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nanoparticulas de plata con potencial uso
en el tratamiento del cdncer de piel

Fabrication and characterization of silver nanoparticles with
potential use in the treatment of skin cancer
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Universidad de Antioquia, Colombia

Claudia Patricia Ossa Orozco 2 claudia.ossa@udea.edu.co
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Resumen: El céncer de piel tipo carcinoma es la patologia de mayor frecuencia
epidemioldgica a nivel mundial. Sus tratamientos convencionales se clasifican segin el
tipo de céncer de piel que presenta el paciente y su ubicacion. Para su tratamiento se
utilizan procedimientos como, por ejemplo, la escision con evaluacién de mirgenes, la
radioterapia, el curetaje y electrodiseccion, criocirugfa, cirugfa micrografica de Mohs,
terapia fotodindmica, el 5-fluorouracilo tépico, la terapia con imiquimod tépico y el
laser con diéxido de carbono. A pesar del abanico de técnicas terapéuticas con las que
se cuenta, estas terapias, por lo general, se acompanan de efectos secundarios. Es por
esto que cobra interés el estudio de nuevas alternativas basadas en ingenierfa de tejidos
que potencialmente pueden aumentar la efectividad de los resultados anticancerigenos
y disminuir la aparicién de efectos adversos. Entre las técnicas de nanomedicina usadas
en cdncer se encuentran las nanoparticulas (NPs), las cuales son biocompatibles y han
mostrado efectividad en modelos animales frente a la muerte de células cancerigenasy la
disminuci6n del tamano de tumores, ya que al absorber fuertemente la radiacion cercana
al infrarrojo actan como fuentes de hipertermia local. Con el fin de aumentar los
efectos bioldgicos de las adiciones, se puede utilizar la biofuncionalizacién o activacién
superficial para asegurar el anclaje de los surfactantes, proteinas y factores tisulares
necesarios. En el presente proyecto se obtuvieron nanoparticulas de plata por medio
del método de reduccién quimica, en el cual se le modificaron varios pardmetros a
fin de estandarizar el tamafio de las nanoparticulas, punto clave en el tratamiento
del cdncer. Luego del método de sintesis se llevé a cabo un proceso adicional de
biofuncionalizacién mediante el polimero polietilenglicol (PEG) para mejorar las
propiedades de anclaje y biocompatibilidad de las nanoparticulas. En la caracterizaciéon
delas nanoparticulas se procedié con técnicas de microscopia electrénica de transmision;
ademds, espectrofotometria UV-Vis y un ensayo de viabilidad y citotoxicidad de
las nanoparticulas. Se concluyé que con el procedimiento implementado se pueden
sintetizar nanoparticulas de plata para un potencial uso en el tratamiento de cdncer de
piel.

Palabras claves: biocompatibilidad, biofuncionalizacién, cancer de piel, ingenierfa de
tejidos, nanoparticulas de plata, sintesis.

Abstract: Carcinoma-like skin cancer is the world’s most frequently diagnosed
pathology. Its conventional treatments are classified according to the type of skin cancer
that the patient presents and its location, and include procedures such as excision with
margins evaluation, radiotherapy, curettage and electro dissection, cryosurgery, surgery
Mohs micrograph, photodynamic therapy, topical 5-fluorouracil, topical Imiquimod
therapy and laser with carbon dioxide. Despite the range of therapeutic techniques
available, these therapies are usually accompanied by side effects, which is why it is
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interesting to study new alternatives based on tissue engineering that can potentially
increase the effectiveness of anticancer results and decrease the occurrence of adverse
effects. Among the Nanomedicine techniques used in cancer, nanoparticles (NPs),
which are biocompatible and have been shown to be effective in animal models against
the death of cancer cells and the decrease of tumor size, since by strongly absorbing
near-infrared radiation they act as sources of local hyperthermia. In order to increase
the biological effects of NPs, biofunctionalization or surface activation may be used
to ensure anchorage of surfactants, proteins and tissue factors required. In the present
project silver nanoparticles obtained through the nucleation and reduction chemical
method, in which several parameters were modified to standardize the size of the
nanoparticles, a key point in the treatment of cancer, after synthesis method was made
an additional process of biofunctionalisation by the polyethylene glycol (PEG) polymer
to improve the anchoring and biocompatibility properties of the nanoparticles. For the
characterization of the nanoparticles, we proceeded with scanning and transmission
electron microscopy techniques, in addition to spectophometric UV-Vis and an assay to
determine the viability and cytotoxicity of nanoparticles. It was concluded that with the
implemented procedure could be synthesized and characterized nanoparticles for their
potential use in the treatment of skin cancer.

