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l. INTRODUCCION

En la actualidad, las nanoparticulas ocupan un amplio campo en la investigacion cientifica,
gracias a su potencial para ser utilizadas en sectores como textil!, agricola?, de cosmética3,

construccidon*y en biomédicina® por citar algunos ejemplos.

La sintesis tradicional de nanoparticulas involucra la utilizacién de disolventes, agentes
reductores y estabilizantes que pueden ser de tipo inorganico, metales, 6xidos metalicos,
etc. Asi mismo, la mayoria de las metodologias de sintesis requieren condiciones o
equipos especiales. Una de las mayores preocupaciones causadas a partir de estas
técnicas es la formacién y acumulacién de desechos téxicos en el medio ambiente, lo cual
puede afectar de forma considerable a todos los organismos que habitan en él y por
consiguiente el cambio del equilibrio ecoldgico. Por estas razones, en las recientes
investigaciones se ha puesto empefio en buscar y desarrollar nuevos métodos de sintesis

gue sean amigables con el medio ambiente, asequibles y de facil realizacion.

Las nuevas estrategias de sintesis han recaido principalmente en el aprovechamiento de
plantas, semillas, frutas y microorganismos como agentes para fabricar nanoparticulas.
Por ejemplo; se ha reportado la sintesis de nanoparticulas de oro usando extractos de
hojas de hibisco®, sintesis de nanoparticulas de éxido de cobre utilizando distintas cepas
de Penicillium’, sintesis de nanoparticulas de didxido de titanio a partir de extractos de
hojas del arbol Pariyata®, de nanoparticulas de plata usando extractos de cascara de

papaya’, etc.

Con base en el potencial de uso de nanoparticulas, las nanoparticulas de plata son
conocidas por tener un amplio espectro de propiedades biolégicas y han sido
incorporadas en distintos soportes, los cuales en su mayoria son de caracter polimérico
(celulosa, polivinilpirrolidona, almiddn, etc.); desarrollando asi productos antimicrobianos,
antiparasitarios, antioxidantes y recientemente productos con propiedades

anticancerigenas y antidiabéticas.



Debido a lo anterior, en la presente investigacién se realizé la sintesis de nanoparticulas
de plata (AgNps) con extractos acuosos de cascara de pifia (Ananas comosus) para evaluar

su actividad anticancerigena y su inclusion en la matriz polimérica etileno acetato de vinilo

(EVA).



I. MARCO TEORICO

2.1 NANOPARTICULAS DE PLATA (AgNps)

Se ha reportado que las nanoparticulas de plata (AgNPs) tienen un tamafio promedio
menor a 100 nm y cada nanoparticula puede contener de 15,000 a 20,000 atomos de
platal®. La mayor parte de las AgNps poseen una estructura de tipo nucleo-coraza, el
nucleo constituido por dtomos Ag® puede variar de tamafio y forma dando origen a
distintas morfologias, por ejemplo: nanoesferas, nanocubos, nanoalambres, nanoplatos
triangulares (Figura 1), y una coraza que puede ser de tipo organico como

polivinilpirrolidona o citrato o de tipo inorganico como sulfuro o cloruro de plata'?.

Figura 1. Tipos de morfologias de AgNps (a) Nanoesferas 2, (b) Nanocubos *3, (c) Nanoalambres 4.

Las AgNps presentan mejores propiedades eléctricas, magnéticas y cataliticas con que las
particulas de plata de mayor tamano. Por ello, las posibles aplicaciones de las
nanoparticulas de Ag tienen un amplio alcance. No obstante, su importancia se debe
principalmente a sus propiedades 6pticas y a sus propiedades antimicrobianas y mas

recientemente a su actividad anticancerigena.

2.1.1 Propiedades épticas

Las propiedades Opticas de las nanoparticulas metalicas estdn determinadas por la
aparicion de plasmones de superficie localizados (LSP), estos son oscilaciones colectivas de

electrones restringidos en pequenos volUmenes metalicos los cuales se manifiestan con la



aparicidon de una intensa banda de absorcion en la regidn del espectro visible (resonancia

de plasmon de superficie localizado, por sus siglas en ingles LSPR).%®

El fendmeno de LSPR (Figura 2) ocurre cuando las nanoparticulas tienen un tamafio menor
gue la longitud de radiacidn incidente, en consecuencia, esta radiacion induce un dipolo
eléctrico desplazando a una parte de los electrones méviles deslocalizados generando asi
una carga neta negativa en un lado de las nanoparticulas y como el resto de los nucleos y

sus electrones internos no se han desplazado, constituyen una carga opuesta positiva.'®

Figura 2. Fendmeno de LSPR en nanoparticulas metadlicas.

Esta interaccién es dependiente de la morfologia, tamafo, cristalinidad y naturaleza
guimica de las nanoparticulas ademas, de las condiciones fisicas y quimicas del medio
circundante alrededor de las mismas®. Por ejemplo las nanoesferas de Ag (Figura 3a)
presentan una absorcion alrededor de 410-430 nm, esto se debe a que la frecuencia de
absorcion del plasmdn es la misma en cualquier direccién donde se propague la radiacién
por efecto de su morfologia. Los nanocubos de plata (Figura 3b) muestran un pico de 407
nm que normalmente se atribuye a la resonancia de plasmén de superficie dipolo en
plano!®. Los nanoalambres de Ag (Figura 3c), presentan absorciones alrededor de 380 nm
correspondiente a la absorcion transversal junto con el pico caracteristico de nanoplata en

410 nmy en 350 nm la absorcidn longitudinal'*



Figura 3. Espectros UV-Vis de (a) nanoesferas de Ag"’, (b) nanocubos de Ag®®, (c) nanoalambres de
Ag'.

2.1.2 Propiedades antimicrobianas

Las nanoparticulas de Ag presentan propiedades antimicrobianas que dependen de
factores como tamano, morfologia, concentracién de AgNps, etc. Para comprender mejor
la propiedad antimicrobiana de las NP de Ag, es esencial describir el mecanismo de accidn,
el cual se divide en dos pasos. El primer paso consiste en la liberaciéon de iones de Ag*, el
segundo paso es la interaccion del ion Ag* con la membrana celular, lo que resulta en la
inhibicion de las funciones de las proteinas bacterianas, lo que detiene la proliferacién
microbiana y conduce a la muerte celular®®. Esta capacidad ha sido evaluada frente a

cepas de S. typhi, B. cereus, P. aeruginosa *° y K. pneumoniae 2, entre otras.

2.1.3 Propiedades anticancerigenas

Se ha demostrado que las AgNPs tienen importantes actividades bactericidas vy
antiangiogénicas, siendo atractivas en la investigacién de sus potenciales efectos
anticancerigenos 2!. Sin embargo, los mecanismos no se conocen claramente debido a
caracteristicas como el tamafio y forma. A pesar de la influencia de estas caracteristicas,
existen distintas teorias mediante las cuales se ha tratado de explicar el mecanismo de

accién de las AgNps sobre células cancerigenas.



La generacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) y el estrés oxidativo son
generalmente aceptados como los mecanismos probables de toxicidad inducida por
nanoparticulas ?2. AshaRani y col. 2 propusieron un mecanismo de toxicidad, el cual
consiste en la captacién de AgNps principalmente a través de la endocitosis, afectando la
funcion mitocondrial y generando especies reactivas de oxigeno (ROS) las cuales
ocasionan dafo al ADN y posteriormente la inhibicion de la proliferacion celular (Figura 4).
De igual manera los autores plantean que las AgNps actuan mediante transitorios de
calcio intracelular (Ca*?) provocando asi dafio en el citoesqueleto y por consecuencia la

inhibicién de la proliferacion celular.

Figura 4. Mecanismo de toxicidad de nanoplata .

Bressan y col. 2* demostraron la acumulacién de AgNps fuera de las mitocondrias por lo
qgue sugieren dafo mitocondrial directo, lo cual perturba la funcién de la cadena

respiratoria e induce la generacion de ROS y por consiguiente el estrés oxidativo.

Otra teoria sugiere que la viabilidad celular se ve afectada gracias al deterioro de la
membrana celular, esto es posible debido a la gran afinidad entre AgNps con el azufre y
foésforo presentes en las proteinas de la membrana lo que ocasiona la fuga del contenido

celulary por lo tanto la muerte de la célula .



2.1.4 Sintesis de nanoparticulas de plata

Existen dos grandes categorias de métodos para sintetizar AgNps: Top-down, el cual
consiste en la reduccién de un material de tamafio adecuado hasta llegar a la escala
nanométrica y Bottom-up en donde la nanoestructura se construye atomo por atomo.
Una clara ventaja de Bottom-up es la posibilidad de obtener AgNps con defectos

comparativamente menores en contraste con Top-down 26,

De los distintos métodos englobados en las categorias anteriores, la reduccion quimica es
el método aplicado con mas frecuencia ?’. Sin embargo, estos métodos convencionales
(Tabla 1) no solo son costosos y requieren condiciones estrictas, sino también son
ambientalmente hostiles debido a los quimicos téxicos que son utilizados %2, Se han
utilizado sustancias peligrosas como borohidruro de sodio e hidroxilamina para la sintesis
de nanoparticulas en métodos acuosos. Por lo tanto, ha surgido la necesidad de
desarrollar procesos ecolégicos, econdmicos y eficientes para sintetizar nanoparticulas de

plata 2°:30,

Tabla 1. Algunos métodos fisicos, quimicos y fotoquimicos para la sintesis de AgNps>!

