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Resumen

El impacto de la nanotecnologia en diversos dmbitos de la biomedicina se incrementa dia a dia, la implementacién de

diversos tipos y combinaciones de nanomateriales ha permitido obtener mejores herramientas para el diagnostico y
tratamiento de enfermedades. El uso de nanoparticulas metélicas, especificamente nanoparticulas de plata, se ha

generalizado; algunos de los retos en su implementacion es la busqueda del método de sintesis, tamafio, morfologia y
dosis ideales para tratar problemas relacionados a infecciones sistémicas mediadas por microorganismos patdgenos; en el
desarrollo de nuevos dispositivos de diagnostico, biosensores; y en tratamientos contra el cancer, evidenciado el potencial
que estas nanoparticulas ofrecen para tratamientos médicos y preventivos.
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1. Introduccion

La inclusion de la nanotecnologia en el campo de la
medicina y las aplicaciones biomédicas, ha generado un
amplio campo de investigacion hoy en dia. Las nuevas
aplicaciones son motivo de interés general en el campo
de la ciencia e ingenieria de materiales al igual que en
procesos bioldgicos y como herramienta de diagnostico
para posibles enfermedades. Los nanomateriales son
estructuras cuya morfologia se restringe a tamafios que
van entre 1 y 100 nm al menos en una dimension del
material, pero existen otras definiciones que acortan el
rango o dejan entrar en la categoria de nanomaterial
dimensiones mayores. Lo que vuelve atractivos a estos
materiales es el hecho de que muchos de ellos mejoran
sus caracteristicas fisico-quimicas con respecto a las que
presentan en bulto e incluso exhiben propiedades nuevas
no observadas a escala macrométrica, por lo que muchos
materiales que en bulto no pueden utilizarse para cierta
aplicacion sintetizados como un nanomaterial puede
resultar  aplicables.  Existe una infinidad de
nanomateriales, estudios sobre su funcionalidad y los
posibles efectos secundarios de utilizar algo tan pequeiio
que interaccione con organismos vivos, las aplicaciones
biomédicas se han incrementado con los nuevos procesos
de sintesis y cualidades morfologicas de estos
nanomateriales, son las nanoparticulas la categoria mas
difundida debido a su practicidad para penetrar
organismos vivos facilmente y su capacidad de utilizarse
como vehiculos de liberacion de farmacos, etiquetas de
marcaje celular, etc. Dependiendo del tipo de
nanoparticulas, las aplicaciones pueden variar
significativamente, casi un campo ilimitado donde todos
los dias se sintetizan nuevos materiales tratando de
adecuar sus efectos a nuestras necesidades. Existe una

sencilla clasificacion para nanoparticulas que las divide
en dos grandes grupos: organicas e inorgédnicas, nos
interesa hablar sobre nanoparticulas metalicas, que se
encuentran en el segundo grupo. Las nanoparticulas
metalicas se han distinguido por su versatilidad, ya que
son aplicables en optoelectronica, catalisis, procesos de
remediacion ambiental, biomedicina, etc.; las mas
utilizadas son las nanoparticulas de oro, plata y cobre
porque son las que muestran una dispersiéon mas estable
en suspension. Las caracteristicas observadas en las
nanoparticulas dependen del método de sintesis, que a su
vez define el tamaio, forma, y demas propiedades fisicas
[1].

Las nanoparticulas de plata (AgNPs) sobresalen por su
potencial como herramienta en aplicaciones biomédicas,
debido a sus propiedades Opticas, eléctricas, mecanicas y
estructurales; su fotoactividad las promueve como agente
antimicrobiano (bactericida-fungicida) y han resultado
ideales para marcaje celular. Actualmente su uso mas
extendido es como agente antimicrobiano en una
infinidad de productos, pero también se enfocan en
utilizarlas como parte de biosensores y en estudios sobre
su actividad antitumoral y antiviral [2].

2. Caracteristicas fisicoquimicas

El tamafio, forma, tipo de superficie y estado de
agregacion de las nanoparticulas cambiarda dependiendo
su futura aplicacion, por lo que las caracteristicas de estas
deben ser seriamente consideradas dentro del medio
donde seran inmersas para mejorar rendimientos. Las
nanoparticulas de plata son muy eficientes para absorber
y dispersar luz, su color depende del tamafio y forma en
que se sinteticen; la interaccion de estas nanoparticulas
con la luz se produce debido a que los electrones de
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conduccién de la superficie se someten a oscilacion
colectiva a longitudes de onda especifica una vez que son
excitados por una fuente de luz. Este fendomeno es
conocido como resonancia de plasmén (las
nanoparticulas metalicas se consideran un cristal
tridimensional de iones positivos inmersos en un gas de
electrones deslocalizados que estdn en movimiento
continuo generando un potencial periddico); la fuerte
dispersion que exhiben estas AgNPs permite que sean

facilmente visualizadas con un microscopio convencional.

