propiedad intensiva relacionada con el tamaño 

[33]. 

Para la obtención de nanopartículas existen dos procesos básicos, uno de ellos es 

denominado bottom-up en el que se empieza por átomos hasta llegar a la 

nanopartícula. Dentro de este proceso, el método más importante es el de reducción 

química de una sal metálica. En este caso también se emplean agentes 

estabilizantes como polímeros y surfactantes, los cuales controlan el crecimiento de 

la nanopartícula, y previene la aglomeración de nanoclusters [34]. A sí mismo, los 

métodos de síntesis se pueden dividir en químicos, físicos y biológicos [35]. El otro 

proceso se denomina como top-down, en el cual se parte de un material en bulk, 

hasta llegar a un material nanoscopico conocido como nanopartícula. Este proceso 

involucra, un mecanismo físico o mecánico de molienda y posteriormente una 

estabilización de las partículas [36]. Como muestra la Figura 2, en el primer caso se 

produce nanomateriales partiendo del nivel atómico, en cambio, la segunda 

consigue una disminución del tamaño del material, consiguiendo así materiales a 

nanoescala. 
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Figura 2: Métodos de síntesis de nanopartículas. (A) "Bottom-up" y (B) "Top-down" [37] 

 

1.1.4 NANOPARTÍCULAS DE METALES NOBLES 

 

 Los metales nobles presentan una intensa absorbancia óptica, cuando la 

frecuencia del fotón incidente se encuentra en resonancia con la excitación 

coherente colectiva de los electrones de la banda de conducción. Por ello, las 

nanopartículas de metales nobles, principalmente, presentan una respuesta óptica 

denominada Resonancia de Plasmón Superficial (RPS), debido a una radiación 

ejercida sobre el material a través de un campo eléctrico externo [37]. La frecuencia 

resonante se encuentra fuertemente ligada al tamaño de la nanopartícula, a su 

forma y a sus propiedades dieléctricas del medio circundante [38].  Para comprender 

mejor cómo cambian las propiedades electrónicas de un material metálico al reducir 

su tamaño, hay que analizar los niveles electrónicos. Se sabe, que la distancia entre 

los estados energéticos contiguos, aumenta de manera inversa al aumentar el 

volumen de las partículas. Esto lleva a que el espectro continuo de bandas (que 

refleja la situación del material masivo bulk), cambie a un conjunto de estados 

discretos al disminuir el tamaño hasta la escala nanométrica, esto se debe a que las 

nanopartículas metálicas no pueden ser tratadas como elementos diminutos de un 



15 
 

bloque de metal, y la banda de conducción presente en un metal (bulk), está ausente 

en estos sistemas y por tanto, se dan los estados discretos de banda (Figura 3). 

 

Figura 3: Paso del espectro de un estado discreto desde el átomo a un estado continuo de bandas del material masivo 
(bulk) [40] 

 

Las partículas a escala nanométrica, han sido empleadas en múltiples aplicaciones 

médicas. Las propiedades más importantes a considerar para emplear las 

nanopartículas dependen directamente del tipo de nanopartícula, tamaño y forma, 

algunas de las propiedades que exhiben ciertas nanopartículas en esta área son: 

baja toxicidad, biocompatibilidad, pueden administrarse, conjugar [39] o 

funcionalizar con biomoléculas e incluso con ligantes de reconocimiento selectivo 

con la finalidad de lograr una especificidad  molecular [40].  
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1.2 NANOPARTICULAS DE PLATA (AgNPs) 

 

 Uno de los metales nobles con el que se están sintetizando nanopartículas es la 

plata (Ag), la cual ha sido ampliamente utilizada desde hace miles de años en la 

historia de la humanidad, en aplicaciones como la joyería, utensilios, fotografía, 

agente antibacteriano, etc. [41]. En términos médicos las nanopartículas de plata se 

han utilizado para promover la cicatrización de heridas [42] y quemaduras [43], con 

aplicaciones potenciales como bactericida, que de una manera significativa logra 

introducirse en diferentes investigaciones relacionadas con sus características 

fisicoquímicas [44].  

Las nanopartículas de plata poseen múltiples propiedades, que derivan de su 

tamaño y forma, una de ellas son las propiedades ópticas que brinda, pues debido 

a que poseen un plasmon superficial característico, el cual nos permite por medio 

del espectro emitido mediante UV-Vis, identificar y hasta predecir el tamaño de las 

mismas.  

Se estima que de todos los nanomateriales utilizados en productos para el consumo, 

las nanopartículas de plata son las que tienen un mayor grado de comercialización 

[45]. 

 

1.2.1 SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE PLATA (AgNPs) 
 

La síntesis de AgNPs en disolución (disolución coloidal) requiere del empleo de 

métodos que permitan obtener un control preciso sobre el tamaño y la forma de las 
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AgNPs para así obtener un conjunto de partículas monodispersas que presenten 

una propiedad determinada.  

En general, la síntesis de AgNPs metálicas en disolución se lleva a cabo mediante 

el empleo de los siguientes componentes:  

i) Precursor metálico 

ii) Agente reductor 

iii) Agente estabilizante.  

El mecanismo de formación de las disoluciones coloidales a partir de la reducción 

de iones plata consta de dos etapas diferentes: nucleación y crecimiento (Figura 4). 

El proceso de nucleación requiere una alta energía de activación mientras que el 

proceso de crecimiento requiere una baja energía de activación. El tamaño y la 

forma de las nanopartículas dependerá de las velocidades relativas de estos 

procesos que pueden ser controladas a través de la modificación de los parámetros 

de reacción (concentración, temperatura, pH, poder reductor, etc.) [46].  

 

 

 

 

 
 

Figura 4: Mecanismo de formación de AgNPs a partir de una 
reducción química en disolución de sal AgNO3 [48] 
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1.2.2 BIO-REDUCTORES 

 

Actualmente se ha optado por biosintetizar nanopartículas utilizando agentes 

reductores como; metabolitos, extractos vegetales, células, tejidos, semillas, 

órganos y organismos completos vegetales.   

En términos de métodos verdes, existen una clasificación: bioquímicos y biológicos, 

los cuales a diferencia de los fisicoquímicos, no generan residuos contaminantes, 

son más económicos y fáciles de obtener [47]. 

 

Específicamente la biosíntesis de nanopartículas a través de diversas plantas o 

raíces como: árnica, ajo, valeriana, té verde, te negro [48, 49], entre otros que 

ofrezcan esta propiedad, se llevan a cabo a través de la reacción con una solución 

de 1 a 2 mM de iones de un metal precursor con algún agente biológico, de tal 

manera que se lleve a cabo la reducción. La síntesis verde de nanopartículas de 

metales es una reacción redox y ocurre gracias a la capacidad para reducir que 

poseen los componentes celulares o extracelulares como proteínas, carbohidratos, 

ácidos orgánicos, fenoles y otros metabolitos [13, 50], los cuales aportan electrones 

a los cationes de los metales llevándolos  a una forma metálica con carga cero y de 

escala nanométrica [51].  
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1.2.3 GUANABANA (Annona muricata) 

 

La guanábana (Annona muricata) proviene de un árbol que pertenece a la familia 

Annonaceae [52], puede llegar a medir de 8 a 10 metros [53, 54], posee hojas 

perennes, verde brillante [55], y flores que logran aparecen en cualquier lugar en el 

tronco o cualquier rama. La composición de la guanabana consiste en 67,5% de 

pulpa comestible, 20% cáscara y  8,5% de semillas [56]. Dicha pulpa contiene de  

80 a 81% de agua, 1% de proteína, 18% de hidratos de carbono, 3,43% de acidez 

titulable, 24,5% de azúcar, y  vitaminas B1, B2, y C [57, 58]. Además cuenta con 

diferentes aminoácidos como Prolina y ácido γ-aminobutírico [59]. Otros 

aminoácidos detectados, en orden de cantidad relativa, fueron ácido glutámico, 

ácido aspártico, glicina, serina, alanina, citrulina, cisteína (o cistina), arginina y lisina 

[60]. 