Método Precursor Agente reductor Agente Tamaio de
de plata estabilizante particula
Reduccion quimica AgNO; NaHB, Surfactina 3-28
Reduccion quimica AgNO; Citrato de sodio Citrato de sodio 30-60
Reduccion quimica AgNO; NaHB, DDA ~7
Reduccion quimica AgNO; Etilenglicol PVP 5-25
Sintesis fisica AgNO; Descarga de arco eléctrico  Citrato de sodio 14-27
Reduccidn AgNO; Luz UV - 4-10
fotoquimica
Reduccidn Ag,S0, Rayos X - ~28
fotoquimica

NaHBa4: borohidruro de sodio; DDA: acido dodecanoico; PVP: polivinilpirrolidona



Actualmente, se estd llevando a cabo una extensa investigacién con sistemas biolégicos
como microorganismos, plantas, residuos alimentarios o sus extractos que pueden
emplearse como agentes reductores para la sintesis de AgNps; se ha reportado que estos
materiales pueden contener diversas combinaciones de biomoléculas como aminodcidos,
vitaminas y polisacaridos que tienen el potencial reductor y que son benignos desde el

punto de vista ambiental 32.

2.1.5 Sintesis verde de nanoparticulas de plata

Algunos métodos de sintesis denominados verdes utilizan sistemas bioldgicos como
extractos de plantas para fabricar AgNps (Tabla 2). Una clara diferencia con los métodos
convencionales es que en estos no se usa agente surfactante, agente de cobertura y/o
plantilla 33. En los métodos de sintesis con sistemas biolégicos es preferible el uso de
plantas o residuos alimentarios sobre microorganismos, ya que los primeros no necesitan
del mantenimiento de cultivos celulares 3. Por ello, la utilizacién de extractos de plantas o
residuos alimentarios para producir AgNps estd tomando una gran notoriedad. La razén
por la cual estos extractos funcionan bien es porque biomoléculas como polisacaridos,
polifenoles, aldehidos, cetonas, proteinas, saponinas, taninos, terpenoides y vitaminas
pueden reducir el ion metalico y estabilizar las nanoparticulas en las formas y tamafios

deseados?®3>.

Tabla 2. Métodos verdes de sintesis de AgNps usando extractos de plantas.

Sistema Parte de la planta Autor

Argyreia nervosa hojas Saratele y col.%®
Musa paradisiaca céscara Bankary col.?’
Citrus sinensis céscara Konwarh y col.®®
Dactylopius coccus cascara Goudarziy col.*
Zea mays L. pelos de elote Patray col.®®
Carica papaya cascara Kokila y col.’

Stevia rebaudiana hojas Yilmazy col.*




2.1.6 Proceso de formacién de nanoparticulas de plata

La sintesis de AgNps (Figura 5) es un proceso simple que comienza mezclando una
solucién de sal metalica (por lo general AgNOs) con una solucidn de extracto de planta o
residuo alimentario. Este proceso se ve influenciado por pardmetros como la naturaleza
del extracto, concentracién del extracto y de sal metdlica, tiempo de reaccién,

temperatura, agitacién y pH de la mezcla de reaccién .

Figura 5. Representacidon esquematica del proceso de sintesis con extractos de plantas basada en

laimagen de Ghosh y col.*®

Numerosos estudios indican que el mecanismo general de formacion de AgNps es una
reaccion de tipo oxido-reduccidn (Figura 6), en la cual los iones Ag'* son reducidos a Ag°
gracias a los metabolitos presentes en el extracto, una vez que los atomos se encuentran
en estado basal comienza la formacion de nucleos los cuales con predecesores de

particulas mas grandes.

Figura 6. Representacion esquematica del proceso de formacion de AgNps basada en la imagen de
Ghosh y col.®



Se considera que los nucleos precursores de particulas granulares y planas se forman
mediante el crecimiento en direccion del plano (111). Cuando estos son de tipo
policristalino la morfologia de la AgNp sera de tipo granular y cuando los nucleos son
monocristalinos la morfologia es plana (Figura 7). Progresivamente, las particulas vecinas
mas pequeiias comienzan a ensamblarse en sus caras de baja energia, lo que finalmente

da como resultado la formacion de nanoparticulas termodindmicamente estables3>42,

Figura 7. Tipos de nucleos y su formacion de AgNps.

2.1.7 Compuestos polimero/ nanoparticulas de plata

Las nanoparticulas de plata tienen una excelente actividad bioldgica, sin embargo,
aspectos como la aglomeraciéon y la liberacion controlada de estas son los principales
problemas por resolver; una estrategia para solucionar estos inconvenientes es el
atrapamiento de AgNps en diversos sustratos y matrices. En este contexto, los polimeros
son los materiales de primera prioridad debido a sus estructuras flexibles, con grupos
funcionales adecuados en largas cadenas poliméricas que pueden permitir la

incorporacion y la inmovilizacion de nanoparticulas para formar nanocompuestos 3,

Para realizar estos compuestos poliméricos es importante tener en cuenta algunas
caracteristicas, tales como el peso molecular, morfologia, la naturaleza y el caracter
hidrofilico-lipofilico del polimero, asi como la interaccidn polimero-solvente y la relacién

en peso polimero-AgNPs %4,
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En general, hay varias matrices poliméricas para la sintesis de nanocompuestos
polimero/AgNps como almiddn, carboximetil-celulosa sédica, B-D-glucosa *°, celulosa,
polivinil alcohol (PVA), quitosano, quitina, poli(etilenglicol-dimetacrilato-co-acrilonitrilo)
entre otros, con excelentes resultados en actividad bioldgica, evidenciando asi que la

actividad de las AgNps se mantiene a pesar de estar dispersadas en el polimero.
2.2 ETILENO-CO-VINILACETATO (EVA)

El etileno acetato de vinilo EVA, es un polimero termoplastico formado por unidades
repetitivas de etileno y acetato de vinilo (Figura 8). Se designa como EVA (por sus siglas en
inglés, ethylene vinyl acetate). Es un material plastico liviano, el cual se puede encontrar
en bloques, laminas o pellets. El EVA ofrece la ventaja de ser un material el cual se puede
imprimir, troquelar, cortar, pegar, pintar o lavar #°. La cristalinidad, el punto de fusidn, la
rigidez y la polaridad del EVA estan determinados predominantemente por el contenido

de acetato de vinilo %’

CH
O__T 0——CH
T—T + T—T —> c—C—Ht+C—C—1
H H H H H|[H H
Etileno Acetato L dm
de vinilo Poll(Etlleno -co-vinilacetato)

Figura 8. Copolimero etileno-co-vinilacetato

La amplia utilizacidn del EVA se debe a la simplicidad de procesamiento mediante calor, su
bajo costo y flexibilidad *2. Es uno de los copolimeros mas utiles como aislante de cables,
suelas de zapatos, adhesivo de fusién en caliente o como recubrimiento, y en el campo de
la biomedicina ha sido usado como sustrato para la liberaciéon controlada de farmacos en
dispositivos intravitreos para el tratamiento de la inflamacién y enfermedades en ojos,
también ha sido utilizado como un recubrimiento liberador de antibidticos en catéteres

uretrales y en pancreas artificiales*>>°.
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2.3 PINA (Ananas comosus)

La pifia (Ananas comosus) es una fruta econdmicamente importante debido a su sabor
Unico, es el elemento mas importante de la familia de las bromelidceas y sigue a las

bananas, mangos y citricos en términos de la produccidon mundial de frutas tropicales °*.

De acuerdo con datos presentado por SAGARPA, en el afio 2017 se cosecharon 945,210.08
toneladas de pifia en México, de las cuales Oaxaca contribuyd con 130,436.59 toneladas y

de estas 34,440.00 toneladas pertenecen al municipio de San Juan Bautista Tuxtepec >2.

Por lo general, la pifia (Figura 9) tiene como fin su consumo como fruta fresca, en jugos,
concentrados, en almibar, etc. Debido al procesamiento de la pifia se generan grandes
cantidades de residuos sélidos y liquidos, de los cuales la cdscara representa la porcién
mdas grande (30-42 %), seguida por el corazdn (9-10 %) y el tallo (25 %) >3; en ocasiones
estos residuos se utilizan parcialmente como alimento o compostaje para la fertilizacidon
>4 para la produccién de etanol, acido citrico o vinagre. Sin embargo, la mayor parte del
tiempo tiende a descartarse lo que causa problemas ambientales como la contaminacion y

en consecuencia, pérdida econémica.

