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Resumen

El meduloblastoma (MB) es el tumor maligno del sistema nervioso central (SNC)
mas frecuente en la poblacion pediatrica, representando aproximadamente una
cuarta parte de todas las neoplasias intracraneales y cerca de la mitad de los
tumores de la fosa posterior. A pesar de que la supervivencia a cinco anos alcanza
alrededor del 75%, las secuelas neuroldgicas y cognitivas a largo plazo, asi como
la resistencia a los tratamientos farmacoldgicos, contindan siendo desafios
importantes en su manejo clinico. Sin embargo, los tratamientos actuales
(neurocirugia, radioterapia y quimioterapia) pueden presentar efectos adversos no
deseados en pacientes pediatricos. En respuesta a estas limitaciones, la
nanomedicina surge como un enfoque prometedor. Las nanoparticulas (NPs), por
sus propiedades fisico-quimicas unicas, permiten la liberacion dirigida de farmacos
y han demostrado actividad anticancerigena. Dentro de éstas, las nanoparticulas de
plata (AgNPs) tienen un destacado efecto proapoptotico y citotdxico. La sintesis
verde, que emplea extractos vegetales como agentes reductores y estabilizantes,
ha emergido como una alternativa ecolégica y eficaz. En sentido con lo anterior, en
el presente trabajo se generaron AgNPs conjugadas al extracto acuoso de /. stans,
se caracterizaron mediante UV-vis para determinar la cinética de formacion y se
corrobord con una banda especifica a los 450 nm correspondiente a las AgNPs. La
morfologia semiesférica se confirmé con microscopia electronica de transmisién
(TEM). Mediante espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) se
detectaron los grupos funcionales como OH, COOH, C=0, -O-y CN los cuales estas
asociados a la reduccién de los iones de plata. Asimismo, también se determino el
didmetro hidrodinamico que fue de 53.18 nm y 61.10 nm para las soluciones 1:5y
10:1 respectivamente, un indice de polidispersion de 22.85 % y 26.40%,
respectivamente, confirmando asi que ambas soluciones son monodispersas. Los
valores del potencial-Z fueron -19.53 mV y -16.25 mV, afirmando asi que ambas
soluciones son estables. Finalmente, se comprobd que el extracto acuoso presenta
una citotoxicidad similar a la ciclofosfamida, pero ambas soluciones de AgNP de /.
stans indujeron mayor citotoxicidad siendo la proporcion 10:1 la mas toxica.

Demostrando el posible potencial terapéutico de estas AgNPs.
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Abstract

Medulloblastoma (MB) is the most common malignant tumor of the central nervous
system (CNS) in the pediatric population, accounting for one quarter of all
intracranial neoplasms and nearly half of posterior fossa tumors. Although the five-
year survival rate reaches 75%, long-term neurological and cognitive sequelae,
together with drug resistance, remain significant challenges in its management.
Furthermore, current treatments (neurosurgery, radiotherapy, and chemotherapy)
may cause undesirable adverse effects in pediatric patients. In response to these
limitations, nanomedicine has emerged as a promising approach. Due to their unique
physicochemical properties, nanoparticles enable targeted drug delivery and have
demonstrated anticancer activity. Among them, silver nanoparticles (AgNPs) exhibit
a remarkable proapoptotic and cytotoxic effect. Traditionally, nanoparticle synthesis
has involved physical and chemical methods that can be costly and environmentally
harmful. Green synthesis, which employs plant extracts as reducing and stabilizing
agents, has emerged as an eco-friendly and efficient alternative. In this context, the
present study generated AgNPs conjugated with the aqueous extract of /. stans,
which were characterized by UV-Vis spectroscopy to determine formation kinetics,
corroborated by a specific absorption band at 450 nm corresponding to AgNPs. A
semi-spherical morphology was confirmed by TEM. FTIR analysis detected
functional groups such as OH, COOH, C=0, —O—-, and CN, which are associated
with the reduction of silver ions. Additionally, the hydrodynamic diameter was
determined to be 53.18 nm and 61.10 nm for the 1:5 and 10:1 solutions, respectively,
with polydispersity indices of 22.85% and 26.40%, confirming that both solutions are
monodisperse. The zeta potential values were —19.53 mV and -16.25 mV, indicating
that both solutions are stable. Finally, it was demonstrated that the aqueous extract
exhibits cytotoxicity similar to cyclophosphamide; however, both AQNP solutions of
I. stans induced greater cytotoxicity, with the 10:1 ratio being the most toxic, thereby

demonstrating the therapeutic potential of these AgNPs.



Abreviaturas

AgNOs: nitrato de plata

AgNPs: nanoparticulas de plata

DLS: dispersion dinamica de la luz

DMEM: Medio modificado Dubelcco Eagle

FTIR: espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier

Gy: Gray

MB: meduloblastoma

MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio bromuro
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PEG: polietilenglicol

SEM: microscopia electronica de barrido

SHH: "Sonic Hedgehog", proteinas hedgehog

SNC: sistema nervioso central
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UV-vis: espectrofotometria ultravioleta-visible

WNT: “Wingless-related integration site”, proteinas con sitios de integracién
a Wingless

XRD: difraccion de rayos X de polvo



1. Introduccion

1.1. Meduloblastoma

El meduloblastoma (MB) es el tumor maligno mas comun del sistema nervioso
central en pacientes pediatricos (Ostrom et al., 2018). Representa aproximadamente
una cuarta parte de todas las neoplasias intracraneales y cerca de la mitad de los
tumores localizados en la fosa posterior. Este tipo de cancer se presenta
principalmente en pacientes con una media de edad de 9 afios y un pico de incidencia
entre los 3 y 7 afos (Roberts et al., 1991), en casos raros, también puede
presentarse en adultos. Un 75% de los pacientes con MB, han alcanzado 5 afos de
supervivencia; sin embargo, la morbilidad relacionada con el tratamiento a largo
plazo sigue siendo un problema de gran importancia (King et al., 2018; Mulhern et
al., 2005; Olivier et al., 2019).

Este tipo de cancer fue descubierto en 1925, siendo considerado como un tipo de
glioma inusual generandose principalmente en el cerebelo de nifios (Bailey, 1925).
El tumor embrionario primitivo se creia que derivaba de un tipo celular no diferenciado
conocido como “meduloblasto”, se pensd que surgia alrededor del revestimiento
ependimario del cuarto ventriculo (Ferguson y Lesniak, 2005). En una clasificacion
moderna, el MB representa un tumor heterogéneo con multiples subtipos, que
comparte un fenotipo embrionario primitivo constituido por células tumorales
malignas, las que son controladas por la expresiéon de antigeno neuronal. Sin
embargo, el avance de la biologia gendmica ha permitido conocer mas a fondo la
clasificacion, asi como cambios significativos en el diagndstico patologico. La

clasificacion molecular de los grupos se encuentra descrita a continuacion.

1.2. Clasificacién molecular de los grupos de Meduloblastoma

1.2.1. Meduloblastoma WNT

Son tumores activados por “Wingless” (WNT), por lo que se caracterizan por la
expresion de genes de la ruta WNT; corresponden a un 10%-15% de los MBs
diagnosticados (Taylor et al., 2012). Este subtipo se presenta principalmente en

nifos de mayor edad (entre 7 y 14 afios), con una ligera predominancia en mujeres.
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En adultos, la prevalencia de este subtipo es de aproximadamente 15% (Remke et
al. 2011). Se generan cerca de la linea central, aunque también involucran el
pedunculo cerebeloso, tronco cerebral y sobresalen por el agujero de Luschka
(figura 1) (Patay et al., 2015).

1.2.2. Meduloblastoma SHH

Este subtipo de tumores son activados por la ruta Sonic Hedgehog (SHH), y
corresponden al 30% de los MBs diagnosticados. EI MB SHH puede presentarse en
pacientes mayores de 16 afios, y también en adultos, en los que este subtipo es el
predominante (Remke et al., 2011). Este subtipo puede generarse
predominantemente en el hemisferio cerebeloso pero también en el vermis

cerebeloso (figura 1).

1.2.3. Meduloblastoma no WNT/no SHH

Representan el subgrupo mas grande de los MBs, y comprende a los tumores G3 y
G4 en un 20% y 40% de todos los casos, respectivamente. Asimismo, se encuentra
con mas frecuencia en nifios; los G3 aproximadamente en un 45% en poblacion
infantil y los G4 se encuentran presentes en nifios de mayor edad, y los tumores no
WNT/no SHH se encuentran con menos frecuencia en adultos (Remke et al., 2011).
Pueden ubicarse en la linea central abarcando el cuarto ventriculo (tronco

encefalico) (figura 1).

SHH: se origina en los
hemisferios cerebelosos
a partir de células
precursoras granulares

WNT: se origina en tronco
encefalico dorsal a partir Grupo 3: se originan en el

vermis a partir de células

de células progenitoras
madre neuronales

neuronales

Figura 1. Ubicacion de los distintos grupos de MB en encéfalo (Modificado de Ray et al. 2021). Esquema
de la ubicacion de cada subgrupo de MB de acuerdo a su clasificacion molecular.



1.3. Tratamientos actuales para el meduloblastoma

1.3.1. Neurocirugia

La reseccion del tumor mejora el pronéstico y debe ser realizada por cirujanos con
experiencia para obtener un resultado éptimo. En casos donde existe hidrocefalia,
es necesario reducir la presién intracraneal mediante una tercera ventriculostomia
antes de llevar a cabo la reseccion quirurgica del tumor. Sin embargo, la
neurocirugia puede verse complicada por hemorragia, meningitis, inestabilidad
cervical y sindrome de la fosa posterior (dificultades para tragar, mutismo, ataxia

troncal e inestabilidad emocional) (Albright et al., 1996).

Debido a que la cirugia por si sola como tratamiento se asocia con una alta
incidencia de recurrencia (Hubbard et al., 1989; Ferrante et al., 1991), es preferible
usar una terapia complementaria como la radioterapia postoperatoria en pacientes

con enfermedad de riesgo promedio y de alto riesgo.

1.3.2. Radioterapia

De acuerdo a lo reportado en la literatura, la radioterapia debe comenzar a la quinta
semana posoperatoria, ya que se ha demostrado que el retraso en la aplicacion de
la radioterapia esta relacionado a un peor control local y prondstico no favorable
(Abacioglu et al., 2002). En este sentido, la relacién dosis-respuesta ya ha sido
establecida. Berry y cols (Berry et al.,, 1981) describieron que existe una
supervivencia libre de enfermedad (SLE) del 77% a los 10 afios cuando la radiacién
a la fosa posterior supera los 52 Gy. Por otro lado, Hubbard y cols (1989)
describieron una tasa de control de la enfermedad del 91% a 5 afos con dosis

superiores a 54 Gy, en comparacion con un 33% para dosis inferiores a 54 Gy.

Es importante mencionar que la radioterapia puede tener efectos secundarios, los
cuales incluyen comprometer el desarrollo neuroldgico e intelectual (Packer et al.,
1999). La dosis de radioterapia en pacientes de alto riesgo consiste en irradiacion
craneoespinal (36 Gy en 20 fracciones, con refuerzo a la fosa posterior de 19.8 Gy
en 11 fracciones), los pacientes con diseminaciéon metastasica espinal requieren de

dosis mas altas de irradiacion espinal (39.6 Gy en 22 fracciones). Actualmente, el
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tratamiento principal para pacientes mayores de 3 afos y menores de 18 afos
consiste en radioterapia de dosis reducida (23.4 Gy en 13 fracciones), con un
refuerzo a la fosa posterior de 32.4 Gy en 17 fracciones y administracion
concomitante de vincristina, seguida de quimioterapia adyuvante (lomustina,
cisplatino, vincristina), hasta un maximo de 8 ciclos (Brandes et al., 2015). Sin
embargo, para maximizar su eficacia se recomienda combinar con quimioterapia
para sensibilizar las células y asi volverlas mas vulnerables a los efectos de la

radioterapia.

1.3.3. Quimioterapia

La quimioterapia es parte del tratamiento en pacientes de alto riesgo. En pacientes
pediatricos se han utilizado diferentes esquemas de manera experimental en
ensayos clinicos, pero actualmente ninguno se considera estandar. En pacientes
adultos, los antineoplasicos mas utilizados son cisplatino, carboplatino, etopdsido y
ciclofosfamida (Bandes et al., 2012). También, los farmacos se pueden administrar
de manera directa por inyeccion de los antineoplasicos hacia liquido
cefalorraquideo, esto puede causar toxicidad neuroldgica debido al procedimiento
per se y a las propiedades fisicoquimicas del farmaco (Alba et al., 2011). No
obstante, las células cancerosas pueden desarrollar mecanismos que les permiten

sobrevivir a la quimioterapia, favoreciendo el desarrollo de la neoplasia maligna.

1.4. Resistencia a la quimioterapia de antineoplasicos

La resistencia a la quimioterapia es un mecanismo por la cual el medicamento
resulta ineficaz para controlar el tumor. Existen tres categorias basicas de
resistencia a la quimioterapia: cinética, bioquimica y farmacoldgica. La cinética
celular representa un problema particular en muchos tumores, ya que las células se
pueden encontrar en una fase de crecimiento en meseta, con una fraccion de
crecimiento pequefa. Las estrategias para superar la resistencia debido a la cinética
celular incluyen: reduccion del volumen tumoral mediante cirugia o radioterapia, el
uso de combinaciones que incluyan farmacos que afecten a poblaciones en reposo

(G0); y la programacion de los farmacos para evitar el escape de fase o para



sincronizar las poblaciones celulares y aumentar la eliminacion de células tumorales
(Markman et al., 2012).

Por otra parte, la resistencia desde el punto de vista bioquimico solo se entiende
parcialmente. Los mecanismos mas comunes de este tipo de resistencia incluyen la
incapacidad del tumor para convertir un farmaco en su forma activa, la inactivacion
del farmaco y la regularizacion al alza de los sistemas enzimaticos de reparacion
del tumor que pueden contrarrestar la accion del farmaco. Las células en esta
categoria de resistencia, pueden disminuir la captacion del farmaco, aumentar su
expulsion, modificar los niveles de expresion o la estructura del objetivo intracelular,
inactivacion del farmaco o incrementar la tasa de reparacion del ADN dafado
(Markman et al., 2012).

