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RESUMEN

De la Tesis d¢ KARLA ILIANA JUAREZ HERRERA, presentada
como requisito parcial para la obtencion del grado de MAESTRA EN
CIENCIAS. Ensenada, Baja California, México. Noviembre 2024.

EVALUACION DE LOS EFECTOS CITOTOXICOS DE LAS
NANOPARTICULAS DE PLATA SINTETIZADAS A PARTIR DE
TECNICAS DE SINTESIS VERDE

Resumen aprobado por:

Dra. Claudia Mariana Goémez Gutiérrez

Con el objetivo de evaluar el efecto de nanoparticulas de plata sobre la linea
celular C6 y linfocitos extraidos de sangre periférica humana, se sintetizaron
nanoparticulas utilizando extracto de Camellia sinensis (t€¢ verde) a distintas
concentraciones, asi como también se incluyeron nanoparticulas de plata sintetizadas
con extracto de Dunaliella salina SQ. El efecto sobre la viabilidad celular y el estrés
oxidativo de la exposicion de las células a estas nanoparticulas se evaluaron mediante
los ensayos de MTT y MDA. Las AgNPs demostraron una notable capacidad para
inhibir el crecimiento de células de glioma C6 dependiente de la dosis, y una baja
toxicidad en linfocitos humanos, lo que sugiere una potencial selectividad hacia las
células cancerosas.

Las AgNPs, especialmente las sintetizadas con extracto de té verde a altas
concentraciones, presentaron una actividad antioxidante significativa, reduciendo los
niveles de peroxidacion lipidica. La eficacia y el efecto antioxidante de las AgNPs
variaron segun el método de sintesis y la concentracion utilizada, sin embargo, las
AgNPs sintetizadas con extracto de té verde mostraron un mayor potencial
antioxidante.

Palabras clave: Nanoparticulas de plata, sintesis, glioma, C6, linfocitos, MTT, MDA.
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1.INTRODUCCION

1.1 Nanoparticulas

La nanomedicina es considerada como una de las ramas de la
nanotecnologia, la cual tiene aplicaciones directas en la medicina. Se puede decir
que es la ciencia acompanada de tecnologia utilizada en el disefio y evaluacion de
sistemas complejos a escala nanométrica, los cuales estdn formados por al menos
dos componentes, uno al que se le conoce como principio activo y el segundo, es
el sistema en conjunto que permite que tenga una funcion especifica, la cual puede

estar relacionada con el diagnostico, tratamiento o prevencion de una enfermedad
[1].

Actualmente existe una gran variedad de nanoparticulas, estas se han
popularizado por su gran versatilidad en su aplicacion en el tratamiento de aguas
residuales y debido a que se ha reportado que algunas tienen propiedades
antimicrobianas y antiproliferativas. Las nanoparticulas que suelen utilizarse con
mayor frecuencia son las nanoparticulas de oOxidos metélicos, debido a sus
propiedades fotocataliticas, antimicrobianas, magnéticas y para su uso de sensores
y dispositivos electronicos [2,3,4,5,6]. Dentro de estas también se encuentran las
nanoparticulas de oro, que poseen propiedades Opticas particulares debido a que
exhiben un fenémeno conocido como resonancia plasmoénica de superficie lo que
las vuelve atractivas para aplicaciones en sensores € imagenes biomédicas, ademas
de ser faciles de funcionalizar y tienen aplicacion en la terapia fototérmica
[10,11,12,13]. Por otra parte, las nanoparticulas de plata son utilizadas por sus
propiedades antimicrobianas, antiinflamatorias, antioxidantes, asi como su
biocompatibilidad y citotoxicidad a células atipicas. También se ha reportado que
tienen la habilidad de poder interactuar con organelos, e incluso modificar el

material genético, punto clave para eliminar bacterias, virus y hongos sin la
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necesidad de utilizar antibidticos, antivirales y antimicoticos. Las nanoparticulas
de plata tienen diametros entre 1-100 nm, y pueden ser multifuncionales ya que
estas pueden recubrirse en biomateriales como polimeros y biomoléculas; y en
funcion de su envoltura serdn las propiedades que pueda adquirir, de esta manera
juegan un papel importante en el area farmacéutica, ingenieria de tejidos y
administracion de farmacos. Gracias a sus propiedades, en la actualidad se realizan
investigaciones contra enfermedades infeccioso-resistentes a antibidticos y

tratamientos contra diversos tipos de cancer [14,15,16,17,18].

1.2 Aplicaciones de las nanoparticulas en la biomedicina

Las nanoparticulas, Np, tienen diversas aplicaciones por sus caracteristicas
Unicas, como su tamafo y gran superficie. Dentro de sus aplicaciones se
encuentran la liberacién de farmacos, ya que actlan como vehiculos para
administrar el medicamento, de forma controlada y dirigida. Estas caracteristicas
ayudan a mejorar la eficacia del medicamento y a su vez minimiza la dosis
requerida y la exposicion del farmaco a los tejidos sanos. También son utilizadas
en terapias contra el cancer, por su capacidad de acumularse de manera selectiva
en los tumores, esto lo logra por medio del efecto de permeabilidad y retencion
aumentada, propiciando que las nanoparticulas liberen el medicamento de manera
efectiva, eliminando selectivamente a las células tumorales y no a las células
sanas. A su vez son de gran utilidad como agentes de contraste al momento de
requerir una imagen con resonancia magnética, ya que se ha observado que las Np
metalicas ayudan a mejorar notablemente la calidad de las imagenes lo que brinda

una mayor precision al diagnostico temprano de enfermedades [19].

Las nanoparticulas también juegan un papel crucial en la ingenieria de
tejidos, debido a que pueden incorporarse en andamios biocompatibles que

favorecen la regeneracion de tejidos, a su vez, las Np pueden liberar factores de
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crecimiento o sefiales bioldgicas que estimulan la reparacion y el crecimiento
celular en huesos, musculos o en la piel. Estos biomateriales, también han sido
utilizados para el desarrollo de vacunas, ya que pueden ser el vehiculo para
entregar antigenos y mejorar la respuesta inmunologica, también suelen
transportar material genético a las células diana, facilitando la correccion de
mutaciones genéticas o bien la regulacion de la expresion génica. Algunas otras de
las aplicaciones de las nanoparticulas, particularmente las de plata, se relacionan
con las propiedades antimicrobianas que se han reportado, lo cual ha dado lugar a
nuevas formulaciones para desinfectar superficies y dispositivos médicos, asi
como para tratar infecciones bacterianas y virales. Las nanoparticulas también se
emplean en la fabricacion de biosensores los cuales detectan biomoléculas, como
proteinas u otros analitos, algunos de estos se han desarrollado para tener

diagnoésticos tempranos de enfermedades [20,21,22].

1.3 Cancer

De acuerdo con Gilbertson, el cancer se define como una enfermedad de
proliferacion descontrolada por células transformadas mediante la evolucion por
seleccion natural. En 2020, se registraron y atribuyeron a esta enfermedad un total
de 10 millones de defunciones en diversas regiones del planeta, evidenciando la

magnitud y alcance global de las consecuencias mortales asociadas a dicha

enfermedad [23,24].