Figura 9. Pifia (Ananas comosus)
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La cascara de pifa contiene biopolimeros como celulosa, hemicelulosa y lignina ~>,

55

también contiene compuestos como catequina, epicatequina, acido gdlico, acido ferulico,

acido etanidico éster etilico, éster butilico de butilpropilo, propano, 4-hepten-3-ona-4-

metil, dcido carbamico monoamédn, glicidol, flavonoides, derivados de diglicéridos de

hidroxicinamoilo, diferuloil espermidina, cianidina trihexdsido, cianidina dihexdsido entre

otros (Tabla 3)°6-%,

Tabla 3. Algunos componentes fitoquimicos de la cascara de pifia (Ananas comosus)

Nombre Estructura
Acido gélico N
HO OH
OH
Catequina

Epicatequina

Acido ferulico

oH
oH
Ho o &

OH

OH

7 o
x
: <
I

HO o &

)
2
Y,

OCH;
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Nombre

Estructura

Acido etanidico éster etilico.

Acido oxalico butil propil éster

4-Hepten-3-ona,4-metil

Perdxido de di-terc-butilo

Cianidina dihéxosido y trihéxosido
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lll.  ANTECEDENTES

Garcia y colaboradores®?, reportaron la sintesis de nanoparticulas Fe-TiOx magnéticas con
cascara de pifia (CPa-Fe/TiOx) y borohidruro de sodio (NaBHa4) para evaluar su capacidad
de absorcién de As(V). Los resultados por TEM indicaron la obtencién de nanoparticulas
esféricas con 5,7 nm de didmetro distribuidas en la superficie de la cascara de pifa con
una relacién molar Ti: Fe de 2: 1, mientras que los resultados por DRX mostraron que el
material es amorfo. Los espectros IR del CPa-Fe/TiOx indicaron la existencia de grupos

hidroxilos y carboxilos en el material compuesto.

Palem y colaboradores®, reportaron un estudio comparativo de las propiedades
fisicoquimicas, antimicrobianas y anticancerigenas de AgNps sintetizadas con extracto
acuoso de ruibarbo (RS-AgNPs) y de nanocompuestos de plata reticulados con quitosano
(CSHD-AgNCs). La caracterizacion por TEM reveld que las RS-AgNPs tienen un tamafio <5
nm y CSHD-AgNCs un tamafio de 5-100 nm. Ambos sistemas presentaron una estructura
cubica centrada en las caras. La propiedad anticancerigena de RS-AgNPs y CSHD-AgNCs se
evaluaron contra la linea celular Hela mediante el método MTT durante 24 h. Los
resultados demostraron que los RS-AgNPs tienen una toxicidad mayor en comparacién

con CSHD-AgNCs.

Bello y colaboradores®!, reportaron la sintesis de nanoparticulas de plata utilizando
extracto acuoso de Hyphaene thebaica, los andlisis por TEM mostraron la formacién de
AgNps de aproximadamente 20 nm. Se analizé su actividad antiproliferativa en lineas
celulares de cancer, el efecto de AgNps fue mds notorio en la linea celular de cancer de
prostata PC3 (ICsp 2.6 mg/ml) seguido de cancer de mama MCF-7 (ICso 4.8 mg/ml) y por

ultimo cancer de rifién HepG2 (ICsp 6.8 mg/ml).
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Emeka y colaboradores 2, reportaron el uso de hojas de pifia para la sintesis de
nanoparticulas de Ag. Las nanoparticulas obtenidas se sometieron a andlisis UV-vis a
diferentes tiempos de sintesis, lo cual permitié controlar la formacidon de nanoparticulas
de plata a través del muestreo a intervalos de tiempo. La evidencia de bandas del plasmén
de superficie (SPB) entre 440 y 460 nm evidenciaron la formacién de nanoparticulas de

plata. Los resultados por TEM mostraron la obtencién de particulas de 12.4 nm.

Ahmad y colaboradores 3, reportaron la sintesis de nanoparticulas de plata (AgNPs)
utilizando jugo de pulpa de pina para reducir el nitrato de plata acuoso a plata metalica.
Las micrografias obtenidas por TEM mostraron particulas esféricas con un tamafio
promedio de 12 nm. El patréon de XRD mostrd picos de Bragg caracteristicos de los planos
(121), (200), (220) y (311), considerando estructuras cristalinas tipo cubica centrada en la
cara (fcc). Los autores mostraron que los antioxidantes presentados en el jugo de pifia
reducen sinérgicamente los iones de Ag. El proceso de reaccién fue simple para la
formacion de nanoparticulas de plata y las AgNPs fueron bastante estables, incluso

después de 4 meses de incubacion.

Dentro de nuestro grupo de investigacion, en un trabajo preliminar, Flores %? reportd la
sintesis de nanoparticulas de plata utilizando el extracto acuoso de la planta Stevia
rebaudiana y la incorporacién de las nanoparticulas obtenidas en almidéon para obtener
biopeliculas nanoestructuradas. Los resultados mostraron que las AgNps se forman en
menor tiempo cuando se suministra temperatura al sistema de reaccién. Ademas, la
concentraciéon molar de la sal AgNOs influye en la morfologia de las nanoparticulas.
Mediante el estudio morfolégico por microscopia electrénica de trasmision (TEM) se
observé que cambios en la velocidad de agitacidon y de incorporacion de la sal AgNOs
permite la obtencién de morfologias tales como nanobarras, nanoplatos triangulares y

nanoplatos hexagonales.
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La plata es uno de los materiales mas utilizados debido a las distintas propiedades que
presenta cuando se encuentra en tamafo nanométrico. Debido a su amplia utilizacidn, su
produccion se ha visto incrementada, sin embargo, los métodos convencionales
involucran la utilizacion de agentes reductores y/o estabilizantes y la acumulacion de
residuos toxicos, por lo tanto, es deseable utilizar métodos alternativos que sean

amigables con el medio ambiente.

La fabricacién de nanoparticulas mediada por residuos de productos agricolas ha sido
propuesta como una alternativa econdmica y respetuosa con el ambiente, favoreciendo
asi la obtencion de nanoparticulas con el menor dafio ambiental posible. A pesar de la alta
capacidad de accién biolégica que pueden tener las nanoparticulas de plata, no son
aprovechadas, debido a que pueden colapsar y aglomerarse afectando su funcionalidad.
No obstante, uno de los inconvenientes presentes en la sintesis de nanoparticulas de plata
es su dispersién por ello se ha planteado la utilizacién de matrices de distintos tipos para

solucionar este problema.
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V. JUSTIFICACION

Debido a la creciente utilizacion de nanoparticulas de plata, su produccidon se ha visto
incrementada, no obstante, dos de los principales retos en la sintesis de nanoparticulas de
plata es la utilizacion de un método amigable con el medio ambiente y la correcta
dispersion de nanoparticulas en matrices de diferentes tipos, por ello en la presente
investigacion se propone el uso de la cascara de pifia (Ananas comosus) como posible
agente reductor y estabilizador en la sintesis de nanoparticulas de plata, potencializando
asi el aprovechamiento de estos subproductos, dandole valor agregado y provocando un
menor impacto ambiental; conjuntamente la inmovilizacion de AgNPs en copolimero
etileno acetato de vinilo (EVA) podria generar materiales con capacidades bioldgicas
importantes debido a las posibles propiedades anticancerigenas de las nanoparticulas de

plata.
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VI. HIPOTESIS

Algunos metabolitos presentes en los extractos de la cascara de pifia (Ananas comosus)
podrian funcionar como agente reductor y/o estabilizador en la sintesis de nanoparticulas
de plata lo cual podria generar nanoparticulas que presenten compatibilidad con la matriz
polimérica EVA (etileno acetato de vinilo) para preparar materiales con capacidades

anticancerigenas.
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VIl. OBIJETIVOS

7.1 OBIJETIVO GENERAL

Preparar nanocompuestos EVA/AgNps utilizando nanoparticulas de plata obtenidas por

sintesis con extracto de cdscara de pifia (Ananas comosus) y analizar su actividad

anticancerigena.

7.2 OBJETIVOS PARTICULARES

Obtener extractos de cdscara de pifia (Ananas comosus) por dos métodos:

infusion y ultrasonicacién y caracterizar térmica y estructuralmente.

Obtener nanoparticulas de plata (AgNPs) usando los extractos de cascara de

pifia (Ananas comosus) y caracterizar térmica, estructural y morfolégicamente.

Preparar nanocompuestos poliméricos EVA/AgNPs y analizar su

comportamiento estructural y térmico.

Estudiar el comportamiento anticancerigeno de las AgNps obtenidas en células

de cancer de mama MCF-7.
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Vill. METODOLOGIA

8.1 MATERIALES

Para la sintesis de nanoparticulas de plata se utilizaron extractos acuosos de cascara seca
de pifia (Ananas comosus) MD-2, recolectada en plantios de la regién del Papaloapan,
Oaxaca y la sal metdlica nitrato de plata (AgNOs) adquirida en Sigma-Aldrich, con peso
molecular de 169.87 uma y numero CAS 7761-88-8. Para la elaboracién de las peliculas se
utilizé el polimero etileno acetato de vinilo (EVA) Elvax 40W, adquirido de DuPont Co. y

disolventes hexano (CsH14) y diclorometano (CH,Cl,) adquirido en Sigma-Aldrich.
8.2 DESARROLLO EXPERIMENTAL

Este trabajo de investigacion se dividié en 3 etapas. En la primera etapa se obtuvieron los
extractos de la cascara de pifa seca. En la segunda etapa se llevé a cabo la sintesis de
nanoparticulas de plata (AgNps). Por ultimo, en la tercera etapa se realizé la elaboracion
de nanocompuestos EVA/AgNPs. En cada etapa se realizaron las respectivas

caracterizaciones de los productos obtenidos (Figura 10).