Otro ejemplo es la resistencia multidroga, también llamada resistencia pleiotropica
a farmacos, donde el tratamiento con uno de los agentes confiere resistencia no
solo a ese farmaco, sino también a otros. Este tipo de resistencia puede resultar de
un tumor con poco suministro de sangre, absorcion erratica del farmaco, excrecion
incrementada del farmaco e interaccion farmacolégica. Otro ejemplo de resistencia
farmacoldgica es el transporte deficiente de agentes hacia ciertos tejidos y células
tumorales. Como es el caso de los tumores del sistema nervioso central como el
meduloblastoma o aquellos que hacen metastasis, los cuales deben tratarse con
farmacos que permitan una concentracion antitumoral efectiva en el tejido cerebral
y que ademas sean eficaces contra el tipo de célula tumoral diana. En este sentido,
se han buscado nuevas estrategias que ofrezcan un disefio rapido, flexible,
econdmico y accesible, utilizando tecnologias actuales como lo es la
nanotecnologia, la cual, ha ofrecido herramientas prometedoras como agentes
terapéuticos (Markman et al., 2012). Es asi, como la medicina y la nanotecnologia
colaboran para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas, dando lugar a la

nanomedicina.

1.5. Nanomedicina

La palabra "nano” proviene del griego "nanos”, que significa enano. El tamafio de



una nanoparticula (NP) es una millonésima parte de un metro (10° m), y los
materiales con dimensiones nanométricas (1-100 nm) presentan una actividad
relevante en comparacion de su forma macroscépica (Perez et al., 2005). Las
diferencias en propiedades estructurales y fisicas de los atomos y moléculas de un
elemento se deben a sus caracteristicas fisicoquimicas y la relacion superficie-
volumen (Mody et al.,, 2010). Debido a sus propiedades optoeléctricas y
fisicoquimicas unicas, las nanoparticulas (NPs) son de particular interés para una
variedad de aplicaciones que incluyen sensores quimicos, catalizadores,
componentes electronicos, productos farmacéuticos, diagndstico por imagen (Choi
et al., 2015; Coccia et al., 2012; Cavanagh et al., 2010) y actividad microbiana (Nam

et al., 2015; Beyth et al., 2015) ademas de los fines mencionados anteriormente.

La investigacion sobre nanomedicina en terapias contra el cancer tiene como
propésito mejorar la administracion de farmacos, aumentar la eficacia del
tratamiento, reducir los efectos secundarios y superar la resistencia a los
medicamentos. A continuacion, se describen las nanoestructuras mas estudiadas

en este contexto.

1.5.1. Nanoparticulas basadas en lipidos (liposomas)

Son vesiculas basadas en lipidos que tienen la habilidad de transportar farmacos
en compartimiento acuoso o incrustadas en una bicapa lipidica. El transporte de
esos liposomas a células cancerosas casi siempre depende del direccionamiento
pasivo el cual se basa en la mejora del efecto de permeabilidad y retencion
mejoradas (EPR), para lo cual se necesita una vasculatura tumoral permeable
(Perche et al., 2013). Por otra parte, existen algunos liposomas con adicion de
ligandos de direccionamiento como el anticuerpo monoclonal (mAb) 2C5 con
doxorrubicina (Torchilin et al., 2010) y el mAb anti-HER2 con paclitaxel (Yang et al.,
2007), los cuales aun estan en fase preclinica. También, se ha reportado avance en
el disefio de liposomas con la adicion de polietilenglicol (PEG), lo que favorece el
tiempo en circulacién, asi como otros que implementan estrategias de liberacion
controlada del farmaco una vez internalizado en la célula, como la liberacion de

farmacos en liposomas en condiciones de hipertemia, la cual ya esta en ensayos de
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fase Ill (Markman et al., 2012).

1.5.2. Nanoparticulas basadas en polimeros y micelas

Las NPs poliméricas tienen la capacidad de unirse covalentemente o de encapsular
moléculas terapéuticas. Se pueden utilizar polimeros sintéticos y/o naturales que
sean biodegradables. El proceso de formacion es espontaneo como en el caso de
las micelas o mediante técnicas de emulsion como gotas de tamafio nanométrico.
En el interior de la micela se presenta un nucleo hidrofébico ideal para farmacos no
polares que puedan ser liberados de manera controlada. En el caso de los polimeros
solubles en agua, estos pueden unirse covalentemente para aumentar el tiempo en
circulacién y limitar la toxicidad en tejidos normales (Hu et al., 2012; Minko et al.,
2005), algunos han sido mejorados mediante la adicion de PEG para evitar la
opsonizacion y aumentar el tiempo en circulacion, el uso de ligandos de
direccionamiento, asi como de conjugados poliméricos sensibles al pH o
hipodérmicos. Actualmente el poli D,L-lactida (PLA) y el poli D,L-lactida-co-cligolida
(PLGA), son polimeros nanométricos biodegradables que se emplean en la sintesis
de nanomedicinas aprobadas por la Administracion de Alimentos y Medicamentos

(FDA) aunque algunos aun estan en ensayos clinicos (Markman et al., 2012).

1.5.3. Dendrimeros

Los dendrimeros son NPs globulares de polimeros ramificados que se caracterizan
por tener un nucleo central, ramas de unidades repetidas y una capa exterior de
grupos funcionales multivalentes. Estos grupos funcionales pueden interactuar
electrostaticamente con moléculas polares cargadas, mientras que las cavidades
internas hidrofdbicas pueden transportar moléculas no cargadas y no polares por
diversas interacciones. Ademas, los grupos funcionales externos también permiten
la liberacion controlada del farmaco mediante modificaciones que Unicamente se
activan en determinado pH o en presencia de enzimas especificas, aunque también
se pueden usar moléculas de direccionamiento como el péptido RGD o anticuerpos
monoclonales. Los dendrimeros de copolimeros de poli (acido glutamico)-b-

poli(fenilalanina), también pueden autoensamblarse en micelas para transportar
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farmacos en su nucleo. El transporte mediante la unién covalente con farmacos
hidrofébicos como doxorrubicina y paclitaxel se emplean actualmente para el
tratamiento de cancer de mama, pulmén y cancer pancreatico avanzado (Hu et al.,
2012; Mattheolabakis et al., 2012; Lim et al., 2012; Fabbro et al., 2012).

1.5.4. Nanoparticulas basadas en carbono

Son conocidas también como nanotubos y tienen la capacidad de entrar en las
células mediante una “penetracion tipo aguja” y liberar las moléculas directamente
en el citoplasma. Este tipo de NPs cuentan con una gran superficie que permite
numerosos sitios de union para posibles ligandos de direccionamiento, asi como
una cavidad que puede albergar agentes terapéuticos o de diagndstico. Se ha
descrito que presentan una conductividad eléctrica y térmica, lo que podria ser
funcional en aplicaciones futuras de terapia contra el cancer, como las ablaciones
térmicas. Sus caracteristicas como la longitud y el diametro de estos nanotubos son
factores cruciales para evitar el efecto inflamatorio, siendo mas deseables los
nanotubos mas pequefios y gruesos tomando en cuenta también Ila
biodegradabilidad. Algunos enfoques actuales relacionados con los nanotubos
incluyen la incorporacién de farmacos como doxorrubicina y paclitaxel, acidos
nucleicos como oligonucledtidos antisentido y ARN interferente corto (SiRNA)
(Fabbro et al., 2012) y el uso de nanotubos como agentes de contraste de imagenes.
Sin embargo, no se han iniciado ensayos clinicos con nanotubos de carbono para
el tratamiento del cancer, principalmente debido a su posible toxicidad y su similitud

con las fibras de asbesto (Matteolabakis et al., 2012).

1.5.5. Nanoparticulas magnéticas y metalicas

Las NPs metalicas pueden utilizarse para transportar moléculas pequeinas, como
proteinas, ADN o ARN. La carga terapéutica puede liberarse del conjugado gracias
a sus propiedades foto-fisicas. Los farmacos usados pueden unirse faciimente
mediante enlaces idnicos o covalentes, 0 a través de la adhesion, algunos se
pueden unir a PEG en la superficie de las NPs metdlicas para aumentar su
estabilidad y tiempo de circulacién, ademas de otros agentes de direccionamiento

(Webster et al., 2013). Actualmente, se estan llevando a cabo ensayos clinicos de
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fase | que utiliza el factor de necrosis tumoral a (TNFa) unido a oro coloidal para
tratar tumores sélidos avanzados como sarcomas y melanomas (Libutti et al., 2010).
También existen las NPs superparamagnéticas de 6xido de hierro (FesO4) que
requieren del uso de hipertermia local o estrategias de oscilacion para liberar los
farmacos conjugados o campos magnéticos para guiar el farmaco hacia el area
objetivo dentro del cuerpo. Actualmente su uso clinico no se comprende del todo,
pero existe investigacion para su uso en imagenes y teranostica (diagnostico y

terapia) (Bhattacharyya et al., 2011).

Dentro del grupo de los metales, el oro, el platino y la plata se han utilizado en
cosméticos y productos farmacéuticos, y NPs de selenio (Kheradmand et al., 2014),
cobre (Ramyadevi et al., 2012), hierro y oxido de zinc (Sirelkhatim et al., 2015)
también se han utilizado en aplicaciones antimicrobianas, cosméticos y tratamientos

médicos.

Actualmente, la generacion de NPs usando agentes biologicos esta siendo mas
atractiva como alternativa a los métodos tradicionales de generacion de NPs. Este
proceso se conoce como sintesis verde, el cual se basa en la quimica verde,
empleando bacterias, hongos, actinomicetos, levaduras y algas (Li et al., 2011;
Mukherjee et al., 2001) y plantas (Mittal et al., 2013; Iravani, 2011). Esta ultima
metodologia ofrece un método ecoldgico, limpio, no téxico y econémico que permite
producir NPs con diferentes formas, tamafios y morfologias (Mohanpuria et al.,
2008). De esta manera, este procedimiento puede generar mejores tamafios y
formas de NPs metalicas en comparacién con algunos métodos fisicoquimicos
utilizados en la produccién (Raveendran et al., 2003). Es importante mencionar que
la sintesis de NPs a partir de extractos vegetales tiene ventajas frente al uso de
microorganismos, ya que no requiere multiples procedimientos, como el aislamiento
del organismo, la identificacion, optimizacion del crecimiento, la preparacion de

cultivos y su mantenimiento.

1.6. Sintesis verde de nanoparticulas

Tradicionalmente, las nanoparticulas de plata (AgNPs) se han sintetizado mediante
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métodos fisicos y quimicos, como son los enfoques de reduccién electroquimica y
fotoquimica/quimica. Sin embargo, muchos de estos métodos implican numerosos
pasos, un consumo de energia considerable, una conversion limitada de material,
procesos de purificacion complejos y el uso de productos quimicos peligrosos. El
proceso de sintesis quimica también puede introducir especies quimicas dafinas en
la superficie de las NPs, lo que podria tener efectos adversos. Con el propésito de
abordar estas limitaciones ha surgido un proceso novedoso para la sintesis de NPs,
llamada “sintesis verde” considerada una alternativa sostenible, promoviendo el uso
de materiales y procesos ecoldgicos. La sintesis verde de NPs se basa en el uso de
extractos de especies vegetales (con potencial terapéutico) obtenidas a partir de

raices, frutas, hojas, cascaras entre otras regiones de la planta.
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Figura 2. Generacion de nanoparticulas por “sintesis verde”. Las nanoparticulas se forman a partir de
entidades mas pequefias, como la unién de atomos, moléculas y particulas mas pequefias. De esta manera,
una vez ya aglomeradas las nanopatrticulas sintetizadas se recubren y estabilizan mediante la reduccion de Ag*
por compuestos fitoquimicos.

La generacion de NPs por quimica verde requiere de tres elementos, un precursor
para las NPs metalicas, un agente reductor y un agente capeante o estabilizador.
Para el caso especial de las AgNPs usando quimica verde, se emplea el nitrato de

plata (AgNO3) como precursor metalico, y los fitoquimicos presentes en el extracto
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vegetal como agentes reductores y estabilizadores. La variacién de la composicién
y la concentracion de los agentes reductores en los extractos vegetales es
responsable de la sintesis de NPs con diferente tamafio, forma y morfologia (Lee et
al., 2016; Dhand et al., 2016). Los extractos vegetales contienen fitoquimicos
(alcaloides, flavonoides, proteinas, polisacaridos, celulosa y compuestos fendlicos)
y metabolitos secundarios, que se utilizan para la sintesis de NPs (Kuppusamy et
al. 2015; Mata et al. 2016; Patil et al. 2012). Las moléculas presentes en el extracto
permiten reducir a los atomos de plata permitiendo la formacién de AgNPs (Akhtar
et al., 2024).

La oxidacién del grupo hidroxilo de los polisacaridos a grupo carboxilo esta
probablemente involucrada en la reduccidn de los iones metalicos para producir NPs
metalicas (Park et al., 2016). La activacién inicial de los iones metalicos desde su
estado de oxidacion mono o divalente hasta el estado cero y la nucleacion de los
atomos metalicos reducidos (Malik et al., 2014). De esta manera, la nanoparticula
se agrega para formar una variedad de formas, como esferas, cubos, varillas,
hexagonales, triangulos, pentagonos y alambres (Akhtar et al., 2013; Naraginti et
al., 2016). Aunado a esto, se ha reportado que, al cambiar parametros de sintesis,
incluyendo el pH, la temperatura, la concentracion de la sal metalica, la
concentracion del extracto vegetal y el tiempo de reaccidn se han observado
diferencias en tamano y forma (Mittal et al., 2013; Shah et al., 2015; Ghaffari y Hadi,
2014).