A nivel global, se estima que se han registrado alrededor de 20 millones de
incidencias de nuevas neoplasias y 10 millones de defunciones atribuidas a este
fenémeno. La carga ecologica proyecta un incremento de aproximadamente 60%
en los proximos 20 afios, impactando de manera significativa en los sistemas

sanitarios, individuos y comunidades. Se anticipa que para el afio 2040, la carga
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mundial de neoplasias ascendera a unos 30 millones de casos nuevos, siendo los
paises de ingresos bajos y medianos los mas afectados por este crecimiento

exponencial.

En ausencia de las medidas preventivas y un control eficaz se proyecta un
aumento del 55% en el nimero de diagndsticos de neoplasias de la region de las

Américas, alcanzando aproximadamente 6,23 millones de casos para el 2040 [25].

De acuerdo con datos reportados en 2022 (World Cancer Research Found),
actualmente se han tipificado mas de 100 tipos de cancer, siendo el mas comun los
tumores de piel no melanoma, seguidos del cancer de pulmon, el de mama que
afecta principalmente a mujeres, el colorrectal, el de prostata, de estomago e

higado y vias biliares.

Dentro de los tipos de cancer que se han identificado, también se encuentran
los tumores de encéfalo y de medula espinal los cuales pueden ser benignos o no
cancerosos o tumores malignos o cancerosos. En términos generales, un tumor del
encéfalo o médula espinal abarca cualquier tipo de crecimiento anormal de las
células y se pueden clasificar como tumores primarios o secundarios. Los primeros
se originan en el sistema nerviosos central (SNC) y los secundarios se diseminan

desde otros 6rganos como pulmoén, higado o tejido mamario.

Los gliomas son un tipo especifico de tumor que se originan en las células
gliales, las cuales son las células de soporte del SNC. Un glioma representa una
variedad prevalente de neoplasia que se origina en el cerebro, constituyendo
aproximadamente el 33% de los tumores cerebrales. Su inicio se atribuye a las
células gliales, también conocidas como neurogliocitos que residen en el tejido
cerebral. Cabe destacar que los gliomas son clasificados como tumores cerebrales
intra-axiales, dado que un desarrollo que tiene lugar en la sustancia blanca
cerebral, frecuentemente entrelazandose con los tejidos cerebrales sanos

circundantes [26].
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La clasificacion de los gliomas sigue una escala numérica del 1 al 1V, que
se correlaciona con el indice de crecimiento tumoral y su agresividad. Los gliomas
de grado I, son los mas frecuentes en la infancia, exhiben un pronodstico mas
favorable. El grado II (gliomas de bajo grado) comprende tumores de crecimiento
lento e infiltrativos, con un pronostico intermedio. En contraste, los gliomas de
grado III (anaplasicos) y de grado IV (glioblastoma) son considerados gliomas de
alto grado, siendo altamente agresivos y generalmente presentando un prondstico

menos favorable [27].

TUMOR CEREBRAL

\

\

.\: \/i = # g!\ :

Figura 1. Glioma difuso de linea media en el cerebro. Tomado de NCI (2019)

1.4 Tratamientos disponibles para gliomas

Para tratar los gliomas existen diferentes tratamientos, estos dependeran del

grado, tipo y ubicacion de este.

Tabla 1. Tratamientos disponibles para gliomas

Cirugia Biopsia: Se utiliza una computadora y un equipo de

exploracion tridimensional para encontrar el sitio donde se
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encuentra el tumor y poder de manera precisa la

extirpacion del tejido para posteriormente examinarlo [26].

Quimioterapia

Usa medicamentos contra el cancer, generalmente se

administran de manera oral o intravenosa [27].

Terapia dirigida

Esta terapia actla sobre las proteinas que controlan la
forma en la que las células cancerosas se multiplica,

dividen y diseminan [29].

Radioterapia

Generalmente, se utilizan altas dosis de radiacion para
destruir células cancerosas y de esta manera reducir

tumores [30].

Terapias fisicas

El NovoTTF-100A, es una terapia innovadora para el
tratamiento de algunos tumores cerebrales. Esta terapia
emplea campos eléctricos alternantes de baja intensidad y de
frecuencia intermedia, interfiriendo con la division de

células cancerosas [31].

Terapias

antiangiogénicas

Se busca reducir la vascularizacion limitando el
suministro de nutrientes y oxigeno a las células tumorales
[31].

Terapia dirigida
contra sefiales
intracelulares de

crecimiento

Ataca especificamente alteraciones en las vias de
sefializacion del tumor. Bloquea una proteina o enzima
especifica que busca crecer descontroladamente, inhibiendo

el crecimiento tumoral sin dafar las células sanas [31].

Vacunas

antitumorales

Consiste en estimular el sistema inmunolégico del
paciente para que pueda reconocer y de esta manera ataque

a las células tumorales [31].

Terapia genética

Se introducen los genes en el tejido tumoral para

obtener el efecto deseado [31].
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Si bien hay tratamientos para los gliomas, actualmente la NP se encuentran en
investigacion para el tratamiento de estos tumores ya que los gliomas tienen
caracteristicas que presentan desafios que los tratamientos establecidos no logran
contrarrestar. Los gliomas, en particular los de alto grado como el glioblastoma, son
altamente invasivos, lo que significa que las células tumorales se infiltran en el tejido
cerebral sano circundante. Esto dificulta la eliminacién completa del tumor mediante
cirugia y hace que las terapias convencionales, como la quimioterapia y la
radioterapia, sean menos efectivas. Por otra parte, la barrera hematoencefalica, una
estructura protectora que regula el paso de sustancias al sistema nervioso central,
impide que la mayoria de los medicamentos atraviesen hacia el cerebro, reduciendo
significativamente la eficacia de los tratamientos estandar. Por lo anterior, una de las
principales razones por las que se utilizan NP es su capacidad para penetrar la barrera
hematoencefalica ya que estas particulas pueden disenarse con propiedades fisicas y
quimicas especificas que les permiten atravesar esta barrera y llegar directamente al
tumor. Ademas, las NP ofrecen la posibilidad de una liberacion dirigida y controlada
de medicamentos, ya que al modificar sus superficies con ligandos que se adhieren
especificamente a las células tumorales, las NP pueden concentrar los medicamentos
en el sitio del tumor, minimizando el dafo a las células sanas y reduciendo los efectos

secundarios sistémicos. [71, 72, 73]

Otro aspecto importante es la capacidad de las NP para mejorar la eficacia
terapéutica al encapsular multiples tipos de agentes terapéuticos. Por ejemplo, pueden
llevar quimioterapéuticos, agentes para terapia génica o inmunoterapia, e incluso
moléculas que sensibilizan las células tumorales a la radiacion. Este enfoque de
combinacién permite atacar al tumor desde multiples frentes, aumentando las
probabilidades de éxito del tratamiento [71]. Ademas, las NP pueden actuar como
agentes para terapias emergentes como la fototérmica o la fotodinamica, que

destruyen las células tumorales mediante la aplicacion de luz y calor [74].
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Las NPs también contribuyen a la reduccion de los efectos secundarios de los
tratamientos convencionales. Al dirigir los medicamentos de forma precisa al tumor,
se disminuye la exposicion de los tejidos sanos a los agentes toxicos, lo que resulta en
menos complicaciones para los pacientes. Esto es particularmente importante en el
caso de medicamentos como la doxorrubicina, que puede causar toxicidad en 6rganos

vitales como el corazén y el higado [75, 76].