Keywords: biocompatibility, biofunctionalization, skin cancer, tissue engineering, silver
nanoparticles, synthesis.

Introduccion

Los tratamientos convencionales para el cdncer de piel incluyen cirugia
(escisiones, disecciones de nodos linfiticos), inmunoterapia, terapia
dirigida, quimioterapia y radioterapia. Sin embargo, cada una de las
técnicas mencionadas plantea restricciones y efectos secundarios, tales
como amputaciones para el caso de escisiones quirtrgicas de gran
tamano, linfodemas en disecciones de nodos linfaticos, fiebres, vémitos
y depresién en inmunoterapias o quimioterapias y caida del cabello,
entre otros [1]. Es por esto que desde la bioingenieria se han buscado
alternativas que puedan ser mds eficientes y con menores impactos
secundarios sobre el paciente, dentro de las cuales se destaca la
nanomedicina [2]. De acuerdo con el U.S. National Institutes of Health,
entre los afios 2012y 2013, de 7343 ensayos clinicos realizados alrededor
del mundo y registrados en su base de datos relacionados con céncer
de piel, solo 107 involucran la nanomedicina, ninguno de los cuales se
lleva a cabo en Latinoamérica [3]. Por otro lado, frente a la aplicacién
de biocampos en presencia de tumores de piel, solo se llevan a cabo en la
actualidad 26 estudios (todos ellos en EE. UU.), la mayoria de los cuales
se enfocan en el diagndstico y no en el tratamiento de carcinomas [4].

En el periodo 2000-2006 se presentaron 70 887 nuevos casos de cdncer,
en los cuales se destaca por su incidencia el cdncer de piel. Si bien no se
tienen cifras precisas, se estima que para el 2020 la incidencia podria estar
cercanaa 102 casos por cada 100 000 habitantes [5]. El Instituto Nacional
de Cancerologia indicé que en Colombia, para el 2010, el 17,6% de los
casos de cdncer atendidos por esta entidad correspondieron a cdncer de
piel, lo que muestra también que en el pais es el cincer més frecuente [6].
Aunque la mortalidad por cancer de piel no melanoma es relativamente
baja (0,9 por 100 000 habitantes al ano), la enfermedad genera altos costos
a los sistemas de salud, ademds de dificultades para los pacientes [7].
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Entre las alternativas para el cdncer de piel se encuentra el uso de
nanoparticulas metalicas. Las nanoparticulas de plata tienen muchas
propiedades que varfan dependiendo de su tamafio y su forma, como,
por ejemplo, sus caracteristicas Opticas, quimicas, magnéticas y fisicas,
lo que les confiere una gran importancia debido al gran nimero de
aplicaciones en las que se pueden utilizar [8]. Las nanoparticulas de plata
se pueden usar en imagenes médicas, filtros, administracién de firmacos,
nanocompuestos y electrodos celulares 9. En recientes investigaciones,
se ha observado una preferencia por las nanoparticulas de plata en
comparacién con otras nanoparticulas metalicas debido a que poseen una
mejor absorcién de la luz, por tanto, una mejor resolucién vy, a su vez,
se ha demostrado una mejor afinidad por la funcionalizacion [9], [10],
[11], [12]. En medicina se usan debido a su actividad antimicrobiana
contra microorganismos. Su actividad esta estrechamente relacionada
con su tamano, ya que las particulas con un édrea superficial mayor (mds
pequenas) son mds activas [11]. Se han realizado estudios en el cdncer
de piel como, por ejemplo, el de Das et al. en el 2013, en el cual las
nanoparticulas posefan un tamafo de particula de 50 nm [13].