1.6.1. Caracterizaciéon de nanoparticulas

Actualmente existen diversas técnicas empleadas en la caracterizacion de NPs. Sin
embargo, el cambio de color de la solucidn es la primera indicacion cualitativa de la
sintesis de NPs. El cambio de color caracteristico de amarillo a marron para las
AgNPs (Poinern, 2014; Kuppusamy et al., 2015) y de amarillo a rojo intenso o
purpura para las AuNPs (Lee et al., 2016; Malik et al., 2014) debido a la vibracion
del plasmodn superficial. Dado que las NPs pueden diferir en tamafio y forma, estos
son parametros usados para su caracterizacion y sus aplicaciones. En este sentido,

las técnicas generalmente usadas en la caracterizacion incluyen la
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espectrofotometria ultravioleta-visible (UV-vis), dispersion dinamica de la luz (DLS),
microscopia electronica de barrido (SEM), microscopia electrénica de transmision
(TEM), espectroscopia de rayos X de dispersion de energia (EDX), difraccion de
rayos X de polvo (XRD), espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
(FTIR), microscopia de fuerza atomica (AFM), analisis del tamafio de particula

(PSA) y medicion del potencial Zeta.

El espectrofotometro UV-vis cubre el rango ultravioleta (190 a 380 nm) y el rango
visible (380 a 800 nm); se emplea rutinariamente para comprobar la formacion de
NPs, especificamente para la caracterizacion de NPs de rango 2 a 100 nm, donde
se usan longitudes de onda de luz comprendidas entre 300 y 800 nm (Poinerm,
2014). Dichas longitudes de onda caracteristicas de absorcion espectrofotométrica
se encuentran entre 400-450 nm para las AgNPs (Kuppusamy et al., 2015; Banerjee
et al., 2014) y entre 500-550 nm para las AuNPs (MubarakAli et al., 2011; Singh y
Srivastava, 2015). La técnica de dispersion de la luz (DLS) se utiliza para cuantificar
las cargas superficiales y la distribucidn de tamaros de las NPs suspendidas en un

liquido (Tomaszewska et al., 2013; Patra et al., 2015).

Por otra parte, las técnicas basadas en microscopia (SEM, TEM y AFM) se aplican
ampliamente para visualizar el tamafio y forma de las NPs sintetizadas. TEM se usa
para conocer la distribuciéon de tamafo y forma (Klekotko et al., 2015; Ahmed y
Ikram, 2015), SEM se emplea para determinar la morfologia de NPs (Kuppusamy et
al., 2015; Dhamecha et al., 2010), mientras que la técnica de difraccién de rayos X
(XRD) se utiliza para identificar el patrén de difraccion y la estructura cristalina de
las NPs (Nakkala et al., 2016; Verma et al., 2016). Usando la reflexion de Bragg de
las AgNPs mediante XRD se permite dilucidar su caracterizacién y los planos
cristalograficos especificos para las AgNPs. De la misma manera, el andlisis del
tamano de la particula puede saberse mediante TEM y DLS (Tomaszewska et al.,
2013; Patra et al., 2015; Hoshyar et al., 2016; Dubey et al., 2010). Otra técnica
utilizada para la caracterizaciéon de NPs es la FTIR. FTIR se emplea para conocer
los grupos funcionales del extracto vegetal involucrados en la reduccién de las sales
(nitrato de plata) hacia su forma nanocristalina (Pugazhendhi et al., 2016; Geetha et

al., 2013; Philip y Unni, 2011). Finalmente, el analisis del potencial zeta proporciona
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informacion sobre las cargas superficiales de las NPs, lo que afecta su estabilidad
coloidal (Dubbey et al., 2010).

1.7. Uso potencial de las nanoparticulas (NPs) metalicas en el

tratamiento en cancer

Las aplicaciones de las NPs, ademas del transporte de farmacos, incluyen la
obtencion de imagenes. Diversos estudios han atribuido la amplia aplicacion de
diversas NPs metalicas en las técnicas de imagen gracias a sus propiedades
plasmoénicas (Lindquist et al., 2012; Zhang et al., 2008). La aplicacién de NPs
supermagnéticas de oxido de hierro supera la baja sensibilidad de la resonancia
magnética al aumentar el contraste de las imagenes magnéticas (Mcateer et al.,
2012).

Otra aplicacion de las NPs es la deteccion bioldgica (biosensing), ya que las NPs
pueden también ser implementadas como sensores para moléculas quimicas y
biolégicas (Peng et al., 2011). Por ejemplo, en presencia de metales pesados,
toxinas de hongos, y microbios en agua, asi como el valor nutrimental de los granos
pueden ser detectados y estimados usando NPs (Selid et al., 2009; Koren et al.,
2015). Las NPs metalicas poseen propiedades como la resonancia plasménica
superficial que permite a los electrones oscilar inducida por cierta longitud de onda.
Esta oscilacion es dependiente del tamafio de la particula, forma, y constante
dieléctrica (Kelly et al., 2003). La alteracion en la oscilacion y el color permite un

reconocimiento visual de los cambios en el entorno.

El método mayormente utilizado y funcional para la potenciar los efectos de las NPs
es la conjugacion con extractos de plantas, ya que algunos metabolitos facilitan la
reduccion de iones de plata, cobre, oro y otros metales que favorecen el éxito de
sintesis, ademas de ser de bajo costo. Se ha demostrado que estos métodos
bioldégicos son menos toxicos y, por lo tanto, mas biocompatibles y amigables con el
medioambiente (“sintesis verde”). Sin embargo, el potencial uso de extractos de

plantas como constituyentes para la sintesis de NPs aun esta en desarrollo, y el
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descubrimiento de nuevas clases de agentes terapéuticos con su blanco tumoral

debe representar una biocompatibilidad y eficacia alta (Blassam et al., 2018).

1.8. El uso de extractos vegetales como agentes reductores para la

formacién de nanoparticulas

En la sintesis de AgNPs por reduccién reduccidon usando extractos vegetales, se ha
reportado que el extracto acuoso de semillas de Vigna radiata redujo iones de plata
a AgNPs a temperatura ambiente, obteniéndose particulas esféricas con tamafos
que varian de 5 a 30 nm (Choudhary et al., 2016). Sudhakar y cols lograron sintetizar
AgNPs de forma esférica con diferentes tamanos utilizando extracto de rizoma de

Acorus calamus (Sudhakar et al., 2015).

Asimismo, se ha reportado que el extracto de hoja de Anisomeles indica redujo los
iones de plata a AgNPs esféricas de 50 a 100 nm en 10 minutos a temperatura
ambiente (Govindarajan et al., 2016), y que el extracto de hojas de Azadirachta
indica se utilizé para la sintesis de AgNPs con un tamaio promedio de 34 nm a una
forma esférica (Ahmed et al., 2016). Krithiga y cols (2015) emplearon extracto de
hoja de Clitora ternatea y Solanum nigrum para la sintesis de AgNPs registrando
NPs esféricas de 20 y 28 nm, respectivamente. Ademas, se demostrd que a medida
que aumenta la temperatura de reaccién también aumenta la velocidad de sintesis.
Estudios sobre pH sugieren que la formacion de NPs se suprime en condiciones
acidas y se favorece en condiciones basicas (Krithiga et al., 2015). En otro estudio
donde usaron hoja de Lantana camara para sintesis de AgQNPs se pudo obtener NPs
homogéneas de 20 a 34 nm a temperatura ambiente en 10 minutos, de la misma
manera reportaron que a medida que la concentracion del extracto vegetal
disminuye el tamano de las AgNPs también (Ajitha et al., 2015). Aunado a esto, se
reportd que se obtuvieron NPs esféricas de plata de 5-15 nm utilizando extracto de
hoja de Salvinia molesta (Verma et al., 2016). El extracto de hoja de Terminalia
arjuna se utilizé para la biorreduccion econdémica de iones de plata sin necesidad
de un catalizador ni control de temperatura (Ahmed y lkram, 2015), en otro estudio

se informd que un extracto de Tinospora cordifolia permitio la produccion de AgNPs
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de 30 nm (Selvam et al., 2016). En resumen, estd ampliamente reportada la
obtencion de AgNPs a partir de diversas especies vegetales, asi como de diferentes

partes de la misma.

1.9. La citotoxicidad de las NPs en la actividad cancerigena

Pocos estudios se han realizado con la intencion de dilucidar la actividad citotoxica
de las NPs en células cancerosas, algunos de estos estudios se han llevado a cabo
en células cancerosas de pulmén (A549) (Ahamed, 2011; Hsiao y Huang, 2011;
Jugan et al., 2012; Lankoff etal., 2012; Lee et al., 2011; Valodkar et al., 2011). De la
misma manera, en otro estudio realizado por Blassan y colaboradores (2018)
demostraron que las NPs inducen una respuesta apoptética en una linea celular de
mama (MCF-7).

1.10. La citotoxicidad de las AgNPs en la actividad anticancerigena

Actualmente los pocos proyectos de investigacion descritos donde se ha evaluado
la citotoxicidad de AgNPs en células tumorales, muchos describen como resultado
cambios en la actividad mitocondrial que favorecen la apoptosis celular (Anjum et
al., 2021; Zhao et al., 2018; Jian et al., 2013; Mohammadinejad et al., 2017; De
Mateis et al., 2018), asociado al estrés oxidativo (Ahamed et al., 2016; Seo et al.,
2011); adicionalmente, la pérdida del potencial de membrana mitocondrial (Ahmad
et al., 2018; Banik et al., 2018; Liu et al., 2021; Tian et al., 2020; Sharma et al., 2013)
e incluso arresto del ciclo celular (Banik et al., 2018). Es importante mencionar que
el uso de lineas celulares es de gran importancia para la evaluacion de NPs en

cancer ya que son un modelo factible para estas condiciones.

1.11. El extracto de Ipomoea stans como agente terapéutico

Ipomoea stans pertenece a la familia Convolvulaceae, en la que se encuentran un
gran numero de especies ornamentales, medicinales y nutricionales en México. Una
de las especies de gran importancia en México por su uso en la medicina tradicional

es la especie Ipomoea stans Cav., conocida como “tumbavaqueros™ debido a sus
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efectos en el sistema nervioso central. Algunos estudios han demostrado que
presenta un potencial efecto como agente anticonvulsionante, sedante, laxante,
abortivo, hipotensor e incluso se ha explorado su uso en el tratamiento de trastornos

renales (Argueta et al., 1994).

Asimismo, se han descrito las actividades de las resinas glicosiladas jalapina y
convolvulina identificadas a partir de extractos alcohdlicos liquidos, aunque también
el extracto del. stans puede encontrarse en forma de una resina cruda obtenida a
partir de la raiz seca. Estas resinas glicosiladas han sido descritas como citotoxicas
(Reynolds et al., 1995; Ledn et al., 2004). Ledn y colaboradores en 2016 demostraron
que compuestos jalapindlicos indujeron citotoxicidad en lineas celulares de cancer,
especificamente el compuesto 1 (identificado asi por los autores) mostré un efecto
antiproliferativo en células de glioma C6 (CCL-107) y glioma de rata (RG2). No obstante,
la informacion existente sobre la actividad citotoxica en células (in vitro) es muy
escasa, y de acuerdo al Centro Nacional para la Informacion Biotecnologica (NCBI,
por sus siglas en inglés) aun no existen registros de experimentacién sobre algun

tipo de meduloblastoma.
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2. Planteamiento del problema

El meduloblastoma, considerado el tumor maligno de SNC mas frecuente en la
poblacién pediatrica y a pesar de que las tasas de supervivencia global a cinco afios
alcanzan el 75%; la morbilidad a largo plazo relacionada con los tratamientos
continua siendo un desafio significativo, ya que las actuales opciones terapéuticas,
como la cirugia, la radioterapia y la quimioterapia, presentan limitaciones debido a
los efectos secundarios severos, las recurrencias tumorales y la resistencia
farmacolégica que caracteriza a las células tumorales del meduloblastoma. Esta
resistencia incluye mecanismos de resistencia cinética, bioquimica y farmacoldgica,
lo cual dificulta la efectividad de los farmacos antineoplasicos tradicionales. La
busqueda de estrategias alternativas y complementarias para superar estas
limitaciones ha impulsado el desarrollo de nuevas aproximaciones terapéuticas,
como la nanomedicina. Las NPs, por sus propiedades fisico-quimicas unicas y su
capacidad para transportar farmacos de manera dirigida, se han posicionado como
herramientas prometedoras en el tratamiento y diagnéstico del cancer. De manera
particular, la sintesis verde de NPs, utilizando extractos vegetales como agentes
reductores y estabilizantes, ofrece un método ecoldgico, econdmico y eficiente para
la produccién de NPs con diversas formas, tamafios y propiedades. Se ha
demostrado que los extractos vegetales de diversas especies, son capaces de
generar AgNPs con actividad citotdxica y potencial terapéutico frente a células
cancerigenas. A pesar de estos avances, la informacién sobre la citotoxicidad y la
actividad anticancerigena de extractos vegetales especificos y las NPs generadas
a partir de ellos en modelos de meduloblastoma sigue siendo limitada. El extracto
de Ipomoea stans ha demostrado potencial citotoxico en lineas celulares de glioma,
no existen estudios previos que evaluen su efecto sobre células de meduloblastoma.
Por lo tanto, existe una necesidad urgente de investigar nuevas alternativas
terapéuticas que integren estrategias de nanomedicina y extractos vegetales para
superar la resistencia farmacoldgica y los efectos adversos de las terapias
convencionales, con enfoque a mejorar la eficacia y seguridad en el tratamiento del

meduloblastoma.
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3. Justificacion

El meduloblastoma es el tumor maligno del SNC mas comun en la poblacion
pediatrica y representa un desafio significativo en términos de diagndstico,
tratamiento y prondstico. Aunque los avances en la cirugia, radioterapia y
quimioterapia han incrementado las tasas de supervivencia, los efectos secundarios
a largo plazo y la aparicion de resistencia farmacolégica continuan limitando la
eficacia de las terapias actuales. Este escenario plantea la necesidad de explorar
nuevas estrategias terapéuticas mas eficaces, seguras y especificas para el
tratamiento de este tipo de tumor. La nanomedicina surge como una alternativa
prometedora para superar las limitaciones de las terapias convencionales. Las NPs,
por sus propiedades fisico-quimicas y su capacidad de liberacién dirigida de
farmacos, ofrecen ventajas significativas en la mejora de la eficacia y la reduccién
de los efectos adversos. Particularmente, las AgNPs han demostrado efectos
citotoxicos y proapoptoticos en diversos tipos de células cancerosas. Sin embargo,
su obtencion mediante métodos fisico-quimicos tradicionales conlleva el uso de
reactivos toxicos y procesos complejos. Por ello, la “sintesis verde” de NPs,
mediante el uso de extractos vegetales como agentes reductores y estabilizantes,
representa un enfoque sostenible y respetuoso con el medio ambiente. En este
sentido, el estudio del extracto de /. stans, utilizada en la medicina tradicional
mexicana con propiedades farmacoldgicas demostradas, podria ofrecer resultados
innovadores. La evaluacion de la citotoxicidad y el efecto proapoptoético de las
AgNPs obtenidas a partir del extracto de /. stans sobre células de meduloblastoma
contribuira significativamente al conocimiento de terapias basadas en nanomedicina
y compuestos vegetales. Ademas, aportara evidencia sobre la posibilidad de utilizar
extractos vegetales para el desarrollo de tratamientos menos toxicos y mas eficaces,
con el potencial de mejorar la calidad de vida de los pacientes con meduloblastoma.
Por lo tanto, este estudio no solo responde a la necesidad de explorar alternativas
terapéuticas frente a la resistencia farmacoldgica del meduloblastoma, sino que
también contribuye al desarrollo de la nanotecnologia sustentable y la medicina

personalizada, fortaleciendo la interseccion entre la biotecnologia y la oncologia.
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4. Hipétesis

HO: Las AgNPs conjugadas al extracto acuoso de /. stans inducirdan un efecto

citotdoxico en la linea celular de meduloblastoma.