En medicina tradicional han sido aplicados para tratar diversas dolencias tales como 

fiebre, dolor, enfermedades respiratorias y la piel, parásitos internos y externos, las 

infecciones bacterianas, la hipertensión, la inflamación, la diabetes y el cáncer [61]. 

Estudios recientes muestran citotoxicidad en cultivos de líneas celulares de cáncer, 

como carcinoma de pulmón, carcinoma de mama, y adenocarcinoma de colon [62]. 

La efectividad se deriva de las propiedades intrínsecas de la guanábana, que logran 

tener un efecto toxico a nivel celular y por ende ocasionar apoptosis, derivada de la 

vía de estrés en el retículo endoplásmico [62]. 

 

 



20 
 

1.3 CÁNCER DE MAMA 

 

En la actualidad una de las enfermedades más prevalentes y fulminantes es el 

cáncer, la palabra cáncer es griega y significa cangrejo [63]. La proliferación 

acelerada, desordenada y no controlada de células con genes mutados, los cuales 

actúan normalmente suprimiendo o estimulando la continuidad del ciclo celular 

pertenecientes a distintos tejidos de diferentes órganos. 

 El cáncer de mama es el más común entre las mujeres en todo el mundo, ya que 

representa el 16% de todos los cánceres femeninos. Se estima que en 2004 

murieron 519 000 mujeres por cáncer de mama y aunque este cáncer está 

considerado como una enfermedad del mundo desarrollado, la mayoría (69%) de 

las defunciones por esa causa se registran en los países en desarrollo [64]. 

Las tasas de supervivencia del cáncer mamario varían mucho en todo el mundo, 

desde el 80% o más en América del Norte, Suecia y Japón, pasando por un 60% 

aproximadamente en los países de ingresos medios, hasta cifras inferiores al 40% 

en los países de ingresos bajos [65]. La bajas tasas de supervivencia observadas 

en los países poco desarrollados pueden explicarse principalmente por la falta de 

programas de detección precoz, que hace que un alto porcentaje de mujeres 

acudan al médico con la enfermedad ya muy avanzada, pero también por la falta 

de servicios adecuados de diagnóstico y tratamiento [66]. 

Cabe señalar que en México, cada 90 min muere una mujer debido a este 

padecimiento, mientras que la secretaria de salud diagnostica a una mujer cada 

30 min [67].  
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Hoy en día existen múltiples técnicas para tratar este padecimiento, sin embargo, 

día a día se intenta implementar fármacos o vías de administración más efectivas 

y con menos riesgos a la salud [68]. 

 

1.3.1 LÍNEAS CELULARES CANCERÍGENAS 

 

La carcinogénesis u oncogénesis es el proceso por el cual una célula normal se 

convierte en una célula cancerosa, de ahí que los tumores cancerosos se 

caracterizan por la proliferación acelerada, desordenada y no controlada de células 

con genes mutados, los cuales actúan normalmente suprimiendo o estimulando la 

continuidad del ciclo celular pertenecientes a distintos tejidos de diferentes órganos 

[69]. Actualmente existen diferentes variedades de líneas celulares de cáncer de 

mama, las cuales han sido obtenidas de pacientes. Las líneas celulares 

cancerígenas pueden clasificarse de acuerdo al estado en el cual fueron obtenidas, 

ya sea de un tumor primario o bien de una metástasis [70]. Por esa misma razón se 

utilizaron en esta investigación, líneas celulares cancerígenas obtenidas de una 

metástasis, en específico de metástasis a liquido pleural, de carcinoma intradual, 

como son la MCF-7 Y MDA-MB-468, siendo líneas celulares de carácter 

hormonodependientes y hormonoindependientes respectivamente [70]. 

1.3.2 CULTIVO CELULAR 

 

En el año de XX se ubican los primeros cultivos celulares, cuando Harrison 1907 y 

Carrel 1912 lograron cultivar fragmentos de tejidos. En la actualidad se han 

estandarizado varios métodos y medios de cultivo para realizar cultivos de 

diferentes líneas celulares. Estos métodos permiten evaluar diferentes respuestas 
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en especial citotoxicidad. Es importante reconocer que los principales 

conocimientos in vitro que tenemos sobre el cáncer de mama se basan en esta 

técnica [71]. 

1.3.3 CUANTIFICACIÓN CELULAR  
 

Cuando se trabaja con células en este caso cancerígenas y requerimos evaluar la 

viabilidad celular respecto a un agente anticancerígeno, la cuantificación es 

sumamente importante, así como las condiciones de crecimiento o el inicio de 

experimentos en los cuales el número de células utilizado debe ser preciso.  

Existen dos formas de cuantificar las células; una de ellas es; donde directamente 

se cuantifica de la placa de cultivo o pocillo tomando una muestra significativa 

mediante la cámara de Neubauer; y la otra manera, esta se hace mediante la 

cuantificación de determinadas estructuras celulares o bien por medio de la 

medición del metabolismo celular. Existe un método  estandarizado que se utiliza 

comúnmente, el cual es el ensayo MTT [3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2, bromuro de 5 

difenil-2H-tetrazoilo]; esta es una sal de tetrazoilo que mediante la deshidrogenación 

mitocondrial de células viables se obtiene como producto el formazano [72].  

 

1.3.3.1 ENSAYO DE VIABILIDAD CELULAR CON MTT  

 

El ensayo de viabilidad celular mediante la reducción del MTT es una técnica para 

medir la respuesta celular a un fármaco o un tóxico, en este caso las AgNPs (EH y 

EC), que además ofrece información sobre la viabilidad, muerte y las actividades 

metabólicas celulares. La aplicación más importante ha sido en encontrar dosis 
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adecuadas para tratamientos médicos (fármacos) en quimioterapia [73]; además es 

un medio importante para evaluar los mecanismos de toxicidad causada por las 

nanopartículas. 

El ensayo colorimétrico por medio del MTT fue descrito por Mosmann en 1983 para 

medir la citotoxicidad y la proliferación celular. Se descubrió que el MTT produce un 

color intenso tras la reducción celular debido a la formación de formazano (Figura 

5). Por lo tanto, la producción de formazano refleja el estado funcional de la cadena 

respiratoria. La actividad metabólica de las células incluye deshidrogenasas. Las 

coenzimas reducidas resultantes (NADH y NADPH) convertirán el MTT en su 

formazano color violeta, el cual indica proliferación celular. 

Sin embargo, El MTT, tiene una desventaja, ya que el formazano es 

extremadamente insoluble en agua, lo que parece limitar la aplicación.  

 Actualmente el ensayo de MTT es usando como un ensayo colorimétrico basado 

en la capacidad de enzimas mitocondriales de células viables para transformar la 

sal de tetrazoilo en formazano. Los métodos colorimétricos requieren menos tiempo 

y son mucho más económicos, se logran identificar mediante un espectrofotómetro 

de barrido de 96 pocillos que generalmente permite procesar una gran cantidad de 

muestras [74].  
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Figura 5: Ensayo de viabilidad celular por reducción del compuesto MTT [72] 
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CAPITULO II: TECNICAS DE CARACTERIZACIÓN 

2.1 ESPECTROSCOPIA 
 

La espectroscopia es una técnica de análisis que se basa en la absorción de 

radiación por parte de las moléculas, específicamente se refiere a la medición de la 

cantidad de energía radiante que absorbe un sistema químico en función de la 

longitud de onda de la radiación, se basa principalmente en la interacción materia – 

radiación electromagnética, y a las mediciones desde una determinada longitud de 

onda [75]. 