Por ultimo, las NP ofrecen mejoras en el diagndstico y monitoreo del glioma
ya que estas particulas pueden funcionar como agentes de contraste para técnicas de
imagenes avanzadas, como la resonancia magnética y la tomografia computarizada,
lo que facilita la deteccidén temprana del tumor y permite un seguimiento mas preciso
de su progresion o respuesta al tratamiento [75]. Esto, aunado con el potencial de
desarrollar tratamientos personalizados basados en las caracteristicas especificas del
tumor en cada paciente, posiciona a las NP como una herramienta clave en la lucha

contra el glioma.

Las investigaciones relacionadas con los gliomas se estudian principalmente

con la linea celular C6.

1.5 Linea celular C6

Segun el Instituto Nacional del Céancer, una linea celular de cultivo, son células
de un tipo unico ya sea humano, animal o vegetal que se han adaptado para crecer y
dividirse en el laboratorio y son ampliamente utilizadas en investigacion en
neurociencia y toxicologia. La linea celular C6 se desarroll6 a partir de ratas adultas
Wistar-Furth a final de los 60s, es una linea celular glial que fue aislada del cerebro
de una rata cuyo tumor fue inducido por N-nitrosometilurea después de una serie de
experimentos alternos [32,33]. Si bien la linea C6 se derivo de un glioma inducido

quimicamente en ratas, estas células comparten muchas caracteristicas con los
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gliomas humanos. Estas células imitan la biologia y el comportamiento de los gliomas
humanos, lo que permite estudiar mecanismos de crecimiento, invasion, y respuesta a
tratamientos en un entorno que es relevante para los tumores humanos. Por ejemplo,
las células C6 exhiben una alta capacidad de proliferacion e invasion, caracteristicas
tipicas de los gliomas. Sus caracteristicas son tales que con esta linea celular se han
explorado vias de sefializacion involucradas en la proliferacion celular, angiogénesis
y resistencia a terapias asi como el microambiente tumoral que contribuye al

crecimiento del glioma y su capacidad para evadir el sistema inmunologico [76].

1.6 Evaluacion de nanoparticulas de plata en células
sanguineas

Una de las condiciones esenciales para proponer o desarrollar nuevos
tratamientos que mejoren la calidad de vida de los seres vivos es el evaluar si estos
son inocuos, por lo que es necesario evaluar si estos tienen alguna interaccion con las
células sanguineas. En el caso de las nanoparticulas de plata (AgNPs) es fundamental
el estudiar la interaccion que tienen con otros componentes del torrente sanguineo
como eritrocitos, leucocitos y plaquetas, ya que puede producir efectos tales como la
alteracion de su funcién normal y provocar efectos tales como hemolisis o dafio
celular, efectos no deseados en un tratamiento terapéutico. Debido a que las AgNPs
tienen distintas aplicaciones médicas y farmacéuticas, la toxicidad y
biocompatibilidad deben analizarse para poder garantizar su seguridad en el
organismo. También pueden inducir la produccidon de especies reactivas de oxigeno
(ROS), lo que provoca un estrés oxidativo y dafio celular, aunado a que puede afectar
la respuesta inmunoldgica si se alteran las funciones inmunes. No obstante, su
potencial de acumulacion en el torrente sanguineo y en ciertos organos, como el
higado o en los rifiones, eventualmente puede implicar un riesgo de toxicidad

[34,35,36,37].
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Asimismo, la evaluacion de las nanoparticulas de plata en linfocitos tiene un
papel clave en el sistema inmunolédgico, debido a que los linfocitos son esenciales en
la respuesta inmunitaria adaptativa, encargada de combatir infecciones y destruir
células dafiadas o cancerosas. Los linfocitos son células fundamentales del sistema
Inmunitario, responsables de la respuesta inmunitaria adaptativa. Tienen origen en la
médula ésea y maduran en los érganos linfoides primarios. Su tamafo es de 7-8, se
caracteriza por tener un nicleo grande que ocupa la mayor parte de la célula misma,
ademas no tienen granulos especificos en su citoplasma [38,39]. De esta manera, los
linfocitos al tener una tasa alta de division celular son sensibles al estimulo de agentes
como las AgNPs alteran a los linfocitos puede generarse dafio al ADN generando

mutaciones o apoptosis, asi como estés oxidativo o bien inflamacion [40,41,42].
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2. ANTECEDENTES

Desde tiempos ancestrales, las plantas han sido un aliado imprescindible
para la medicina por las sustancias bioactivas que poseen, otorgandoles

propiedades antiinflamatorias, antioxidantes, antimicrobianos, entre otras.

La sintesis verde de nanoparticulas ha obtenido reconocimiento por ser una
alternativa sostenible y prometedora debido a que no genera residuos que alteren
el ecosistema. Esta sintesis aprovecha la capacidad de los organismos vivos para
reducir iones metalicos y formar estructuras nanométricas, la sintesis verde
promete ser una ruta mas ecologica y biocompatible para la produccion de
nanomateriales. Algunas de las propiedades que conlleva utilizar sintesis verde es
la reduccion de iones metéalicos por sus compuestos bioactivos que actuan
transformando los iones metéalicos en su estado metalico o en nanoparticulas.
También tienen la capacidad de biomineralizar en el caso de los organismos
bioldgicos pueden dirigir la formacion de nanoparticulas a través de procesos de

biomineralizacion.

Las ventajas de la sintesis verde, es la sostenibilidad porque minimiza el
uso de sustancias o compuestos toxicos reduciendo asi el impacto ambiental. Posee
cierta biocompatibilidad y su toxicidad es menor, también es versatil porque
permite sintetizar diversas nanoparticulas metalicas que pueden ser utilizadas en

el area de la biomedicina, catalisis y sensores [43.44,45,46,47,48].

Una de las especies que se pueden utilizar para la sintesis verde es el
extracto de Camellia sinensis, llamado también té verde. Estudios previos
sugieren que los polifenoles juegan un papel importante al momento de
protegernos contra enfermedades cardiovasculares, diferentes tipos de céncer,
enfermedades neurodegenerativas, diabetes y osteoporosis [50,51]. Y que estos

son esenciales para la sintesis verde debido a actiian como agentes reductores, por
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sus estructuras quimicas que le confieren mayor potencial reductor, proteccion y

estabilidad [52].

Alattar et al. (2024) sintetizaron nanoparticulas de plata (AgNP) con
extracto de t¢ verde, donde utilizaron un laser Q-switch Nd YAG con una longitud
de onda de 1064 y 532 nm, dichas nanoparticulas se utilizaron para evaluar su
toxicidad en la sangre. Los resultados muestran que la naturaleza de este
nanomaterial no es toxico, debido a que no se encontraron alteraciones en sus

sustituyentes de la sangre [49].

Monireh et al (2024), emplearon la sintesis verde utilizando té verde, para
mejorar la actividad anticancerigena y reducir la citotoxicidad del melanoma y
lineas celulares murinas normales. Los resultados mediante el analisis de MTT
mostraron que estds nanoparticulas de plata con un tamafio de 91 nm en promedio,
lograron reducir la viabilidad de las células B16F10 con un ICso de 20.2; sin
embargo, para la linea celular L929 no hubo ningln efecto. Aunado a que las
AgNPs aumentaron el porcentaje de apoptosis en B16F10 y a su vez la redujeron
para L.929. Esto implica que las AgNPs tienen el potencial para poder realizar

investigaciones con mayor profundidad [53].