Las coloraciones caracteristicas para estos plamones son
azul, para resonancias de plasmén absorcion UV en 450
nm y amarillo-verde, para nanoparticulas esféricas con
absorcion UV entre 400 y 530 nm. Entre mayor sea el
pico de absorcion del plasmoén cerca o dentro de la region
infrarroja del espectro se sabe que la morfologia
representante de estos rangos corresponde a
nanoalambres o nanodiscos de plata [3].

Las técnicas de caracterizacién mas utilizadas para
determinar tamafio y forma de estas nanoparticulas son
microscopia  electronica de transmisiéon (TEM),
microscopia electronica de barrido (SEM), microscopia
de fuerza atdémica (AFM). Si lo que se desea medir es el
estado de agregacion se requiere usar dispersion de luz
dindmica (DLS) para analizarlas en solucién. La
espectroscopia UV-Vis es muy util para analizar tamafios
y formas del plasmoén, pues a medida que aumenta el
didmetro de nanoparticulas el pico de resonancia se
desplaza hacia longitudes de onda méas largas y se
amplia. Para didmetros mayores a 80 nm, el espectro
UV-Vis exhibird dos picos, el principal de la resonancia
de plasmén y uno secundario que se origina por la
resonancia cuadrupolar que tiene un patrén de oscilacion
de electrones en comparacion con el patron dipolar del
pico principal; entonces, la longitud de onda méxima, la
anchura del pico y el efecto de resonancias secundarias
producen un espectro caracteristico para cada plasmén
con tamafio y forma de nanoparticula especifica [4].

3. Métodos de sintesis

La plata coloidal es de particular interés por sus
propiedades conductivas, estabilidad quimica, actividad
catalitica y efecto antibacterial. La sintesis por reduccion
quimica es el método de sintesis mas utilizado, permite
obtener las AgNPs en soluciéon acuosa o solventes
organicos; entre los agentes reductores mas comunes se
encuentran borohidruros, ascorbatos, citratos e hidrogeno
elemental. Durante la reduccion de los iones de plata los
didmetros de AgNPs resultantes son variable, pues
depende de la cantidad de iones de plata (Ag") que
formen 4tomos de plata (Ag®) y después del niimero de
atomos de plata que se aglomeren en clisteres que
conformaran las nanoparticulas de plata coloidal. La
sintesis por reduccion quimica utiliza por lo general dos
reductores para mediar la cinética de reaccion y obtener
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AgNPs de tamafio pequefio (alrededor de 12 nm). Un
método de sintesis muy comun a través de reduccién
quimica parte de sales de nitrato de plata (AgNOs) y la
utilizacion de borohidruro de sodio (NaBH,;) como
agente reductor, para obtener dispersiones coloidales de
nanoparticulas de plata amarillas y con una estabilidad
considerable. Un exceso de NaBH,; promueve la
formacién de iones de Ag" y estabiliza las nanoparticulas
formadas; la reaccion se muestra a continuacion:

AgNO3 + NaBH, — Ag + % H, + Y2 B,Hg + NaNO;

Las AgNPs obtenidas mediante esta ruta de sintesis son
esféricas con un didmetro promedio de 12 nm y
absorbancia del plasmon superficial en 400 nm, esta
sintesis de realiza por nucleacién de iones de plata; la
absorcion del NaBH4 estabiliza el crecimiento de las
nanoparticulas mediante una carga superficial, la
cantidad de este reductor debe ser suficiente para
estabilizar las AgNPs al momento en que ocurre la
reaccion pero no demasiado grande como para aumentar
la fuerza idnica total en la disolucién y promover la
agregacion [5].

Otro tipo de método para sintetizarlas es a partir de
agentes reductores “verdes”que suelen ser mas amigables
con el medio ambiente y no requiere de estabilizantes
para las AgNPs en solucion.

Las sintesis verdes se han clasificado en varias categorias,
los métodos méas populares se muestran a continuacion:

. Método de polisacaridos, que consiste en la
utilizacion de agua como solvente de suspensién y
polisacaridos como estabilizante para las nanoparticulas
después de la nucleacion (cuando los clisteres se vuelven
nanoparticulas); un agente estabilizante y reductor
utilizado en este tipo de sintesis es la heparina cargada
negativamente, pero el mas comun es el almidon.