La teoría ondulatoria de la luz propone la idea de que un haz de luz es un flujo de 

cuantos de energía (fotones); la luz de una cierta longitud de onda está asociada 

con los fotones, cada uno de los cuales posee una cantidad definida de energía. 

La longitud de onda, del movimiento ondulatorio por el cual es transmitida la energía 

radiante varía en un intervalo amplio, la magnitud de esta longitud sirve como medio 

para clasificar las diversas formas de radiación electromagnética [75]. 

2.1.1 ESPECTROSCOPIA UV-Vis 
 

La base de la espectroscopia Visible y Ultravioleta consiste en medir la radiación 

absorbida en UV a una longitud de onda específica comparándola con otras 

soluciones de concentración conocida (soluciones estándar) que contengan la 

misma especie absorbente. Esta relación establece que para una misma especie 

absorbente en una celda de espesor constante, la absorbancia es directamente 

proporcional a la concentración [76]. 
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La espectroscopia UV-Vis es una técnica de absorción que involucra la absorción 

de luz ultravioleta y visible por parte de una molécula promoviendo el paso de un 

electrón desde un orbital molecular fundamental a un orbital excitado; es decir, que 

origina que un electrón sea excitado del orbital de baja energía LUMO (de sus siglas 

en inglés Lowest Unoccupied Molecular Orbital) al de energía más alta HOMO ( de 

sus siglas en inglés Highest Occupied Molecular Orbital. Produciendo transiciones 

de electrones desde niveles energéticos bajos a niveles más altos; transiciones 

entre un orbital enlazante o un par de electrones libres y otro orbital incompleto 

antienlazante. 

La separación energética entre estos orbitales moleculares corresponde a las 

longitudes de onda del visible (tabla 1). Dichas longitudes de onda se encuentran 

aproximadamente entre 190 y 780 ηm situadas en la zona del ultravioleta visible. 

En el espectro UV-VIS normalmente sólo se aprecian 2 ó 3 grandes bandas. Las 

bandas son anchas porque los electrones pueden tener muchos niveles energéticos 

dependiendo del entorno (vibraciones y/o rotaciones), de manera que lo que se 

suele representar como un nivel energético en realidad son muchos subniveles y 

son posibles todas las transiciones.. 

Tabla 1: Diferentes regiones del espectro Ultravioleta y visible y sus rangos o zonas comprendidas [74] 
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El espectrofotómetro recoge todas estas pequeñas variaciones de absorción y da 

una banda ancha. No se da el valor del intervalo sino de la transmitancia máxima. 

La transmitancia y la absorbancia se miden en un instrumento llamado 

espectrofotómetro, la solución del analito se debe contener en algún recipiente 

transparente, tubo o celda [75]. 

En un espectrofotómetro, la luz de una fuente continua pasa a través de un 

monocromador (un prisma, rejilla de difracción o filtro), el cual aísla las radiaciones 

de las longitudes de onda deseadas a partir de las radiaciones heterocromáticas 

que inciden o se reflejan desde el objeto, seleccionando así una banda estrecha de 

longitudes de onda de luz incidente (Figura 6). Esta luz monocromática atraviesa 

una muestra de espesor conocido, contenida en una celda o cubeta fabricada con 

material que permite el paso de la radiación en la región espectral que interesa, para 

luego medir la potencia radiante de la luz que sale por medio de un detector [75]. 

 

Figura 6: Diagrama esquemático del aparato usado para métodos analíticos basados en la absorción de energía radiante 
[75] 
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El objetivo principal de utilizar esta espectroscopia como técnica de caracterización 

de nuestro material se debe a la propiedad antes mencionada de las nanopartículas, 

conocida como resonancia plasmónica superficial, la cual consiste en una oscilación 

colectiva de los electrones que resulta de su interacción con la radiación 

electromagnética (luz visible) como se muestra en la Figura 7. El campo eléctrico 

de la radiación electromagnética induce a la formación de un dipolo en la 

nanopartícula, creándose en esta una fuerza restauradora para compensar el efecto 

del dipolo producido, resultando en una longitud de onda de resonancia que confiere 

el color tan característico de las disoluciones coloidales de las nanopartículas 

metálicas [44]. 

 

Figura 7: Efecto de la resonancia del plasmón de superficie (SPR) en las nanopartículas metálicas [76] 

 

Por lo tanto, la oscilación dipolar, está en resonancia con la radiación incidente a 

una frecuencia específica que dependerá del tamaño y forma de las nanopartículas 

metálicas. 

2.1.2 ESPECTROSCOPIA DE TRANSMISIÓN DE INFRARROJO CON 

TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)  
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La espectroscopia vibracional fue una de las primeras técnicas espectroscópicas, 

en particular la espectroscopia infrarroja (IR) donde su región correspondiente al 

espectro electromagnético se encuentra entre 12800-10 cm-1. Esta se puede dividir 

en tres zonas: IR cercano (NIR): 12800-4000 cm-1, IR medio: 4000-400 cm-1; IR 

lejano: 400-10 cm-1, siendo en el IR medio donde se dan la mayoría de las 

aplicaciones analíticas tradicionales, aunque desde la década de los 80 la utilización 

del NIR ha experimentado un innegable auge. El NIR requiere una mínima o nula 

preparación de la muestra y ofrece un análisis cuantitativo sin consumir o destruir la 

muestra. Por su parte el IR lejano requiere el uso de fuentes y materiales ópticos 

especiales. Es utilizado para el análisis de compuestos orgánicos, inorgánicos u 

organometálicos que contengan átomos pesados y proporciona información útil en 

estudios estructurales [77].  

La Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier, también llamada FTIR 

(Fourier Transform Infrared Spectroscopy), se desarrolló para solventar las 

limitaciones de los instrumentos dispersivos, en particular el lento proceso de 

barrido; por ello se empleó un dispositivo óptico muy simple, llamado interferómetro. 

El interferómetro produce un tipo de señal único (interferograma) que contiene todas 

las frecuencias infrarrojas codificadas; la señal se puede medir de forma rápida, en 

unos cuantos segundos. Un espectrómetro por transformada de Fourier consta de 

tres elementos básicos: una fuente luminosa, un interferómetro de Michelson y un 

detector como se muestra en la figura 8. 
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Figura 8: Diagrama de un espectrómetro por transformada de Fourier [78] 

 

Así mismo, el equipo FTIR se subdivide de dos partes; una parte (operación 

mecánica), codifica y modula la información espectral empleando un interferómetro 

de Michelson a través del detector; y la otra parte (operación matemática), procede 

al procesado de la información codificada mediante un procesador (computadora) 

para producir el espectrograma (decodificación). Como todo el espectro IR se mide 

de forma continua, todos los analitos activos en IR se pueden identificar y determinar 

su concentración [78]. 
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2.2 MICROSCOPIA ELECTRÓNICA 

 

La posibilidad de observar muestras íntegras y en sus tres dimensiones mediante 

la microscopía electrónica, fue hecha realidad con la aparición del scanning electron 

microscope (SEM) o microscopio electrónico de barrido, en el año 1965. Sin 

embargo, los conceptos básicos para este tipo de microscopía fueron propuestos 

por Knoll en 1935, tres años después de que Ruska y Knoll lo hicieran para el 

transmition electron microscope (TEM) microscopio electrónico de transmisión. 