Figura 10. Diagrama de flujo del desarrollo experimental
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8.2.1 Obtencidn de extractos acuosos de cascara de pifia por dos métodos: infusion (ECPI) y

asistida por ultrasonido (ECPU)

Se utilizd cascara de pifia la cual fue secada hasta peso constante, posteriormente se

trituro y se obtuvieron los extractos acuosos de la siguiente forma:

Extracto de cascara de pifia por infusion (ECPI): se pesaron 100 g de cdscara de pifia seca,
se colocaron en un papel filtro cafetero y se llevé a cabo la infusién con 1 L de agua
destilada en cafetera 6ster®. La solucidn se filtré al vacio y se llevé a rotaevaporacién a 50

°C, 250 rpm y 42 mbar.

Extracto de cascara de pifia por ultrasonido (ECPU): se pesaron 100 g de cascara de pifia
seca, se procedio a diluir en 1 L de agua destilada y se llevd a extraccion asistida por
ultrasonido en bafio ultrasénico Branson™ en dos ciclos de 15 min y un periodo de reposo
de 5 min entre cada ciclo. La solucién se filtrd al vacio y se llevé a rotaevaporacién a 50 °C,

250 rpmy 42 mbar.
8.2.2 Sintesis de nanoparticulas de plata (AgNps)

La sintesis se realizd utilizando como precursor la sal metdlica AgNOs (nitrato de plata) y
como agente reductor los extractos acuosos obtenidos anteriormente. Las AgNps fueron
sintetizadas en un sistema a reflujo con bafio maria (Figura 11), utilizando una relacion de
90 % de AgNOs (con una concentracion de 10 mM) y 10 % de extracto (con una
concentracién de 10 % peso/volumen) a 500 rpm durante un periodo de 2 h, teniendo
como parametro variable la temperatura (Tabla 4). Posteriormente, los productos se
caracterizaron por espectroscopia UV-Vis y después fueron secadas a 110 °C por 24 h para

posteriores caracterizaciones.

Tabla 4. Cddigos de reaccion de AgNps

ECPI Temperatura [°C] ECPU
Rlamb Ambiente RUamb
Rlso 60 RUe0
Rlsgo 80 RUso0
Rl100 100 RU100
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Figura 11. Sistema utilizado para la sintesis de AgNps.

8.2.3 Elaboracién de nanocompuestos EVA/AgNps

La elaboracion de las peliculas EVA/AgNps se realizd por el método casting, dispersando
AgNps en 2 ml de hexano (CeH14) después se anadidé 5 ml de diclorometano (CH,Cl;) y por
ultimo se agregd 0.5 g de EVA con 40 % de acetato de vinilo, este proceso se realizdé a 400
rom durante 4 h con una concentracién de 20 mg de AgNps obtenidas con extracto por
infusiodn, esto debido a que el método de extraccién por infusidon presento ventajas sobre

el método de extraccidn por ultrasonido.

Tabla 5. Codigos de elaboracién de nanocompuestos EVA/AgNps

Contenido de AgNps Caédigo

20 mg EAamb EA60 EA80 EA100
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8.2.4 Caracterizacion

Las siguientes técnicas fueron empleadas para caracterizar estructural, térmica y
biolégicamente a los extractos ECPl y ECPU, los productos de reaccion (AgNps) y a los

nanocompuestos EVA/AgNPs.

8.2.4.1 Analisis termogravimétrico (TGA)

El comportamiento térmico fue analizado en el equipo de analisis termogravimétrico
modelo STA 6000, marca Perkin Elmer. Los extractos de cascara de pifia y los productos de
reaccion (AgNps) fueron analizados en un rango de 30 a 800 °C y para los nanocompuestos
EVA/AgNPs se utilizé un rango de 30 a 900 °C. Todos los experimentos fueron corridos a
una velocidad de 20 °C/min y bajo una atmoésfera inerte de nitrégeno con flujo de 20

mL/min.

8.2.4.2 Espectroscopia UV-Vis

Los espectros de los extractos de cascara de pifia y productos de reaccién (AgNps) fueron
obtenidos en un espectrofotémetro ultravioleta visible de doble haz modelo Lambda 25 L-

600-00BB, marca Perkin Elmer, en el rango de 200 nm a 700 nm.

8.2.4.3 Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR)

Los espectros FTIR de los extractos de cdscara de pifia ECPl y ECPU, productos de reacciéon
(AgNps) y nanocompuestos EVA/AgNPs se obtuvieron en un espectrofotometro
DYNASCAN modelo Spectrum 100, Perkin Elmer utilizando un interferémetro de

reflectancia total atenuada (ATR) en un rango de 4000 a 600 cm™.
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8.2.4.4 Difraccion de rayos X (DRX)

Los patrones de difraccién se obtuvieron en un difractometro de rayos X marca Bruker
Axs, modelo D8 Advance con un generador de radiacién de Cu Ka, con filtro de Ni. Para los
extractos y productos de reaccion (AgNps) se utilizaron rejillas de 1mm a 40 kV y 30 mA
desde 10 a 90° en 260 con un tamafio de paso de 0.1. Para los nanocompuestos EVA/AgNPs
se utilizaron rejillas de 1 mm desde 5 a 80° en 26 con un tamafio de paso de 0.1 y rotacién

de 30 rpm.

8.2.4.5 Analisis fitoquimico de los extractos de cascara de piia

El andlisis fitoquimico preliminar de los extractos de cascara de pifia ECPl y ECPU consistid
en pruebas cualitativas con métodos estandar reportados por Yadav y col. ®* y Vinodhini y

col. .

Tabla 6. Pruebas fitoquimicas cualitativas

Fitoconstituyentes Prueba Resultado a observar

Taninos 2ml extracto + 2mlH,0+2 0 3 Precipitado verde
gotas FeCl; (5%)

Compuestos polifendlicos 1ml extracto + 1ml Pb(OAc), Precipitado blanco
(10%)

Cumarinas 2ml extracto + 3ml NaOH (10%) Coloracion amarilla

Flavonoides 2ml extracto + 3ml NaOH (10%)+  Coloracién amarillay
HCl diluido posteriormente incolora

H,0: agua destilada ; FeCls: cloruro férrico ; Pb(OAc)4: acetato de plomo;

NaOH: hidroxido de sodio;  HCI: acido clorhidrico
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8.2.4.6 Microscopia electrénica de transmision (TEM)

Se utilizé un microscopio electrdnico de transmisién JEOL 1010 operado a un voltaje de
aceleracién de 80 kV. Las muestras fueron previamente preparadas para su observacion:
primero fueron diluidas con acetona y sonicadas durante 20 minutos, fueron depositadas
en rejillas portamuestras, fueron secadas a temperatura ambiente y observadas por el

TEM.

8.2.4.7 Determinacion de la citotoxicidad mediante el ensayo de MTT

Para el ensayo de citotoxicidad se utilizé la prueba de MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2yl]-2,5
diphenyl tetrazolium bromide) en la linea celular de cdncer de mama MCF-7 y células
mononucleares. Se sembraron 2x10* de células MCF-7 y 2x10° de células mononucleares
contenidas en 100 pL en cada pozo y se incubaron a 37 °C, a 5% de CO; por 24 h. Pasado
este tiempo, se adicionaron 0.05 mg/mL de los productos en estudio, partiendo de un
stock de 10 mg/mL preparados en PBS. Se realizaron diluciones seriadas de los
compuestos 1:2. Se incubd por 24 ha 37 °Cy 5 % de CO,. Después, se adiciond 10 pL de la
solucion de MTT a una concentracién de 5 mg/mL preparado en PBS para células MCF-7 y
10 puL de MTT para células mononucleares. Las células MCF-7 se incubaron por 4 h,
mientras que las células mononucleares se incubaron por 6 h, ambas a 37 °Cy 5% de CO.,
se retiré el medio y se afiadié 100 uL de DMSO, y se incubd a temperatura ambiente hasta

que se disolvieron los cristales de formazan y se midid la absorbancia a 595 nm.
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IX. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de las 3 distintas etapas y respectivas caracterizaciones fueron realizadas

de acuerdo con el desarrollo experimental planteado en el subtema 8.2 (Figura 10).

9.1 Obtencién y caracterizacidn de extractos acuosos de cascara de pifia por dos métodos:

infusion y ultrasonido

La primera etapa consistié en la obtencién de los extractos por infusién (ECPI) y por

ultrasonido (ECPU).

9.1.1 Andlisis termogravimétrico (TGA)

De acuerdo al termograma de ECPI (Figura 12a) la primer etapa de degradacion ocurrié en
90 °C con una pérdida de masa del 2 %, la segunda etapa de degradacidn representd una
pérdida del 25 % de masa a una temperatura de 188 °Cy la tercer etapa fue en 300 °C, con

una pérdida de masa del 37 %, dejando un 36 % de masa residual.