Se resalta el uso de la sintesis verde utilizando té verde (Camellia sinensis).
Fahimeh et al. (2022), indicaron que los efectos citotoxicos de las nanoparticulas
de plata que sintetizaron fueron bastante prometedoras, utilizando la metodologia
MTT y tincién de naranja de acridina/yoduro de propidio, obtuvieron efectos
toxicos de forma dosis dependiente, debido a que las concentraciones medias
inhibitorias (IC50) fue de 6 pg/ml y 28 pg/ml frente a las células cancerosas y

normales a las 24 horas respectivamente [54].

Das et al. (2021), estudiaron los efectos citotoxicos de las AgNP
sintetizadas a partir de t¢ verde (GT), galato de pigalocatequina (EGCG),

catequina (Ct) como tamponantes/estabilizadores, frente a la linea celular Hela,
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utilizando concentraciones de 10 pg/ml y 25 pg/ml por 24 horas. Obtuvieron que
la inhibicién aumentaba a medida que la concentracion de AgNP, mientras que los

agentes reductores/taponadores no mostraron efectos citotoxicos [55].

En la actualidad la sintesis verde que utiliza plantas o partes de estas ha
tenido mucha popularidad; sin embargo, el uso de algas, microalgas y sus
derivados también puede ser una opcidén que puede ser viable. En el area de la
bionanotecnologia ha despertado mucho interés por su capacidad de acumular
metales y reducir guiones su relativamente facil manejo, cultivos econdmicos,
tiene una tasa de crecimiento rapida, alta eficiencia fotosintética, y sobre todo por
su capacidad de producir una gran cantidad de nanoparticulas a gran escala de
manera rapida. Se han realizado diversos estudios que demuestran la efectividad
de la microalga Nanochloropsis oculata, estos resultados pueden deberse a la
presencia de diversas biomoléculas como proteinas, enzimas y acidos grasos
polinsaturados, que pudieran actuar de agentes reductores y encapsulantes durante

la sintesis [56].

También los miembros del género Coelastrella son microalgas
prometedoras en aplicaciones biotecnoldgicas e industriales por su contenido de
acidos grasos y pigmentos, asi como su capacidad para biorremediar metales
pesados. Coelastrella aeroterrestrica fue taxonomizada por primera vez por
Tschaikner, aislaron las microalgas del suelo en Austria y se examinaron por medio
de microscopios Opticos y electronicos de barrido. Los autores se hicieron diversos
experimentos y obtuvieron que la sintesis verde de estas microalgas mostrd
actividad anticancerigena hacia las células malignas con una baja toxicidad hacia
las células no cancerosas. Asi como también se dieron efectos inhibidores contra

bacterias gran-positivas y negativas [57].

Aunque el extracto de acetato de etilo parcialmente purificado de la fraccion
de Nanocloroxopsis sp. hexano de microalgas para sintetizar nanoparticulas de

plata, mostr6 resultados bastante favorables en cuanto a la actividad
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antimicrobiana contra patdgenos bacterianos y fingicos punto sin embargo coma
su potencial anti proliferativo de esas nanoparticulas obtenidas tuvieron la

capacidad para estimular la apoptosis en linea celular A-549 [58].

Un factor para considerar es el efecto de las NP sobre las células a las cuales
se exponen por lo que es importante establecer parametros que nos ayuden a
determinar si la célula presenta dafios a nivel de membrana. La peroxidacion
lipidica es un proceso en el que aquellos que contienen &cidos grasos
poliinsaturados, sufren una degradacién oxidativa. Es una reaccion inducida por
los radicales libres sobre los enlaces dobles de los acidos grasos, dando lugar a la
formacion de peroxidos lipidicos. Esta reaccion puede dafiar la membrana celular,
proteinas e incluso al ADN como también puede ocasionar enfermedades como el

cancer, enfermedades cardiovasculares y otras [59].

La muerte celular inducida por la peroxidacion lipidica es una reaccidén en
cadena que dafa los lipidos de la membrana celular. En los linfocitos este proceso
es desencadenado por el estrés oxidativo, usualmente puede ocurrir por factores
externos. Algunos de los mecanismos de muerte celular por peroxidacion lipidica
alteran la estructura de la membrana celular, también pueden activarse via
apoptoticas o en caso de ser mas severo podria ser por necrosis, disfuncion
mitocondrial, esta afecta las membranas mitocondriales y a su vez se ve afectada

la cadena de transporte de electrones y la produccién de ATP [60].
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3. JUSTIFICACION

Los tumores del sistema nervioso central (SNC) hoy son un problema de
salud publica a nivel mundial. En 2018, se presentd una incidencia global en
hombres de 162,534 casos, con una tasa de incidencia de 3,9 por cada 100,000
habitantes. En ese mismo afio coma se reportaron 135843 muertes en hombres y

105,194 muertes de mujeres.

En México como los estudios relacionados con la incidencia de tumores del
SNC son escasos y los que hay son a nivel hospitalario. De acuerdo con los datos
que ofrece GLOBOCAN, hoy en el afio 2018 en México los tumores del SNC
ocuparon el 17 lugar en incidencia de céncer, con 3,451 casos coma en este mismo
afo se reportaron 2,663 muertes por lo que ocupa en el lugar 13 entre las causas

de mortalidad por cancer [60].

El estudio de los efectos de las nanoparticulas de plata en sistemas
biologicos, especialmente en linfocitos y células cancerigenas, es fundamental
para poder garantizar que su uso es seguro y eficaz, de no hacerse las
investigaciones pertinentes las consecuencias podrian ser significativas como
riesgos desconocidos para la salud debido a la falta de conocimiento de los efectos
a largo plazo de las AgNPs. Ademas de la dificultad para regular su uso como a
falta de datos cientificos seria sumamente complicado regular su consumo para

aplicaciones médicas.

De esta manera el estudio de las nanoparticulas de plata es de vital
importancia como de no ser asi podria retrasar el desarrollo de nuevos tratamientos
como las nanoparticulas de plata tienen un gran potencial como agentes
anticancerigenos como sin una comprension profunda sobre sus mecanismos de
accion y sus efectos secundarios, seria complicado desarrollar tratamientos

basados en este nanomaterial [61].
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4. HIPOTESIS

Las nanoparticulas de plata sintetizadas con técnicas verdes (Camellia
sinensis y D. salina) inducen la muerte celular en la linea celular de glioma C6 y

no tienen efecto sobre los linfocitos de sangre periférica humana.
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5.0BJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el efecto citotoxico que tienen las nanoparticulas de plata
sintetizadas por técnicas verdes sobre las células C6 correspondiente a glioma y

en linfocitos humanos.

Objetivos especificos

= Evaluar la capacidad anti proliferativa de las nanoparticulas de plata de
sintesis verde en la linea celular de glioma C6.
= Evaluar el estrés oxidativo producido por las nanoparticulas de plata de

sintesis verde en linfocitos humanos.
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6. METODOLOGIA

En este trabajo se probaron nanoparticulas sintetizadas por quimica verde

utilizando dos fuentes naturales diferentes el extracto de té verde y microalga D.

salina SQ.