Mientras que en el desarrollo de este último se hicieron grandes y rápidos progresos 

hasta el punto de que en 1939 Siemens y Halske comercializaron el primer TEM, la 

microscopía de barrido tendría que esperar hasta que, en 1965, Cambridge 

Instrument Co. lanzase el primer SEM. Desde entonces hasta la fecha, este tipo de 

microscopía ha avanzado rápidamente constituyéndose en una técnica 

imprescindible en distintos tipos de estudio, tanto sobre material biológico como en 

el campo inorgánico. A continuación se muestra en la tabla 2 las principales 

similitudes y diferencias entre el SEM y el TEM [79]. 
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Tabla 2: Principales diferencias y similitudes entre SEM y TEM 

TEM  SEM  

Necesidad de alto vacío  Necesidad de alto vacío  

Haz electrónico estático  Haz electrónico móvil  

Haz electrónico no puntual  Haz electrónico puntual  

Necesidad de secciones ultrafinas Muestras íntegras 

Electrones transmitidos  Electrones secundarios  

Lente proyectora  Ausencia de lente proyectora  

Pantalla en el interior de la columna  Pantalla en tubo Brown  

Imagen en dos dimensiones  Imagen tridimensional  

Resolución de 0,5 nm  Resolución de 10 nm  

Aumentos hasta 500.000  Aumentos hasta 140.000  

Contraste químico de la muestra Contraste no químico 

 

2.2.1 ESPECTROSCOPÍA DE RAYOS X DE ENERGÍA DISPERSA (EDS)  

El análisis micro elemental SEM-EDS utiliza espectroscopía de rayos x de energía 

dispersa (EDS por sus siglas en inglés) que analiza los rayos x generado como 

producto de la interacción del haz de electrones de un microscopio electrónico de 

barrido con material sometido a análisis para la identificación y cuantificación de 

rayos x característicos de todos los elementos del número atómico 4 (Be) a 92 (U). 

El análisis cualitativo implica la identificación de las líneas en el espectro y es 

bastante sencillo debido a la simplicidad de los espectros de rayos X. El análisis 

cuantitativo (determinación de las concentraciones de los elementos presentes) 



33 
 

implica medir las intensidades de línea para cada elemento en la muestra y para los 

mismos elementos en los estándares de calibración de composición conocida. 

Al escanear el haz en un ráster y mostrar la intensidad de una línea de rayos X 

seleccionada, se pueden producir imágenes de distribución de elementos o 

"mapas". Además, las imágenes producidas por los electrones recolectados de la 

muestra revelan la topografía de la superficie o las diferencias en el número atómico 

medio según el modo seleccionado. El microscopio electrónico de barrido (SEM), 

que está estrechamente relacionado con la sonda de electrones, está diseñado 

principalmente para producir imágenes de electrones (Figura 9), pero también se 

puede usar para el mapeo de elementos, e incluso para el análisis de puntos, si se 

agrega un espectrómetro de rayos X [80]. 

Para la detección se emplea un detector fabricado con silicio (Si) y litio (Li) en estado 

sólido que capta los rayos x para luego ser enviados a un amplificador de señal y 

convertidores de señal que envían la información a un analizador o sistema de 

cómputo que presenta la información (conteos por segundo – cps) contra energía 

de emisión (keV) [80, 81].   
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Figura 9: Proceso de formación de la imagen de un microscopio electrónico de barrido 

 

2.2.2 MICROSCOPIA ELECTRÓNICA DE TRANSMISIÓN (TEM) 
 

Un microscopio electrónico de transmisión utiliza un haz de electrones para 

visualizar un objeto, ya que la potencia amplificadora de un microscopio óptico está 

limitada por la longitud de onda de la luz visible, esto se debe a que los electrones 

tienen una longitud de onda mucho menor que la de luz. El microscopio electrónico 

de transmisión consiste fundamentalmente de un cañón de electrones (su fuente de 

iluminación), lentes condensadoras, lentes objetivas, lentes intermedias y lentes 

proyectoras. El cañón electrónico es la única lente electrostática que tiene el 

microscopio electrónico; las demás son lentes electromagnéticas.  

La amplificación de la imagen es llevada a cabo de la siguiente manera: la imagen 

producida por la lente objetiva sirve como objeto para la lente intermedia, la cual 

producirá una segunda imagen, que a su vez es amplificada por la lente proyectora 
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para producir la imagen final en la pantalla o en una placa fotográfica como se 

muestra en la Figura 10. 

 

Figura 10: Proceso de formación de la imagen de un microscopio electrónico de transmisión 

 

Cuando un haz de electrones interacciona con la muestra se producen varios tipos 

de señales, que nos permiten hacer la caracterización estructural y química de ésta. 

Las señales son: electrones retrodispersados, secundarios, absorbidos, Auger, 

transmitidos y rayos X característicos. La Figura 11 muestra esquemáticamente la 

interacción del haz electrónico- muestra y las señales que se originan. 
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Figura 11: Tipos de señales que se producen durante la interacción del haz electrónico con la muestra 

Los electrones retrodispersados y secundarios nos dan información sobre la 

superficie de la muestra, permitiendo obtener una imagen topográfica de ella. Los 

electrones absorbidos, con el detector adecuado, nos dan información sobre la 

resistividad de la muestra. Los electrones Auger y los rayos X característicos 

dependen de la composición química de la muestra, permiten hacer un análisis 

químico de ella. Las imágenes se pueden producir a partir de los electrones 

difractados (imágenes de campo oscuro) o a partir de los electrones directos que 

han atravesado la muestra sin interacción (imágenes de campo claro/brillate) [82]. 
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En función de lo antes descrito se planteó lo siguiente; 

HIPOTESIS 

Las nanopartículas de plata sintetizadas a partir de extractos de Annona muricata 

inhiben la proliferación de líneas celulares de cáncer como MCF-7 y MDA-MB-468. 

OBJETIVOS 

 OBJETIVO GENERAL 

Determinar el porcentaje de inhibición de las nanopartículas de Plata sintetizadas a 

partir de extractos de Annona muricata, en las líneas celulares de cáncer como 

MCF-7 y MDA-MB-468. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

-Biosintetizar nanopartículas de Plata a través de extractos de hojas y cáscara de 

Annona muricata, con tamaños menores de 50 nm. 

-Caracterizar mediante UV-Vis. 

-Caracterizar mediante SEM y TEM las nanopartículas. 

-Caracterizar los extractos de hojas y cáscara de Annona muricata mediante la 

técnica FTIR. 

-Evaluar la respuesta antiproliferativa de nanopartículas de Plata a través del 

método MTT (3- (4,5- di metil tiazol -2-il) -2,5-di fenil bromuro de tetrazolio), en las 

líneas celulares MCF-7 y MDA-MB-468. 
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CAPITULO III: METODOLOGIA 

3.1 Recolección y conservación de hojas y cáscara de A. muricata 
 

Las hojas y frutos de A. muricata fueron recolectados en el estado de Morelos, en 

el municipio de Xochitepec (18 ° 46´52´´N, 99 ° 12´02´´W), el área de recolección 

se muestra en la figura 12. 

