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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.



RESUMEN

Actualmente los tratamientos para cancer de mama son costosos y poco accesibles,
debido a esto, se requiere el desarrollo de nuevas vias de administracion,
tratamientos y materiales novedosos, como el que se propone. Llevando a cabo la
biosintesis de nanoparticulas de plata (AgNPs) usando extractos de una planta muy
conocida por su actividad anticancerigena conocida como “Guanabana” (Annona
muricata); donde los compuestos activos principales de A. muricata (en hojas, tallos
y cascara) son acetogeninas y polifenoles, entre otros, lo que hace que puedan
utilizarse como agentes reductores; cabe sefalar que la actividad anticancerigena
se le atribuye directamente a las acetogeninas. Las AgNPs biosintetizadas con
extracto de hojas (AgNPs-EH) y con extracto de cascara (AgNPs-EC) de A.
muricata; se caracterizaron mediante la técnica UV-Vis, para observar las
propiedades Opticas de las AgNPs, comparando los tiempos de reaccion contra el
crecimiento de la respuesta Optica conocida como Resonancia Plasmonica
Superficial (RPS), asi mismo se utilizd la Microscopia Electrénica de Transmisién
(TEM), para reconocer la morfologia y los tamafios promedio de nanoparticula, con
ayuda de la Microscopia Electrénica de Barrido (SEM) se logré realizar un mapeo
quimico, para observar la distribucion de las AgNPs en el medio, asi como con
ayuda de la técnica EDS (Energy-dispersive X-ray spectroscopy) se identificd la
composicion quimica elemental de las AgNPs. Ademas, 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 lineas celulares como MCF-

7, MDA-MB-468 y macrofagos.



INTRODUCCION

Actualmente padecimientos como el cancer, son tratados con diversas técnicas,
como son hipertermia, radioterapias, algunos farmacos, etc. [1, 2]. El desarrollo de
nuevas vias de administracion, tratamientos y materiales novedosos, como el que
se propone, no solo ayudaréa a tratar una de las enfermedades mas prevalentes y
devastadoras de la actualidad, si no que al mismo tiempo se contribuird con el medio
ambiente, puesto que haremos uso de una tecnologia verde para la fabricacion de

dicho material.

Las nanoparticulas de Plata (AgNPs) poseen multiples propiedades fisicoquimicas
[3] que hoy en dia se han combinado con diferentes materiales de origen natural,
como parte del tratamiento de enfermedades cronico degenerativas en lo que hoy
en dia conocemos como “Bionanomedicina” [4, 5]. Debido a las propiedades
mejoradas de los materiales de tamafio nanométrico, las AgNPs se utilizan cada

vez mas en la industria farmacéutica [6].

Por ello se llevo a cabo la biosintesis de AgNPs usando extractos de una planta muy
conocida por su actividad anticancerigena conocida como “Guanabana” (Annona
muricata) [7]; esta planta es una especie del género Annona, de la familia
Annonaceae, orden Magnoliales y divisibn Magnoliophyta [8], este arbol tiende a
florecer y fructificar la mayor parte del afio. Se distribuye en las regiones tropicales
de América Central y del Sur, Africa Occidental y Sudeste Asiatico [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 cascara) son

acetogeninas y los polifenoles, entre otros [11, 12], lo que hace que puedan



utilizarse como agentes reductor para la biosintesis de nanoparticulas [13]. Cabe
sefialar que la actividad anticancerigena se le atribuye directamente a las
acetogeninas, en especifico al grupo funcional “lactona” ya que son las encargadas
de bloquear el complejo | a nivel mitocondrial en las células cancerigenas, que
convierte el NADH a NAD+, y crea la acumulacion de protones a través de la
membrana mitocondrial, dejando de producir ATP, obligando la apoptosis selectiva
[14].

Dichas acetogeninas predominan en hojas y cadscara de A. muricata, por esta razon,
se han utilizado extractos de los mismos para sintetizar AgNPs, ya que ofrecen
propiedades altamente anticancerigenas.

Hoy en dia, 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 cascara de A. muricata (el cual es un material de desecho [18]).
Que, aunque se subestima su condicion, ofrece muchas propiedades que superan
a las ya conocidas por las hojas de A. muricata.

Por ello se ha realizado la biosintesis de AgQNPs con extracto de hojas (AgNPs-EH)
y con extracto de cascara (AgNPs-EC) de A. muricata; se caracterizaron mediante
la técnica UV-Vis, para observar las propiedades Opticas de las AgNPs, comparando
los tiempos de reaccién contra el desarrollo de la respuesta Optica conocida como
Resonancia Plasmonica Superficial (RPS), asi mismo se utilizd la Microscopia
Electréonica de Transmision (TEM), para elucidar la morfologia y los tamafos
promedio de nanoparticula, con ayuda de la Microscopia Electrénica de Barrido
(SEM) se logro realizar un mapeo quimico, para observar la distribucion de las

AgNPs en el medio, asi como con ayuda de la técnica EDS (Energy-dispersive X-
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ray spectroscopy) se identificd la composicién quimica elemental de las AgNPs.
Ademas, mediante FT-IR se pudieron identificar el modo vibracional del grupo
funcional lactona, presente en los extractos. Asi mismo, se elucido la viabilidad
celular de las AgNPs en lineas celulares como MCF-7, MDA-MB-468 cepas de

lineas celulares de cancer de mama y macrofagos.



CAPITULO I: ANTECEDENTES

1.1 CIENCIA DE MATERIALES

La ciencia de materiales es tan antigua como el hombre mismo, sin embargo, dia a
dia presenta avances novedosos, por ello, ha cobrado suma importancia debido a
las multiples aplicaciones que presenta la materia en la escala de los nanometros.
De aqui se ha derivado a su vez la nanotecnologia encargada, principalmente, del
disefio, la manipulacién, caracterizacion, producciébn y aplicacion de
nanoestructuras, nanodispositivos y nanosistemas, entre otros [19].

1.1.1 NANOTECNOLOGIA

La primera referencia de nanotecnologia fue dada en 1959 por uno de los grandes
fisicos del siglo pasado, el tedrico y divulgador Richard Feynman, quien auguré una
gran cantidad de nuevos descubrimientos en el caso de poder fabricar materiales
de dimensiones atémicas o moleculares [20]. Durante las ultimas décadas, la
investigacién en ciencia y tecnologia se ha centrado en la fabricacion de estructuras
atémicas y materiales a escalas nanométricas (1 nm = 10-° m), lo que hoy se conoce
como “Nanotecnologia” [21]. Hoy en dia es una ciencia multidisciplinaria que puede
intervenir no solo en la fabricacion de nuevos materiales, sino también en las

aplicaciones que la misma nos brinda.

Asi mismo la Nanociencia estudia los fendmenos y la manipulacion de materiales
de magnitudes atémicas y moleculares de materiales del orden atdmico 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 ambitos, tratando de mejorar e innovar constantemente de acuerdo a las

necesidades que dia a dia surgen.

1.1.2 NANOMATERIALES

Un nanomaterial es todo aquel que contenga uno o m4s componentes que se
encuentren en el rango de 1 a 100nm, los cuales pueden ser; nanorodillos,

nanotubos, nanoparticulas, ete [22].