6.1 Sintesis de nanoparticulas con extracto de té verde (C.
Sinensis)

El proceso de sintesis de nanoparticulas de plata consistio en la preparacion de
un extracto acuoso de té verde utilizando 5 gr de t¢ verde (Camellia sinensis), en una
proporcion de 0.13 g/ml. Esta solucion se mantuvo bajo un calentamiento controlado
hasta qué llego a 70 °C, en donde se mantuvo a temperatura constante durante 1 h,
seguido de un proceso de enfriamiento gradual. Tras este tratamiento térmico, el
sobrenadante obtenido rico en compuestos activos del té verde fue cuidadosamente

recolectado y almacenado en condiciones adecuadas hasta su uso.

Con el extracto concentrado se prepararon tres diluciones, 1%, 3%, y 5%, los
cuales se sintetizaron a temperatura de 70 °C. Posteriormente, se afiadieron 2 g de
nitrato de plata y se continud el calentamiento a la misma temperatura, manteniendo
una agitacion constante, hasta lograr una pasta densa y homogénea. Cada
concentracion de la solucidon se transfirid a crisoles individuales y se inicié un
calentamiento a 300 °C durante un periodo de 3 horas. Una vez transcurrido este

tiempo se colecto el contenido de cada crisol.

Para la preparacion de la cuarta concentracion de nanoparticulas de plata se
procedi6 de acuerdo con el método previamente detallado, con la excepcion de que
en esta instancia se alcanz6 una proporciéon de concentracion 1:5. Para la
concentracion 1% concentrada. De cada una de las ilusiones de nanoparticulas de plata
previamente descritas cOmo se prepararon concentraciones de 6.25 pg/ml, 12.5 pg/ml,
25 pg/ml, 50 pg/mly 100 pg/ml.
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6.2 Sintesis de nanoparticulas con extractos con microalga
D. Salina

El cultivo de D. salina SQ se centrifugé a 6500 RPM por 4 min a 20°C dos
veces. Se retird el sobrenadante y fue pesado la biomasa obtenida. Se resuspendio en
agua desionizada en un equivalente de 5g por cada 30ml de agua desionizada. Se

hirvié a 15 min a 80°C y se filtr6 utilizando un filtro Whatman No. 5 y se almaceno a

4°C.

Para la preparacion de las AgNPs se afiadi6 nitrato de plata a 4mM y se calentd
entre 30-45°C, cuando se alcanz6 esa temperatura, se agregd una concentracion del
10% del extracto de alga previamente filtrado, con agitacion y luz artificial constante
por 1 hora. Al termino, de la sintesis, se tom6 Iml de la solucion final de AgNPs en
tubos Eppendorf de 1.5ml y se centrifugaron 2 veces a 10,000 RPM por 10 min a
20°C. En ambas ocasiones se retird el sobrenadante y se resuspendié en agua

desionizada.

*La sintesis y caracterizacion de estas nanoparticulas de plata, no forma parte de este

trabajo.
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6.3 Mantenimiento de la linea celular C6

El mantenimiento, proliferacion y ensayo celular, se llevaron a cabo en

condiciones de esterilidad empleando una campana de flujo laminar.

El vial que contenia la linea celular C6 se descongeld paulatinamente y se
sembrd en un frasco de cultivo conteniendo DMEM suplementado con suero bovino
fetal al 10%, asi como 1 pl de antibidtico antimicotico 100X. Tras homogeneizar el
contenido, se procedid a incubar a una temperatura de 37 °C en una atmosfera con 5%

de COs.

Como resultado del proceso de descongelamiento, aproximadamente el 20%
de las células experimentan necrosis. Para eliminar residuos celulares, se llevo a cabo
un cambio de medio. Este procedimiento implico la extraccion del medio de cultivo
mediante el uso de una micropipeta, seguido de su reemplazo con medio fresco
DMEM suplementado al 10% con suero bovino fetal y 1l de antibiotico antimicético

a 100X.
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6.4 Conteo en camara Neubauer

Para poder realizar los ensayos pertinentes, se contaron las células que se
necesitarian en una camara de Neubauer para lo cual se colocaron 10 ul de suspension
celular y se conto la cantidad de células que se tiene en cada cuadrante. La cantidad

de células se determin6 con el promedio de los cuadrantes A, B, C, D (fig. 3).
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Figura 2. Camara de Neubauer. Tomado de Garcia-Contreras R, ef al. (2019).

6.5 Viabilidad celular

Para este ensayo se montaron 20,000 células por pozo en una placa de 96
pocillos. Una vez sembrada las células en los pozos, se agregaron 10 pl del estimulo
(de cada nanoparticula de plata descritas en el punto anterior), adicionalmente se
utilizé dimetilsulfoxido (DMSQO) como control positivo y como control negativo se
utilizaron las células sin ningtin estimulo. Se incubaron por 24 h a una temperatura de
37°C con 5% de COx. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion para diferenciar las
células vivas de las muertas, se utilizd un ensayo de exclusion vital con azul tripano,
donde se colocaron 10 pl del colorante y se procedid a contar en la cdmara de

Neubauer.
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Figura 3. Se muestra la forma en que se montaron los estimulos en la caja de 96 pocillos.

En la fila A se montaron ambos controles, en la fila B y C se montaron las AgNPs
sintetizadas con alga verde y sus diluciones, en la fila D y E se montaron las AgNPs
sintetizadas con t¢ verde a una concentracion de 1% y sus diluciones, en la fila F y G
AgNPs a una concentracion de 3% y sus diluciones. En la fila H se montd un control
negativo utilizando agua destilada.
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Figura 4. Se muestra como se montaron los estimulos en la caja de 96 pocillos. En
las filas A y B se montaron AgNPs a una concentracion de 5% y sus diluciones. En las filas
C y D se montaron AgNPs a una concentracion de 1% siendo esta la mas concentrada con

sus respectivas diluciones.
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6.5 Aislamiento de células sanguineas (linfocitos)

Se realizo la extraccidon de sangre periférica humana de una paciente femenina
sana. La sangre que se obtuvo se diluyo 1:1 con PBS al 0.02% previamente preparada.
Una vez que se realizo la homogenizacion de manera cuidadosa, se anadieron 15 ml
de Ficoll en un tubo de 50 ml y se incorpor6 la sangre cuidadosamente para evitar la
mezcla con el Ficoll. Se centrifug6 a 400 x g p durante 40 min, y se recuperaron los
linfocitos para posteriormente duplicar el volumen con PBS. Nuevamente se realizo
la centrifugacion a 1800 rpm por 10 min. Se decant6 el sobrenadante y el pellet fue
resuspendido en medio de cultivo DMEN para posteriormente sembrarlas en una caja
de 96 pozos y ver el efecto que ocasionaban las AgNPs anteriormente descritas.
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Figura 5. Diagrama del procedimiento que se realiz6 para la obtencion de linfocitos
mediante el método de gradiente de Ficoll.
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6.6 MTT

Para preparar el reactivo para utilizarlo en este ensayo 0.2 mg/ml de la sal MTT
(Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2ilo)-2,5-difeniltetrazol) disuelta en el medio de

cultivo DMEM suplementado con suero bovino fetal.