Las hojas y los frutos de A. muricata se caracterizaron en el Herbario de la Facultad 

de Ciencias UAEMex. Respecto a la fruta, se separó de la cáscara. Dichas hojas y 

cáscara se lavaron por tres veces con agua destilada para eliminar las impurezas, 

se dejaron secar al aire durante 15 días, para su posterior molienda.  
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Figura 12: Área de recolección de las hojas y cascara de A. muricata [Imágenes propias] 
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3.2 Biosíntesis de las Nanopartículas de plata con extractos de A. muricata 
 

3.2.1 Preparación de extracto acuoso de hojas (EH) y cáscara (EC) de A. 

muricata 

 

La solución del extracto se preparó hirviendo 1 g de la cáscara seca en un matraz 

Erlenmeyer con 100 ml de agua destilada durante diez minutos a 100 ° C. El 

extracto se filtró y se almacenó a 4 ° C para su uso posterior [68]. Se utilizó el 

mismo proceso para preparar el extracto de hojas (Figura 13). 

 

Figura 13: Imágenes de hojas y cascara de A. muricata, a) tras el proceso de secado, b) extracto. 

 

3.2.2 Preparación de la solución de nitrato de plata 
 

Se preparó una solución madre de nitrato de plata al 1x10-2 M, en 100 ml de 

agua destilada.  

3.2.3 Síntesis de Nanopartículas de Plata:  
 

Se realizó un análisis experimental, donde se hicieron diferentes pruebas variando 

concentraciones de extractos y de nitrato de plata, las cuales fueron (1:2,1:1,2:1) 

a) b) 
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como se muestra en la Figura 14, se determinó la mejor concentración mediante 

UV-Vis y se encontró que en los dos casos las mejores concentraciones fueron 1:1, 

y se procedió a realizar la síntesis como se describe a continuación.  

 

Figura 14: Cambio de coloración de los extractos tras seis horas de agregar el nitrato de plata 

 

Se usó extracto recién obtenido para la reducción de iones Ag+ a Ag°, en donde 5 

ml de extracto de cáscara y hojas por separado se agregaron a 5 ml de solución 

acuosa de nitrato de plata a una concentración de 1 mM. Se realizó el mismo 

proceso para preparar las nanopartículas de plata utilizando extracto de hojas. Los 

iones de plata se redujeron a nanopartículas de plata en 6 horas. 
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3.3 Caracterización 

 

3.3.1 Caracterización de propiedades ópticas de las AgNPs 
 

Las propiedades ópticas de las AgNPs se determinaron empleando la técnica 

espectroscopíca UV-Vis, con el equipo Varian Cary 5000 de doble haz, diluyendo 

2 ml de las Nanopartículas de Plata en H2O desionizada hasta llenar la celda del 

equipo. Se analizó en un intervalo de 200-800nm, en modo de absorción. 

3.3.2 Caracterización morfológica y estructural de las AgNPs 
 

Se caracterizaron las propiedades estructurales de las nanoestructuras formadas, 

tales como morfología, tamaño de partícula y distribución de las mismas, para ello 

se empleó un Microscopio Electrónico de Transmisión (TEM) JEOL-2100 de 200 kV 

con filamento de LaB6. Colocando una gota de la muestra de AgNPs en una rejilla 

hasta sequedad, posteriormente se introdujo al portamuestras y se ensamblo en el 

equipo. 

A si mismo se empleó un Microscopio Electrónico de Barrido (SEM) realizando un 

mapeo químico de los principales elementos presentes, además de realizar un 

análisis EDS para determinar e identificar los mismos. 

3.3.3 Caracterización de los principales grupos funcionales presentes 

en los extractos de Annona muricata y AgNPs   
 

Con ayuda de la técnica FTIR y del equipo Bruker, modelo TENSOR 27. Se 

reconocieron los principales grupos funcionales que están presentes en el extracto, 

además de justificar la presencia de las AgNPs, colocando una gota sobre el 

dispositivo de análisis, operando en modo transmitancia de 600 a 4000 cm-1. 
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3.4 Ensayo de viabilidad celular 

 

 Las líneas celulares MCF7, MDA-MB-468 y macrófagos, se cultivaron en 

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM). Las células fueron encubadas en 

placas de 96 pocillos aproximadamente con 5X10 4 células a 37°C en una atmósfera 

de CO2 al 5%. Las células se trataron con diferentes concentraciones de 

nanopartículas biosintetizadas (100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.5625 µg/ml) durante 

24 h de incubación. Después, se añadieron 100 microlitros de MTT (a una 

concentración de 0.2 mg/ml) en cada pocillo y se incubaron durante 4 h (Figura15).  

 

Figura 15: Ensayo de viabilidad celular (Método MTT) 

 

Posteriormente se retiró el MTT junto con el medio de cultivo. Los cristales de color 

púrpura formados se disolvieron en 100 microlitros de Dimetilsulfóxido y se 

observaron a 540 nm en un pozo multi-lector de placas de ELISA. La densidad 
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óptica (OD) se convirtió a porcentaje de viabilidad mediante el uso de la siguiente 

fórmula: 

Porcentaje de viabilidad celular =  
el valor de la OD experimental de las muestras 

el valor de la OD experimental del control  
𝑋100 

Así se obtuvo la desviación estándar y el porcentaje de la misma. El ensayo se llevó 

a cabo por triplicado. 

 

3.4.1 Análisis estadístico.  
 

Se realizó un análisis descriptivo de los datos y de acuerdo a las pruebas de 

normalidad se decidió si aplican pruebas de estadística paramétrica o en caso 

contrario con pruebas no paramétricas, como Kruskal-Wallis o Wilcoxon 

respectivamente, siendo p ≤ 0.05 para considerarse estadísticamente significativo.   
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CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.1 SÍNTESIS DE NANOPARTÍCULAS DE PLATA (AgNPs) 
 

En el contexto de la generación de nanopartículas y como parte de un método 

bottom up, se deben reconocer diferentes variables para la formación de AgNPs 

como: temperatura, tiempo de reacción, concentración de extractos y de 

precursores de iones metálicos como de AgNO3, etc. Por ello se determinó realizar 

una síntesis verde, lo cual garantiza de muchas formas generar nanopartículas sin 

necesidad de utilizar reductores químicos, así mismo la síntesis se realizó a 

temperatura ambiente, además de utilizar una concentración muy baja de la sal 

precursora, lo cual implica costos bajos, simplicidad y un menor impacto ambiental. 

Por otro lado, Ramachandran et al., han identificado algunos metabolitos de las 

plantas como el ácido ascórbico, el ácido cítrico, péptido cíclico, ácido elágico, ácido 

gálico, ácido retinoico, ácido sórbico y el avina se han identificado como compuestos 

responsables de la reducción en la síntesis  de AgNPs. Además de proporcionar 

propiedades específicas, con efectos antibacteriales, anticancerígenos y 

antioxidantes [83]. 

Es importante reconocer el cambio de color característico de las AgNPs, como se 

muestra en la Figura 13 los extractos de hojas y de cáscara sufren un cambio de 

color al reducirse los iones de pata, en este caso de un color amarillento (siendo el 

extracto de cascara un poco más ámbar que el extracto de hojas) a un marrón 

intenso,  la mayoría de los autores exponen un color amarillento por parte de los 

extractos, que al reaccionar con el AgNO3, cambia de café a café- ámbar [84], en 

específico, Santhosh et al. ha logrado sintetizar AgNPs a partir de extractos de hojas 
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de A. muricata y describe la reducción de iones de Ag mediante el cambio de 

coloración del extracto acuoso de un color amarillento a marrón en un tiempo 

determinado [84]. 