Los materiales nanométricos presentan caracteristicas muy diferentes a los
materiales macroscopicos, es decir, las propiedades de las nanoestructuras se
comportan de manera distinta a los mismos materiales a mayor escala presentando
asi diferencias fisicoquimicas y eléctricas. En la actualidad estos materiales
nanomeétricos se han empleado como [23]; almacenamiento de datos [24], catélisis
[25], y en el &rea biomédica, tal es el caso de liberacion de farmacos y terapia
génica [26], obtencién de imagenes moleculares diagndsticas [27] y como sensores

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

AEROESPACIAL BIOMEDICA
METALURGIA \ f ELECTRONICA
7 B
@] <
I COSMETICOS
TEXTIL APLICACIONES DE LA v

NANOTECNOLOGIA

PINTURAS
Y
ESMALTES

ENERGIAS
RENOVABLES

AGRICULTURA

QUIMICA
Y ALIMENTOS

Figura 1: Aplicaciones de la nanotecnologia (Elaboracion propia)
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Debido a las mdultiples propiedades que ofrecen las nanoparticulas, surge la
necesidad de manejar y controlar las caracteristicas de las nanopatrticulas, tales
como forma, tamafio y composicion quimica [29]. Esto se reflejara directamente en
sus propiedades Opticas, eléctricas y magnéticas, principalmente. Las propiedades
de los nanomateriales metalicos son consideradas como uUnicas debido a las
caracteristicas que presenta la banda de conduccion [30]. Las propiedades de un
material vienen determinadas por la posicion del nivel de Fermi (eF) y su estructura

de bandas electrénicas.

Por su composicion, los nanomateriales se pueden clasificar en nanomateriales
metalicos, semiconductores, polimeros, ceramicos y nanocompositos [31]. Por su
forma, la clasificacibn es mas compleja, ya que se basa en caracteristicas tales
como esfericidad, llanura y la relacién longitud-radio [32]. Los nanomateriales
metalicos son de suma importancia debido a la variedad de propiedades épticas,
magnéticas y eléctricas que presentan, las cuales se basan en la estructura de su
banda electrénica y las diferencias de la misma comparada con la banda de un

semiconductor, o bien, de un aislante.

Si se compara un metal macroscoépico con una nanoparticula metalica, se observan
diferencias notables en su reactividad quimica, asi como en su estabilidad cinética
y termodinamica, cambios en la relajacion foténica y electrénica, todo esto debido a

la elevada relacion superficie-volumen [19].

12



1.1.3 NANOPARTICULAS

Segun la ASTM (organizacion 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 nanoparticulas, son particulas
ultra finas con longitudes en dos o tres dimensiones superiores a 0,001 micrometros
(1 nandémetro) y menores que aproximadamente 0,1 micrometros (100 nanémetros)
y que pueden 0 no presentar una propiedad intensiva relacionada con el tamafio

[33].

Para la obtencién de nanoparticulas existen dos procesos basicos, uno de ellos es
denominado bottom-up en el que se empieza por atomos hasta llegar a la
nanoparticula. Dentro de este proceso, el método més importante es el de reduccion
quimica de una sal metalica. En este caso también se emplean agentes
estabilizantes como polimeros y surfactantes, los cuales controlan el crecimiento de
la nanoparticula, y previene la aglomeracion de nanoclusters [34]. A si mismo, los
métodos de sintesis se pueden dividir en quimicos, fisicos y biol6gicos [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 nanoparticula. Este proceso
involucra, un mecanismo fisico o mecanico de molienda y posteriormente una
estabilizacion de las particulas [36]. Como muestra la Figura 2, en el primer caso se
produce nanomateriales partiendo del nivel atdmico, en cambio, la segunda
consigue una disminucion del tamafo del material, consiguiendo asi materiales a

nanoescala.

13



TOP-DOWN w & a]E]

i OO
f—' 4 ‘ Macromaterial (1 pm a 100 nm) 1 Nanoescala (100 nm a 1 nm)

t /‘ O %

I e D o

— ’
ey
(e 4
Nanoescala (100 nm a 1 nm) ;3'2';‘0
J;‘\i‘fgg Moléculas, atomos (0.1 nma 1 nm)

0D

OO0 BOTTOM-UP

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

1.1.4 NANOPARTICULAS DE METALES NOBLES

Los metales nobles presentan una intensa absorbancia Optica, cuando la
frecuencia del fotdn incidente se encuentra en resonancia con la excitacion
coherente colectiva de los electrones de la banda de conduccion. Por ello, las
nanoparticulas de metales nobles, principalmente, presentan una respuesta optica
denominada Resonancia de Plasmon Superficial (RPS), debido a una radiacion
ejercida sobre el material a través de un campo eléctrico externo [37]. La frecuencia
resonante se encuentra fuertemente ligada al tamafio de la nanoparticula, a su
formay a sus propiedades dieléctricas del medio circundante [38]. Para comprender
mejor como cambian las propiedades electrénicas de un material metélico al reducir
su tamanfo, hay que analizar los niveles electronicos. Se sabe, que la distancia entre
los estados energéticos contiguos, aumenta de manera inversa al aumentar el
volumen de las particulas. Esto lleva a que el espectro continuo de bandas (que
refleja la situacion del material masivo bulk), cambie a un conjunto de estados
discretos al disminuir el tamafio hasta la escala nanométrica, esto se debe a que las

nanoparticulas metalicas no pueden ser tratadas como elementos diminutos de un
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bloque de metal, y la banda de conduccion presente en un metal (bulk), esta ausente

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

Atomo NP Material masivo

Espectro discreto Espectro continuo

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

Las particulas a escala nanométrica, han sido empleadas en multiples aplicaciones
meédicas. Las propiedades mas importantes a considerar para emplear las
nanoparticulas dependen directamente del tipo de nanoparticula, tamafio y forma,
algunas de las propiedades que exhiben ciertas nanoparticulas en esta area 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 estan sintetizando nanoparticulas es la
plata (Ag), la cual ha sido ampliamente utilizada desde hace miles de afios en la
historia de la humanidad, en aplicaciones como la joyeria, utensilios, fotografia,
agente antibacteriano, etc. [41]. En términos médicos las nanoparticulas de plata se
han utilizado para promover la cicatrizacién de heridas [42] y quemaduras [43], con
aplicaciones potenciales como bactericida, que de una manera significativa logra
introducirse en diferentes investigaciones relacionadas con sus caracteristicas

fisicoquimicas [44].

Las nanoparticulas de plata poseen multiples propiedades, que derivan de su
tamafo y forma, una de ellas son las propiedades épticas que brinda, pues debido
a que poseen un plasmon superficial caracteristico, el cual nos permite por medio
del espectro emitido mediante UV-Vis, identificar y hasta predecir el tamafio de las

mismas.

Se estima que de todos los nanomateriales utilizados en productos para el consumo,
las nanoparticulas de plata son las que tienen un mayor grado de comercializacion

[45].