El mayor desafio técnico que plantea el uso de nanoparticulas
es la reproducibilidad en su fabricacién, ya que se requiere que
estas tengan formas y tamanos especificos, lo que no constituye
una labor trivial, especialmente cuando se busca incrementar los
efectos bioldgicos a través de procesos bioquimicos denominados "de
biofuncionalizacién” [2]. Pruebas in vitro han demostrado que las
nanoparticulas (interés del presente proyecto) tienen una aceptable tasa
de éxito. Es asi como este trabajo tiene como objetivo evaluar dos
procesos de sintesis de nanoparticulas de plata, utilizando, ademas, un
proceso de biofuncionalizacién con polietilenglicol (PEG) para mejorar
las propiedades de anclaje y la biocompatibilidad de las nanoparticulas.

Materiales y métodos
Materiales

Los siguientes reactivos quimicos se utilizaron para la sintesis de
nanoparticulas de plata, amino PEG, mPEG-NH2 Cat. N.o PGl-
AM-5k-1, nitrato de plata Panreac, sodio citrato tribdsico dihidrato acs
de Panreac, 4cido ascérbico (vitamina ¢) para bioquimica Panreac.

Métodos

1. Protocolo 1
El protocolo de sintesis de nanoparticulas de plata se realizé
con base en el método de reduccién quimica. Se prepararon
200 ml de solucién de nitrato de plata (AgNO3) con una
concentraciéon de 0,001 M, y se calentaron hasta ebulliciéon
manteniendo agitacién constante; luego se agregaron 25 ml de
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10.

la solucién de citrato trisédico al 1% con agitacién vigorosa
hasta que la solucién alcanzé un color amarillo palido, tiempo
en el cual se retira la fuente de calor y se deja en agitacién
vigorosa hasta alcanzar la temperatura ambiente. Con dicho
proceso se obtienen semillas de nanoparticulas de plata.
Estabilizacién

En la solucién de semillas de plata se utilizan dos agentes
estabilizadores, lo que divide este método en dos diferentes
vias. En la primera se utiliza 4cido ascérbico y en la segunda
polietilenglicol PEG.

Con é4cido ascérbico. Se esperaba que con la solucién de 4cido
ascorbico las nanoparticulas de plata queden espaciadas entre
si. Para este paso se prepararon 20 ml de una solucién de acido
ascérbico (2,5x10-2M) en agua destilada bajo agitacién. A esta
solucién se le agregaron 200 pl de la solucién de semillas de
plata (Protocolo 1) a temperatura ambiente y se mezclé por
una hora. Este protocolo se denominé “A1”.

Con PEG. Con la mezcla de la solucién con PEG se
esperaba que este polimero sirviera de agente estabilizador al
separar las nanoparticulas y evitar su aglomeracion, de manera
que se lograra una activacién superficial y se alcanzara un
recubrimiento con este polimero. De esta manera, se llegaria a
un tamano de particula dptimo para esta aplicacion con niveles
controlados de cobertura superficial con una buena estabilidad
mecanica, quimica y térmica. Para este paso se tomaron 20 ml
de PEG y se mezclaron con 20 ml de la solucién de semillas de
plata usando agitacién por dos horas a temperatura ambiente;
al final del proceso la solucién tomo un color morado intenso.
Este ensayo se denomind “P17.

Protocolo 2

Se prepararon 200 ml de una solucién de AgNO3 con una
concentracion de 2,08 ml y se calent6 hasta ebullicién con
agitaciéon constante a reflujo para evitar la evaporacion del
solvente. A esta solucion se le agregaron, gota a gota, 17 ml de
citrato trisédico dihidratado con una concentraciéon del 1%,
y se dejé por 45 min a reflujo bajo agitacion. Posteriormente,
se dejo enfriar hasta temperatura ambiente con agitacién
constante. Con el anterior protocolo se obtuvieron semillas
de nanoparticulas de plata, las cuales fueron filtradas y
caracterizadas. A este protocolo se le nombré “semillas”.

Con 4cido ascorbico. Una solucién de 20 ml de 4cido ascérbico
se mezcla bajo agitacién con 200 pl de solucién de semillas
de plata (“Protocolo 2”) por un tiempo de una hora. Este
protocolo se llam¢6 “AA2”.