H1: Las AgNPs conjugadas al extracto acuoso de /. stans no induciran un efecto

citotdxico en la linea celular de meduloblastoma.

5. Objetivos

5.1. Objetivo general

e Evaluar la citotoxicidad de AgNPs conjugadas al extracto acuoso de /. stans

en la linea celular meduloblastoma (Daoy).
5.2. Objetivos especificos

e Obtener el extracto acuoso de [. stans, sintetizar y caracterizar las AgNPs
mediante UV-vis, TEM, FTIR, EDS y DLS

e Evaluar la viabilidad de la linea celular Daoy de meduloblastoma en

presencia del extracto acuoso de /. stans mediante ensayo MTT.

e Evaluar la viabilidad de la linea celular Daoy de meduloblastoma con las

AgNPs conjugadas al extracto acuoso de /. stans mediante ensayos MTT.
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6. Materiales y métodos

6.1 Materiales

6.1.1 Equipos

Tabla 1: Equipo y material utilizado para el cultivo celular, sintesis y la caracterizaciéon de NPs.
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6.1.2 Materiales consumibles

Tabla 2: Materiales consumibles usados en el cultivo celular, sintesis y caracterizacién de NPs

6.1.3 Reactivos

Tabla 3: Reactivos usados en los ensayos MTT y cultivo celular




6.2 Metodologia

La primera etapa metodologica incluyo la obtencion del extracto acuoso de /. stans,

posteriormente la sintesis de las AgNPs a partir del mismo extracto mediante el
método de sintesis verde. Finalmente fueron caracterizadas mediante UV-vis,
microscopia electronica de transmision (TEM) y espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FTIR), espectroscopia de Rayos X por dispersion de
energia (EDS) y dispersién dinamica de luz (DLS) como se describe en la Figura 3.

Obtgncién del extracto acuoso de I. stans

1.g del pulverizado (>
en 100 mL de dH:0

| (‘/, - 4 ]
Colecta de /. stans Lavadoy Pulverizacion Infusmn Filtracién Extracto :acuoso AgNOs0.1 mM
Polotitlan de la desecacion de la 5 min. de ebullicion y 1-usando un pepelfikro N. 4 stans
ilustracion, Edo. Méx. falz agitado constante e

“Sintesis verde” de las AgNPs

Caracterizacion de AgNPs

. Microscopio electronico de  Espectrometro infrarrojo de Difractometro de polvos Difractometro de luz dinamica
E’mvgg;gge;":i clzja‘i o tr':nsmmon Fourier Composicién elemental Diametro
P P Morfologia y distribucion Grupos funcionales . polidispersion

Figura 3. Obtencion del extracto de I. stans, “sintesis verde” de AgNPs, conjugacion de AgNP-I. stans y
su caracterizacion. Esquema del proceso de la colecta y preparacion del material vegetal, obtenciéon de la
infusién, generacion de las AgNP-I.stans y su caracterizaciéon mediante UV-vis para conocer sus propiedades
opticas, TEM para morfologia y distribucion, FTIR para identificar grupos funcionales, EDS para determinar su
composicién elemental y finalmente, DLS para saber que diametro e indice de polidispersion presentaron las
soluciones de AgNP-I.stans 1:5 y 10:1. El extracto acuoso también fue analizado y considerado como control.
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6.1. Obtencién del extracto acuoso de I. stans

Para la sintesis de NPs de plata, primero se obtuvo el extracto acuoso. La raiz de /.
stans (figura 3), se colectd durante los meses de septiembre y octubre en Polotitlan
de la llustracion, Estado de Meéxico, municipio colindante con los estados de
Querétaro e Hidalgo. La planta fue identificada en el Herbario HUMO-CIByC, a la

cual se le asignoé el folio 28952 (figura 4).

(z““u‘
e

Figura 4. Ejemplar de I. stans (izquierda) y su raiz (derecha). La especie vegetal fue identificada y colectada,
unicamente se utilizé la raiz la cual fue lavada y desecada. Posteriormente se pulverizd para obtener un polvo
fino que se utilizé para la obtencién de la infusion.

La raiz se cortd en fragmentos de aproximadamente 3 cm, posteriormente se lavaron
tres veces con agua destilada y se dejaron secar a temperatura del lugar y oscuridad
durante 15 dias. Una vez pasado el tiempo, la raiz se pulverizé con un molino manual
para obtener particulas finas de aproximadamente 3 mm y se almacend en bolsas
de plastico en un lugar seco y sin exposicion a la luz. Para el extracto acuoso, se
pes6 1 g de raiz y se colocaron en un vaso de precipitado con 100 mL de agua
destilada estéril, la mezcla se dejo en agitacion y en calentamiento hasta alcanzar
los 100°C, en dénde se mantuvo durante 5 minutos. Finalmente, el extracto se dejo
aclimatar a temperatura del lugar y se filtré con papel filtro del numero 4 (figura 5). El

extracto se almacend a 4°C hasta su uso, el cual no debi6 exceder los dos dias.
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JOANLAB

Hotplate Stirrer

Figura 5. Obtencion del extracto acuoso de l. stans. a) agitacion con calor en placa b) filtracién del
extracto con papel filtro. Se partié desde la adicién de 1 gramo del pulverizado vegetal a un volumen de 100
mL de dH:20, esta solucion fue expuesta a calor y agitacion constante hasta su ebullicion por 5 minutos.
Posteriormente, fue colada usando un filtro del nimero 4 para excluir restos vegetales y finalmente, fue filtrada
mediante un filtro de 0.4 um para descartar presencia de posibles microorganismos.

6.2. Obtencidon de las AgNPs y su caracterizacion

Para la generacion de las AgNPs, se utilizé una solucion nitrato de plata al 1X102 M
(AgNOs3, Sigma, cat. 209139) como precursor metalico. Como agente reductor se
empled el extracto acuoso al 1 %. Para la sintesis de las AgNPs, se obtuvieron dos
soluciones. Es importante mencionar que el extracto se mantuvo a temperatura del
lugar y estético, la primera solucion se obtuvo agregando 1 mL de AgNOsa 5 mL de
extracto, la segunda, de 10 mL de AgNOs a 1 mL de extracto, en ambas soluciones
el AgNOs se agrego por goteo y se agitdé suavemente con la mano. Posteriormente,
ambas soluciones fueron expuestas al sol durante 7 minutos donde se pudo observar
un cambio gradual en la coloracion, ambas soluciones tornaron a un color ambar.
Por fines practicos, se les denomind AgNPs 1:5 y 10:1, respectivamente a la
secuencia de la sintesis. Todas las soluciones, se dejaron toda la noche a

temperatura ambiente, al dia siguiente se almacenaron a 4°C hasta su uso.

6.2.1. Caracterizacion de las AgNPs por UV-vis, FTIR, DLS y EDS

La caracterizacién de las NPs mediante UV-vis, FTIR, EDS y DLS se llevo a cabo
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en colaboracion con el Centro Conjunto de Investigacion en Quimica Sustentable
(CCIQS), UAEMéx-UNAM. Primero, se sometieron a UV-vis (Varian Cary 5000 UV-
Vis-NIR, Agilent Technologies) para determinar propiedades opticas y evidenciar su
presencia en las soluciones preparadas. Donde, se tomaron 200 uL de cada
muestra y se diluyeron, por separado, en 800 pL de agua destilada, dicha mezcla
se agrego a la celda del equipo. Todas las muestras se analizaron en un rango de
absorcion de 200-800 nm.

Los grupos funcionales presentes en el extracto, asi como en las AgNPs y su
modificacion por el acoplamiento, se determinaran por FTIR (Bruker Tensor, Model
27). Una gota de cada solucion, fue colocada en la placa de analisis y se dejo secar
a temperatura del lugar durante 20 minutos. Posteriormente la muestra se analiz6
bajo condiciones estandar (modo de transmitancia a una longitud de onda de 600 a
4,000 cm™). Los graficos que se obtuvieron por cada muestra (extracto acuoso,
AgNPs 10:1 y 5:1), se compararon entre ellos para observar cambios en las
vibraciones de los grupos funcionales, por lo que indic6é que tipo de moléculas del

extracto podrian estar preferentemente unidas a las AgNPs.

Para determinar la morfologia de las AgNPs, se us6 un TEM (JEOL-2100 200 kV).
Una gota de cada solucion fue colocada en una gradilla de cobre y se dejé secar
durante 20 minutos a temperatura del lugar. Posteriormente la muestra se introdujo
en el equipo y se tomaron de 3 a 4 microfotografias por muestra para analizar la

morfologia.

Para corroborar la presencia de plata en la muestra, se realiz6 mapeo elemental por
EDS utilizando un difractémetro de polvos Bruker D8 Advance con geometria Bragg-
Brentano, radiacion CuKa y detector Linxeye. Para esta técnica, se secod cada
solucion en una caja Petri dentro de una estufa de secado a 37°C. Una vez secas
las muestras, se colocaron en la placa de lectura y se realizd un escaneo para
detectar los elementos presentes. Finalmente, se realizé DLS para determinar el
tamano promedio de las AgNPs en solucion, para ellos, las muestras liquidas (sin

diluir) se colocaron en la celda para su analisis mediante espectroscopia de
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correlacién de fotones (PCS), utilizando un equipo de dispersion de luz 4700 C

(Malvern Instruments, Reino Unido) equipado con un laser He-Ne (10Mw).

6.3. Cultivo celular
La metodologia in vitro se llevdo a cabo utilizando la linea celular tumoral de

meduloblastoma DAQY, representado en el siguiente diagrama de flujo (figura 6).

DMEM F12 suplementado
(SFB, L-glutamina,

(> | Antibiético/Antimicético y Piruvato) ’ e Cultivo celular
DAOY o ‘ Incubacion ﬂ/
36°C 8 ://
<l -5% CO: >
ﬂ _ Propagacion

Descongelamiento

Ensayo MTT
®
— — o6
e =
g - - L ] -»,,‘
| Incubacion 4 h
Siembra + Grupos a Incubacién 72 h MTT 36°C Lectura de la placa
evaluar 10pL 0.12 mM por 5% CO, Absorbancia A 570 nm
-Ciclofosfamida 36°C pozo
-E.A. . stans 5% CO» .
-AgNP-I.stans 1:5 Reduccion
-AgNP-I.stans 10:1 SDH + NADPH

—

Formazan

Figura 6. Cultivo celular y ensayo de citotoxicidad MTT. Esquema del proceso del cultivo celular
y el ensayo de viabilidad por MTT. Primero, se partié desde el descongelamiento celular, una vez
lograda la confluencia deseada las células fueron propagadas para lograr la cantidad necesaria
requerida en los ensayos. Posteriormente, las células fueron sembradas en las cajas de 96 pozos,
pasadas 24 horas se colocaron los grupos a evaluar; ciclofosfamida como control, el extracto acuoso
de I. stans, AQNP-l.stans 1:5 y 10:1, y se procedié a incubar por 72 horas a 36°C y 5% de CO:..
Después de este tiempo, las células fueron lavadas con PBS y se les afadié 10 uL de MTT al 0.12
mM diluido en medio y se incubaron nuevamente por 4 horas en las mismas condiciones. Finalmente,
las células fueron lavadas con PBS y se les agrego isopropanol acido para disolver los cristales de
formazan y tomar la lectura de absorbancia a una longitud de onda de 570 nm.
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6.3.1. Ensayo de viabilidad celular por MTT

El ensayo de viabilidad celular por MTT se baso en la metodologia usada por Kumar
y colaboradores (2018) y Van meerloo y colaboradores (2011). Primero, se
determinaron las condiciones de cultivo celular. Como se ha mencionado
previamente, se emplearon las lineas celulares de meduloblastoma, Daoy (ATCC
HTB-186) las células se cultivaron en un medio de cultivo con las siguientes
caracteristicas: medio base DMEM/F-12 (Gibco, cat: 12500), 10 % de suero fetal
bovino (Biowest, cat: $S1650), 1 % de glutamina (Gibco, cat: 25030081), 1 % de
antibidtico-antimicético (Gibco, cat: 15240062), 1 % de piruvato sodico (Gibco, cat:
11360070) y 1 % de aminoacidos no esenciales (Gibco, cat: 11140050). Las células

se mantuvieron en una incubadora a 37°C y 5 % de CO:..