Figura 12. Termogramas de pérdida de peso de (a) ECPl y (b) ECPU.
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El termograma de ECPU (Figura 12b) mostré la primer etapa de degradacién a 80 °C con
un 3 % de pérdida de masa. Una segunda etapa ocurrié en 190 °C con un 30 % de pérdida
de masa vy la tercera etapa fue a 303 °C y representd una pérdida de masa del 33 %

dejando una masa residual del 34 %.

Comparando estos resultados con los termogramas de algunos biopolimeros presentes en
la cdscara de pifia como celulosa, la cual tiene un rango de degradacion entre 315 y 400
°C, hemicelulosa alrededor de 220 y 315 °C, lignina con temperaturas que van de los 200
a 720 °C, y de metabolitos, como acido gélico que presenta temperaturas de degradacién
en 266 °C, miricetina entre 340 y 370 °C y acido ferulico a 173 °C>>%%71 no es posible
asignar de forma directa la descomposicién de los extractos a familias o compuestos
especificos, debido al amplio rango de temperaturas en los que recaen sus valores. No
obstante, se determinaron los porcentajes de pérdida de masa y la estabilidad térmica de
los extractos y por consiguiente se pueden considerar las condiciones en las que estos
componentes no se vean afectados por efecto de la temperatura durante la sintesis de

AgNps.

9.1.2 Espectroscopia UV-Vis

Los extractos de cdscara de pifia contienen fitoquimicos importantes como antocianinas,
taninos, catequinas, terpenoides, carotenoides y principalmente flavonoides; estos
compuestos han sido relacionados con la formacién de AgNps y presentan sistemas
conjugados en su estructura por lo que es posible observarlos a través de UV-Vis. Los
resultados obtenidos para los extractos ECPl y ECPU (Figura 13) muestran una Unica banda
de absorcién para ambos casos localizada entre 260 nm y 360 nm con una Amax alrededor

de 284 nm, lo cual puede ser debido a la interaccion entre estos tipos de metabolitos.
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Figura 13. Espectros UV-Vis de los extractos ECPI y ECPI.

9.1.3 Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR)

Los extractos ECPlI y ECPU fueron caracterizados con FTIR para conocer los grupos
funcionales presentes y posiblemente predecir su papel en la sintesis de AgNps. Estos
extractos contienen biomoléculas como polifenoles, carbohidratos, flavonoides y otros,
los cuales poseen grupos funcionales activos como hidroxilos, amino, aldehidos, acidos
carboxilicos, carbonilos. Se cree que varios de ellos cumplen un rol importante en la

formacién de AgNps 72.

Figura 14. Espectros FTIR de los extractos ECPl y ECPU.
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Los espectros FTIR de ambos extractos (Figura 14) mostraron distintas bandas de
absorcion (Tabla 7), de las cuales se destacan: la banda (a) alrededor de 3300 cm™, la cual
pertenece a los movimientos vibracionales de estiramiento correspondientes al grupo
funcional hidroxilo. Estos grupos son debido a la presencia de compuestos polifendlicos®
como &cido gélico’®, taninos’®, flavonoides’®, polisacdridos y terpenos’®. La sefial (b)
alrededor de 2930 cm™ es atribuida al estiramiento del enlace C-H de tipo alquilo’’ o
estiramiento aromético de taninos’. La banda (c) localizada en 1732 cm™ corresponde a
los movimientos de estiramiento del grupo carbonilo en taninos’, lignina o
hemicelulosa’®. La banda (d) en 1604 cm™ fue asighada a los movimientos de vibracién del
enlace C=C de anillos aromaticos’® presente en flavononas y terpenoides®, y taninos’%. La
sefial (e) en 1410 cm™ se atribuye a la vibracidn del enlace C=C en anillos arométicos del
4cido galico’®. La banda (f) en 1216 cm™ corresponde a la vibracién del enlace C-O en
alcoholes terciarios. La banda (g) en 1026 cm™ se relaciona con la vibracién del enlace C-O
en taninos’*, compuestos aromaticos y flavonides®!. Desde la banda (h) hasta la banda (m)
se encuentran sefiales relacionadas con la vibracion del enlace C-H fuera del plano en

anillos arométicos del acido gélico’® o catequina®2.

Tabla 7. Bandas de absorcién asignadas a los grupos funcionales de los metabolitos presentes en

ECPly ECPU
Banda Numero de Grupo Tipo de movimiento
onda (cm™) funcional
a 3300 O-H Estiramiento
b 2930 C-H Estiramiento en alquilo
o 1732 C=0 Estiramiento
d-e 1604-1410 c=C Estiramiento en anillos aromaticos
f 1216 c-0 Tension del enlace C-O en alcoholes
g 1026 c-0 Vibracion del enlace C-O en taninos, compuestos
aromaticos y flavonoides
h-i-j-k-I-m  1023-920-867- C-H Vibraciéon del enlace C-H fuera del plano en anillos

817-777-704 aromaticos
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9.1.4 Difraccién de rayos X (DRX)

Este andlisis se realizd para conocer el tipo de estructuras presentes en los extractos
(Figura 15). Se observaron sefiales en una posicién 20 de 19.35 y 18.70 respectivamente.
La aparicion de estos picos probablemente sea debido a que en los extractos haya algunos
metabolitos de caracter semicristalino. No obstante, la amplitud de las sefiales es

indicativo de estructuras mayormente amorfas.

Figura 15. Difractograma de los extractos ECPl y ECPU.

9.1.5 Anadlisis fitoquimico

El analisis fitoquimico de los extractos de cdscara de piiia se llevé a cabo de acuerdo con la
metodologia planteada en el punto 8.2.4.5. Los resultados observados se muestran en la

Tabla 8.

Tabla 8. Resultados del analisis fitoquimico cualitativo

Fitoconstituyentes Resultado a observar ECPI ECPU
Taninos Precipitado verde + +
Compuestos polifendlicos Precipitado blanco + +
Cumarinas Coloracién amarilla - -
Flavonoides Coloracion amarilla y después incolora - -

+Positivo - Negativo



Taninos

Esta prueba dio positivo para ambos extractos (Figura 16), se observé un cambio de color
amarillo claro a color ocre, unos minutos después el precipitado se depositd en el fondo

del tubo de ensayo.

Figura 16. Identificacién de taninos en extractos (a) ECPly (b) ECPU.

Compuestos polifendlicos

En este ensayo (Figura 17), ambas muestras presentaron la formacion del precipitado

color blanco al agregar acetato de plomo (Pb(OAc)s). Después de unos minutos, este

precipitado se deposité en el fondo del tubo de ensayo.

Figura 17. Identificacién de compuestos polifendlicos en extractos (a) ECPly (b) ECPU.
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Cumarinas

Esta prueba (Figura 18) consistio en adicionar NaOH para observar una tonalidad amarilla.

Sin embargo, debido al color de los extractos no se percibié ningiin cambio aparente.

Figura 18. Identificacién de cumarinas en extractos (a) ECPly (b) ECPU.

Flavonoides

Para esta prueba (Figura 19) el resultado esperado es una tonalidad amarilla y después la

desaparicion de este color. Nuevamente, debido al color de los extractos no se observd

ningun cambio perceptible al ojo humano.

Figura 19. Identificacién de flavonoides en extractos (a) ECPl y (b) ECPU.
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9.2 SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE PLATA (AgNps)

Como se menciond anteriormente, la sintesis de AgNps se realiz a reflujo teniendo como
pardmetro variable la temperatura, los productos de estas sintesis fueron caracterizadas

de la siguiente manera.

9.2.1 Monitoreo de sintesis de AgNps

Una de las caracteristicas que poseen las AgNps es un fendmeno conocido como
resonancia de plasmén. La resonancia de plasmén sucede cuando la luz visible
interacciona con las AgNps ocasionando la oscilacién colectiva de los electrones
superficiales dando como resultado un comportamiento colorimétrico perceptible al ojo
humano y es dependiente del tamafio y morfologia. Este comportamiento ha sido
empleado por distintos grupos de investigacion para conocer el progreso de la sintesis y

con ello la formacidén de nanoparticulas de plata®84,

Sistemas con temperatura ambiente: Rlamb y RUamb

Para Rlamb (Figura 20) se observé el primer cambio de color a los 20 min de iniciada la
reaccion, a los 50 min aparecié un color café el cual fue incrementando de tonalidad hasta

llegar a un café-rojizo al finalizar la reaccién.

Figura 20. Formacion de AgNps en el sistema Rlamb.
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Para RUamb (Figura 21) el primer cambio de color sucedié a los 40 min de reaccidn, la
aparicion de un color café se suscitd a los 70 min y aumentd de tonalidad a un café-rojizo

hasta el fin de la reaccion.

Figura 21. Formacion de AgNps en el sistema RUamb.