4.2 CARACTERIZACIÓN ESPECTROSCÓPICA 

 

4.2.1 CARACTERIZACIÓN ESPECTROSCÓPICA UV-Vis  
 

Como bien es sabido las AgNPs ofrecen una respuesta óptica conocida como 

resonancia plasmónica superficial (RPS), al mismo tiempo se sabe que de alguna 

manera se puede inferir la distribución de tamaños y la forma de las AgNPs a través 

de la amplitud de la banda y la posición de la banda máxima de absorción [85]. En 

base a este fundamento se realizó la selección de la mejor concentración tanto de 

AgNO3, así como de los extractos, como se muestra en la Figura 14, siendo en 

ambos casos la mejor concentración 1:1, se monitoreo la reacción hasta observar 

la banda máxima de absorción respecto al tiempo, lo cual llevó a identificar un 

periodo de formación de nanopartículas de seis horas en ambos casos como se 

muestra en la Figura 16, en el caso de las AgNPs-EH (Figura 16a) la banda máxima 

de absorción se registró en 447 nm, mientras que las AgNPs-EC (Figura 16b) tienen 

una banda máxima de absorción en 448 nm. Las nanopartículas de plata suelen 

registran una banda máxima de absorción (RPS) que puede aparecer desde 370 

nm cuando son muy pequeñas [86] y hasta los 500 nm. Algunos autores como 

Mallirkajuna et al. obtuvieron AgNPs a partir de extractos naturales como Ocimum 

sanctum, registrando una banda máxima de absorción (RPS)  en los 436 nm [87], 

por otra parte Kumar et al. sintetizo AgNPs a partir de extractos de cáscara de 
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Annona squamosa y reporta una banda (RPS)  en 422 nm [88], asi mismo Vivek et 

al. obtuvo AgNPs usando extractos de hojas de Annona squamosa reportando una 

banda (RPS) en 444 nm [89].  

Además se puede observar como aumenta la absorbancia al transcurrir el tiempo 

de reacción, esto porque se generan más AgNPs, existen diferencias notables entre 

las AgNPs-EC y AgNPs-EH, la banda de absorción de las AgNPs-EC es más ancha 

que la AgNPs-EH, sin embargo la absorbancia es menor en las AgNPs-EH, debido 

a la distribución de tamaños que se encuentra en ambas soluciones coloidales. Asi 

mismo los resultados concuerdan con lo establecido con la literatura [88][89], se 

puede esperar una morfología cuasi-esférica y nanopartículas con tamaños 

menores a 50 nm en ambos casos, debido a la posición de la banda máxima de 

posición transcurridas las 6 horas de reacción. 

 

 

Figura 16: Espectros UV-Vis de a)AgNPs-EC y b) AgNPs-EH, a diferentes tiempos durante la reacción. 

a) b) 
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4.2.2 CARACTERIZACIÓN ESPECTROSCÓPICA FTIR 
 

El espectro FT-IR la Figura 17 muestra una banda de absorción característica en 

1744 cm-1 (EC)  y  1739 cm-1 (EH) característico de un grupo C=O conjugado, 

sugiriendo la presencia de una γ-lactona- α,β- insaturada que distingue a la gran 

mayoría de las acetogeninas, demostrando mayor intensidad en el pico del espectro 

del extracto de cáscara, lo cual podría indicar mayor presencia de acetogeninas en 

este extracto  [90, 91]. 

 

 

Figura 10: Espectro FTIR de los extractos de hojas (EH) y cascara (EC) de A. muricata 
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4.3 CARACTERIZACIÓN MORFOLÓGICA Y ESTRUCTURAL 

 

4.3.1 ANALISIS ELEMENTAL MEDIANTE SEM-EDS 
 

Se llevó a cabo un análisis SEM/EDS para corroborar la presencia del elemento 

plata en las AgNPs (EH Y EC) obtenidas a partir de extractos de hojas y cáscara de 

A. muricata, a continuación, se muestra un comparativo de las gráficas de análisis 

elemental, mapeo químico de las micrografías y el line scan (como se muestra en 

las Figuras 18 Y 19). 

 

Respecto a las micrografías, se pueden observar diferentes aglomerados (cúmulos 

más claros y birllantes) de nanopartículas en ambas imágenes (Figuras 18a y 18b). 

En el análisis por espectroscopia de dispersión de energía (EDS) se logró corroborar 

la presencia del elemento Plata en la muestra cómo se puede observar en el 

espectro de las mismas figuras, mientras que en la tabla de composición se señala 

que el porcentaje de plata es significativo en ambas micrografías, tanto para las 

AgNPs-EC, así como para las AgNPs-EH, esto debido a la concentración de AgNO3 

con la que se generaron las AgNPs. Así mismo se muestra el Espectro EDS line 

scan en ambas, sin embargo, se refleja una mayor intensidad en el espectro de las 

AgNPs-EC (Figura 18a) pero esto podría ser debido a la cantidad de nanopartículas 

presentes en el aglomerado seleccionado.  
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Figura 11: Análisis EDS: comparativo de las gráficas de análisis elemental y line-scan de las nanopartículas generadas, 
a)AgNPs-EC y b)AgNPs-EH. 

 

a) 

b) 
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Respecto al mapeo químico se obtuvieron los siguientes mapas elementales de 

ambas nanopartículas (AgNPs-EC y AgNPs-EH). Como se muestra en la Figura 18. 

Se puede observar que en ambos casos se revela que la superficie de la muestra 

completa consta de Ag, C y O, como presumiblemente se demostró en los espectros 

de EDS (Figura 17). El mapa de carbono, oxígeno y plata apoya la interpretación 

del escaneo de la línea mostrado en la Figura 17, concordando con que existe una 

mayor intensidad del elemento Plata en las AgNPs-EC. Sin embargo, es más que 

evidente que la mayor presencia de Ag está presente en los aglomerados. Así 

mismo se observa que las áreas donde hay más presencia de Ag hay menor 

cantidad de C y O (Figura 18). Otros autores, demuestran el mismo comportamiento 

en sus muestras [92, 93], esto podría ser debido a la preparación de la muestra, ya 

que al dejar secar la muestra se deben aglomerar las AgNPs.  

 

 

Figura 12: Mapeo químico de los elementos Carbón (color azul), Plata (color amarillo) y Oxigeno (color morado), a)AgNPs-
EC y b)AgNPs-EH. 

 

 

b) a) 



52 
 

4.3.2 ANÁLISIS MORFOLÓGICO MEDIANTE TEM 

 

Mediante la microscopia electrónica de transmisión (TEM) se logró elucidar el 

tamaño y la forma de las AgNPs sintetizadas previamente con hojas y cáscara de 

A. muricata, como se observar en las Figuras 20a y 20b, es evidente que en ambos 

casos se obtuvieron AgNPs con tamaños menores a 50 nm, cumpliendo con uno de 

los principales objetivos de esta investigación, ya que ofrece mejores propiedades 

opticas [94] y biocompatibilidad [1, 95]. Actualmente Santhosh et al [84] ya ha 

sintetizado AgNPs con extractos de hojas de A. muricata. Sin embargo obtienen un 

tamaño promedio de nanopartícula de hasta 103 nm, lo cual no es favorable para la 

aplicación objetivo de esta investigación, por ello se decidió experimentar con 

diferentes concentraciones tanto de la sal precursora como de los extractos, así 

mismo Kumar et al. sintetizo AgNPs a partir de extractos de cáscara de A. squamosa 

reportando una gran polidispersidad que va desde los 20 a los 60 nm [88], lo cual 

sale de los límites permisibles de biocompatibilidad [1, 95]. 