Para el ensayo de MTT de la linea celular DAQY, primero se sembraron 4,500
células por pozo en placas de 96 pozos y se dejaron reposar por 24 h para que las
células se adhirieran a la superficie. Una vez transcurrido el tiempo, se agreg6 el
extracto a concentraciones descendentes de 5, 2.5, 1.25, 0.62, 0.31, 0.15 y 0.07
mg/mL; la solucion de AgNP-/.stans 1:5 en concentraciones descendentes a partir
de 4.15, 2.07, 1.03, 0.51, 0.25, 0.12 y 0.06 mg/mL, y la solucién de AgNP-/.stans
10:1 a partir de 0.45, 0.22, 0.11, 0.05, 0.028, 0.014 y 0.007 mg/mL. Es importante
mencionar que las concentraciones de las AgNPs 1:5 y 10:1 se determinaron con
base a la concentracion final del extracto en cada solucién evaluada.
Posteriormente, tras la administracion, las células incubaron por 72 h. Transcurrido
este tiempo, se retird el medio con el extracto y las células se lavaron dos veces con
PBS. Finalmente, se anadié medio fresco y 10 uyL de MTT (Biomatik, cat: A3338) a
una concentracion de 0.12 mM. Las células con MTT se incubaron durante 4 h, una
vez transcurrido el tiempo, se agregaron 100 uL por pozo de isopropanol acido para
detener la reaccion de MTT. Finalmente, se realizé la lectura de absorbancia en un
lector de placas (Synergy, BioTek) a una longitud de onda de 570 nm. Se realizaron

4 experimentos independientes con sus respectivos triplicados técnicos.

31



6.4. Analisis estadistico

El analisis estadistico fue de tipo univariado, se empleé una ANOVA de una via para
determinar si existen diferencias entre los grupos evaluados. Posteriormente, se
realizd una prueba post hoc de Tukey para observar en qué comparaciones se
encontraban esas diferencias, considerando una p = 0.05 como estadisticamente
significativo. Los datos se expresaron con la media + desviaciones estandar (DE),
mientras que los datos se representaron en graficos de barras. Para el analisis
estadistico, asi como la determinacion se la ICso y la elaboracion de los graficos, se

utilizé el programa GraphPad Prism version 9.
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7. Resultados

En el presente trabajo, se consiguio la sintesis y caracterizacion de las AgNPs
derivadas del extracto acuoso de /. stans. Posterior a una serie de pruebas, se
obtuvieron dos soluciones de AgNPs, a las cuales ademas de la caracterizacién, se
les evalud su efecto citotdxico en una linea celular de meduloblastoma. Obteniendo
asi, la caracterizacion de las AgNPs y su actividad anticancerigena, resultados que

se describen a continuacion.

7.1. Sintesis y caracterizacion de las nanoparticulas por UV-Vis

Como se menciond en el apartado de metodologia, se obtuvieron dos soluciones de
AgNPs para la plata en las siguientes proporciones, 1:5y 10:1 de mL de AgNOs y
extracto acuoso de /. stans, y nombradas en orden como solucion 1 y 2,

respectivamente. El color para las AgNPs fue color ambar (figura 7).

‘/“" \ Extracto acuoso
/ \ I. stans

‘|

AgNO0s0.T mM

Figura 7. Esquema de la “sintesis™ de nanoparticulas de plata (AgNPs). La obtencién de las AgNP-I.stans
se llevé a cabo mezclando gentilmente una solucién de AgNQOs al 0.1 mM con el extracto acuoso de I. stans. Se
obtuvieron dos soluciones 1:5 y 10:1 de AgNOs y extracto acuoso respectivamente tomando como unidad mL.
Ambas soluciones fueron expuestas al sol durante 7 minutos lo que torné la coloracién mas oscura, indicativo
de la generacién de NPs.

Debido a que la colorimetria es un indicativo indirecto de la formacién de NPs (figura
8), se procedio a la caracterizacion para corroborar su presencia. Primero, se realizé
UV-Vis para determinar sus propiedades opticas, y con ello, predecir de manera
indirecta su morfologia y posible dispersion de su tamaro. La lectura de UV-Vis se
realizd alrededor de 4 y 6 horas posterior a la sintesis, tiempo en el que

generalmente terminan de crecer.
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Figura 8: Diferencia en el cambio de color de ambas soluciones de AgNP-I.stans. A) AgNP-I.stans 10:1 y
B) AgNP-I.stans 1:5 posteriormente a su exposicion al sol durante 7 minutos, C) AgNP-l.stans 10:1 y D) AgNP-
l.stans 1:5 no fueron expuestas al sol. La exposicion al sol de las soluciones de AgNP-I.stans indujo un cambio
en la coloracién tornandose mas oscura, este cambio de coloracion esta relacionado a las propiedades opticas
de las NPs y sugiere la generacion de las mismas, de acuerdo a la literatura.

Los resultados arrojaron que las AQNPs que muestran una banda mas angosta que,
segun lo reportado en la literatura da indicios de que las NPs puedan ser poco
dispersas, lo cual se evidencia por las bandas angostas que alcanzan ambas
soluciones que estan entre los 490 y 575 nm (figura 9), por lo que las NPs en estas
soluciones probablemente presentaran menor polidispersidad. Para ambas las NPs
de plata, la formacién de NPs también se hace evidente al compararlas con la banda
del extracto acuoso, la cual, a diferencia de este, las NPs muestran un pico a las
longitudes de onda mencionadas. Ademas, la formacién de una sola banda en el
espectro, sugiere que las NPs son de morfologia esferoide, lo cual ocurrié con todas
las muestras evaluadas. Por lo tanto, se concluye que los espectros obtenidos
mediante UV-Vis nos confirman la presencia de resonancia plasmoénica superficial
la cual es caracteristica de las NPs metalicas, y nos da una idea de su morfologia y

tamano.



Para corroborar los datos arrojados por UV-Vis, se procedié a realizar Microscopia
Electronica de Transmision. Por lo que los resultados de UV-Vis, nos da para a

continuar con la caracterizacion y bioevaluacién de las NPs obtenidas.

|. stans AgNPs

== AgNPs 1:3

AgNPs 10:1
== Extracto

1.01

0.81

0.6

Absorbancia

0.4+

0.0

350 400 450 500 550 600
Longitud de onda (nm)

Figura 9. Andlisis por UV-Vis para determinar las propiedades dpticas. Eje X corresponde a Ay gje Y a la
absorbancia. Las muestras fueron expuestas a una longitud de onda de excitacién de 190-800 nm. Se observan
los picos de absorbancia a 450 nm caracteristicos de Ag* presente en ambas soluciones de AgNP-l.stans. Sin
embargo, entre ellas presentan diversos valores de absorbancia lo que se relaciona a la cantidad de AgNP-
l.stans, siendo la solucion AgNP-l.stans 1:5 donde se generaron mas. Por otra parte, en el extracto acuoso no
se identifica el pico de absorbancia a 450 nm debido a la ausencia de NPs.

7.1.1 Curva de AgNPs 1:5 por UV-vis

La curva de la solucion 1:5 de AgNP-/.stans se muestra en el siguiente espectro UV-
vis (figura 10), en el eje y se puede observar la absorbancia (intensidad de la
absorcion de luz por las NPs), en el x la longitud de onda (nm). En este sentido, las
curvas corresponden a diferentes tiempos de reaccion, es un estudio de curva para

el proceso de formacién de las NPs.
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Es importante mencionar que el espectro muestra una tendencia general de
disminucién en la absorbancia a medida que avanza la longitud de onda, con picos
entre 400 y 500 nm. De acuerdo a la literatura las NPs exhiben un pico caracteristico
de resonancia de plasmones superficiales en dicha region que refleja la presencia
a partir de las 2 horas y se sugiere que dejan de crecer a las 6 horas, las variaciones
en la intensidad y la forma del pico a lo largo de los diferentes tiempos pueden
indicar cambios en el tamafio, forma o concentracion de las NPs a lo largo del tiempo

de reaccion.

AgNPs 1:5
3.5 1h

3.0- 2h
_3h

2.5
2.0-
1.5

Absorbancia

1.0-
0.5

0.0-
350 400 450 500 550 600 650
Longitud de onda

Figura 10. Espectro UV-Vis para la solucién 1:5 de AgNP-l.stans (1 a 24 hrs). Eje X corresponde a A y eje
Y corresponde a la absorbancia. Las muestras fueron expuestas a una A de excitaciéon de 190-800 nm. Se
observa el incremento en la banda de absorbancia con un pico entre 420-450 nm asociada a la formacion y
crecimiento de las AgNP-l.stans, a partir de la hora 2 a la hora 6. Los resultados obtenidos demuestran que la
solucién de AgNP-l.stans 1:5 tiene una mayor produccién de NPs a estas horas.
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7.1.2 Curva de AgNPs 10:1 por UV-vis

La curva muestra los mismos datos en el eje Xy Y el mismo tiempo (figura 11). Esta
solucién de NPs en proporcién 10:1 de AgNOs y extracto acuoso de /. stans. la
diferencia entre las intensidades de absorbancia es mas evidente durante el tiempo
de formacion de las NPs (3 a 6 horas). Se puede observar que la absorbancia
maxima es menor que la observada en la proporcién 1:5, lo que podria sugerir que
hay formacion de NPs pero la eficiencia y cantidad podria ser menor en esta
proporcion. También el desplazamiento del pico principal no es muy evidente lo que
se podria interpretar que el tamafo de las NPs no cambia drasticamente con el

tiempo o que las NPs se forman mas lentamente en comparacion con preparaciones

con mas proporciones equitativas como la 1:5.

AgNPs 10:1

3.5
3.0
2.51
2.0
1.5
1.0
0.5
0.0+ | | | | | |
350 400 450 500 550 600 650
Longitud de onda

Absorbancia

Figura 11. Espectro UV-Vis para la solucién 10:1 de AgNP-I.stans (1 a 24 hrs). Eje X corresponde a A y gje
Y corresponde a la absorbancia. Las muestras fueron expuestas a una A de excitacion de 190-800 nm. Se
observa el incremento en la banda de absorbancia con un pico entre 420-450 nm asociada a la formacion y
crecimiento de las AQNP-I.stans, a partir de la hora 3 a la hora 6, a comparacion de la solucién AgNP-l.stans 1:5
aqui no se observan valores de absorbancia altos, lo que indica que en esta solucién el tiempo de generacion
es mas lento y se producen menos NPs.
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7.2 Caracterizacién de las AgNPs y extracto por FTIR
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Figura 12: Espectro infrarrojo del extracto acuoso de l.stans (negro), AGQNPs 10:1 (verde) y AgNPs 1:5
(morado). Eje X numero de onda en cm-1 y eje Y transmitancia. Se observan un espectro de infrarrojo por
transformada de Fourier para cada uno donde se identifican grupos funcionales de OH, CH, C=0, C=C y CO/CN.
Sin embargo, existen cambios en intensidad y desplazamientos de estas sefiales lo que se interpreta como una
interaccion de los grupos funcionales presentes en los fitoquimicos del extracto en los procesos de reduccién de
Ag* y el recubrimiento de las AQNP-I.stans.

7.2.1 Identificacion del espectro FTIR para el extracto acuoso de /. stans.

En el presente espectro (figura 12) se puede observar una banda ancha (3700-3100
cm) en la longitud de ~3300 cm™! lo que sugiere un grupo funcional OH (hidroxilo),
presente en compuestos polares como polifenoles o carbohidratos. La siguiente en
~2920-2850 cm™ (doble banda leve), posible grupo funcional: C—H (estiramientos
de CH, y CH; alifaticos). Asociado la presencia de cadenas hidrocarbonadas
(lipidos, acidos grasos, etc.). Una tercera en ~1700 cm™ (banda fuerte), posible
grupo funcional: C=0O (carbonilo). Este podria sugerir presencia de cetonas,
aldehidos, acidos carboxilicos. Una cuarta banda en ~1600-1500 cm™, posible

grupo funcional: C=C (dobles enlaces conjugados, aromaticos) podria relacionarse
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con compuestos aromaticos o amidas (como en proteinas o polifenoles). La ultima
region en ~1200-1000 cm™ (zona muy compleja con muchas bandas), en esta zona,
es posible encontrar grupos funcionales: C—O (alcoholes, ésteres, acidos). Muchas
bandas indican compuestos complejos, grupos funcionales asociados a moléculas

descritas en extractos vegetales.

7.2.2 Identificacion del espectro FTIR para AgNP-I/.stans 1:5

El presente espectro (figura 12) corresponde a la solucién 1 (1:5) de AgNP-I/.stans,
se pueden observar los siguientes grupos funcionales. Primero, en ~3300 cm™
(banda ancha), grupo funcional: O—H (alcohol o fenol), probablemente hidroxilos de
compuestos antioxidantes. Esta presente también en el extracto, pero puede verse
levemente desplazado o menos intenso tras interaccion con AgNPs, indicando que
estos grupos participaron en la reduccion o estabilizacion. Segundo, ~2920-2850
cm™', grupo funcional: C—H alifatico. Se encuentra conservado, lo que podria indicar
que la presencia de estructuras hidrocarbonadas permanece tras la sintesis.
Tercero, ~1700 cm™, grupo funcional: C=0 (carbonilo de acidos o ésteres). Muestra
desplazamiento o reduccién de intensidad, sugiriendo interaccién del grupo
carbonilo con la superficie de AgNPs. Cuarto, en ~1600-1500 cm™, grupo funcional:
C=C aromatico o N-H (amida Il). Sugiere posible interaccion con proteinas o
flavonoides del extracto vegetal. Por ultimo, ~1200-1000 cm™ (zona compleja), con
grupos funcionales: C—O, C-N, grupos fosfato, enlaces glucosidicos. Los cambios
aqui pueden indicar la participacion de azucares, proteinas o polifenoles en la

estabilizaciéon superficial de las NPs.