Sistemas con temperatura 60 °C: Rlso Yy RUso

Estas reacciones se realizaron de la siguiente forma, Rlgo con extracto ECPl y RUeo con
extracto ECPU, ambas comenzaron cuando la mezcla alcanzé los 60°C. Para Rleo (Figura 22)
se presentd un cambio de color a los 10 min de reaccidn, el segundo cambio se presentd a
los 20 min con un color café-rojizo, hasta los 60 min se observé un color café obscuro el

cual se mantuvo constante hasta finalizada la reaccion.

Figura 22. Formacion de AgNps en el sistema RI60.
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Para Rueo (Figura 23) el primer cambio de color se presenté a los 10 min de haber iniciado,
a los 50 min se presentd un tono café-rojizo que se torné café obscuro a los 70 min, este

color permanecio constante hasta finalizada la reaccion.

Figura 23. Formacion de AgNps en el sistema RU60.

Sistemas con temperatura 80 °C: Rlgo y RU3go

Estas reacciones se realizaron de la siguiente forma, Rlgs con extracto ECPI y RUgo con
extracto ECPU, ambas comenzaron cuando la mezcla alcanzé los 80°C. Para Rlgo (Figura
24) el primer cambio ocurrid a los 10 min con la apariciéon de un color café-rojizo, a los 50
min se aprecié un cambio a color café obscuro el cual permanecié hasta el fin de la

reaccion.

Figura 24. Formacion de AgNps en el sistema RI80.
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Para RUgo (Figura 25) no hay cambios notables de color, solo se puede apreciar un color

café hasta los 30 min y a partir de alli la coloracion es café obscuro.

Figura 25. Formacion de AgNps en el sistema RU80.

Sistemas con temperatura 100 °C: Rli00 Y RU100

Estas reacciones se realizaron de la siguiente forma, Rlioo con extracto ECPl y RU1g0 con
extracto ECPU, ambas comenzaron cuando la mezcla alcanzé los 100°C. Para Rlioo (Figura
26) el primer cambio de café-rojizo a café obscuro sucedid a los 10 min, posteriormente

aumento de tonalidad hasta el fin de la reaccidn.

Figura 26. Formacion de AgNps en el sistema RI1100.
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Para RU1go (Figura 27) solo se aprecié un cambio de color a los 10 min de café a café

obscuro, este color se mantuvo constante durante toda la reaccion.

Figura 27. Formacion de AgNps en el sistema RU100.

Con base en los resultados anteriores se observd que las sintesis con ECPl y ECPU a
distintas temperaturas presentaron una tonalidad café-rojiza caracteristica de
nanoparticulas de Ag sintetizadas con extractos vegetales, resultados similares a lo
reportado por Mehmood y col.® y Patra y col.?°. La aparicion de este color se debe a la
excitacion de los electrones confinados en la nanoparticula y por consiguiente los cambios
en los niveles de energia electrénica®. De acuerdo a la observacion de las distintas
tonalidades presentadas en el proceso de sintesis, el color café-rojizo relacionado a la
formacion de AgNps se obtuvo en un lapso de entre 10 y 20 min cuando se increment? la
temperatura a 60, 80 y 100°C en contraste con temperatura ambiente que necesito 2 h

para producir el mismo resultado.
9.2.2 Espectroscopia UV-Vis

La resonancia de plasmén es un fendmeno dptico que no solo es perceptible al ojo
humano mediante cambios colorimétricos, sino que también se manifiesta con bandas de
absorcidn en el espectro visible. Para realizar este andlisis se utilizaron los extractos ECPl y

ECPU, AgNOs y las nanoparticulas de plata obtenidas suspendidos en agua destilada.
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Los espectros UV-Vis de las nanoparticulas de Ag sintetizadas con ECPI (Figura 28a)
mostraron bandas de absorcién en un rango de 458 a 566 nm, y con ECPU (Figura 28b)
bandas de absorcién de 460 a 543 nm. Estas absorciones corresponden a la resonancia de
plasmon (LSPR) de AgNps®%. No obstante, la amplitud de estas bandas indica que las
nanoparticulas se encuentran polidispersas en el medio acuoso. Ademas, se observaron
absorciones que van desde 258 a 284 nm, las cuales se relacionan a la formacién de
clusters oligoméricos de Ag que pueden estar disponibles para la generacién de

90-92

nanoparticulas de mayor tamano . Contrariamente, la sal precursora AgNOs; no

presentd ninguna absorcion.

Figura 28. Espectros UV-Vis de AgNps con (a) ECPl y (b) ECPU.

9.2.3 Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR)

Con la finalidad de conocer los grupos funcionales involucrados en la sintesis de AgNps se
realizé el andlisis por FTIR. Para realizarlo se utilizaron los extractos y las AgNps
previamente secados a 110 °C por 24 h y pulverizados. El AgNOs también se pulverizé para

realizar el andlisis.
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Figura 29. Espectros FTIR de AgNps con (a) ECPI y (b) ECPU.

Las sefiales correspondientes a los espectros FTIR de los extractos (ECPI y ECPU) fueron
descritas anteriormente en la Tabla 7. En el espectro de AgNOs (Figura 29) se observa la
sefial denotada como (n) en aproximadamente 1744 cm™, la cual es debida a la
combinacion de las bandas de tension simétrica y deformacién en el plano del enlace NO;
las sefiales (0), (p) y g en 1350, 1283 y 1230 cm™ respectivamente son atribuidas a la
tension asimétrica del enlace NO, la sefial (r) en 800 cm™ corresponde a la deformacién

del enlace NOy la sefial (s) en 731 cm™ es debida a la oscilacidon en el plano (Tabla 9)°3.

Tabla 9. Bandas de absorcién asignadas al espectro de AgNOs.

Banda Numero de onda  Grupo Tipo de movimiento

(cm™) funcional
n 1744 NO; Tensidn simétrica y deformacidn en el plano
0-p-q 1350-1283-1230 NO; Tensidn asimétrica
r 800 NO; Deformacion fuera y deformacion en el plano
s 731 NO; Oscilacion en el plano
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Los espectros FTIR de las nanoparticulas de Ag (Figura 29a y 29b) mostraron 7 diferencias
con respecto a los espectros de los extractos. Ademas, no hay ninguna seiial presente del
AgNOs. Las diferencias son: la formacion de nuevas senales (sefales 1, 2, 3y 4) y la
desaparicion de tres sefiales en los espectros (sefiales i, j y m). La sefal 1 estd
aproximadamente en 1660 cm™?, la sefial 2 en 1520 cm?, la sefial 3 en 825 cm™ y la sefial 4
en 770 cm (Figura 30). De acuerdo a la literatura, estas sefiales son atribuidas a la

formacion de nanoparticulas de Ag®*.

Figura 30. Magnificacion de los espectros FTIR mostrando las sefiales indicadas como 1, 2, 3y 4 de
los productos de reaccion con (ay c) ECPly (by d) ECPU.

Las seiales (i), (j) y (m) presentes en los extractos desaparece en todos los espectros FTIR
de las AgNps (Figura 31), estas sefiales estan relacionadas con la vibracién del enlace C-H
fuera del plano en anillos aromaticos, por lo tanto la desaparicidon de estas sefiales nos
sugiere que sus estructuras se vieron modificadas debido a su intervencién en la

formacidn y/o estabilizacion de las nanoparticulas de Ag.
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Figura 31. Magnificacidn de los espectros FTIR de los productos de reaccion indicando la
desaparicion de las sefiales i, j y m provenientes de los extractos (a) ECPl y (b) ECPU.

9.2.4 Difraccién de rayos X (DRX)

Los patrones de difraccidon para las reacciones con ECPl y ECPU a distintas temperaturas
(Figura 32), mostraron un primer pico de refracciéon en una posicion aproximada 26 de 19.
Esta sefal es similar a la mostrada en los extractos. Sin embargo, la sefial disminuye en
intensidad debido a la presencia de AgNps. Los picos observados en los productos de
reaccion no pertenecen al patron de difraccion de la sal AgNOs. Esto se demuestra
comparando los patrones de difracciéon de las reacciones con la carta ICDD 000491239
perteneciente a la sal precursora. Este comportamiento concuerda con los espectros FTIR
mostrados anteriormente (Figura 29). Por lo tanto, se considera que todo el AgNOs fue

reducido a Ag para la formacion de nanoparticulas.

Figura 32. Difractogramas de las AgNps con (a) ECPl y (b) ECPU.
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La aparicién de 5 nuevas sefiales en los patrones de difraccién de las reacciones con ECPI
(Figura 32a) y con ECPU (Figura 32b) en un rango de 38 a 81 en posicién 26 indica la
presencia de AgNps (Tabla 10). No obstante, se observan sefiales que no corresponden a

los picos de Ag metalica sino a otro sistema.

Tabla 10. Comparacién de angulos de difraccion experimental con estandar Ag COD 9008459.