1.2.1 SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE PLATA (AgNPs)

La sintesis de AgNPs en disolucion (disolucion coloidal) requiere del empleo de

meétodos que permitan obtener un control preciso sobre el tamafio y la forma de las
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AgNPs para asi obtener un conjunto de particulas monodispersas que presenten

una propiedad determinada.

En general, la sintesis de AgQNPs metélicas en disolucion se lleva a cabo mediante

el empleo de los siguientes componentes:

i) Precursor metélico
1)) Agente reductor

i) Agente estabilizante.

El mecanismo de formacion de las disoluciones coloidales a partir de la reduccion

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

El proceso de nucleacion requiere una alta energia de activaciéon mientras que el
proceso de crecimiento requiere una baja energia de activacion. El tamafio y la
forma de las nanoparticulas dependerd de las velocidades relativas de estos
procesos que pueden ser controladas a través de la modificacién de los parametros

de reaccion (concentracion, temperatura, pH, poder reductor, etc.) [46].

NUCLEACION CRECIMIENTO

agente reductor
AgNo, SE=ETEC0l — .

disolvente

dtomos de plata libres nanoparticulas de plata

Figura 4: Mecanismo de formacion de AgNPs a partir de una
reduccion quimica en disolucion de sal AgNOs [48]
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1.2.2 BIO-REDUCTORES

Actualmente se ha optado por biosintetizar nanoparticulas utilizando agentes
reductores como; metabolitos, extractos vegetales, células, tejidos, semillas,

6rganos y organismos completos vegetales.

En términos de métodos verdes, existen una clasificacion: bioquimicos y bioldgicos,
los cuales a diferencia de los fisicoquimicos, no generan residuos contaminantes,

son méas econdmicos y faciles de obtener [47].

Especificamente la biosintesis de nanoparticulas a través de diversas plantas o
raices como: arnica, ajo, valeriana, té verde, te negro [48, 49], entre otros que
ofrezcan esta propiedad, se llevan a cabo a través de la reaccion con una solucién
de 1 a 2 mM de iones de un metal precursor con algun agente biologico, de tal
manera que se lleve a cabo la reduccion. La sintesis verde de nanoparticulas de
metales es una reacciéon redox y ocurre gracias a la capacidad para reducir que
poseen los componentes celulares o extracelulares como proteinas, carbohidratos,
acidos organicos, fenoles y otros metabolitos [13, 50], los cuales aportan electrones
a los cationes de los metales llevandolos a una forma metalica con carga cero y de

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

La guanabana (Annona muricata) proviene de un arbol 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 composicion de la guanabana consiste en 67,5% de
pulpa comestible, 20% cascara 'y 8,5% de semillas [56]. Dicha pulpa contiene de
80 a 81% de agua, 1% de proteina, 18% de hidratos de carbono, 3,43% de acidez
titulable, 24,5% de azucar, y vitaminas B1, B2, y C [57, 58]. Ademas cuenta con
diferentes aminoacidos como Prolina y acido y-aminobutirico [59]. Otros
aminoacidos detectados, en orden de cantidad relativa, fueron acido glutamico,
acido aspartico, glicina, serina, alanina, citrulina, cisteina (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, parasitos internos y externos, las
infecciones bacterianas, la hipertension, la inflamacién, la diabetes y el cancer [61].
Estudios recientes muestran citotoxicidad en cultivos de lineas celulares de cancer,
como carcinoma de pulmon, carcinoma de mama, y adenocarcinoma de colon [62].
La efectividad se deriva de las propiedades intrinsecas de la guanabana, que logran
tener un efecto toxico a nivel celular y por ende ocasionar apoptosis, derivada de la

via de estrés en el reticulo endoplasmico [62].
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1.3 CANCER DE MAMA

En la actualidad una de las enfermedades mas prevalentes y fulminantes es el
cancer, la palabra cancer es griega y significa cangrejo [63]. La proliferacién
acelerada, desordenada y no controlada de células con genes mutados, los cuales
actian normalmente suprimiendo o estimulando la continuidad del ciclo celular

pertenecientes a distintos tejidos de diferentes 6rganos.

Cabe sefialar 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 dia existen multiples técnicas para tratar este padecimiento, sin embargo,
dia a dia se intenta implementar farmacos o vias de administracion mas efectivas

y con menos riesgos a la salud [68].

1.3.1 LINEAS CELULARES CANCERIGENAS

La carcinogénesis u oncogénesis es el proceso por el cual una célula normal se
convierte en una célula cancerosa, de ahi que los tumores cancerosos se
caracterizan por la proliferacion acelerada, desordenada y no controlada de células
con genes mutados, los cuales actian normalmente suprimiendo o estimulando la
continuidad del ciclo celular pertenecientes a distintos tejidos de diferentes 6rganos
[69]. Actualmente existen diferentes variedades de lineas celulares de cancer de
mama, las cuales han sido obtenidas de pacientes. Las lineas celulares
cancerigenas pueden clasificarse de acuerdo al estado en el cual fueron obtenidas,
ya sea de un tumor primario o bien de una metéstasis [70]. Por esa misma razén se
utilizaron en esta investigacion, lineas celulares cancerigenas obtenidas de una
metastasis, en especifico de metastasis a liquido pleural, de carcinoma intradual,
como son la MCF-7 Y MDA-MB-468, siendo lineas celulares de caracter

hormonodependientes y hormonoindependientes respectivamente [70].

1.3.2 CULTIVO CELULAR

En el afilo 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 lineas celulares. Estos métodos permiten evaluar diferentes respuestas

21



en especial citotoxicidad. Es importante reconocer que los principales
conocimientos in vitro que tenemos sobre el cancer de mama se basan en esta

técnica [71].

1.3.3 CUANTIFICACION CELULAR

Cuando se trabaja con células en este caso cancerigenas y requerimos evaluar la
viabilidad celular respecto a un agente anticancerigeno, la cuantificacion es
sumamente importante, asi como las condiciones de crecimiento o el inicio de

experimentos en los cuales el numero 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 camara de Neubauer; y la otra manera, esta se hace mediante la
cuantificacion de determinadas estructuras celulares o bien por medio de la
medicidon del metabolismo celular. Existe un método estandarizado que se utiliza
comunmente, 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 deshidrogenacién

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 reduccion del MTT es una técnica para
medir la respuesta celular a un farmaco o un téxico, en este caso las AgNPs (EH y
EC), que ademas ofrece informacion sobre la viabilidad, muerte y las actividades

metabolicas celulares. La aplicacion mas importante ha sido en encontrar dosis
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adecuadas para tratamientos médicos (farmacos) en quimioterapia [73]; ademas es
un medio importante para evaluar los mecanismos de toxicidad causada por las

nanoparticulas.

El ensayo colorimétrico por medio del MTT fue descrito por Mosmann en 1983 para
medir la citotoxicidad y la proliferacion celular. Se descubrioé que el MTT produce un
color intenso tras la reduccion celular debido a la formacién de formazano (Figura
5). Por lo tanto, la produccion de formazano refleja el estado funcional de la cadena
respiratoria. La actividad metabdlica de las células incluye deshidrogenasas. Las
coenzimas reducidas resultantes (NADH y NADPH) convertiran el MTT en su

formazano color violeta, el cual indica proliferacion celular.