Se montaron 100,000 células de sangre periférica humana de una paciente
femenina sana, en cada pozo con los estimulos de las AgNPs sintetizadas con té verde
y alga, con las siguientes concentraciones: 6.25 pg/ml, 12.5 pg/ml, 25 pg/ml, de la
formulacion 1%, 3%, 5% y 1% concentrada y se incubo6 por 24 h a una temperatura
de 37°C con 5% de CO». Una vez pasando las 24 h de incubacion se retird el medio
de cultivo y se agregaron 100ul de MTT a cada pocillo y se incubd por 4 h con las
condiciones anteriormente mencionadas, se verifico a cada hora la formacion de
cristales de formazan. Se agregaron 100ul de dimetil sulfoxido (DMSO). Se agit6 por

10 segundos y se leyo a 570 nm en un espectrofotdémetro con una celda ahorcada.
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Figura 6. Se muestra como se montaron las células de sangre periférica humana de
paciente femenino. En la fila A, se montaron los controles negativos y positivos
respectivamente. En la fila B y hasta el pozo C6, se montaron las AgNPs sintetizadas con
alga y las diluciones 6.25 pg/ml, 12.5 pg/ml, 25 pg/ml. Desde C7 hasta D12, se mont? la
formulacion 1% y las diluciones. La formulacion 3% se mont6 desde E1 hasta F6 con sus
diluciones. A partir del pozo F7 hasta G12 se mont6 la formulacion 5% con sus diluciones y
por ultimo, la formulacion 1% concentrada se mont6 desde H1 hasta H12.
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Figura 7. Se muestra como se montaron las células de sangre periférica humana de
paciente femenina sana. En la fila A, se mont6 la concentracion 1% concentrada a una
dilucion de 25 pg/ml.

6.7 MDA

En este ensayo se utilizo el kit de BioVision Lipid peroxidation (MDA)
Colorimetric/Fluorometric Assay Kit (Catalog #K739-100). Las células utilizadas de
sangre periférica humana de una paciente femenina sana fueron expuestas a las
formulaciones de AgNPs, con las siguientes concentraciones: 6.25 ug/ml, 12.5 ug/ml,
25 pg/ml, de la formulacién 1%, 3%, 5% y 1% concentrada, de nanoparticulas
sintetizadas a partir de té verde y de alga. Fueron sembradas 100,000 células por cada
pozo en una placa de 96 pocillos y se dejaron por 24 horas. Una vez transcurrido el
tiempo, se procedid a la metodologia descrita en el manual del kit. El contenido de
células de un pozo se homogenizd con 300 pl de tampon de lisis y 3 ul de BHT, se
centrifugd a 13,000 X g por 10 minutos. Posteriormente se afiadieron 150 pul dH20 +
3 ul de BHT. Para revelar los resultados se utiliz6 un espectrofotometro a 570 nm en

un espectrofotometro con una celda ahorcada.
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Figura 8. Se muestra como se montaron las células de sangre periférica humana de
paciente femenino. En la fila A, se montaron los controles negativos y positivos
respectivamente. En la fila B y hasta el pozo C6, se montaron las AgNPs sintetizadas con
alga y las diluciones 6.25 pg/ml, 12.5 pg/ml, 25 pg/ml. Desde C7 hasta D12, se mont? la
formulacion 1% y las diluciones. La formulacion 3% se mont6 desde E1 hasta F6 con sus
diluciones. A partir del pozo F7 hasta G12 se mont6 la formulacion 5% con sus diluciones y

por ultimo, la formulacion 1% concentrada se mont6 desde H1 hasta H12.

Figura 9. Se muestra como se montaron las células de sangre periférica humana de
paciente femenina sana. En la fila A, se mont6 la concentracion 1% concentrada a una
dilucién de 25 pg/ml.
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7. RESULTADOS
7.1 Actividad antiproliferativa de células C6

La actividad antiproliferativa de las nanoparticulas de plata sintetizadas a
partir de sintesis verde se evaluo en células de glioma C6, mediante el azul tripano,
después de 24 horas de exposicion a 6.25 pg/ml, 12.5 pg/ml, 25 pg/ml, 50 pg/ml
y 100 pg/ml, sintetizadas a partir de extracto de Camellia sinensis y de la
microalga Dunaliella salina SQ. Los porcentajes obtenidos de las concentraciones
se graficaron, en comparacion al control positivo, negativo y un control de agua.
Se puede observar en la figura 10 que conforme aumenta la concentracion de las
AgNPs el porcentaje de la viabilidad disminuye, por lo que tenemos un efecto

dependiente de la dosis.

El grupo de exposicion de AgNPs a diferentes concentraciones sintetizadas
con D. salina SO muestra un efecto dependiente de la dosis. En cuanto a las AgNPs
sintetizadas con C. sinensis al 1% se puede observar que la concentracion de 6.25
ug/ml tiene un porcentaje cerca de 50%, a partir de la concentracion 12.5 ug/ml
hay una disminucién en la viabilidad. En las AgNPs al 3% sugiere que la toxicidad
de estas AgNPs tienen un efecto mas pronunciado, en la concentracién de 12.5
pg/ml tiene una viabilidad menor a 20%. Las AgNPs al 5% tienen un efecto mas
citotoxico en la concentracion de 50 pg/ml, en comparacion con las AgNPs
anteriormente mencionadas (D. salina, C. sinensis al 1% y 3%) presentan una
mayor citotoxicidad. En cuanto a las AgNPs al 1% concentrado se puede observar
que en la concentracién de 6.25 pg/ml y en el control de agua tienen el mismo
resultado, por lo que a esta concentracion las AgNPs no son citotoxicas; sin

embargo, a partir de la concentracion de 12.5 pg/ml la citotoxicidad es mayor.
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Figura 10. Se muestran los porcentajes obtenidos de la viabilidad celular en C6 con

ambos extractos.
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72 MTT

El ensayo MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio bromuro), es
ampliamente utilizado para evaluar la viabilidad y proliferacion celular in vitro. Este
ensayo mide la actividad metabolica de las células vivas, ya que el compuesto MTT
es reducido por reductasas mitocondriales activas a formazan, este producto es
insoluble y genera un color purpura por lo que la intensidad del color es directamente

proporcional al numero de células viables [77].

Este ensayo se realiz6 linfocitos de una paciente femenina sana. Para el control
negativo se utilizo DMSO y para el control positivo no se adiciond ningun reactivo
extra al medio de cultivo y la suspension celular. Se puede observar que el control
negativo y la AgNPs 6 pg/ml 3% son similares obteniendo porcentajes de 100% y

90% respectivamente.

En cuanto a la AgNPs 6 pg/ml de microalga y la AgNPs 6 pg/ml sintetizada
con té verde tampoco se observa una diferencia significativa, esto implica que ambas
nanoparticulas muestran citotoxicidad a esa concentracion. En la AgNPs 25 pug/ml 1%
concentrada se obtuvieron resultados similares que en la AgNPs 25 pg/ml sintetizadas

con microalgas es mas eficiente que las AgNPs sintetizadas con té verde.

En las AgNPs 12 pg/ml al 3% y las AgNPs 25 pg/ml no muestra diferencia, sin
embargo, para la obtencion de esos resultados la concentracion utilizada fue el doble,
lo que significa que no es necesario utilizar una concentracion mayor para obtener el

mismo resultado.
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Figura 11. Se muestra la viabilidad obtenida mediante el ensayo MTT. En la columna
vertical se representa en porcentaje y en horizontal las formulaciones con sus respectivas
concentraciones.
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7.3 MDA

Para medir el grado de oxidacion lipidica, se utilizd6 el ensayo MDA
(Malondialdehido) para estimar el grado de oxidacion lipidica en linfocitos obtenidos
de sangre periférica humana de una paciente femenina sana. Tomando como
referencia los datos obtenidos en este trabajo, el control negativo (0.224) representa
el valor base sin estimulo alguno que muestra el nivel mas alto de MDA. Por otro
lado, el control positivo (0.153) si se compara con el control negativo se aprecia una

disminucidn del estrés oxidativo.