Estandar Ag
Reacciones con ECPI Reacciones con ECPU
COD 9008459
Angulo de Angulo de difraccién experimental
hkl difraccion

estandar Rlamb Rleo Rlgo Rlico RUamb  RUeo RUsy  RUigo

(111) 38.11 38.08 38.09 37.81 38.09 3830 38.18 37.96 38.08
(200) 44.30 43.35 44.08 43.66 44.02 43.87 4398 4346 43.66
(202) 64.44 64.42 6437 64.23 6455 64.70 64.57 - 64.40
(311) 77.40 - 7731 77.03 77.23 7759 7742 7725 77.37
(222) 81.54 81.34 81.40 81.08 81.23 8131 81.71 - -

Los picos observados en un rango de 27 a 85 en posicidn 26 para las reacciones con ECPI
(Figura 32a) y ECPU (Figura 32b), que no corresponden a Ag fueron analizados mediante
una comparacion de fases con difractogramas estandar de compuestos con base Ag con el
software Match!®, de esta manera se encontré que estas sefiales corresponden a AgCl

(Tabla 11).



Tabla 11. Comparacién de angulos de difraccion experimental con estandar AgCl COD 9011666.

Estandar AgCl
Reacciones con ECPI Reacciones con ECPU
COD 9011666
Angulo de Angulo de difraccion experimental
hkl difraccion

estandar Rlamb Rleo Rlgo Rlioo RUamb  RUeo RUs  RUigo

(111) 27.84 27.76  27.73 2743 27.78 27.97 27.84 27.60 27.82
(200) 32.25 3220 3218 31.93 3227 3235 3228 31.94 3225
(202) 46.26 46.19 46.18 4588 4620 4639 46.24 46.06 46.24
(311) 54.86 5481 54.71 5449 54.84 5497 5470 5455 54.81
(222) 57.52 57.43 57.37 57.13 5721 57.81 ©57.53 57.14 57.52
(400) 67.49 - - 67.29 - 67.63 67.61 - -
(313) 74.51 - - - ; ; ) ) ]
(402) 76.80 76.96 - 77.03 - - - - -
(422) 85.75 - 85.65 85.73 - 85.75  86.03 - 85.57

Debido a que durante el proceso de sintesis se formaron dos tipos de nanoparticulas, se
hizo el célculo mediante el software Match!® para conocer los porcentajes de cada una de

estas especies.

Para el sistema Rlamb se obtuvo un 54.3% de AgNps y 45.7% de AgCINps. En el sistema
RI60 se obtuvieron 53.7% de AgCINps y 46.3% de AgNps. El sistema RI80 esta constituido
de un 59.6% de AgCINps y 43.1% de AgNps. En el sistema RI100 el 52.1% corresponde a
AgNps 'y el 47.9% a AgCINps.

En el sistema RUamb el 50.4% corresponde a AgNps y el 49.6% a AgCINps. El sistema RU60
esta formado por AgCINps en un 51.8% y AgNps en un 48.2%. Para el sistema RU80 hay un
54.6% de AgCINps y un 45.4% de AgNps. En el sistema RU100 se obtuvieron 56.4% de
AgCINps y 43.6% de AgNps.



9.2.5 Andlisis termogravimétrico (TGA)

A partir de esta seccidn se analizo solo las AgNps sintetizadas con ECPI, ya que a pesar de
que las sintesis con ambos extractos mostraron buenos resultados, la extraccion por
infusion presenta ventajas en la operatividad en contraste con la extraccién con

ultrasonido.

Se observd que los termogramas de las AgNps-AgCINps a diferentes temperaturas de
reaccion (Figura 33) son similares. La primera etapa de degradacién ocurrié alrededor de
60 °C con una pérdida de masa del 3 %, esto se atribuye a la perdida de agua presente en
los sistemas. Una segunda pérdida de masa del 28 % para los sistemas Rlamb y RI1100 y del
36 % para los sistemas RI60 y RI80 se da en un rango de temperatura de 223 a 227 °C. La
tercera etapa de degradacién ocurre en un rango de 277 a 300 °C con una pérdida de
masa de 16 % a 21 %. Estos cambios son asociados a la degradacién de los metabolitos
presentes en el sistema después del secado. Finalmente, la masa residual fluctud de 42 a
49 %, esto corresponde a las cenizas organicas del extracto ECPI y a la presencia de las

AgNps-AgCINps obtenidas.

Figura 33. Termogramas de pérdida de masa de los sistemas AgNps-AgCINps (a) Rlamb, (b) RI60,
(c) RI80 y (d) RI100.
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9.2.6 Microscopia electrénica de transmisién TEM

La micrografia del sistema Rlamb (Figura 34a) se observan nanoparticulas con una
morfologia predominante esférica con didmetro aproximado de 12.5 nm (Figura 34b).
Estas nanoparticulas estdn rodeadas por una fina capa de material organico (indicada con
flechas rojas en la Figura 34a) lo cual es caracteristico de las AgNps-AgCINps sintetizadas
con extractos de plantas*'. En la primera ampliacién (Figura 34c) se puede apreciar la
formacion de un nanoplato triangular. En la segunda ampliacion (Figura 34d) se observa
gue en la nanoparticula existe una zona obscura, se considera que en esta zona se

encuentran dtomos de plata apilados por efecto de la coalescencia.

Figura 34. (a) Micrografia TEM de AgNps-AgCINps del sistema Rlamb, (b) histograma que muestra
la distribucién de didmetro de las nanoparticulas, (c) y (d) ampliaciones.

En la micrografia del sistema RI60 (Figura 35a) se observan nanoparticulas de tipo esférico
con un tamano aproximado de 17.5 nm de didmetro (Figura 35b). Nuevamente, se
observa la capa de material orgdnico en el fondo (indicada con flechas rojas en la Figura
36a), caracteristica de este tipo de sintesis. En la primera ampliaciéon (Figura 35c) se
muestran nanoesferas que presentan zonas oscuras debido al apilamiento de los atomos
de Ag. En la segunda ampliacion (Figura 35d) se muestra la formacién de una nanobarra

de aproximadamente 25 nm de largo por 10 nm de ancho.
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Figura 35. (a) Micrografia TEM de AgNps-AgCINps del sistema RI60, (b) histograma que muestra la
distribucién de didmetro de las nanoparticulas, (c) y (d) ampliaciones.

En la micrografia del sistema RI80 (Figura 36a) se observd nanoplatos triangulares y
algunas nanoesferas con didmetro aproximado de 15 nm (Figura 36b). En la primera
ampliacion (Figura 36c¢) se observa que la nanoparticula presenta una macla multiple en su

estructura. En la segunda ampliacién (Figura 36d) se observé un nanoplato triangular.

Figura 36. (a) Micrografia TEM de AgNps-AgCINps del sistema RI80, (b) histograma que muestra la
distribucién de diametro de las nanoparticulas, (c) y (d) ampliaciones.
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En la micrografia del sistema RI100 (Figura 37a) se observan nanoparticulas de distintas
morfologias, mayormente esféricas cuyo diametro aproximado es de 25 nm (Figura 37b).
En la primera ampliacién (Figura 37c) se observa la formacion de una nanobarra y en la

segunda ampliacion (Figura 37d) se aprecia la formacién de un nanoplato triangular.

Figura 37. (a) Micrografia TEM de AgNps-AgCINps del sistema RI100, (b) histograma que muestra la
distribucién de diametro de nanoparticulas, (c) y (d) ampliaciones.
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9.2.7 Ensayos de la citotoxicidad por el método MTT en la linea celular MCF-7 y células

mononucleares

Para evaluar la actividad bioldgica de las AgNps-AgCINps se realizd la prueba MTT en la

linea celular de cdncer de mama MCF-7 y en células mononucleares (monocitos).
Células MCF-7 de cancer de mama

Los ensayos de concentracion-respuesta (Figura 38) muestran que todos los sistemas de
AgNps-AgCINps inducen la pérdida de la viabilidad en células MCF-7 (Figura 40). Se
observé una pérdida significativa de viabilidad celular con una dosis de 12.5 pg/mL en los
sistemas Rlamb y RI60, esto podria ser ocasionado por la morfologia esférica y tamafio de
12.5 a 17 nm de las nanoparticulas en el sistema (Figura 34 y 35). En el sistema RI80 se
observd la perdida de viabilidad celular a partir de una dosis de 1.5 pg/mL, se considera
qgque la forma de nanoplato triangular y tamafio aproximado de 15 nm de las
nanoparticulas en el sistema son causantes de esta pérdida (Figura 36). La pérdida de
viabilidad celular en RI100 se observd a partir de una dosis de 25 pug/Ml, este efecto
podria ser debido a que las nanoparticulas del sistema son de mayor tamafio (25 nm

aproximadamente) en comparacion con los demas sistemas (Figura 37).
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Figura 38. Grafica de los resultados de citotoxicidad de AgNps-AgCINps de los sistemas Rlamb,
RI60, RI80, RI100 sobre células MCF-7.
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Debido a que los sistemas de nanoparticulas contienen extracto de cascara de piiia, se
analizo el efecto de los extractos vs células MCF-7. En la gréfica (Figura 39) se muestra que
los extractos ECPI a diferentes temperaturas no tienen efecto significativo en Ia
disminucién de viabilidad de las células MCF-7, por lo tanto, se entiende que el efecto de

disminucién en la viabilidad celular es debido a la presencia las AgNps-AgCINps en el

medio.
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Figura 39. Gréfica de los resultados de citotoxicidad de los extractos de los sistemas ECPlamb,

ECPI160, ECPI80 y ECPI100 sobre células MCF-7.
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Figura 40. Micrografias de la prueba MTT frente a células MCF-7.
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Células mononucleares (monocitos)

Debido a que todos los sistemas de AgNps-AgCINps inducen la pérdida de la viabilidad en
células MCF-7 se seleccionaron los sistemas que presentaron mayor efecto de disminucién
de la viabilidad celular con una dosis menor, para esto se calculd su ICso con ayuda del
software GraphPad prism 7, dando como resultado ICso: 20.12, 13.80, 15.72 y 20.18 pg/mL
para Rlamb, RI60, RI80 y RI100 respectivamente. Por lo tanto, se procedidé a analizar los

sistemas RI60 y RI80 (Figura 41a) y sus respectivos extractos (Figura 41b).