Con PEG. Se tomaron 20 ml de PEG y se mezclaron
bajo agitacién con 20 ml de la solucién de semillas de
nanoparticulas de plata (Protocolo 2), a temperatura ambiente
por un tiempo de dos horas. Este protocolo se denominé “P2”.
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Filtraciéon

Todas las muestras anteriores se realizaron por duplicado
y se depositaron en tubos falcén de 15 ml. Estas muestras
fueron ultrafiltradas en una membrana de ultrafiltracién de
5 kDa (Pellicon XL, biomax 50 ¢m2, Millipore). Luego
fueron centrifugadas por 10 min a 4000 rpm. Después de
la centrifugaciéon se extrajo el precipitado de 200 pl y se
obtuvieron alicuotas en recipientes de 1,5 ml y se almacenaron
a4°C.

Caracterizacion

Identificacién de la banda de la resonancia del plasmén

Con el fin de observar la absorcién en la regién ultravioleta-
visible (UV-Vis) del espectro electromagnético de las muestras
de AgNPs, se realizé un barrido desde 200 hasta 700 nm con
un espectrofotémetro de fluorescencia Biotek synergy H1 del
laboratorio de Bioprocesos de la Universidad de Antioquia,
utilizando como blanco una solucién de agua destilada.
Determinacién del tamano y la distribucién de tamano de
particula

La evaluacion del tamano y la distribucién de las
nanoparticulas se realiz6 por microscopia electrénica de
transmision (TEM), usando el equipo Tecnai G2 F20 de
FEI del Laboratorio de Equipo Microscopia Electrénica
de Transmisién de la Universidad de Antioquia. Como
pretratamiento de la muestra, a una fraccién de la dispersion
coloidal se le realizd un proceso de deshidratacién y de
desecacion de cualquier liquido que se encuentre en la muestra,
luego se deposité en una rejilla portamuestras para la toma
de las fotografias a escala nanométrica. Adicionalmente, un
analisis semicuantitativo de la composiciéon quimica de la
muestra se realizd por espectrometria de dispersion de energias
de rayos X (EDX) mediante el sistema acoplado al equipo de
TEM.

Ensayo de viabilidad celular y citotoxicidad

El ensayo para viabilidad celular se basa en la reduccién
metabélica del Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol (MTT) realizada por la enzima mitocondrial
succinato-deshidrogenasa en un compuesto coloreado de
color azul (formazan), lo cual permitié determinar la
funcionabilidad mitocondrial de las células tratadas. Este
método ha sido muy utilizado para medir supervivencia
y proliferacién celular. La cantidad de células vivas fue
proporcional a la cantidad de formazan producido. Este
método lo desarrollé Mosmann en 1983, y lo modificaron,
en 1986, Francois Denizot y Rita Lang . En este ensayo
se utilizaron como control fibroblastos humanos sin ningiin
aditivo. Las nanoparticulas de plata obtenidas en los diferentes
procesos se esterilizaron con UV por una hora, luego se
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pusieron en contacto con 50 000 células de fibroblastos por
pozo, por 24 h, con el fin de observar si a este tiempo se
observa citotoxicidad. Se realiz6 cada ensayo por triplicado, y
finalmente se midi6 la absorbancia a cada uno de los pozos y
se compar6 con el control para determinar la citotoxicidad y
la viabilidad celular. En la Tabla 1, con las letras A, B, C y
D se encuentran los protocolos en cada una de las filas. Los
numeros significan el nimero de repeticiones por ensayos que
se realizaron. El ensayo de viabilidad se llevé a cabo utilizando
el esquema que se presenta en la misma Tabla 1.

Tabla 1

Ensayo de viabilidad y posicién de los pozos

2 3 4 5 B

Cantral P1 {Polietilenglical«AghO, Pratocolo 1)

P2 (polietilengbcol+AghO, Protocalo 2) Al n;ngNO__—-i.cmn Ascdrbico Pratocolo 1)

AAZ [AgNO, +acido Ascorbico Profocolo 2) Semillas (AgNO,+Citrato Sodico)

g|lo|m|®»

Blani Vacio

Los resultados se expresardn como porcentaje (%) de células vivas,
segun la siguiente relacion (Ecuacién 1):
Densidad dptica de células tratadas

Células vivas = 100 (1
* Células vims Densidad dptica de células controal * M

Donde la densidad éptica es la medida de la absorbancia en el pozo,
las células tratadas son aquellas que estuvieron en contacto con las
nanoparticulas de plata producidas por los diferentes tratamientos y el
control son las células sin ningun tratamiento.