De igual manera cabe destacar que se obtuvieron AgNPs-EC y AgNPs-EH cuasi 

esféricas como se muestra en las micrografías de las Figuras 20a.2 y 20b.1. Otros 

autores lo reportan como formas esféricas irregulares o simplemente esféricas [49, 

83], así mismo se observa poca aglomeración, lo cual es importante para el 

tratamiento en líneas celulares de cáncer de mama, puesto que se podrán dispersar 

de manera eficaz en el medio. 

Por otra parte, se llevó a cabo la medición del diámetro de las nanopartículas 

observadas en las micrografías tanto de las AgNPs-EC así como de las AgNPs-EH 

mediante el software imageJ, obteniéndose un tamaño de diámetro promedio de 
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19.63 ± 3.7 nm para las AgNPs-EH (Figura 20a.1) y, con una polidispersidad de 

tamaños que van desde los 10 hasta 28 nm. Asi mismo se obtuvo el tamaño de 

diámetro promedio de las AgNPs-EC (Figura  20b.2) el cual resulto ser de 16.56 ± 

4.1 nm, observándose una polidispersidad de mayor alcance que va desde los 8 

hasta los 26 nm, es evidente que las AgNPs-EC poseen tamaños más uniformes 

incluso se muestra una menor polidispersidad tanto en los histogramas como en las 

mismas micrografías respecto a las AgNPs-EH, además se reconoce muy poca 

aglomeración de AgNPs en ambos casos al mismo tiempo que se observan 

tamaños menores a 50 nm refutando la viabilidad para la aplicación deseada.  

Adicionalmente se realizó un análisis con HRTEM tanto de las AgNPs-EC así como 

de las AgNPs-EH, esto con el fin de corroborar que ambas AgNPs estuvieran 

conformadas por Ag0. Se determinaron los espacios inter-planares con una 

distancia de 2.339 Å para las AgNPs-EC (Figura 20a.3), que corresponde a la familia 

de planos (111), de igual manera se mi dieron las distancias inter-planares de las 

AgNPs-EH obteniéndose una distancia de 2.040 Å, la cual corresponde a la familia 

de planos (200) como se muestra en la Figura 20b.3, tomando como referencia la 

tarjeta JCPDS 00-004-0783. 

Micrografías obtenidas por TEM de a.2) AgNPs-EH, a.2) histograma de frecuencias 

y a.3) HRTEM. b.1) AgNPs-EC; b.2) histograma de frecuencias y b.3) HRTEM. 

 



54 
 

 

Figura 13: Micrografía obtenida por MET de AgNPs-EH, así como grafica de distribución de tamaños de las mismas 

 

 

4.4 DETERMINACIÓN DE LA VIABILIDAD CELULAR MEDIANTE EL 

ENSAYO MTT. 
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Se determinó el porcentaje de viabilidad celular en las líneas celulares de cáncer de 

mama MCF-7, MDA-MB-468 y macrófagos (RAW- 264.7 ATCC), frente a diferentes 

concentraciones de AgNPs, mediante el ensayo de [3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2, 

bromuro de 5 difenil-2Htetrazoilo] (MTT). El ensayo con MTT indica cuál de las 

concentraciones de AgNPs inhibe mayor cantidad de células de cáncer de mama, 

así como utilizar como referencia selectiva Macrófagos (Tabla 3), evaluando 

mediante el mismo ensayo (MTT). 

Tabla 3: Resultados del ensayo MTT de viabilidad celular frente a las AgNPs y extractos. 

Línea 

     Celular 

 

Dosis 

(µm/ml) 

MCF-7 MDA-MB-468 MACRÓFAGOS 

AgNPs-EH AgNPs-EC AgNPs-EH AgNPs-EC AgNPs-EH AgNPs-EC Extracto H Extracto C 

Control 100.0±0.5 100.0±1.3 100.0±16.1 100.0±0.2 100±14.1 100±8.0 100±10.2 100±24.9 

1.5625 68.5±2.8Aa 52.3±17.2Ab 68.8±3.1c 72.1±44.2 85.7±5.7ac 88.0±15.6b 73.9±44.7 76.2±13.5 

3.125 48.4±6.0 a 47.5±23.4b 66.5±0.8 Bc 42.0±19.9Bd 93.2±25.9ac 107.5±14.5bd 69.4±41.6 117.2±32.2 

6.25 44.3±8.7 a 37.1±9.3b 46.3±16 Bc 15.3±0.9Bd 116.0±26.9ac 106.8±10.8bd 113.3±17.4D 134.7±5.2 

12.5 40.4±8.1 35.3±0.1 18.8±4.4 c 15.9±0.9d 99.1±52.4c 83.0±34.8d 101.9±11.1D 130.4±12.8 

25 25.5±1.1 32.4±14.3b 8.1±1.4B 11.1±2.2Bd 10.0±3.1 6.5±1.9bd 95.1±12.3D 120.5±14.0 

50 19.9±5.4a 26.1±4.1b 6.1±1.2B c 11.3±1.0Bd 8.0±0.8 ac 6.8±0.3Cbd 76.9±9.1D 115.2±11.2 

100 15.7±1.8 Aa 22.4±2.5Ab 5.5±0.6 c 5.3±1.0 10.5±3.5 ac 6.2±0.8b 37.9±4.5 56.4±15.8 

*Mayúsculas y minúsculas indican diferencias significativas, de p≤ 0.05 

De acuerdo a los resultados obtenidos mediante el ensayo de MTT (Figura 20), 

podemos inferir que la actividad antiproliferativa de las AgNPs frente a las dos líneas 
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celulares de cáncer de mama aumenta respecto al incremento de la concentración, 

por ende, la viabilidad celular disminuye cuando aumenta la concentración de 

AgNPs. Sin embargo, es importante reconocer que tanto los extractos como las 

AgNPs frente a los macrófagos, son casi desapercibidas ya que no se encuentran 

porcentajes significativos hasta las concentraciones más altas. 

Estadísticamente se reconoció mediante la prueba U de Mann-Whitney que las 

AgNPs-EC frente a la línea celular MCF-7 presentan diferencias significativas (z=-

2.366, p=0.018) y alta actividad antiproliferativa a bajas concentraciones, sin 

embargo las AgNPs-EH tienen un efecto antiproliferativo a altas concentraciones 

(z=-2.366, p=0.018).  Respecto a la línea celular MDA-MB-468 ocurre el mismo 

comportamiento, a la segunda y tercera dosis bajas [(z=-2.366, p=0.018), z=-2.366 

p=0.018)], presentan una mayor actividad antiproliferativa las AgNPs-EC, sin 

embargo, a las dos penúltimas dosis tienen mayor actividad antiproliferativa las 

AgNPs-EH [(z=-2.366, p=0.018), (z=-2.366, p=0.018)]. Mientras que en las AgNPs-

EH y AgNPs-EC frente a los macrófagos no se encuentran diferencias significativas 

hasta la penúltima dosis siendo más citotóxicas las AgNPs-EC (z=-2.309, p=0.021). 

En cuanto a los extractos EC y EH frente a macrófagos, resulta ser más citotóxico 

el EH ya que a las cuatro penúltimas concentraciones muestra diferencias 

significativas [(z=-2.309,p=0.021,(z=-2.309,p=0.021),(z=-2.021,p=0.043),(z=-2.309, 

p=0.021)]. 

De igual manera se identificó estadísticamente la existencia de diferencias 

significativas de las AgNPs-EH  frente a la línea celular MCF-7 y los macrófagos, 

resultado ser las tres primeras dosis (las dosis menores) más significativas contra 
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la línea celular MCF-7 [(z=-2.337,p=0.019),(z=-2.337,p=0.019),(z=-2.337,p=0.019)], 

en contraste observamos que frente a macrófagos son más significativas las dos 

últimas dosis “concentraciones más altas” [(z=-2.337,p=0.019),(z=-2.352, p=0.019)]. 