7.2.3 Identificacién del espectro FTIR para AgNP-I.stans 10:1

En el presente espectro para la solucion 10:1 de AgNP-/.stans (figura 12). Se pueden
observar los siguientes grupos funcionales. Primero, ~3700-3000 cm™ (zona de
estiramiento O-H y N-H). Se observa una banda ancha en torno a 3400 cm™. Esto
corresponde a la vibracion de estiramiento del grupo hidroxilo (O—H) tipico de agua
y/o grupos fendlicos presentes en compuestos vegetales. También puede haber

contribucion de enlaces N-H de amidas/proteinas en el extracto vegetal. Segundo,
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~2920-2850 cm™ atribuibles al estiramiento del enlace C—H de grupos metileno (—
CH,-) y metilo (—CH3) en lipidos o componentes organicos del extracto acuoso.
Tercero, ~1650 cm™, caracteristico de vibraciones de estiramiento de enlaces C=0
(carbonilos) o de enlaces C=C en anillos aromaticos. Este pico también puede

coincidir con la banda amida | (C=0 estiramiento) de proteinas.

7.2.4 Comparacion entre las dos soluciones de AgNPs y el extracto
acuoso de I. stans

Regioén 3500-3200 cm™: Se observa una banda ancha atribuida a O-H (alcoholes,
fenoles, agua). Puede incluir también la sefal de N-H de amidas (proteinas del
extracto). Se observa disminucién en la intensidad o desplazamiento, indicando
interacciones con las AgNPs. Segundo, la regién 2950-2850 cm™: Existen
estiramientos de C-H (alifaticos: CH,, CH3). Se observa que estas bandas se
reducen o modifican levemente en las muestras con AgNPs, indicando cambios en
la matriz organica. Tercero, en la regién 1750-1650 cm™: se observa una banda
intensa ~1650 cm™: lo que sugiere C=0 (carbonilo) de amidas (proteinas) o ésteres.
Aunque también posible vibracion de C=C conjugado. Asimismo, se observan
desplazamientos, lo que podria sugerir que en presencia de AgNPs existe una
coordinacion con carbonilos o enlaces amidicos. Cuarto, la regiéon 1600-1400 cm™:
sugiere anillos aromaticos (C=C aromaticos) o deformaciones N-H. los cambios
sutiles en los espectros con AgNPs indican posible interaccion con anillos fendlicos

o proteinas.
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7.3 Determinacion de elementos quimicos presentes por espectroscopia

dispersiva de rayos X (EDS)

A)  Pulses/eV

B)  pulses/ev

——EXTRACTO 7136
EXTRACTO 7136
Mass Mass Norm. Atom abs. error [%)] rel. error [%]
Element At. No. Netto 1%] %] %] (1sigma) (1sigma)
Phosphorus 15 305 0.51 051 0.23 0.04 7.86
Potassium 19 3597 6.07 6.07 221 0.18 2.96
Carbon 6 3332 52.17 52.17 61.68 2.72 5.21
Oxygen 8 1580 39.68 39.68 35.21 2.14 5.38
Chlorine 17| 410 0.64 0.64 0.26 0.04 6.53
Sulfur 16/ 608 0.93 0.93 0.41 0.05 5.44
Sum 100.00 100.00 100.00
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%] %] (%] (1sigma) (1sigma)
Silver 47 78 032 032 0.04 0.03 10.42.
Sodium 1 18 o071 071 0.42 0.06 8.23
Carbon 6 3101 53.61 53.61 61.09 2.76 5.15
Oxygen 8 1657 44.30 44.30) 37.90 2.36) 5.34
Chlorine 17, 0 0.00 0.00 0.00 0.00! 2.64
Magnesium 12/ 205 0.71 0.71 0.40 0.06 7.74
Silicon 14 0 0.00 0.00 0.00 0.00 3.29
Phosphorus 15 0 0.00 0.00 0.00 0.00 2.96 -
Sulfur 16/ 182 0.35 035 0.15 0.03 9.95
Sum 100.00 100.00 100.00
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Element At. No. Netto

Mass Mass Norm. Atom abs. error [%] rel. error [%]

%] %] %]  (1sigma) (1 sigma)
Carbon 6 2639 30.48 30.48 50.49 1.56 5.13
Oxygen 8 1479 33.84 33.84 42.09 1.83 5.39
Silicon 14 270 0.3 0.53 038 0.04 8.30
Sulfur 16 0 0.00 0.00 0.00 0.00 2.98
Silver 4710389 34.31 3431 6.33 0.94 273
Sodium 11 84 047 047 041 0.05 10.18
Magnesium 12 111 037 037 0.30 0.04 11.27 Ag
Sum 100.00 100.00 100.00
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Figura 13. Espectro de energia dispersiva de rayos X para: A) el extracto acuoso de I. stans, B) AgNP-I.
stans 1:5 y C) AgNP-I. stans 10:1 cada uno con su respectiva tabla de composicién elemental. A) Se
identificaron en mayor cantidad C y O, bioelementos basicos que constituyen a los fitoquimicos. B) También se
identificaron los mismos bioelementos primarios, ademas de S y la presencia de algunos secundarios como Mg
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y Na, aqui se reporta la presencia de Ag pero en muy poca cantidad lo que confirma la composicién esperada
de AgNP-l.stans 1:5. C) En esta solucién la presencia de Ag es mayor pero atn se identifican la presencia de
bioelementos primarios y en su minoria algunos secundarios, lo cual también confirma su composicion
considerando que esta es una solucién con mayor cantidad de AgNO3

7.3.1 Determinacién de la composiciéon quimica por EDS para el
extracto acuoso de /. stans.

En el presente espectro para el extracto se puede observar la composicién quimica
para el extracto acuoso de /. stans (figura 13 A). En el eje X se representa la energia
de los rayos X, y en el eje Y los pulsos/ev, que indican la cantidad de conteos
detectados para cada energia relacionados directamente para la concentracion
relativa de cada elemento. Los picos encontrados corresponden a C, O, K, Cl, P, S.
es importante mencionar que la altura de los picos da una indicacion cualitativa de
la cantidad relativa de cada elemento. En la tabla se representa la composicion
quimica elemental para el extracto acuoso de /. stans. La identificacion de estos
elementos quimicos confirma la presencia de compuestos organicos ya que los
extractos vegetales contienen fitoquimicos (alcaloides, flavonoides, proteinas,
polisacaridos, celulosa y compuestos fendlicos) y metabolitos secundarios, que
tienen efecto en la sintesis de NPs (Kuppusamy et al. 2015a, b; Mata et al. 2016;
Patil et al. 2012).

7.3.2 Determinacién de la composiciéon quimica elemental por EDS
para la solucion AgNP-I.stans 1:5 .

Los resultados obtenidos por EDS para AgNP-/.stans 1:5 (Figura 13 B) confirma la
presencia de plata en la muestra, se pueden observar picos alrededor de 3.0 keV
(Ag La), "22 keV (Ag Ka) y "25 keV (Ag KB), con un porcentaje de masa de 0.32%
lo que puede ser consistente con la presencia de NPs y en proporcién a la
concentracion de plata en la solucién. Asi mismo, se observa en mayor existencia
carbono y oxigeno, bioelementos presentes en el extracto correspondientes a los
fitoquimicos entre otros elementos constituyentes de las mismas moléculas

organicas.
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7.3.3 Determinacion de la composicion quimica elemental por EDS para la
solucién AgNP-I.stans 10:1

En la figura 13 C, correspondiente a AgNP-/.stans 10:1 también se observan los
picos caracteristicos de la plata; Ag La, Ag Ka y Ag KB confirmando asi la presencia
de la plata con una composicion del 34.31% en masa. En comparacién con AgNP-
I.stans 1:5 se observa un contenido alto el cual es proporcional a la concentracion
de plata en esta muestra la cual se encuentra a una proporcion de 10 a 1 de AgNO3
y extracto acuoso respectivamente. Aunado a esto, se encuentran los picos de

carbono (30.48%) y oxigeno (33.84%) pero ya no son predominantes.

7.4 Caracterizacion de las nanoparticulas por DLS

La caracterizacion de NPS mediante dispersion dinamica de Luz (DLS) permite
conocer propiedades de las NPS como el tamafo y el comportamiento de las NPS

en suspension.

@—AgNPs 10:1 —@— AgNPs 1:5

Intensidad

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

nm

Figura 14: Gréfica de distribucion de AgNPs 10:1 (verde) y 1:5 (morado). Eje X tamafio en nanémetros y eje
Y intensidad. Distribucién de tamafo de AgNP-l.stans determinada por DLS, donde se compararon ambas
soluciones. Se observa la intensidad de dispersion en funcién del diametro hidrodinamico, evidenciando
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diferencias en el tamario promedio y la distribuciéon entre ambas. AgNP-I.stans 1:5 tiene su pico maximo de ~60-
70 nm mientras que AgNP-I.stans 10:1 se encuentran mas hacia ~40-60 nm, lo que demuestra que en 1:5 en
promedio son mas grandes. Por otra parte, AQNP-I.stans 1:5 presenta una mayor intensidad dependiente del
tamafio. Asi mismo, la curva de AgNP-l.stans 1:5 es mas ancha y asimétrica lo que indica una mayor
polidispersidad en comparacion a AQNP-I. stans 10:1 que esta mas estrecha representando un sistema mas
uniforme.

7.4.1 Caracterizacion de AgNP-/.stans 1:5 por DLS

Como se puede observar en la figura 14, en el eje X la mayor parte de la sefial se
encunetra entre 50 y 100 nm, con lo que parece indicar un pico principal alrededor
de 60-70 nm, esto sugiere que el diametro hidrodinamico de las NPS oscila entre
60-70 nm. Por otra parte, de acuerdo a los observado en el eje Y las NPS mas
grandes dispersan mas luz a comparacion de las pequefias, tambien se observa un
pequefio pico cerca de los 10 nm, el cual puede ser atribuible a fragmentos
pequefios, fitoquimicos libres, o incluso ruido de medicién. Asimismo, la curva de
distribucion tiene una forma asimetrica negativa lo que sugiere una distribucién
mayormente monomodal y una baja polidispersion lo que se traduce como una alta
homogeneidad en el tamafo de las NPs. En terminos de PDI (indice de
polidispersioén) la curva sugiere un valor intermedio de aproximadamente 0.1-0.2, lo

que representa una buena uniformidad

7.4.2 Caracterizacién de AgNP-I.stans 10:1 por DLS

Para el espectro de dispersion dinamica de luz para las AgNP-/.stans 10:1, en este
caso la distribucion de tamafo puede considerarse mayormente monomodal, al
igual que en AgNP-/.stans 1:5, ya que presenta una curva con asimetria positiva lo
que indica que la mayoria de los datos se concentran en tamafos bajos, mientras
que un numero menor de valores se extiende hacia tamafios mayores. Sin embargo,
la curva alcanza un pico maximo alrededor de 50-60 nm lo que representaria el
tamano del diametro hidrodinamico promedio. Por otra parte, la forma del pico es
mas ancho a comparacion de las AgNP-/.stans 1:5, lo indica que AgNP-/.stans 10:1
presenta una ligera mayor polidispersion a comparacion de AgNP-l.stans 1:5.
Tambien se observa la senal a los 10 nm que como se menciono anteriormente

podria atribuirse a fitoquimicos libres.
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7.5 Caracterizaciéon por microscopia electrénica de transmisiéon (TEM)

La visualizacién de las AgNP-I. stans se llevd a cabo mediante microscopia de

transmision electronica a tres distintos aumentos para determinar morfologia y

distribucién como se muestra en las figuras 15y 16.

C)

20 nm

Figura 15: Micrografia de AgNP-I.stans 1:5 por TEM. A medicion directa de; A) 200nm, B) 100nm y C) 20nm.
Se observa una distribucion de tamarios en escala nanométrica y cierta tendencia a la agregacion, las AgNP-
l.stans 1:5 presentan una morfologia cuasi-esférica con bordes lisos, y una variacion ligera en los tamafios por
lo que podrian considerarse polidispersas.

Figura 16: Micrografia de AgNP-I.stans 10:1 por TEM. A medicién directa de; A) 200nm, B) 100nm y C) 20nm.
Se observa una distribucion de tamarios en escala nanométrica y una mayor tendencia a la agregacion, las
AgNP-l.stans 10:1 presentan una morfologia cuasi-esférica con bordes lisos, y una variaciéon ligera en los
tamafos por lo que podrian considerarse también polidispersas.

Las micrografias obtenidas por TEM para AgNP-/.stans 1:5 y 10:1, muestran NPs bien
definidas con formas cuasi-esféricas con tamanos que van de los 20 a 50 nm con una ligera
tendencia a la aglomeracion. De acuerdo a lo observado presentan una superficie lisa con
bordes definidos en ambas proporciones.
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7.6 Determinacion de la ICs0 mediante ensayo MTT para el extracto acuoso de
I. stans y las tres soluciones de nanoparticulas, AgNP-I.stans 1:5y 10.1.

La metodologia se llevo a cabo como se describié anteriormente en el espectivo
apartado y se obtuvieron los siguientes valores para la linea celular DAQOY de
meduloblastoma. Los resultados se muestran en al figura 17. En el eje X se
representan los grupos evaluados y en el eje Y la concentracion por uyg/mL. Para
CiF se obtuvo una media de 569. 68 ug/mL con una desviacion estandar de 107.15
Mg/mL, para el extracto se obtuvo una media de 642.18 ug/mL con una desviacion
estandar de 117.99 pg/mL. Por otra parte, para AgQNP-/.stans 1:5 |la media obtenida
fue de 654.37 uyg/mL con una desviacion estandar de 146.39 ug/mL, y finalmente
para AgNP-/.stans 10:1 la media fue de 572.81 pg/mL y su desviacion estandar fue
de 65.62 ug/mL. Esto demuestra que el extracto presenta una ICso similar al control
positivo (ciclofosfamida). Por otra parte, AQNP-/.stans 1:5y 10:1 presentan una ICso
mas baja a comparacion del extracto acuoso, pero 10:1 induce mayor citotoxicidad
a concentraciones bajas. En este sentido, La proporcion de AgNP-/.stans 10:1 es
mas eficiente para inducir citotoxicidad lo que podria sugerir una mayor producion

de AgNP-/.stans o simplemente un mejor efecto citotdxico.
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Figura 17. Determinacion de la ICso, para Cif (control), extracto acuoso de I. stans, AgNP-l.stans 1:5 y
AgNP-l.stans 10:1. Valores de ICso obtenidos a partir de los ensayos de viabilidad celular (MTT), tras el
tratamiento con ciclofosfamida, el extracto acuoso de I. stans y ambas soluciones de AgNP-I.stans 1:5y 10:1.
Los resultados estan expresados como media y DE. De esta manera, se observaron diferencias significativas
entre los grupos a evaluar, destacando una mayor actividad citotoxica de las AgQNP-l.stans 10:1. Por otra parte,
es importante resaltar que el extracto acuoso presenté una actividad similar a la ciclofosfamida, un
antineoplasico utilizado comiunmente en la quimioterapia contra el MB.
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8. Discusion

El campo de estudio sobre las NPs metalicas ha recibido mucha atencién en los
ultimos afios debido a sus propiedades fisicoquimicas y optoelectronicas,
propiedades que les permiten ser utilizadas en un amplio campo de investigacion
(Yaqooe et al., 2020). Y especificamente las NPs de plata con uso particularmente
en el area de la nanomedicina (Xu et a., 2020), generadas mediante un proceso de
quimica verde anteriormente mencionado, y ambientalmente amigable a partir de
fitoquimicos presentes en las especies vegetales, los cuales actuan reduciendo a
los a los iones de plata y estabilizando la NPs (Sharma et al., 2019 y Begum et al.,

2022). Aunque también pueden ser generadas por otros métodos bioldgicos.