Resultados y discusion
Ldentificacion de la banda de plasmin

La espectroscopia de absorbancia UV-Vis es una técnica que se utiliza
en el estudio de nanoparticulas metalicas, ya que la longitud de onda
de la banda y el ancho de banda produce una huella espectral para cada
metal y varfa segun la forma y el tamano de la nanoparticula [10]. En
la Figura 1 se muestra el espectro de absorcién UV-Vis tomado a la
muestra de semillas del segundo protocolo, en la que se observa un pico
de absorbancia méximo alrededor de los 435 nm, correspondiente a la
resonancia de plasmén de las AgNDPs.
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Figura 1

Espectro de absorbancia UV-Vis para las semillas de plata, protocolo 2

La absorbancia de plasmén reportada en la literatura para coloides de
plata se encuentra en el intervalo de 400-450 nm y varfa dependiendo
de la forma, el tamafio, la dispersiéon y el método de sintesis [15].
Como se observa en la Figura 1, la muestra obtenida arrojo un méximo
de absorbancia aproximada de 435 nm que se encuentra en el rango
mencionado, lo que demuestra la presencia de nanoparticulas de plata y
éxito en el protocolo. Al observar el resultado en la caracterizacion UV-
Vis de Chowdhury et al. [12], en el cual obtienen un méximo pico de
absorbancia alrededor de los 430 nm, y comparado con el resultado que se
obtuvo en este trabajo, se confirma la presencia de AgNPs en este estudio.

0,450
04004
10,3504
0,300
absordties |
10,2001
015804
0,100 1
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0,000 +

*

-

*a
Tl o b el B R e e TR E R
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Longitud de onda (nmy)

Espectro de

Figura 2
absorbancia UV-Vis para las semillas de plata Protocolo

En la figura 2 se puede observar el resultado del espectro entregado por
el UV-Visen el cual no se observalabanda caracteristica de nanoparticulas
de plata cerca de los 430 nm. Esto debido a que en la sintesis no se
logré la particulacién del nitrato de plata, por lo cual no se obtuvieron
nanoparticulas de plata.
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Determinacion del tamasio y la distribucidn de tamanio de particula

Se le realizé caracterizacién TEM a tres muestras. La primera fue a
la muestra semilla del segundo protocolo, la cual antes habia arrojado
positivo en la prueba de absorbancia que se observa en la Figura 2.

(a)

Figura 2
(a) Espectro EDX; (b) Micrografia TEM para las semillas de plata Protocolo 2

En la Figura 2a se observa el espectro EDX, en el cual se evidencia
una gran presencia de plata (Ag), lo cual confirma que las nanoparticulas
efectivamente contienen este elemento, sin presencia signiﬁcativa de
oxigeno en relacién con la plata, por lo que se puede entender que
la plata no estd oxidada. En pequefias proporciones se observan otros
elementos como Fe, C, Cu y Si, cuya presencia puede ser debida a la
membrana que suspende la muestra, por lo que dichos elementos no
pertenecen a la muestra. En la micrografia (Figura 2b), se observan las
nanoparticulas de plata de tamafio nanométrico (<100 nm). En laimagen
se observan nanoparticulas cuasi esféricas de diferentes tamafos que van
desde menos de 5 nm a 40 nm, ideales para la funcién que se propone
en este trabajo: servir en el tratamiento del cdncer. Se observan espacios
entre la mayorfa de ellas, lo que puede dar indicios de la utilidad del
citrato de sodio tribésico dihidrato tanto como agente reductor como
agente estabilizador; no obstante, se presentan acumulaciones de algunas
particulas en islotes que se superponen, como se observa en la imagen
como nanoparticulas mds oscuras en escala de grises. Aunque algunas de
las nanoparticulas quedaron de tamafio muy pequefio para el propdsito
de este proyecto (menores de 10 nm), ya que segun la literatura es
bueno trabajar con un tamafo de particula de més de 10 nm para evitar
la permeabilidad en algunas membranas del cuerpo humano y evitar
citotoxicidad, se debe utilizar un posterior tamizaje a fin de obtener solo
las nanoparticulas de tamafo deseado (mayores de 10 nm) 9.