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

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

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 mas econdémicos, se logran identificar mediante un espectrofotémetro
de barrido de 96 pocillos que generalmente permite procesar una gran cantidad de

muestras [74].
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MTT (sal de tetrazolio) formazano del MTT
-forma oxidada- -forma reducida-
Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)- 2,5-difeniltetrazolio (E,Z)-5-(4,5-dimetiltiazol- 2-il)- 1, 3-difenilformazano

Soluble en solucién acuosa y con color amarillo Insoluble en solucién acuosa y de color violeta

Figura 5: Ensayo de viabilidad celular por reduccion del compuesto MTT [72]
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CAPITULO II: TECNICAS DE CARACTERIZACION

2.1 ESPECTROSCOPIA

La espectroscopia es una técnica de analisis que se basa en la absorcion de
radiacion por parte de las moléculas, especificamente se refiere a la medicion de la
cantidad de energia radiante que absorbe un sistema quimico en funcién de la
longitud de onda de la radiacion, se basa principalmente en la interaccion materia —
radiacion electromagnética, y a las mediciones desde una determinada longitud de

onda [75].

La teoria ondulatoria de la luz propone la idea de que un haz de luz es un flujo de
cuantos de energia (fotones); la luz de una cierta longitud de onda esta asociada

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

La longitud de onda, del movimiento ondulatorio por el cual es transmitida la energia
radiante varia en un intervalo amplio, la magnitud de esta longitud sirve como medio

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

2.1.1 ESPECTROSCOPIA UV-Vis

La base de la espectroscopia Visible y Ultravioleta consiste en medir la radiacion
absorbida en UV a una longitud de onda especifica comparandola con otras
soluciones de concentracién conocida (soluciones estandar) que contengan la
misma especie absorbente. Esta relacion establece que para una misma especie
absorbente en una celda de espesor constante, la absorbancia es directamente

proporcional a la concentracion [76].
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La espectroscopia UV-Vis es una técnica de absorcién que involucra la absorcion
de luz ultravioleta y visible por parte de una molécula promoviendo el paso de un
electron desde un orbital molecular fundamental a un orbital excitado; es decir, que
origina que un electron sea excitado del orbital de baja energia LUMO (de sus siglas
en inglés Lowest Unoccupied Molecular Orbital) al de energia mas alta HOMO ( de
sus siglas en inglés Highest Occupied Molecular Orbital. Produciendo transiciones
de electrones desde niveles energéticos bajos a niveles méas altos; transiciones
entre un orbital enlazante o un par de electrones libres y otro orbital incompleto

antienlazante.

La separacion 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 nm situadas en la zona del ultravioleta visible.
En el espectro UV-VIS normalmente so6lo se aprecian 2 6 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]

Rango de longitudes de Color absorbido Color Transmitido
Onda (nm) (Observado)

100-190 Ultravioleta del vacio Ninguno
190-380 Ultravioleta Cercano Ninguno
380-435 Violeta Amarillo-Verde
435-480 Azul Amarillo
480-500 Verde-Azul Naranja-Rojo
500-560 Verde Pdrpura
560-580 Amarillo-Verde Violeta
580-595 Amarillo Azul
595-650 Naranja Verde-Azul
650-780 Rojo Azul-Verde
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El espectrofotometro recoge todas estas pequefas variaciones de absorcion y da
una banda ancha. No se da el valor del intervalo sino de la transmitancia maxima.
La transmitancia y la absorbancia se miden en un instrumento llamado
espectrofotometro, la solucion del analito se debe contener en algun recipiente

transparente, tubo o celda [75].

En un espectrofotdbmetro, la luz de una fuente continua pasa a través de un
monocromador (un prisma, rejilla de difraccion o filtro), el cual aisla las radiaciones
de las longitudes de onda deseadas a partir de las radiaciones heterocrométicas
que inciden o se reflejan desde el objeto, seleccionando asi una banda estrecha de
longitudes de onda de luz incidente (Figura 6). Esta luz monocromatica atraviesa
una muestra de espesor conocido, contenida en una celda o cubeta fabricada con
material que permite el paso de la radiacién en la region espectral que interesa, para

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

Rendija Luz monocromatica
h
¢
1 5
1
\ 1 I’ “ _,.-"
\‘ Y - ~
m 2
= - ----»
’ N “ Y
Id -
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Celda de Medicion de la luz
Fuente de luz Prisma Muestra Ley de Lambert-Beer

Figura 6: Diagrama esquemdtico del aparato usado para métodos analiticos basados en la absorcion de energia radiante
[75]
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El objetivo principal de utilizar esta espectroscopia como técnica de caracterizacion
de nuestro material se debe a la propiedad antes mencionada de las nanoparticulas,
conocida como resonancia plasmaonica superficial, la cual consiste en una oscilacién
colectiva de los electrones que resulta de su interaccion con la radiacion
electromagnética (luz visible) como se muestra en la Figura 7. EI campo eléctrico
de la radiacién electromagnética induce a la formacion de un dipolo en la
nanoparticula, creandose 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 caracteristico de las disoluciones coloidales de las nanoparticulas

metélicas [44].

Campo eléctrico

Figura 7: Efecto de la resonancia del plasmdn de superficie (SPR) en las nanoparticulas metdlicas [76]

Por lo tanto, la oscilacion dipolar, esta en resonancia con la radiacion incidente a
una frecuencia especifica que dependera del tamarfio y forma de las nanoparticulas

metdalicas.

2.1.2 ESPECTROSCOPIA DE TRANSMISION DE INFRARROJO CON
TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)
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La espectroscopia vibracional fue una de las primeras técnicas espectroscoépicas,
en particular la espectroscopia infrarroja (IR) donde su region correspondiente al
espectro electromagnético se encuentra entre 12800-10 cm-*. Esta se puede dividir
en tres zonas: IR cercano (NIR): 12800-4000 cm-1, IR medio: 4000-400 cm'; IR
lejano: 400-10 cm™, siendo en el IR medio donde se dan la mayoria de las
aplicaciones analiticas tradicionales, aunque desde la década de los 80 la utilizacion
del NIR ha experimentado un innegable auge. El NIR requiere una minima o nula
preparacién de la muestra y ofrece un analisis cuantitativo sin consumir o destruir la
muestra. Por su parte el IR lejano requiere el uso de fuentes y materiales opticos
especiales. Es utilizado para el andlisis de compuestos organicos, inorganicos u
organometalicos que contengan atomos pesados y proporciona informacién util en

estudios estructurales [77].

La Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier, también llamada FTIR
(Fourier Transform Infrared Spectroscopy), se desarroll6 para solventar las
limitaciones de los instrumentos dispersivos, en particular el lento proceso de
barrido; por ello se emple6 un dispositivo 6ptico muy simple, llamado interferémetro.
El interferdmetro produce un tipo de sefial Unico (interferograma) que contiene todas
las frecuencias infrarrojas codificadas; la sefial se puede medir de forma rapida, en
unos cuantos segundos. Un espectrémetro por transformada de Fourier consta de
tres elementos basicos: una fuente luminosa, un interferometro de Michelson y un

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

Asi mismo, el equipo FTIR se subdivide de dos partes; una parte (operacion
mecdénica), codifica y modula la informacion espectral empleando un interferometro
de Michelson a través del detector; y la otra parte (operacion matematica), procede
al procesado de la informacion codificada mediante un procesador (computadora)
para producir el espectrograma (decodificacion). Como todo el espectro IR se mide
de forma continua, todos los analitos activos en IR se pueden identificar y determinar

Su concentracion [78].
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2.2 MICROSCOPIA ELECTRONICA

La posibilidad de observar muestras integras y en sus tres dimensiones mediante
la microscopia electronica, fue hecha realidad con la aparicion del scanning electron
microscope (SEM) o microscopio electronico de barrido, en el afio 1965. Sin
embargo, los conceptos basicos para este tipo de microscopia fueron propuestos
por Knoll en 1935, tres afios después de que Ruska y Knoll lo hicieran para el
transmition electron microscope (TEM) microscopio electronico de transmision.
Mientras que en el desarrollo de este ultimo se hicieron grandes y rapidos progresos
hasta el punto de que en 1939 Siemens y Halske comercializaron el primer TEM, la
microscopia de barrido tendria que esperar hasta que, en 1965, Cambridge
Instrument Co. lanzase el primer SEM. Desde entonces hasta la fecha, este tipo de
microscopia ha avanzado répidamente constituyéndose en una técnica
imprescindible en distintos tipos de estudio, tanto sobre material biolégico como en
el campo inorganico. A continuacidbn 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 vacio

Necesidad de alto vacio

Haz electrénico estatico

Haz electrénico movil

Haz electronico no puntual

Haz electronico puntual

Necesidad de secciones ultrafinas

Muestras integras

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

Resoluciéon de 0,5 nm

Resolucion de 10 nm

Aumentos hasta 500.000

Aumentos hasta 140.000

Contraste quimico de la muestra

Contraste no quimico

2.2.1 ESPECTROSCOPIA DE RAYOS X DE ENERGIA DISPERSA (EDS)
El andlisis micro elemental SEM-EDS utiliza espectroscopia de rayos x de energia
dispersa (EDS por sus siglas en inglés) que analiza los rayos x generado como
producto de la interaccion del haz de electrones de un microscopio electrénico de
barrido con material sometido a analisis para la identificacién y cuantificaciéon de
rayos x caracteristicos de todos los elementos del nimero atomico 4 (Be) a 92 (U).
El andlisis cualitativo implica la identificacion de las lineas en el espectro y es
bastante sencillo debido a la simplicidad de los espectros de rayos X. El analisis

cuantitativo (determinacion de las concentraciones de los elementos presentes)
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implica medir las intensidades de linea para cada elemento en la muestra y para los

mismos elementos en los estandares de calibracion de composicion conocida.

Al escanear el haz en un raster y mostrar la intensidad de una linea de rayos X
seleccionada, se pueden producir imagenes de distribucion de elementos o
"mapas”. Ademas, las imagenes producidas por los electrones recolectados de la
muestra revelan la topografia de la superficie o las diferencias en el nUmero atémico
medio segun el modo seleccionado. El microscopio electrénico de barrido (SEM),
gue esta estrechamente relacionado con la sonda de electrones, esta disefiado
principalmente para producir imagenes de electrones (Figura 9), pero también se
puede usar para el mapeo de elementos, e incluso para el analisis de puntos, si se

agrega un espectrometro de rayos X [80].

Para la deteccion se emplea un detector fabricado con silicio (Si) y litio (Li) en estado
sélido que capta los rayos x para luego ser enviados a un amplificador de sefial y
convertidores de sefial que envian la informacion a un analizador o sistema de
computo que presenta la informacion (conteos por segundo — cps) contra energia

de emisién (keV) [80, 81].
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Figura 9: Proceso de formacion de la imagen de un microscopio electronico de barrido

2.2.2 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION (TEM)

Un microscopio electronico de transmision utiliza un haz de electrones para
visualizar un objeto, ya que la potencia amplificadora de un microscopio éptico esta
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. ElI microscopio electrénico
de transmision consiste fundamentalmente de un cafién de electrones (su fuente de
iluminacién), lentes condensadoras, lentes objetivas, lentes intermedias y lentes
proyectoras. El cafidon electronico es la Unica lente electrostatica que tiene el
microscopio electronico; las demas son lentes electromagnéticas.

La amplificacion 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

producira 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 fotografica como se
muestra en la Figura 10.
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Figura 10: Proceso de formacion de la imagen de un microscopio electrdnico de transmision

Cuando un haz de electrones interacciona con la muestra se producen varios tipos
de sefiales, que nos permiten hacer la caracterizacion estructural y quimica de ésta.
Las sefales son: electrones retrodispersados, secundarios, absorbidos, Auger,
transmitidos y rayos X caracteristicos. La Figura 11 muestra esquematicamente la

interaccion del haz electronico- muestra y las sefiales que se originan.
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Figura 11: Tipos de sefiales que se producen durante la interaccion del haz electronico con la muestra

Los electrones retrodispersados y secundarios nos dan informacién sobre la

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

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

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

dependen de la composicién quimica de la muestra, permiten hacer un analisis

quimico de ella. Las imagenes se pueden producir a partir de los electrones

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

han atravesado la muestra sin interaccion (imagenes de campo claro/brillate) [82].
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En funcién de lo antes descrito se planted lo siguiente;
HIPOTESIS
Las nanoparticulas de plata sintetizadas a partir de extractos de Annona muricata

inhiben la proliferacion de lineas celulares de cancer como MCF-7 y MDA-MB-468.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar el porcentaje de inhibicion de las nanoparticulas de Plata sintetizadas a
partir de extractos de Annona muricata, en las lineas celulares de cancer como

MCF-7 y MDA-MB-468.

OBJETIVOS PARTICULARES

-Biosintetizar nanoparticulas de Plata a través de extractos de hojas y cascara de

Annona muricata, con tamafios menores de 50 nm.

-Caracterizar mediante UV-Vis.

-Caracterizar mediante SEM y TEM las nanoparticulas.

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

técnica FTIR.

-Evaluar la respuesta antiproliferativa de nanoparticulas de Plata a través del
método MTT (3- (4,5- di metil tiazol -2-il) -2,5-di fenil bromuro de tetrazolio), en las

lineas celulares MCF-7 y MDA-MB-468.
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CAPITULO Ill: METODOLOGIA

3.1 Recoleccion y conservacion de hojas y cascara 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 area de recoleccion

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 separ6 de la cascara. Dichas hojas y
cascara se lavaron por tres veces con agua destilada para eliminar las impurezas,

se dejaron secar al aire durante 15 dias, para su posterior molienda.
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Figura 12: Area de recoleccién de las hojas y cascara de A. muricata [Imdgenes propias]
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3.2 Biosintesis de las Nanoparticulas de plata con extractos de A. muricata

3.2.1 Preparacion de extracto acuoso de hojas (EH) y cascara (EC) de A.
muricata

La solucion del extracto se preparo hirviendo 1 g de la cascara seca en un matraz
Erlenmeyer con 100 ml de agua destilada durante diez minutos a 100 ° C. El
extracto se filtr6 y se almaceno6 a 4 ° C para su uso posterior [68]. Se utiliz6 el

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

a)

CASCARA

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

3.2.2 Preparacion de la solucion de nitrato de plata

Se prepard una solucién madre de nitrato de plata al 1x10? M, en 100 ml de

agua destilada.
3.2.3 Sintesis de Nanoparticulas de Plata:

Se realiz6 un analisis experimental, donde se hicieron diferentes pruebas variando

concentraciones de extractos y de nitrato de plata, las cuales fueron (1:2,1:1,2:1)
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como se muestra en la Figura 14, se determiné la mejor concentracion mediante
UV-Vis y se encontrd que en los dos casos las mejores concentraciones fueron 1:1,

y se procedio a realizar la sintesis como se describe a continuacion.