Se realizó el mismo análisis para las AgNPs-EC, encontrándose el mismo 

comportamiento frente a la línea celular MCF-7[(z=-2.337, p=0.019), (z=-2.337p=0-

019),( z=-2.337,p=0.019)], sin embargo, en el caso de la línea celular de los 

macrófagos son más citotóxicas a las “concentraciones más altas” [(z=-2.337, 

p=0.019), (z=-2.337,p=0-019), (z=-2.337,p=0.019)]. 

El resultado del análisis estadístico de las AgNPs-EH respecto a la línea celular 

MDA-MB-468 y macrófagos, demostraron que muestran actividad antiproliferativa y 

citotoxicidad frente a la línea celular MDA-MB-468 en todas las dosis excepto en la 

penúltima dosis más baja [(z=-2.337, p=0.019), (z=-2.337, p=0-019), (z=-

2.337,p=0.019),( z=-2.337, p=0.019),( z=-2.337, p=0.019).(z=-2.352, p=0.019)]. En 

el caso de las AgNPs-EC se realizó el mismo análisis comparativo y dio como 

resultado que las AgNPs-EC presentan actividad antiproliferativa y citotoxicidad 

frente a la segunda, tercera y cuarta, dosis menores [(z=-2.337,p=0.019),(z=-

2.337,p=0-019),(z=-2.337, p=0.019)], al contrario de las dosis mayores, excepto a 

la dosis máxima, donde son más citotóxicas frente a los macrófagos [(z=-2.337, 

p=0.019), (z=-2.337,p=0.019)]. 
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Figura 14: Gráfica del porcentaje de viabilidad celular respecto a diferentes dosis de AgNPs-EH y AgNPs-EH sobre las 

líneas celulares MCF-7 y MDA-MB-468 y macrófagos. 

 

Así mismo se obtuvo la concentración citotóxica media (CC50), la cual representa 

la concentración que reduce el número de células viables al 50% [96], en el caso de 

la viabilidad con la línea celular MCF-7 se obtuvieron los siguientes resultados; 

respecto a la línea celular MCF-7 en la cual el tratamiento fue con AgNPs-EH 

(CC50=2.9 µg/ml) demostró ser moderadamente citotóxico respecto al tratamiento 

con AgNPs-EC (CC50=1.5 µg/ml) donde se infiere un efecto severamente citotóxico, 

además de demostrar que las AgNPs-EC son más citotóxicas que las AgNPs-EH, 
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así mismo se requiere menor concentración de AgNPs-EC que de AgNPs-EH para 

inhibir al 50% la viabilidad celular. 

Por otra parte, respecto a la línea celular MDA-MB-468, se obtuvieron los siguientes 

resultados del tratamiento con las AgNPs; las AgNPs-H (CC50=5.2 µg/ml) 

demostrando un efecto moderadamente citotóxico frente a las AgNPs-EC 

(CC50=2.3 µg/ml) que tienen una actividad severamente citotóxica, en esta línea 

celular logra ser más sensible al tratamiento con las AgNPs-EC. 

Sin embargo, es importante reconocer que frente a la línea celular de macrófagos 

la CC50 está muy por encima de los valores correspondientes a la CC50 del 

tratamiento en líneas celulares de cáncer de mama, cabe señalar que los 

macrófagos son células del sistema inmunitario que se localizan en los tejidos, que 

sirven de protección ante agentes externos, teniendo así los siguientes resultados 

para las AgNPs-EH (CC50=13.77 µg/ml) siendo ligeramente citotóxico, al igual que 

las AgNPs-EC (CC50=10.78 µg/ml), respecto a los extractos, el EH (CC50=68,97 

µg/ml)  resulto ser no citotóxico y el EC no presenta valores para la CC50 ya que no 

se logra observar una inhibición celular menor del 50 %. 

Aunado a ello logramos observar que la línea celular MCF-7 es más sensible al 

tratamiento con AgNPs, respecto a la línea celular MDA-MB-468, además de que 

las AgNPs logran tener un mejor efecto a bajas concentraciones en ambas líneas 

celulares, pero a altas concentraciones logran inhibir más el crecimiento las AgNPs-

EH en ambos casos. Por ello reconocemos que ambos tratamientos no muestran 

citotoxicidad importante ante los macrófagos lo cual muestra una buena selectividad 

del tratamiento. 
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A nivel celular las responsables de inducir un daño al ADN que conduce a la muerte 

celular son las llamadas especies reactivas de oxígeno (ROS). Otros autores 

reportan estudios donde las AgNPs biosintetizadas a partir de extractos naturales 

mediante una reacción redox utilizando como agente reductor polifenoles de 

plantas, provocan estrés oxidativo que conduce a la muerte celular a través de la 

mitocondria [97]. Así mismo, se sabe que el posible mecanismo involucrado en la 

toxicidad celular inducida por AgNPs desencadenan especies reactivas de oxígeno 

(ROS) inhibiendo la síntesis de antioxidantes intracelulares. 

Cabe señalar que la actividad anticancerígena de los extractos de A. muricata es 

atribuida directamente a las acetogeninas, en específico al grupo funcional “lactona” 

ya que son las encargadas de bloquear el complejo I a nivel mitocondrial en las 

células cancerígenas, que convierte el NADH a NAD+, y crea la acumulación de 

protones a través de la membrana mitocondrial, dejando de producir ATP, obligando 

la apoptosis selectiva [14].  
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CAPITULO V: CONCLUSIONES 

 Las AgNPs-EH y AgNPs-EC se sintetizaron satisfactoriamente con tamaños 

promedios de diámetro de nanopartícula menores a 50 nm, siendo de 19.63 

± 3.7 nm y 16.56 ± 4.1 nm respectivamente. 

 Se lograron caracterizar y seleccionar las mejores bandas en los espectros 

(concentraciones) de AgNPs, mediante la técnica UV-Vis, siendo la mejor 

concentración 1:1 (tanto de EH asi como de EC respecto a AgNO3) para 

ambos casos (AgNPs-EH y AgNPs-EC), resultando una respuesta óptica 

conocida como resonancia plasmónica superficial (SPR) en 447 y 448 nm, 

respectivamente. 

 Se identifico mediante la técnica FTIR el grupo funcional Lactona presente 

en los extractos EH y EC, siendo más alta la concentración en el EC. 

 Se reconoció la presencia del elemento Ag en las AgNPs-EH (14.87%) y 

AgNPs-EC (20. 83%). 

 De acuerdo a los resultados obtenidos mediante el ensayo de MTT, podemos 

inferir que la citotoxicidad y la respuesta antiproliferativa de las AgNPs 

aumenta frente a las diferentes líneas celulares de cáncer de mama respecto 

al incremento de la concentración, por ende, la viabilidad celular disminuye 

cuando aumenta la concentración de AgNPs. Sin embargo, es importante 

reconocer que tanto los extractos como las AgNPs frente a los macrófagos 

no presentan citotoxicidad significativa, respecto a los tratamientos en las 

líneas celulares cancerígenas, donde si se observa actividad antiproliferativa 

importante a las mismas dosis, esto porque las AgNPs generadas y los 

extractos, son aceptados y desaprcibidos por el sistema inmunológico, 

siendo asi altamente biocompatibles. 
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ANEXOS 

ANEXO 1.0 Certificado taxonómico de A.Muricata 
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