Las nanoparticulas obtenidas usando el Protocolo 2 que contiene
polietilenglicol, llamado “P2”, se muestran a continuacién en la Figura
3. En la Figura 3a el espectro EDX muestra la presencia de plata, pero
una proporcién mucho mis pronunciada de carbono que podria indicar
la presencia del polimero PEG; los otros elementos de nuevo se pueden
deber a la rejilla en la que se deposita la muestra. En la Figura 3b se
observa la imagen TEM de la muestra de semillas de plata (Protocolo
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2) con presencia del polimero PEG, en la cual se observa atn el patrén
de tamanos observado en la figura 2b, lo cual también puede evidenciar
que el PEG ha embebido las nanoparticulas de plata que era el objetivo
de usar dicho material en el protocolo de sintesis. Comparado con otros
estudios, se observa similitud en los resultados obtenidos en las imagenes
como lo muestra el de Muhammad et al. 16, en el que obtuvieron
nanoparticulas de plata funcionalizadas con PEG y metotexatre y un
promedio de tamanos de 15 nm; su coloracion es parecida a las obtenidas
en este trabajo. También se comparan los resultados con los obtenidos
por Bastos et al. [17], en los que compararon los resultados de las sintesis
con citrato de sodio y PEG; obtuvieron varios tamafos de particulas
dependiendo de la concentracidn de los reactivos (como se evidencié
en este trabajo). Al comparar las imdgenes obtenidas por microscopia
electrénica de transmisién de dicho trabajo con las obtenidas en este, se
observa una cantidad de islotes aglomerados de nanoparticulas de tamano
variable, tal como se observan en las figuras con PEG.

(a)

Figura 3
(a) Espectro EDX; (b) Micrografia TEM para las nanoparticulas de plata de P2

En la Figura 2 se observa el Protocolo 2, el cual se denominé
“semillas”. En este se utiliza el citrato trisédico con una concentracién
de 1% para realizar la doble funcién tanto como agente reductor como
estabilizador, de lo que se obtienen nanoparticulas de buen tamafio con
buena estabilizacién. En la Figura 3 se observa cémo el PEG se confirma
como buen agente estabilizador y ofrece un recubrimiento adicional para
el objetivo de este proyecto.

En la muestra que se trata del primer protocolo con presencia del
polimero PEG, llamado “P1”, se observa lo siguiente: en la Figura 4
se observa el resultado de la imagen TEM, en la cual se observa una
gran disminucién en el tamafio de las nanoparticulas en comparacién
con los resultados del Protocolo 2. Esto se puede deber a una mayor
concentraciéon de citrato trisddico y una menor concentracién de
AgNO3, lo que genera una mayor reduccién de las particulas. También
se notan distribuidas de forma homogénea y poco aglomeradas, por lo
que se puede pensar en que el PEG actta de buena manera como agente
estabilizador; asimismo, se notan unas grandes manchas sobre la superficie
que se cree que son del polimero. En esta prueba no fue posible realizar la
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prueba de EDX, ya que al material no se le pudo eliminar la humedad en
el proceso de preparacion, pues el PEG es un polimero de mayor densidad
que el agua y el equipo necesita que la muestra esté totalmente seca para
realizar dicho ensayo.

Total sagai

Figura 4
Micrografia TEM para las nanoparticulas de plata ensayo P2

Al revisar otros estudios como el realizado por Vlisceanu et al. [18], en
el cual desarrollaron una revisién exaustiva de la sintesis de nanparticulas
de plata y su posterior aplicacién en diferentes tumores cancerigenos, se
encontrd que el resultado que ellos obtuvieron se puede comparar con el
resultado de este proyecto, y que este resultado puede evaluar su potencial
como posible terapia para cancer de piel.