AgNPs Extracto Cascara  AgNPs Extracto Hojas

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

Se uso extracto recién obtenido para la reduccion de iones Ag* a Ag®, en donde 5
ml de extracto de céscara y hojas por separado se agregaron a 5 ml de solucién
acuosa de nitrato de plata a una concentracion de 1 mM. Se realizé el mismo
proceso para preparar las nanoparticulas de plata utilizando extracto de hojas. Los

iones de plata se redujeron a nanoparticulas de plata en 6 horas.
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3.3 Caracterizacion

3.3.1 Caracterizacion de propiedades 6pticas de las AgNPs

Las propiedades Opticas de las AgNPs se determinaron empleando la técnica
espectroscopica UV-Vis, con el equipo Varian Cary 5000 de doble haz, diluyendo
2 ml de las Nanoparticulas de Plata en H20 desionizada hasta llenar la celda del

equipo. Se analizé en un intervalo de 200-800nm, en modo de absorcion.
3.3.2 Caracterizacion morfoldgica y estructural de las AgNPs

Se caracterizaron las propiedades estructurales de las nanoestructuras formadas,
tales como morfologia, tamafio de particula y distribucién de las mismas, para ello
se empled un Microscopio Electronico de Transmision (TEM) JEOL-2100 de 200 kV
con filamento de LaBe. 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 emple6 un Microscopio Electronico de Barrido (SEM) realizando un
mapeo quimico de los principales elementos presentes, ademas de realizar un

andlisis EDS para determinar e identificar los mismos.

3.3.3 Caracterizacién 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 estan presentes en el extracto,
ademas de justificar la presencia de las AgNPs, colocando una gota sobre el
dispositivo de analisis, operando en modo transmitancia de 600 a 4000 cm*.
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3.4 Ensayo de viabilidad celular

Las lineas celulares MCF7, MDA-MB-468 y macrofagos, se cultivaron en
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM). Las células fueron encubadas en
placas de 96 pocillos aproximadamente con 5X10 # células a 37°C en una atmoésfera
de CO:2 al 5%. Las células se trataron con diferentes concentraciones de
nanoparticulas biosintetizadas (100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.5625 pg/ml) durante
24 h de incubacién. Después, se afiadieron 100 microlitros de MTT (a una

concentracion de 0.2 mg/ml) en cada pocillo y se incubaron durante 4 h (Figural5).

Figura 15: Ensayo de viabilidad celular (Método MTT)

Posteriormente se retird el MTT junto con el medio de cultivo. Los cristales de color
purpura formados se disolvieron en 100 microlitros de Dimetilsulféxido y se

observaron a 540 nm en un pozo multi-lector de placas de ELISA. La densidad
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Optica (OD) se convirti6 a porcentaje de viabilidad mediante el uso de la siguiente

formula:

] o el valor de la OD experimental de las muestras
Porcentaje de viabilidad celular = - X100
el valor de la OD experimental del control

Asi se obtuvo la desviacion estandar y el porcentaje de la misma. El ensayo se llevo

a cabo por triplicado.

3.4.1 Andlisis estadistico.

Se realizé un analisis descriptivo de los datos y de acuerdo a las pruebas de
normalidad se decidi6é si aplican pruebas de estadistica paramétrica 0 en caso
contrario con pruebas no paramétricas, como Kruskal-Wallis o Wilcoxon

respectivamente, siendo p < 0.05 para considerarse estadisticamente significativo.

44



CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE PLATA (AgNPs)

En el contexto de la generacién de nanoparticulas y como parte de un método
bottom up, se deben reconocer diferentes variables para la formacién de AgNPs
como: temperatura, tiempo de reaccion, concentracion de extractos y de
precursores de iones metalicos como de AgNOs, etc. Por ello se determind realizar
una sintesis verde, lo cual garantiza de muchas formas generar nanopatrticulas sin
necesidad de utilizar reductores quimicos, asi mismo la sintesis se realiz6 a
temperatura ambiente, ademas de utilizar una concentracion 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 &cido ascorbico, el acido citrico, péptido ciclico, acido elagico, acido
galico, acido retinoico, acido sorbico y el avina se han identificado como compuestos
responsables de la reduccién en la sintesis de AgNPs. Ademas de proporcionar
propiedades especificas, con efectos antibacteriales, anticancerigenos vy

antioxidantes [83].

Es importante reconocer el cambio de color caracteristico de las AgNPs, como se
muestra en la Figura 13 los extractos de hojas y de cascara 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 mas ambar que el extracto de hojas) a un marrén
intenso, la mayoria de los autores exponen un color amarillento por parte de los
extractos, que al reaccionar con el AQNOs, cambia de café a café- ambar [84], en

especifico, Santhosh et al. ha logrado sintetizar AQNPs a partir de extractos de hojas
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de A. muricata y describe la reduccion de iones de Ag mediante el cambio de
coloracion del extracto acuoso de un color amarillento a marron en un tiempo

determinado [84].

4.2 CARACTERIZACION ESPECTROSCOPICA

4.2.1 CARACTERIZACION ESPECTROSCOPICA UV-Vis

Como bien es sabido las AgNPs ofrecen una respuesta Optica conocida como
resonancia plasmonica superficial (RPS), al mismo tiempo se sabe que de alguna
manera se puede inferir la distribucion de tamafios y la forma de las AgNPs a través
de la amplitud de la banda y la posicidon de la banda maxima de absorcion [85]. En
base a este fundamento se realiz6 la seleccién de la mejor concentracion tanto de
AgNOs, asi como de los extractos, como se muestra en la Figura 14, siendo en
ambos casos la mejor concentracion 1:1, se monitoreo la reaccion hasta observar
la banda maxima de absorcidén respecto al tiempo, lo cual llevé a identificar un
periodo de formacién de nanoparticulas de seis horas en ambos casos como se
muestra en la Figura 16, en el caso de las AgNPs-EH (Figura 16a) la banda maxima
de absorcion se registré en 447 nm, mientras que las AgNPs-EC (Figura 16b) tienen
una banda maxima de absorcién en 448 nm. Las nanoparticulas de plata suelen
registran una banda maxima de absorcién (RPS) que puede aparecer desde 370
nm cuando son muy pequefias [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 maxima de absorcion (RPS) en los 436 nm [87],

por otra parte Kumar et al. sintetizo AgNPs a partir de extractos de cascara 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].
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Figura 16: Espectros UV-Vis de a)AgNPs-EC y b) AgNPs-EH, a diferentes tiempos durante la reaccion.
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4.2.2 CARACTERIZACION ESPECTROSCOPICA FTIR