En cuanto a las AgNPs sintetizadas con microalgas, las concentraciones de 6
pug/ml, 12.5 pg/ml, y 25 pg/ml son 0.147,0.147, 0.158 y 0.153 respectivamente. Estos
valores son similares al control positivo, lo que puede ser un indicativo de una
reduccion moderada de MDA, esto es que estas AgNPs pueden tener un efecto

antioxidante.

Las AgNPs sintetizadas a partir de té verde, para la concentracion de 1% los
valores disminuyeron gradualmente de 0.151 a 0.111 conforme aumenta la
concentracion de té verde, lo que implica que para concentraciones mas fuertes hay
un mayor efecto antioxidante. En la concentracién de 3%, de igual manera hay una
disminucion de los valores de MDA con el incremento de concentracion con valores

de 0.144 a 0.140.

Para la concentracion 5%, se obtuvieron los valores mas bajos de MDA entre
0.099 y 0.061, lo que implica que hay un efecto antioxidante mayor a las

concentraciones anteriormente evaluadas.

De manera general, se puede decir que la tendencia indica que las AgNPs de té
verde muestran un efecto mas fuerte en la reduccion de MDA que las AgNPs
sintetizadas con microalgas, en especial con las concentraciones mas altas. Los

tratamientos con concentraciones mas bajas de té verde y de microalga tienen un
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Concentracion DMA (nmal)

efecto antioxidante moderado, mientras que los valores mas bajos de MDA se

observan con té verde al 5%, lo que sugiere una mayor eficacia antioxidante en esta

concentracion.
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Figura 12. Se muestran los resultados del ensayo de MDA.
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En la prueba estadistica pasada, se encontré6 que habia diferencias, pero no
entre que grupos por lo que se optd por realizar una prueba de Tukey para observar
las diferencias entre los grupos. Los que estan de color amarillo son los que presentan

diferencias. Hay diferencias entre el grupo 1 con los grupos 8, 12, 13, 14, 15y 16.
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7. DISCUSION

En este trabajo se evalu6 la actividad antiproliferativa de AgNPs sintetizadas a
partir de extractos de té verde y microalgas con técnicas de sintesis verde en la linea
celular de gliomas C6, de esta manera conocer cudl de las dos formulaciones es mas
eficiente y ocasiona menos dafos a las células sanas. También se probaron en
linfocitos aislados de sangre periférica humana para conocer si tuviese efectos

adversos y si las AgNPs tienen el potencial como agentes anticancerigenos.

De acuerdo con los resultados, se observd que las AgNPs sintetizadas con té
verde al 1% tienen efecto sobre la viabilidad celular de la linea celular C6 efecto
similar al encontrado por Alkhulaifi et al/ (2020) para nanoparticulas de plata
sintetizadas con cascara de Citrus limon. El tamafo de las AgNPs es importante, es
un factor que ayuda a determinar su potencial citotoxico, la caracterizacion para las
AgNPs sintetizadas con D. salina tuvieron un tamafio de 81 nm y las AgNPs de P,
alba sintetizadas con sintesis verde de Rudrappa et al. (2022) tuvieron un tamano de
20,12 a 45,40 nm cuyo potencial citotoxico fue menor a la viabilidad reportada en la
figura 10, lo que sugiere que influyeron otros factores ademas del tamafio para lograr
este efecto. Cabe destacar que en las concentraciones de 50 y 25 pg/ml se observa una
mayor citotoxicidad, Mani et al. (2021) obtuvieron resultados muy similares a la
misma concentracion, no obstante, el tamafo de las AgNPs que utilizaron es de
alrededor de 54,3 nm, lo que resulta especialmente curioso que a pesar de ser una
AgNPs de menor tamafio a las sintetizadas con D. salina, los resultados son muy
similares, se habrian que realizar otras técnicas de caracterizacién que ayudaran a

comprender el porqué de esta similitud.
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Para evaluar la viabilidad celular de linfocitos extraidos de sangre periférica
humana expuestos a nanoparticulas de plata sintetizadas con microalgas y té verde, se
utilizd el ensayo MTT. Se evaluaron concentraciones crecientes de ambas
nanoparticulas (6.25, 12.5 y 25 pug/ml) al 1%, 3%, 5% y 1% concentrada para las

AgNp sintetizadas con té verde.

Los resultados del ensayo de MTT son muy similares a los resultados de
Vukovi€ et al. (2021) utilizaron AgNPs sintetizadas con borohidruro de sodio
recubiertas con PVP, PLL, AOT y BSA, a pesar de utilizar un extracto diferente y

recubrimientos no se observaron diferencias significativas en la viabilidad.

Pirkovi¢ et al (2023) reportaron resultados similares, sin embargo, se presenta
una mayor citotoxicidad en las AgNPs de DOLE y OLE, siendo que la concentracion
que utilizan es menor a la reportada en este trabajo, la citotoxicidad con mayor efecto
fue inducida por la exposicion a las Ag/OLE, se puede inferir que la citotoxicidad
alcanzo su punto méaximo, de igual manera, se infiere que las AgNPs sintetizadas con
DOLE Y OLE tienen un mayor potencial citotoxico a bajas concentraciones que las

AgNPs sintetizadas con D. salina 'y C. sinensis.

Debido a la relevancia que tiene el uso de la sintesis verde, también se ha
utilizado soja para la sintesis de AgNPs, mediante un ensayo de MTT Kumar et al.
(2024) reportan que obtuvieron un ICso de 145.11 pg/ml en células MCF-7,
considerando que la concentracion mas alta fue de 100 ug/ml con las AgNPs de D.
salina SQ y C. sinensis y cuyo porcentaje de viabilidad es menor, se puede decir que

estas AgNPs mostraron mejores resultados.

Para evaluar las especies reactivas de oxigeno (ROS) y la peroxidacion lipidica
de linfocitos extraidos de sangre periférica humana expuestos a nanoparticulas de
plata sintetizadas con microalgas y té verde, se utilizé el ensayo MDA. Se evaluaron
concentraciones crecientes de ambas nanoparticulas (6, 12.5 y 25 pg/ml) al 1%, 3%,

5% y 1% concentrada para las Np sintetizadas con té verde.
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En cuanto a las especies reactivas de oxigeno, las AgNPs sintetizadas con té
verde tuvieron un efecto de reducciéon de MDA mas fuerte que las AgNPs sintetizadas
con D. salina. La reduccion de MDA implica una reduccion del dafio celular, debido
a que la peroxidacién lipidica es el producto final de MDA. Vukovié et al. (2020)
utilizaron AgNPs sintetizadas de manera tradicional y obtuvieron un aumento en la
internalizacion de AgNPs en hPBMCs (células mononucleares de sangre periférica
humana) de manera dependiente de la dosis y el tiempo, lo que implica una produccion
excesiva de especies reactivas de oxigeno y al agotamiento del potencial de membrana
mitocondrial lo que lleva a las células a la apoptosis y muerte celular. Fialho ef al.
(2023), utilizaron Np de 6xido de zinc-zinc con recubrimientos de Ta y obtuvieron
una mayor formacion de ROS, en comparacion con las AgNPs sintetizadas con
extracto de D. salina SQ y C. sinensis, sugieren que el uso de Np con superficies que

contienen Ta induce una mayor formacién de ROS.