Ensayo bioldgico

Enla Tabla 2 se muestra el resultado de la viabilidad celular en porcentaje
comparado con el crecimiento de las células control, en el cual se observan
viabilidades celulares superiores al 100% debido a la proliferacién celular
que se dio durante las 24 horas de incubacién.

En la Tabla 3 se observa el resultado arrojado por la medicién de la
absorbancia en cada uno de los pozos y por triplicado de los tratamientos,
en los que se observa el control ubicado en la fila A, donde obtienen una
absorbanciade 0,3; al compararla con los otros tratamientos, no se observa
una diferencia significativa que pueda considerar un aumento o pérdida
de la viabilidad celular. Asi, se puede concluir que las nanoparticulas no
presentan una citotoxicidad con 24 horas de exposicion en fibroblastos
humanos. Ademds, en el ensayo no se observé contaminaciéon en los
cultivos celulares, por lo que se concluye que la esterilizacién por luz UV
fue efectiva para las nanoparticulas, ademas del supuesto de que ellas son
por si mismas antibacterianas. En el trabajo realizado por Chowdhury
et al. [12] evaluaron la viabilidad celular mediante MTT a diferentes
concentraciones de AgNPs y diferentes tiempos de exposicion hasta por
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72 h; en este trabajo se observé que un tiempo de exposicién mayor a
24 h aumenta la citotoxicidad de las nanoparticulas, ademds, que existe
una correlacién con la concentracién de estas. Al compararlos con los
resultados obtenidos en este trabajo se confirma que las nanoparticulas
no presentaron una citotoxicidad aparente en ninguna de las muestras,
debido a que la concentracién de nanoparticulas es baja y el tiempo de
exposicién no fue mayor a 24 h. Esto en razén a que la posible aplicacién
es para cincer de piel y la exposicién en tiempo es corta durante el
procedimiento médico. Esté resultado alienta mas la aplicacién de estas
nanoparticulas en el cincer de piel, ya que abre un abanico de aplicaciones
en las que se puede utilizar, por ejemplo, con la adicién de campos
electromagnéticos para generar hipertermia localizada.

Tabla2
Viabilidad celular en porcentaje

1

2 3 4 § 6

A 100 101,273885 110626025 179617834 113,375796 111464968
B 996815287  68.A4T133T6 117,51 5824 268,789809 109,55414 128,025478
C 120,700637 134076433 145,541401 185,66879 121,33758 101,592357
D

121019108 11,7834395 12 4203822 145681529 143312102 152866242

Tabla 3
Absorbancia en los pozos, ensayo MTT
1 2 3 4 5 B
A 0314 0,318 0,348 0,564 0,356 0,35
B 0313 0,215 10,369 0,544 0,344 0,402
c 0379 0421 0,457 0,583 0,381 0319
i} 0.038 0,037 0,039 0,047 0,045 0,048
Conclusiones

Los métodos utilizados por reduccién quimica para obtener
nanoparticulas de plata fueron efectivos, ya que al variar los pardmetros
de agente estabilizador y concentracién de nitrato de plata se obtienen
diferentes resultados en cuanto al tamano y la aglomeracién, entre otros.

En el primer protocolo, al utilizar como agente reductor el citrato
trisédico dihidrato y como agente estabilizador el PEG, se observé que
la relacién AgNO3 vs. agente reductor fue buena, ya que se obtuvieron
nanoparticulas cuasi esféricas, homogéneamente distribuidas y de tamano
nanométrico.

El segundo protocolo presenté mayor tamano de particula, aunque con
algunos aglomeramientos debido, principalmente, a la presencia del PEG.
Se confirmé la presencia de este polimero mediante EDX y con tamanos
aceptables para el objetivo del presente proyecto que es el cancer de piel.

En el ensayo de viabilidad celular no se observé un cambio significativo
en el porcentaje de los tratamientos con nanoparticulas de plata
comparado con el blanco, por lo que se concluye que las nanoparticulas
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no generan citotoxicidad en los fibroblastos humanos con una exposicién
a 24 horas.

Con respecto a la aglomeracion que se presenta en las muestras, se debe
disminuir el porcentaje de PEG en la muestra para mejorar la distribucién
de las nanoparticulas en la solucién.
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