El espectro FT-IR la Figura 17 muestra una banda de absorcidn caracteristica en
1744 cm* (EC) y 1739 cm (EH) caracteristico de un grupo C=0 conjugado,
sugiriendo la presencia de una y-lactona- a,3- insaturada que distingue a la gran
mayoria de las acetogeninas, demostrando mayor intensidad en el pico del espectro
del extracto de cascara, lo cual podria indicar mayor presencia de acetogeninas en

este extracto [90, 91].
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Figura 10: Espectro FTIR de los extractos de hojas (EH) y cascara (EC) de A. muricata
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4.3 CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y ESTRUCTURAL

4.3.1 ANALISIS ELEMENTAL MEDIANTE SEM-EDS

Se llevo a cabo un analisis SEM/EDS para corroborar la presencia del elemento
plata en las AgNPs (EH Y EC) obtenidas a partir de extractos de hojas y cascara de
A. muricata, a continuacion, se muestra un comparativo de las gréficas de analisis
elemental, mapeo quimico de las micrografias y el line scan (como se muestra en

las Figuras 18 Y 19).

Respecto a las micrografias, se pueden observar diferentes aglomerados (cumulos
mas claros y birllantes) de nanoparticulas en ambas imagenes (Figuras 18ay 18b).
En el analisis por espectroscopia de dispersion de energia (EDS) se logré corroborar
la presencia del elemento Plata en la muestra como se puede observar en el
espectro de las mismas figuras, mientras que en la tabla de composicién se sefiala
que el porcentaje de plata es significativo en ambas micrografias, tanto para las
AgNPs-EC, asi como para las AgNPs-EH, esto debido a la concentracion de ANO3
con la que se generaron las AgNPs. Asi 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 podria ser debido a la cantidad de nanoparticulas

presentes en el aglomerado seleccionado.
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a)AgNPs-EC y b)AgNPs-EH.
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Respecto al mapeo quimico se obtuvieron los siguientes mapas elementales de
ambas nanoparticulas (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, Cy O, como presumiblemente se demostré en los espectros
de EDS (Figura 17). El mapa de carbono, oxigeno y plata apoya la interpretacién
del escaneo de la linea mostrado en la Figura 17, concordando con que existe una
mayor intensidad del elemento Plata en las AQNPs-EC. Sin embargo, es méas que
evidente que la mayor presencia de Ag esta presente en los aglomerados. Asi
mismo se observa que las areas donde hay mas presencia de Ag hay menor
cantidad de Cy O (Figura 18). Otros autores, demuestran gl miSmo comportamiento
en sus muestras [92, 93], esto podria ser debido a la preparacién de la muestra, ya

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

Figura 12: Mapeo quimico de los elementos Carbdn (color azul), Plata (color amarillo) y Oxigeno (color morado), a)AgNPs-
ECy b)AgNPs-EH.
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4.3.2 ANALISIS MORFOLOGICO MEDIANTE TEM

Mediante la microscopia electronica de transmision (TEM) se logré elucidar el
tamafio y la forma de las AgNPs sintetizadas previamente con hojas y cascara de
A. muricata, como se observar en las Figuras 20a y 20b, es evidente que en ambos
casos se obtuvieron AgNPs con tamafios menores a 50 nm, cumpliendo con uno de
los principales objetivos de esta investigacion, 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
tamafio promedio de nanoparticula de hasta 103 nm, lo cual no es favorable para la
aplicacién objetivo de esta investigacion, por ello se decidié experimentar con
diferentes concentraciones tanto de la sal precursora como de los extractos, asi
mismo Kumar et al. sintetizo AgQNPs a partir de extractos de cascara de A. squamosa
reportando una gran polidispersidad que va desde los 20 a los 60 nm [88], lo cual

sale de los limites 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 micrografias de las Figuras 20a.2 y 20b.1. Otros
autores lo reportan como formas esféricas irregulares o simplemente esféricas [49,
83], asi mismo se observa poca aglomeracion, lo cual es importante para el
tratamiento en lineas celulares de cancer de mama, puesto que se podran dispersar

de manera eficaz en el medio.

Por otra parte, se llevd a cabo la medicién del diametro de las nanoparticulas
observadas en las micrografias tanto de las AgNPs-EC asi como de las AgNPs-EH

mediante el software imageJ, obteniéndose un tamafio de didmetro promedio de
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19.63 £ 3.7 nm para las AgNPs-EH (Figura 20a.1) y, con una polidispersidad de
tamarios que van desde los 10 hasta 28 nm. Asi mismo se obtuvo el tamafio de
diametro promedio de las AgNPs-EC (Figura 20b.2) el cual resulto ser de 16.56 +
4.1 nm, observandose una polidispersidad de mayor alcance que va desde los 8
hasta los 26 nm, es evidente que las AgNPs-EC poseen tamafios mas uniformes
incluso se muestra una menor polidispersidad tanto en los histogramas como en las
mismas micrografias respecto a las AgNPs-EH, ademés se reconoce muy poca
aglomeracion de AgNPs en ambos casos al mismo tiempo que se observan

tamafios menores a 50 nm refutando la viabilidad para la aplicacién deseada.

Adicionalmente se realiz6 un analisis con HRTEM tanto de las AgNPs-EC asi como
de las AgNPs-EH, esto con el fin de corroborar que ambas AgNPs estuvieran
conformadas por Ag’. Se determinaron los espacios inter-planares con una
distancia de 2.339 A 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 A, 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.

Micrografias 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.
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Figura 13: Micrografia obtenida por MET de AgNPs-EH, asi como grafica de distribucion de tamarfios de las mismas

4.4 DETERMINACION DE LA VIABILIDAD CELULAR MEDIANTE EL

ENSAYO MTT.
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Se determiné el porcentaje de viabilidad celular en las lineas celulares de cancer de

mama MCF-7, MDA-MB-468 y macréfagos (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 cual de las

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

asi como utilizar como referencia selectiva Macrofagos (Tabla 3), evaluando

mediante el mismo ensayo (MTT).