Ambos extractos mostraron efecto en la viabilidad celular de las células mononucleares.
En este caso se observa que el mejor sistema es el RI80 ya que se necesita una ICsp de 6.99
ug/mL para inducir la perdida de la viabilidad en células mononucleares en contraste con

el sistema RI60 que necesita una ICso de 5.70 pg/mL para causar este mismo efecto.

Por el contrario, para el grafico de extractos se observd que el porcentaje de viabilidad
celular incrementa. Se considera que este efecto es debido a que en ambos extractos se

encuentran nutrientes provechosos para la proliferacion de los monocitos.

Figura 41. Gréficos de los resultados de citotoxicidad en células mononucleares de (a) AgNps-

AgCINps de los sistemas RI60 y RI80, (b) Extractos de los sistemas ECPI60 y ECPI80
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9.3 ELABORACION Y CARACTERIZACION DE NANOCOMPUESTOS EVA/AgNps-AgCINps

La dispersion e inmovilizacion de nanoparticulas en diversos polimeros es una forma de
obtener nanocompuestos con mejores caracteristicas en comparacion a las que tienen los
componentes por separado. Se elaboraron peliculas con el copolimero etileno acetato de
vinilo (EVA) y las AgNps-AgCINps (Figura 42). Las peliculas mostraron una tonalidad café.
Curiosamente, la pelicula RI60 (Figura 42b) mostré una tonalidad mas obscura. Esta
diferencia de tonalidad podria atribuirse a una mayor distribucion de las nanoparticulas en
el polimero, debido al menor tamafio promedio de nanoparticulas obtenido, tal como se

observa en las micrografias por TEM (Figura 36b).

Figura 42. Peliculas EVA/AgNps-AgCINps (a) Rlamb, (b) RI60, (c) RI80 y (d) RI100.

9.3.1 Difraccién de rayos X (DRX)

En los difractogramas de las peliculas (Figura 43) se observa el patrén de difraccién del
copolimero EVA, con una seial amplia en una posicion 20 de 20, correspondiente a los

dominios semicristalinos de la parte de etileno en el EVA.

Figura 43. Difractograma de las peliculas EA/AgNps-AgCINps.
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En los patrones de difraccion de las peliculas (Figura 43), se observaron picos que indican
la presencia de AgNps y AgCINps, confirmando asi la inclusién de estas en la matriz
polimérica (Tabla 12). En los difractogramas de las peliculas EA60 y EA80 se observé la
aparicion de nuevas seiales, para EA60 una sefial en una posicién 20 de 5.71 y para EA80

dos sefiales con valor 26=5.83 y 8.81.

Tabla 12. Comparacién de angulos de difraccion experimental con estdandar Ag COD 9008459 y

estandar AgCl COD 96901167.

Estandar Ag COD 9008459 Peliculas
) Angulo de difraccién experimental
hkl Angulo de difraccién estandar
EA100 EA60 EA80 EA100
(111) 38.11 - . . 37.84
(200) 44.30 45.59 - i i
(202) 64.44 - - - -
(311) 77.40 - - - -
(222) 81.54 - - - -
Estandar AgCl COD 969011667
hkl Angulo de difraccién estandar
(111) 27.84 - 27.54 27.59
(200) 32.25 31.95 31.94 32.06 32.00
(202) 46.26 - 46.05 46.07 46.04
(311) 54.86 - - - -
(222) 57.52 - - - -
(400) 67.49 - - - -
(313) 74.51 - - - -
(402) 76.80 - - - -

(422) 85.75 - - - -




9.3.2 Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR)

En los espectros FTIR de las peliculas (Figura 44) se observé que guardan similitud con las
sefiales del copolimero EVA, no obstante, las peliculas presentaron la aparicién vy

modificacion de algunas seiales.

Figura 44. Espectros FTIR de las peliculas (a) EAamb, (b) EA60, (c) EA80 y (d) EA100.

Como podemos observar en los espectros de las peliculas (Figura 41) la sefial a se le
atribuye los movimientos de estiramiento para el grupo funcional N-H esto se debe a la
presencia del aditivo amino en el producto comercial ELVAX®. Las sefales caracteristicas

del EVA se indican a continuacién (Tabla 13).
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Tabla 13. Bandas de absorcidn asignadas a los grupos funcionales del copolimero EVA.

Banda Numero (fe Grup-o Tipo de movimiento
onda (cm™) funcional

a 3302 N-H Estiramiento

b 2919 C-H Deformacidn

o 2851 R-CH3 Estiramiento simétrico

d 1733 Cc=0 Estiramiento del carbonilo en el éster

e 1463 C-H Deformacidn angular

f 1371 0=C-CH3 Deformacion

g 1235 0-C-0-C Estiramiento

h 1019 C-0-C Estiramiento

i 720 CH, Estiramiento de cadena

Figura 45. Sefal 1y 2 en los espectros FTIR de las peliculas EA/AgNps-AgCINps.

Para los espectros FTIR de las peliculas EAamb, EA60 y EA100 (Figura 45) se observd la
formacion de dos nuevas sefiales, la numero 1 localizada en 1640 cm™ y la sefial 2 ubicada
en 1562 cm™. En el espectro FTIR de EA80 se observé la deformacion de la sefial (e). Estos

cambios se atribuyen a la interaccidn entre el copolimero y las AgNps-AgCINps.
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Figura 46. Deformacion de la sefial e en el espectro FTIR de EA8O.

9.3.3 Analisis termogravimétrico (TGA)

Las curvas de TGA de las peliculas elaboradas muestran preferentemente las
temperaturas y etapas de degradacion del copolimero EVA. Los termogramas presentan
similitud en etapas de degradaciéon (Figura 47). En todas las muestras se presentd una
primera degradacion correspondiente a la formacion de acido acético a los 337 °C, con
una pérdida de masa aproximadamente del 28%. A 457 °C hubo una segunda pérdida de
masa aproximadamente del 70 %, la cual corresponde a la parte etilénica del EVA. Al final
queda un residuo de alrededor del 2 %, el cual corresponde a las nanoparticulas que se
dispersaron en cada pelicula. Esto es debido a que el contenido de EVA es mayoritario en

comparacion con el contenido de AgNps que se encuentran dispersas en él.
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X. CONCLUSIONES

Se probaron los métodos extraccion por infusion y por ultrasonido para extraer
metabolitos de la cascara de pifia y con la intencidn de sintetizar nanoparticulas de plata.
La extraccién por infusion resulto ser un proceso mds simple en comparacion con la
extraccién por ultrasonido. No obstante, en ambos casos los extractos fueron

térmicamente estables y resultaron aptos para la sintesis de nanoparticulas de plata.

Los productos de reaccién mostraron la coloracidn café-rojiza la cual es caracteristica en la
obtencidn de nanoparticulas de plata. Las bandas de absorcidon UV-Vis entre 458 y 566 nm
demostraron la presencia de AgNps y AgCINps. También, se determiné la formacién de
cluster de Ag por la presencia de absorciones entre 258 a 282 nm. La aparicién de nuevas
sefiales en 1660, 1520, 825y 770 cm™ en los espectros FTIR de los productos de reaccion
indicaron también la formacion de AgNps y AgCINps. Los picos de difraccion determinados

mediante DRX confirmaron la coexistencia de AgNps y AgCINps.

La temperatura de reacciéon tuvo influencia en el tipo de AgNps-AgCINps obtenidas. Se
obtuvieron distintas morfologias: mayormente nanoesferas, nanoplatos triangulares y
nanobarras, cuyo diametro promedio se encuentra en un rango de 12 a 25 nm, lo cual es

consistente con las bandas de absorcion en los respectivos espectros UV-Vis.

El ensayo MTT con las células de cancer de mama MCF-7 mostré que los sistemas RI60 y
RI80 presentaron mejor actividad anticancerigena en comparacion con los otros. A partir
de esto ser realizo el ensayo con células mononucleares (monocitos) demostrando que el
sistema RI80 presenta ventaja sobre RI60. Las morfologias, tamafo y tipo de

nanoparticula influyeron en la capacidad bioldgica mostrada.

Las peliculas formadas a partir del polimero EVA con las nanoparticulas obtenidas
presentaron textura similar. Los patrones de difraccién de las peliculas EVA/AgNps
presentaron nuevos picos en comparaciéon con las materias primas, se considera que esto
es efecto del acomodo estructural del copolimero EVA por causa de la presencia de las

AgNps y AgCl-Nps.
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