8.1 El extracto acuoso de I. stans

En un estudio realizado por Leon y colaboradores en el 2004, se identificaron 5
glucésidos de tetrasacaridos obtenidos de la raiz de /. stans en un extracto de
acetato de etilo, a los que les llamaron stansinas 1-5. Con las formulas moleculares
Cs5H94024, Cs5H94024, Cs5Ho4024, Ca9Hs4O21 Y CsoHssO21 respectivamente los
cuales fueron aislados y evaluados en las lineas celulares; HCT-15 de carcinoma
de colon, UISO-SQC-1 de carcinoma cervical y OVCAR-5 de carcinoma de ovario
para determinar citotoxicidad, los compuestos 1, 2, y 3 unicamente indujeron
citotoxicidad en UISO-SQC-1, el compuesto 4 indujo poca citotoxicidad solo en
OVCAR-5 y el compuesto 5 indujo citotoxicidad en OVCAR-5 (DEso 1.5 ug/mL) y
UISO-SQC-1 (DEso 4.0 ug/mL) (Leon et al., 2004).Es importante mencionar que no
existen datos sobre la caracterizacion o elucidacion de las moléculas presentes en
el extracto acuoso de la raiz de esta especie vegetal, unicamente se encuentran
datos sobre la elucidacion del extracto de acetato de etilo de la raiz de I. stans. Sin
embargo, Fan y colaboradores en 2022 reportaron la caracterizacidén de las resinas
glicosiladas en especies vegetales de la misma familia de /. stans. Los compuestos
encontrados en las resinas glicosidicas presentes en la familia Convolvulaceae se

encuentran en la tabla siguiente:
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Tabla 4: Fotoquimicos encontrados en Colvolvulaceae

Acido calihédico A

Acido cuscutico E

Acido escamoénico A
Acido evolvulico A

Acido fabitico C

Acido Ipomeico

Acido maltifidinico E
Acido multifidinico A
Acido muricatico C
Acido murucinico |l
Acido operculinico Ay B
Acido operculinico C
Acido operculinico K
Acido quamoclinico A
Acido quamoclinico B
Acido siménico Ay B
Acido soldanélico B
Acido stanséico A

Acido thirianthinoico
Acido triclorico A

Acidos albinosinicos A-C
Acidos albinosinicos D-I
Acidos arvénsenicos Ky L
Acidos arvénsicos A-F
Acidos arvénsicos G-J
Acidos calihédicos B,E y F
Acidos calihedicos C y D
Acidos calisélicos Ay B
Acidos calisolicos C y D
Acidos evolvulicos By C
Acidos fabiticos B y D
Acidos maltifidinicos C y D
Acidos operculinicos H-J
Acidos poranicos Ay B
Acidos purgicos A, Cy D
Acidos quamoclinicos C, Dy G
Acidos quamoclinicos E y F
Acidos turpéticos A-C
Batatinas VII-XI
Calonictonas B-D
Canolictonas E e |
Cuses 3-7

Cuses 8-12

Dicondrina C
Dicondrinas Ay B
Pescaprésido C
Quamosido A
Quamosido B

Stansina A

Tirianthinas A-E
Wolcotina I.
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Dichos compuestos glicosilados asi como los reportados por Leon y cols en 2004
presentan grupos funcionales de acidos carboxilicos, carbonilos, hidroxilos, éteres
y ésteres (Reynolds et al., 1995; Leon et al., 2004 y Fan et al., 2022). Estos grupos
fueron identificados en el presente estudio mediante FTIR (discutida en el numeral
8.3), lo que sugiere que el extracto acuoso podria estar constituido en su mayoria
por compuestos glicosilados previamente reportados. No obstante, para determinar
con mayor precision la composicion del extracto seria necesaria su elucidacion

mediante técnicas cromatograficas, como la cromatografia en capa fina.

8.2 Espectrofotometria de luz UV-visible

La espectroscopia ultravioleta visible proporciona informacion sobre compuestos
que presentan enlaces dobles conjugados. La luz ultravioleta y la luz invisible tienen
la energia necesaria para causar una transicion electronica en una molécula; es
decir, para promover a un electrén desde su orbital molecular a otro de mayor
energia. Dependiendo de la energia necesaria para efectuar la transicion
electronica, una molécula absorbera luz UV o visible, si absorbe luz ultravioleta, se
obtiene un espectro UV, si absorbe luz visible, se obtendra uno visible. La luz UV
presenta longitudes de onda que van de 180 a 400 nm, mientras que la luz visible
de 400 a 780 nm. Es importante mencionar que la longitud de onda guarda una
relacion inversa con la energia de la radiacion, mientras mas corta es la longitud de
onda la energia es mayor por lo tanto la luz UV absorbe mayor energia que la visible.
La absorbancia depende tanto de la concentracion de la muestra como de la
longitud de la trayectoria de la luz a través de la muestra (Yurkanis, 2008). La
relacion entre absorbancia, concentracion y longitud de trayectoria de luz se expresa
en la ley de Lambert y Beer, que se define por:

A=¢cl

Donde: A= absorbancia de las muestras =Iog?

lo= intensidad de la radiacion que entra a la muestra
I= Intensidad de la radiacidon que sale de la muestra

c= concentracion de la muestra, moles/litro
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I= longitud de la trayectoria de la luz a través de la muestra, centimetros
£= absortividad molar, litros mol* cm™"
La absortividad molar de un compuesto es una constante caracteristica de ese

compuesto a determinada longitud de onda.

En este sentido la espectroscopia UV-vis es una opcion confiable para determinar
la presencia de NPs metalicas. El espectro UV-vis para ambas soluciones fueron
distintos entre ellos lo que demuestra que el tiempo de formacién es similar pero
que en la solucién 10:1 se logra una produccion menor lo que se infiere podria
deberse a menor disposicion de fitoquimicos que permitieran la reduccion de los

iones de plata para formar las NPs.

Como se observa en las figuras 10 y 11, existe un pico caracteristico de resonancia
plasmonica a 450 nm indicando la formacién de las NPs. De acuerdo a los
resultados obtenidos de los espectros UV-vis, el pico simétrico implica que la
distribucion de tamanos de las AgNPs es estrecha. El espectro de absorcion UV-vis
de las AgNPs depende del tamafio de las NPs, lo que indica que la absorbancia en
la longitud de onda de maxima absorcion (Amax) aumenta a medida que incrementa
el numero de NPs. Y en el presente resultado se observa un aumento en la

concentracion de particulas conforme aumenta el tiempo.

De acuerdo a la teoria de Mie las NPs con diferentes tamafos deben presentar
diferentes propiedades Opticas debido a las diferencias en las bandas de RPS. La
interaccion entre la luz y las NPs esféricas que experimentan resonancia plasmonica
de superficie localizada se puede describir mediante esta teoria. De esta manera,
el tamafo de la nanoparticula, la funcion dieléctrica del metal y la funcion dieléctrica
del medio, la teoria de Mie puede emplearse para calcularla seccion eficaz de
extincion de una particula y describir de manera efectiva su color (Wrigglesworth y
Johnston, 2021). Los resultados obtenidos confirman que el cambio de color se

debe a la formacion de las AgNPs.

La caracterizacion de NPs por UV-vis es una técnica imprescindible para conocer
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sus propiedades, algunos estudios han mostrado una identificacion de la banda
caracteristica para las AgNPs en aproximadamente la misma regién para NPs de
plata conjugadas a extractos acuosos de especies vegetales como fueron los
resultados de Virgneswari y cols (2021), que reportaron un pico en 429 nm para
AgNPs acopladas a extracto acuoso de la hoja de Strobilanthes glutinous. Asi como,
picos de absorbancia maxima en 418 nm, 430 nm, 428 nm para NPs conjugadas a
Ajuga bracteosa (Szczepanska et al., 2020), Pedalium murex (Virgneswari et al.,
2021) y Erythrina suberosa (Bapat et al., 2022), respectivamente. En otro estudio
realizado por Salayova y cols (2021), las AgNPs presentaron picos de absorbancia
maxima en 421 nm, 422 y 426 nm para las plantas Berberis vulgaris, Capsella bursa-
pastoris y Origanum vulgare (Hu et al., 2020). y resultados similares reportados por
Noukelag y cols (2020).

8.3 Deteccidn de los grupos funcionales acoplados a las AgNPs mediante FTIR

Los fotoquimicos encontradas en extractos vegetales como flavonoides, cetonas,
aldehidos, taninos, acidos carboxilicos, compuestos fendlicos y proteinas que
permiten reducir los iones de plata Ag* a Ag® para generar AgNPs. Estos
compuestos presentan grupos funcionales que permiten ser identificados mediante
FTIR.

Los enlaces vibran debido a que experimentan movimientos de estiramiento y de
flexion. Un estiramiento es una vibracion que sucede a lo largo de la linea del enlace
que cambia la longitud del mismo y una flexion es una vibraciéon que no sucede a lo
largo de la linea del enlace, las vibraciones de flexion cambian los angulos del
enlace. En el caso de las moléculas que tenga tres 0 mas atomos al ser mas
complejas pueden experimentar estiramientos y/o flexiones simétricos vy
asimétricos, y sus vibraciones de flexion pueden ocurrir en un plano o fuera de este.
En este sentido, las vibraciones de flexion casi siempre se indican con términos
descriptivos como oscilacion, de tijeras y torsion. Cada vibracién de flexion y de
estiramiento de cualquier enlace sucede con una frecuencia caracteristica y puede
ser determinada por la radiacion infrarroja ya que presenta justamente las
52



frecuencias que corresponden para las vibraciones de estiramiento y flexién en las

moléculas organicas que va de los 4000 a 600 cm-'.

De esta manera, cuando una molécula es irradiada con una frecuencia que coincida
exactamente con la de uno de sus modos de vibracion, la molécula absorbe energia
esto permite que los enlaces se estiren y flexionen un poco mas. Asi, si se
determinan en forma experimental los numeros de onda de la energia que absorbe
determinado compuesto, se puede indicar que clases de enlaces tiene. Un espectro
infrarrojo se obtiene haciendo pasar radiacion infrarroja a través de una muestra de
un compuesto y se obtiene una grafica del porcentaje de la transmitancia de la
radiacion en funcion del numero de onda de la radiacion transmitida, el
espectrofotometro infrarrojo con transformada de Fourier permite explorar las
frecuencias una tras otra de manera simultanea permitiendo analizar la muestra de

manera mas efectiva y rapida (Yurkanis, 2008).

De acuerdo a los resultados obtenidos por FTIR observados en la figura 14 se
pudieron identificar las siguientes frecuencias de vibraciones de estiramiento; en la
region 3500-3200 cm™, se observa una banda ancha atribuida a O-H (alcoholes,
fenoles, agua). Puede incluir también la sefial de N-H de amidas (proteinas del
extracto). Se observa disminucion en la intensidad o desplazamiento, indicando
interacciones con las AgNPs. Segundo, la region 2950-2850 cm™: Existen
estiramientos de C-H (alifaticos: CH,, CH3). Se observa que estas bandas se
reducen o modifican levemente en las muestras con AgNPs, indicando cambios en
la matriz organica. Tercero, en la region 1750-1650 cm™: se observa una banda
intensa ~1650 cm™: lo que sugiere C=0 (carbonilo) de amidas (proteinas) o ésteres.
Aunque también posible vibracién de C=C conjugado. Asimismo, se observan
desplazamientos, lo que podria sugerir que en presencia de AgNPs existe una
coordinacion con carbonilos o enlaces amidicos. Cuarto, la regién 1600-1400 cm™:
sugiere anillos aromaticos (C=C aromaticos) o deformaciones N-H. los cambios
sutiles en los espectros con AgNPs indican posible interaccion con anillos fendlicos

o proteinas.
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Algunos analisis de FTIR para AgNPs acopladas a extractos acuosos de especies
vegetales, reportan la presencia de picos en similares numeros de onda. Javed y
cols (2023) reportaron algunos grupos funcionales presentes en el extracto y en las
AgNPs aunque presentan ligeras diferencias entre si. En su extracto observaron
picos a 2920 cm-1 y 2845 cm-1 que representan el estiramiento C-H y picos
similares también fueron reportados en un estudio de Rajakumar y cols (2012) a
1631 cm-1, 2922 cm-1y 2853 cm-1. Devaraj y cols (2013) reportaron en su estudio
los picos de AgNPs en 2927 cm-1, 1631 cm-1y 1383 cm-1 los cuales se asemejan
estrechamente a los picos encontrados a nuestros picos a 2907 cm-1, 1633 cm-1y
1384 cm-1 representando C-H o N-H, C=0 y C-N respectivamente, aunque en
ausencia del pico de O-H encontrado en nuestro resultado a 3500 cm-1. Jyoti y cols
(2016) reportaron picos en sus espectros de FTIR para NPs de plata acopladas al
extracto acuoso de Urtica dioica, sus espectros FTIR mostraron picos a 2921 cm-1,
1631 cm-1, 1377 cm-1, 1240 cm-1y 1043 cm-1, los cuales son similares a nuestros
picos en 2907 cm-1, 1633 cm-1, 1384 cm-1, 1240 cm-1 y 1028 cm-1, exceptuando
el pico de los OH. En otro estudio, los picos reportados para NPs de plata fueron
3271 cm-1, 1633cm-1, 1397cm-1 y 1081 cm-1, los cuales son similares a nuestros
picos para AgNP-/.stans a 3257 cm-1, 1633 cm-1, 1384 cm-1y 1028 cm-1.