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

Linea MCF-7 MDA-MB-468 MACROFAGOS
Celular
Dosis AgNPs-EH | AgNPs-EC [AgNPs-EH | AgNPs-EC | AgNPs-EH | AgNPs-EC | Extracto H |Extracto C
(Lm/ml)
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+2.8%2 [52.3+17.2A°| 68.8+3.1¢ | 72.1+44.2 | 85.7+5.72¢ | 88.0+15.6" | 73.9+44.7 | 76.2+13.5
3.125 48.4+6.02 | 47.5+23.4° [66.5+0.8 B¢ [42.0+19.98¢] 93.2+25.92¢ |107.5+14.5°9 69.4+41.6 (117.2+32.2
6.25 44.3+8.72 | 37.1+9.3° | 46.3+165B¢ | 15.3+0.98¢ |116.0+26.92¢|106.8+10.8% 113.3+17.4P| 134.7+5.2
12,5 40.418.1 35.3+0.1 | 18.8+4.4¢| 15.9+0.9¢ | 99.1+52.4¢ | 83.0+34.8% [101.9+11.1P|130.4+12.8
25 255+1.1 |[32.4+14.3°| 8.1+1.4% | 11.1+2.289| 10.0+3.1 | 6.5+1.9°¢ | 95.1+12.3P |120.5+14.0
50 19.945.42 | 26.1+4.1° | 6.1+1.28¢ | 11.3+1.08¢ [ 8.0+0.82¢ | 6.8+0.3°*¢ [ 76.9+9.1° [115.2+11.2
100 15.7+1.872 | 22,4425 | 55+0.6°¢ 5.3+t1.0 |10.5#3.5% | 6.2+0.8° 37.9¢4.5 | 56.4+15.8

*Mayusculas y minusculas 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 lineas
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celulares de cancer de mama aumenta respecto al incremento de la concentracion,
por ende, la viabilidad celular disminuye cuando aumenta la concentracion de
AgNPs. Sin embargo, es importante reconocer que tanto los extractos como las
AgNPs frente a los macrofagos, son casi desapercibidas ya que no se encuentran

porcentajes significativos hasta las concentraciones mas altas.

Estadisticamente se reconocido mediante la prueba U de Mann-Whitney que las
AgNPs-EC frente a la linea 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 linea 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 penultimas 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 macrofagos no se encuentran diferencias significativas
hasta la penultima dosis siendo mas citotoxicas las AQNPs-EC (z=-2.309, p=0.021).
En cuanto a los extractos EC y EH frente a macréfagos, resulta ser mas citotéxico
el EH ya que a las cuatro penultimas 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 identific6 estadisticamente la existencia de diferencias
significativas de las AgNPs-EH frente a la linea celular MCF-7 y los macro6fagos,

resultado ser las tres primeras dosis (las dosis menores) mas significativas contra
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la linea 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 macrofagos son més significativas las dos
ultimas dosis “concentraciones mas altas” [(z=-2.337,p=0.019),(z=-2.352, p=0.019)].
Se realiz6 el mismo andlisis para las AgNPs-EC, encontrdndose el mismo
comportamiento frente a la linea 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 linea celular de los
macréfagos son mas citotoxicas a las “‘concentraciones mas altas” [(z=-2.337,

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

El resultado del analisis estadistico de las AgNPs-EH respecto a la linea celular
MDA-MB-468 y macrofagos, demostraron que muestran actividad antiproliferativa y
citotoxicidad frente a la linea celular MDA-MB-468 en todas las dosis excepto en la
pendltima dosis mas 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 realizd el mismo analisis 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 maxima, donde son mas citotéxicas frente a los macréfagos [(z=-2.337,

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

lineas celulares MICF-7 y MDA-MB-468 y macrofagos.

Asi mismo se obtuvo la concentracidn citotoxica media (CC50), la cual representa
la concentracion que reduce el numero de células viables al 50% [96], en el caso de
la viabilidad con la linea celular MCF-7 se obtuvieron los siguientes resultados;
respecto a la linea celular MCF-7 en la cual el tratamiento fue con AgNPs-EH
(CC50=2.9 ug/ml) demostré ser moderadamente citotoxico respecto al tratamiento
con AgNPs-EC (CC50=1.5 pug/ml) donde se infiere un efecto severamente citotoxico,

ademas de demostrar que las AGNPs-EC son mas citotoxicas que las AQNPs-EH,
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asi mismo se requiere menor concentracion de AgNPs-EC que de AgNPs-EH para

inhibir al 50% la viabilidad celular.

Por otra parte, respecto a la linea celular MDA-MB-468, se obtuvieron los siguientes
resultados del tratamiento con las AgNPs; las AgNPs-H (CC50=5.2 pg/ml)
demostrando un efecto moderadamente citotoxico frente a las AgNPs-EC
(CC50=2.3 pg/ml) que tienen una actividad severamente citotoxica, en esta linea

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

Sin embargo, es importante reconocer que frente a la linea celular de macréfagos
la CC50 esta muy por encima de los valores correspondientes a la CC50 del
tratamiento en lineas celulares de cancer de mama, cabe sefalar que los
macréfagos son células del sistema inmunitario que se localizan en los tejidos, que
sirven de proteccion ante agentes externos, teniendo asi los siguientes resultados
para las AgNPs-EH (CC50=13.77 ug/ml) siendo ligeramente citotéxico, al igual que
las AgNPs-EC (CC50=10.78 ug/ml), respecto a los extractos, el EH (CC50=68,97
pg/ml) resulto ser no citotoxico y el EC no presenta valores para la CC50 ya que no

se logra observar una inhibicion celular menor del 50 %.

Aunado a ello logramos observar que la linea celular MCF-7 es mas sensible al
tratamiento con AgNPs, respecto a la linea celular MDA-MB-468, ademas de que
las AgNPs logran tener un mejor efecto a bajas concentraciones en ambas lineas
celulares, pero a altas concentraciones logran inhibir mas el crecimiento las AgNPs-
EH en ambos casos. Por ello reconocemos que ambos tratamientos no muestran
citotoxicidad importante ante los macréfagos lo cual muestra una buena selectividad
del tratamiento.
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A nivel celular las responsables de inducir un dafio al ADN que conduce a la muerte
celular son las llamadas especies reactivas de oxigeno (ROS). Otros autores
reportan estudios donde las AgNPs biosintetizadas a partir de extractos naturales
mediante una reaccion redox utilizando como agente reductor polifenoles de
plantas, provocan estrés oxidativo que conduce a la muerte celular a través de la
mitocondria [97]. Asi mismo, se sabe que el posible mecanismo involucrado en la
toxicidad celular inducida por AgNPs desencadenan especies reactivas de oxigeno

(ROS) inhibiendo la sintesis de antioxidantes intracelulares.

Cabe sefalar que la actividad anticancerigena de los extractos de A. muricata es
atribuida directamente a las acetogeninas, en especifico al grupo funcional “lactona”
ya que son las encargadas de bloquear el complejo | a nivel mitocondrial en las
células cancerigenas, que convierte el NADH a NAD+, y crea la acumulacion 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 tamafnos
promedios de didmetro de nanoparticula menores a 50 nm, siendo de 19.63
+3.7nmy 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
concentracion 1:1 (tanto de EH asi como de EC respecto a AgNQOs) para
ambos casos (AgNPs-EH y AgNPs-EC), resultando una respuesta oOptica
conocida como resonancia plasmonica 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 mas alta la concentracion en el EC.
Se reconociod 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 lineas celulares de cancer de mama respecto
al incremento de la concentracion, por ende, la viabilidad celular disminuye
cuando aumenta la concentracion de AgNPs. Sin embargo, es importante
reconocer que tanto los extractos como las AgNPs frente a los macrofagos
no presentan citotoxicidad significativa, respecto a los tratamientos en las
lineas celulares cancerigenas, 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 inmunoldgico,

siendo asi altamente biocompatibles.
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