Si bien en este trabajo no se reportaron ensayos de hemolisis, lo cual limita una
comparacion directa de los resultados de Gholami ef al. (2020) quienes utilizaron
AgNPs utilizando extracto acuoso de Ferula assafoetida (Fer@AgNP) como agente
reductor y taponante, la similitud en la metodologia de sintesis sugiere una posible
correlacion en los perfiles de citotoxicidad. Los autores comparten que obtuvieron
una excelente biocompatibilidad y se lo atribuyeron a los compuestos de origen
natural, incluyendo péptidos, compuestos fendlicos y polisacaridos. Parece que estos
compuestos ralentizan la liberacion de Ag de las nanoparticulas y como resultado, los
mecanismos antioxidantes de la célula tienen mas oportunidad de eliminar ROS y
reducir su toxicidad. La concentracion que se utilizd para evaluar la actividad
bioldgica es comparable a estudios previos donde se ha demostrado la importancia de
la evaluaciéon de este parametro. Estos hallazgos permiten desarrollar una
prometedora linea de investigacion para determinar que tan viable es la utilizacion de

este nanomaterial en el area biomédica.
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9. CONCLUSIONES

Las nanoparticulas de plata sintetizadas a partir de extractos de Camellia
sinensis (té verde) y D. Salina SQ presentaron una notable actividad antiproliferativa
sobre células de glioma C6, evidenciando un efecto citotoxico dependiendo de la
dosis. Los resultados sugieren que estas nanoparticulas podrian ser buenos candidatos

para futuras investigaciones en el desarrollo de terapias contra el cancer cerebral.

Es importante resaltar que, se observo una disminucidn significativa en la
viabilidad celular a concentraciones mas altas, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre algunas de las formulaciones a concentraciones
mas bajas. Esto indica que la citotoxicidad no solo depende de la concentracion de las
nanoparticulas, sino también de la sintesis y de la interaccion especifica de estas

nanoparticulas con las células tumorales.

De acuerdo con el ensayo MTT las NP no tienen efecto citotoxico significativo
sobre los linfocitos humanos, esto indica que, bajo las condiciones experimentales
establecidas, estas nanoparticulas presentan una buena biocompatibilidad con las
células del sistema inmunologico. Si bien, no se observo una citotoxicidad marcada a
las concentraciones evaluadas, se apreciaron algunas tendencias interesantes. Por
ejemplo, las AgNPs sintetizadas con extracto de té verde al 1% y 3% a una
concentracion de 12 pg/ml mostraron una ligera disminucion en la viabilidad celular
en comparacion con las AgNPs sintetizadas con microalgas a la misma concentracion,

sin embargo, esta diferencia no fue estadisticamente significativa.

El anélisis de los niveles de malondialdehido (MDA) indica que el tratamiento
con AgNPs, especialmente aquellas sintetizadas con extracto de té verde a
concentraciones mas altas (5%), conduce a una disminucidn significativa en la

oxidacion lipidica en comparacion con el control negativo. Esto sugiere que las
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AgNPs pueden actuar como agentes antioxidantes, previniendo el daiio celular

causado por los radicales libres.

La capacidad antioxidante de las AgNPs parece estar influenciada por diversos
factores, como la concentracion y el método de sintesis. Las AgNPs sintetizadas con
extracto de té verde mostraron un efecto mas pronunciado que aquellas sintetizadas

con microalgas, especialmente a concentraciones mas elevadas.
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11. ANEXOS

Sintesis de nanoparticulas de plata con extracto de la microalga Dunaliella
salina SQ.

Adaptado de la metodologia [49], en un vaso de precipitado se agregd nitrato
de plata al 4 mM y se calent6 entre 30 a 45°C en plancha. Una vez llegada la
temperatura, se agreg6 una concentracion del 10% del extracto previamente filtrado
de alga proveniente de un cultivo de 15 dias, con agitacion magnética y luz artificial
(intensidad promedio de 16,000 lux) constante durante 1 hora. Durante las sintesis, se
tomaron muestras cada 5 y 10 minutos para su posterior andlisis en el UV-Vis (Thermo
Scientific, Genesys 10s) y asi determinar la velocidad y rendimiento de la sintesis.

Al finalizar la sintesis, se vacid 1 mL de la solucion final de AgNP’s en tubos
Eppendorfde 1.5 mLy se centrifugaron 2 veces a 10,000 RPM por 10 minutos a 20°C.
Siempre retirando el sobrenadante y resuspendido en agua desionizada para su
correcto lavado.

Para determinar el rendimiento final en peso de las diferentes sintesis y un
mejor control de las concentraciones en solucion, se llevaron los tubos Eppendorf a
horno de secado con vacio a 40°C por 24 hrs. Una vez secadas y pesadas, se
resuspendieron en agua desionizada y se ultrasonicaron durante 1 hora, ciclos de 0.8
y amplitud al 80% (hielscher. UP200S, Ultrasonic Processor).

La visualizacion del tamafio y forma de las AgNP’s fue por medio del
Microscopio electronico de transmision (TEM, por sus siglas en inglés) (Hitachi High-
Tech, TEM H7500 series). Las rejillas de cobre fueron cargadas con 10 pL a una
concentracion de 100 pg/mL de la solucion de AgNP’s.

Las imagenes TEM muestran las micrografias de nanoparticulas de plata por
sintesis verde al 10% de EB obtenidas con los cultivos C9, C15 y C30 dias. Se
confirma la existencia de AgNP’s con distintas morfologias, entre ellas su mayoria
casi esféricas. Con ayuda del software FIJI (ImageJ2) se analiz6 el tamafio promedio
de particula y se obtuvo un tamafio promedio de 17 nm a partir del EB-C15,

El tamafio y potencial Z fue determinado por el método de dispersion dindmica
de la luz (DLS, por sus siglas en inglés) (Malvern Panalytical, Malvern DTS 1070,
folded capillary cell). Las celdas fueron cargadas con 1 mL de las soluciones de
sintesis realizadas.
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Los resultados de las AgNP’s al 10% de EB-C15 arrojaron un tamafio medio
de 81 nm, polidispersidad de 0.413 y un potencial zeta de -15.2mV.

El tamafio de particula obtenido a partir del DLS es comparativamente mas
amplio que el calculado a partir de las imagenes TEM. La diferencia en el tamafio de
las particulas determinado por las dos técnicas puede atribuirse al hecho de que estas
dos técnicas funcionan con principios y métodos de deteccion diferentes. Asi mismo,
segiin Singh et al., el aumento de tamafio de las nanoparticulas a base de sintesis
verde también se atribuye a la biomasa final que recubre a la nanoparticula [49]. Dicha
biomasa resulta dificil de observar mediante el TEM debido a la forma en la que el
haz de electrones interactia con la materia organica [48], dicho esto, podriamos decir
que el nucleo de plata tiene un tamafio pequenio (Fig. 12) y es el recubrimiento
organico lo que aumenta el tamafio al momento de la medicion por DLS (Fig. 13)
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