Por otra parte, Devaraj y cols (2014) report6 picos a 1629 cm-1, 1041 cm-1 y 833
cm-1 similares a los observados para el extracto acuoso de /. stans donde se
observa la presencia de un pico ligero a los 800 cm-1, en muestras de raiz para
Strobilanthes glutinosus reportadas por Javed y cols (2023), se observaron a 1617
cm-1, 1027 cm-1 y 875 cm-1, mostrando el estiramiento del carbonilo (C=0),
estiramiento del C-N (amina) y C=C. En un estudio llevado a cabo por Dixit y cols
(2022), los picos encontrados fueron a 1633 cm-1, 1397 cm-1 y 1081cm-1. Asi
mismo, Devanesan y Alsalhi (2021) reportaron picos a 1641 cm-1, y 1066 cm-1,
relacionados a los picos a 1617 cm-1 y 1033 cm-1 reportados en NPs conjugadas
a extractos acuosos de raiz. Kandakumar y cols (2014) reportaron picos para AgNPs
acopladas a Hydnocarpus alpina a 3390cm-1y 1320 cm-1, los cuales son cercanos
a nuestros picos de AgNPs de raiz encontrados a 3338 cm-1 y 1313 cm-1,

mostrando el estiramiento de OH posiblemente de fenoles o agua y el estiramiento
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C=0 de compuestos carbonilicos.

8.3 Identificacion de composicion elemental por EDS

La fluorescencia de rayos X por energia dispersiva es una técnica que permite
conocer la composicion de una muestra mediante la identificacion de elementos
presentes en ella. La emision de rayos X es un fendémeno producido por la excitaciéon
de la capa interna mediante electrones incidentes, cuando un electron de una capa
interna transita a un nivel de energia alta, el hueco en la capa interna es ocupado
por un electron de un nivel de energia mas alto, lo que resulta en la emisiéon de un
rayo X caracteristico con energia correspondiente a la diferencia entre dos niveles
de energia. Cuando el electron en el nivel de mayor energia transita al nivel de
menor energia solo puede ocurrir la transicion que corresponde a la diferencia del
numero cuantico de momento angular orbital Al=+-1, segun la regla de seleccion. El
proceso de emision del rayo X caracteristico Kal debido a la transicion L3 -> K, que
resulta de la formacion de un hueco en la capa interna 1s (capa k), aunque se
pueden emitir diversos rayos X caracteristicos debido a la formacion de huecos en
las capas Ky L, las especies de rayos X caracteristicos se representan mediante
simbolos como Ka1, Ka2 y asi sucesivamente. La K indica el rayo X emitido cuando
el electron transita hacia la capa K desde una capa externa. De manera similar, las
series L y M corresponden a los rayos X emitidos cuando el electrén transita hacia
la capa L y la capa M, respectivamente. La letra griega y el numero indican la
especie de transicion correspondiente al rayo X caracteristico especifico. Debido a
que los rayos X caracteristicos tienen una energia especifica correspondiente a
cada elemento, el elemento puede ser identificado a partir de la energia del pico y
el contenido del elemento en el compuesto puede analizarse a partir de la intensidad

integrada del pico (Yurkanis, 2008).

La composicidn elemental para el extracto acuoso de [ stans permitio la
identificacion de C, O, K, S, Cl y P. En este sentido, los extractos vegetales
contienen fitoquimicos (alcaloides, flavonoides, proteinas, polisacaridos, celulosa y
compuestos fendlicos) y metabolitos secundarios, que se utilizan para la sintesis de
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NPs (Kuppusamy et al. 2015a, b; Mata et al. 2016; Patil et al. 2012). Por otra parte,
la composicion elemental para la solucion AgNP-/.stans 1:5 nos permitio identificar;
C, O, Na, Mg, S y Ag. Se observa la plata como 6° elemento mas presente,
confirmando asi la solucion AgNOs 1:5. Asi mismo, la solucion AgNP-/.stans 10:1
esta constituida de C, O, Ag, Si, Na y Mg, se observa la plata como 3° elemento

mas presente, confirmando asi la solucion AgNO3 10:1.

8.4 Determinacién del radio hidrodinamico por DLS

El tamafio promedio de las NPs y el indice de polidispersividad (PDI) se puede
conocer mediante la dispersion dinamica de Luz de las NPs en solucion. Esta
técnica determina el diametro de la nanoparticula mediante las propiedades de

dispersion de luz y el movimiento Browniano (De assis et al., 2008).

De acuerdo a datos reportados por Liagat y cols (2022), el tamafo promedio de las
NPs estudiadas por ellos las cuales fuero conjugadas a extractos acuosos de E.
camadulensis, T. arjuna fueron de 43 y 23 nm, el PDI de 0.399 y 0.716
respectivamente. Los valores de PDI mayores a 0.7 indica que la solucion es
polidispersa, pero si presentan un valor menor a 0.7 indica monodispersidad
(Honary et al., 2013). Liagat y cols (2022) también reportaron que las nanopartculas
de plata monodispersas mostraron un mejor desempefo y aplicaciones en

comparacion que las NPs polidispersas.

Los resultados para la solucién 1:5y 10:1 de las AgNP-/. stans presentaron valores
de 53.18 nm y 61.10 nm para el diametro hidrodinamico respectivamente y 52.85%
asi como 26.40% para el indice de polidispersién siendo ambas soluciones
monodispersas. También, en un estudio llevado a cabo por Naderi-Samani y cols
(2023) identificaron valores para el diametro hidrodinamico de 34 nm y un IPD igual
a 0.32 para AgNPs.

8.5 Analisis de NPs por potencial zeta

En las soluciones del tipo ionico, las NPs con una carga neta tienen una capa de
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iones (carga opuesta) que esta fuertemente unida a su superficie y se le conoce
como capa de Stern. También existe una segunda capa externa difusa que esta
constituida por iones débilmente asociados, y a estas dos capas se les denomina
doble capa eléctrica. Si la particula se mueve se genera una distincidén entre los
iones de la capa difusa que se desplazan con la nanoparticula y los iones que
permanecen en el dispersante. El potencial electrostatico en este limite llamado
plano de deslizamiento se le conoce como el potencial zeta y se encuentra

relacionado con la carga superficial de la nano particula.

En este sentido, para determinar las mediciones de este parametro, se aplica un
campo eléctrico a través de la muestra y se mide el movimiento de las NPs
(movilidad electroforética) mediante velocimetria de laser Doppler y se hace uso de
la ecuacion de Henry para conocer el potencial zeta ¢; donde Ue es la movilidad
electroforética, € es la constante dieléctrica, n es la viscosidad absoluta, f(ka) es la
funcién de Henry, y ka una medida de la relacién entre el radio de la particula y la
longitud de Debye (Yurkanis, 2008).

~ 2ezf(xa)
n

U

e

De esta manera, las NPs con un potencial zeta de -10 y +10 mV se consideran
aproximadamente neutras, mientras que las NPs con potenciales mayores a + 30
mV o menores a -30 mV se consideran fuertemente catidnicas y anionicas,

respectivamente.

Los valores obtenidos para las soluciones 1:5y 10:1 fueron -19.53 mV y -16.25 mV
lo que nos permite inferir que las NPs son ligeramente anidnicas. Flieger y cols
(2021) reportaron el valor de potencial zeta para nano particulas de plata
conjugadas al extracto acuoso Capsicum baccatum de presentaron un valor de -35
mV lo que indica la existencia de una estabilizacién electrostatica debida a la
interaccién de las biomoléculas en la superficie de las NPs. En otro estudio llevado
a cabo por Zuorro y cols (2022) se obtuvieron valores de -30.5 a -20.7 mV para NPs

de plata acopladas a un extracto acuoso de granos de café. La presencia de
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compuestos como polifendlicos, flavonoides, carotenoides en los extractos acuosos
se han reportado como responsables del proceso de reduccion. Asi mismo, en la
estabilizacion la cual juega un papel importante en la dispersidén de la suspension
los compuestos que contienen grupos carboxilos, proteinas, y carbohidratos estan

altamente involucrados.

Es importante mencionar que el potencial zeta es dependiente de pH y la
conductividad del medio dispersante. Por lo que la diferencia de valores podria
deberse a la diferencia de pH entre cada solucion, las elaboradas en el presente
proyecto y las que han sido citadas. El valor del potencial zeta obtenido es un valor
promedio. Por lo que, si la muestra es monodispersa, el valor corresponde al
potencial zeta del unico componente presente en la muestra. Sin embargo, si la
muestra es polidispersa (contiene varias especies diferentes con variacién en sus

densidades de carga) (Clogston y Patri, 2011).

8.6 Determinacién de la ICso por ensayos MTT

Los ensayos de toxicidad por MTT en la linea celular DAOY se llevaron a cabo
evaluando el extracto acuoso de |. stans, las AgNP-l.stans 1:5 y 10:1 y
ciclofosfamida, un antineoplasico utilizado comiunmente en la practica contra el MB
como control de toxicidad. Y se obtuvo una curva para determinar la ICso0 de cada
condicion evaluada, la media obtenida para Cif fue de 445.0 ug/mL, para el extracto
acuoso de /. stans de 421.2 pg/mL, para AgNP-/.stans 1:5 de 205.8 ug/mL, y para
AgNP-I.stans 10:1 de 51.84 ug/mL, los resultados demostraron que el extracto
acuoso induce una ICso similar al control, un antineoplasico utilizado ampliamente
en el tratamiento contra el meduloblastoma, y ambas soluciones de AgNP-/.stans

indujeron aun mayor toxicidad siendo la solucion 1:10 mas toxica.

Reynolds y cols (1995) reportaron la toxicidad de /. stans, en ensayos realizados
por el grupo determinaron la DEso para dos fracciones del extracto de /. stans, la
fraccion con compuestos menos polares se evalué identificando una DEso de 1.5,
15 y 3.2 ug/mL para las lineas celulares KB, HCT15 y SQC-1 UISO
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respectivamente. También evaluaron el extracto con polisacaridos mas polares,
donde obtuvieron 2.0, 25.1 y 16.2 ug/mL para KB, HCT-15 y SQC-1USIO
respectivamente. Leon-Rivera y cols (2016) evaluaron la toxicidad de dos
compuestos encontrados en /. stans, el jalapinosido 1y reportaron que en las lineas
celulares de Glioma (C6 y RG2), a una concentracion de 1 ug/mL en 24 horas se
identificd una reduccion de la viabilidad del 40% y 54% y a una concentracién de
0.1 pg/mL en un tiempo de 48 horas se detectd una reduccién de la viabilidad celular
del 73% y 78% respectivamente para ambas lineas celulares. Sin embargo, la
citotoxicidad del extracto acuoso de /. stans no ha sido previamente evaluada; por
lo tanto, en el presente estudio se reporta por primera vez su actividad citotdxica.
De la misma manera tampoco se han reportado la toxicidad de NPs de plata
conjugadas al extracto acuoso de /. stans, pero si de AgNPs acopladas a otros
extractos acuosos de especies vegetales. Abdelsattar y cols (2024) determinaron
que la ICso para las Ag acopladas a extracto de propoleo presentando valores de
ICs0 de 24.5 ug/mL en la linea celular MCF7 (mama) y 29.1ug/mL para la linea
celular HepG2 (hepatoma). Por otro lado, Safaepour y cols (2009) reportaron la
actividad citotoxica de AgNPs conjugadas a geraniol (compuesto identificado en
Pelargonium graveolens y Azadirachta indica), en una linea celular de fibrosarcoma
(WEHI 164), los analisis de toxicidad demostraron que a una concentracion de
1pg/mL las AgNPs inhibian el crecimiento de las células en un 30% pero a una

concentracion de 5ug/mL se reducia la viabilidad en un 60%.
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9. Conclusion

En el presente proyecto se evaluaron dos soluciones de AgNP-/.stans en proporcion
1:5y 10:1 de nitrato de plata y extracto acuoso de /. stans, respectivamente, dichas
NPs fueron caracterizadas mediante UV-vis donde se observo el pico caracteristico
a 450 nm correspondiente a la plata, lo que indico que las AgNP-/.stans son
cuasiesféricas comprobado posteriormente por TEM. Asimismo, el analisis de FTIR
permitié identificar grupos funcionales de; OH, COOH, C=0, CO, -O- Y CN los
cuales han sido reportados frecuentemente en los compuestos organicos que
podrian intervenir en la reduccion de la plata y la estabilizacion de las NPs. El
diametro hidrodinamico fue detectado por la técnica de dispersion dinamica de luz
donde se comprobd que las AgNP-/.stans 1:5 presentaron un tamafno promedio de
53.18 nm y AgNP-/.stans 10:1 un diametro promedio de 61.10 nm. Finalmente, los
resultados de citotoxicidad demostraron que el extracto acuoso de /. stans induce
una ICso similar al control (ciclofosfamida), y ambas soluciones indujeron aun mayor

toxicidad siendo la soluciéon 1:10 la mas citotoxica.

60



10. Perspectivas

1. Comprobar la existencia de iones de plata en ambas soluciones mediante

procesos electroquimicos.

2. ldentificar y aislar los compuestos presentes en el extracto acuoso de [. stans
gue inducen la citotoxicidad.

3. Determinar el mecanismo por el cual las NPs inducen citotoxicidad en las células
de meduloblastoma.
Evaluar las NPs en otra linea celular para diferenciar sensibilidad celular.
Evaluar la actividad de las AgNP-lLstans en un modelo in vivo de

meduloblastoma
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