. Método Tollens, que produce capas de AgNPs
de diversas formas y tamafios ent entre 50 y 200 nm
mediante la reduccion del reactivo de Tollens usando un
aldehido o cetona. El reactivo de Tollens es una solucién
de iones de plata obtenida de AgNO; en una forma
hidratada. La formacion de las AgNPs se genera en
medios con baja concentracion de amoniaco y glucosa, el
tamafio promedio de estas estructuras es de 57 nm.

. Método por irradiacion, generalmente consiste
en soluciones acuosas con sales de plata y surfactantes
que se irradian con una fuente de luz para formar las
AgNPs con tamafio y formas definidos. Las fuentes de
radiacion van desde laseres, lamparas de mercurio,
microondas, etc., y uno delos beneficios es que no se
utilizan agentes reductores durante el proceso. Los
tamafios de AgNPs varian considerablemente segiin los
tiempos de exposicion y fuente de irradiacion. La
siguiente imagen muestra una micrografia de
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nanoprismas de plata obtenidos por un método de
irradiacion, figura 1.

.

Figura 1. Microscopia TEM de nanoprismas formados a
partir de AgNPs esféricas sintetizadas con borohidruro de
sodio como agente reductor.

. Meétodos bioldgicos, donde se utilizan extractos
de organismos vivos y se utilizan estos como agentes
reductores y estabilizadores, la reduccion de los iones de
plata es mediada por biomoléculas como proteinas o
enzimas, aminodacidos, polisaciridos y vitaminas.
Comunmente se utilizan extractos de plantas o algas,
hongos, entre otros. Incluso se utilizan microorganismos
vivos (bacterias) que sintetizan las AgNPs extracelular e
intracelularmente.

. Meétodo por polioxometalatos, abreviados
POMs, que son fragmentos discretos de 6xidos metalicos
de forma y tamafio bien definidos, solubles en agua y
capaces de someterse a reacciones rédox sin modificar su
estructura. Los POMs acthan como reductores,
fotocatalizadores, y estabilizador. Las AgNPs  se
sintetizan a partir de soluciones acuosas de sales de plata
con POMs y varian segun el tipo de polioxometalato
utilizado, en general, se obtienen AgNPs esféricas con
diametro de 38 nm [6].

4. Biocompatibilidad de AgNPs

Las AgNPs tienen diferentes efectos sobre la salud
humana dependiendo de la dosis que se haya incorporado
y el método de sintesis de las mismas. El problema de la
bioacumulacién es un tema interesante que ha motivado a
los investigadores a realizar estudios sobre qué tipos y
tamafios de AgNPs pueden perjudicar considerablemente
organismos vivos, se sabe que algunas de estas
nanoparticulas muestran una tendencia a acumularse en
rifiones y cerebro dependiendo de su habilidad para
traspasar la piel. El problema que tienen las AgNPs al
entrar en organismos vivos (superficies bioldgicas y sus
fluidos o células y sus compartimentos internos) generan
especies reactivas de oxigeno que produce estrés
oxidativo y dafio celular. Por lo anterior es que
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comunmente las AgNPs se utilizan inmersas en distintos
materiales para aumentar su viabilidad, materiales
biocompatibles o con tasas altas de compatibilidad con
tejidos u organismos vivos, ya sean matrices poliméricas
u cualquier otro material, ademas de analizar la dosis de
nanoparticulas.

Al entrar en tejidos vivos, las AgNPs tienden a
aglomerarse y oxidarse, liberando iones de Ag' que
pueden unirse a ligandos (por ejemplo, cisteina)
formando complejos con Ag' , formando especies
reactivas de oxigeno y aumentando la toxicidad las
nanoparticulas; hay otras reacciones por las que debe
tomarse cuidado, por ejemplo los iones de calcio (Ca®")
en concentraciones milimolares causan la aglomeracion
de las AgNPs en ensayos realizados sobre cultivos
celulares (pruebas in vitro con medio de cultivo
Liebovitz's L-15). Un medio de cultivo celular contiene
esencialmente  sales  inorgénicas, carbohidratos,
aminoacidos y suplementos (factores de crecimiento),
por lo que las especies ligandos con las que los iones de
plata pueden asociarse son ilimitados, con lo que
podemos hacer una aproximacioén a los efectos de la
oxidacion de AgNPs en cualquier sistema vivo, y tomar
serias consideraciones sobre su viabilidad, que dependera
en gran medida del pH (niveles entre 6.0 y 9.0 favorecen
la oxidacién de estas nanoparticulas), solutos disueltos,
temperatura (mayores riesgos de oxidacién entre 22 y
90 °C), proteinas, lipidos, etc. Por ejemplo, con tan solo
entrar en contacto con la sangre, las AgNPs pueden
interaccionar con alrededor de 7000 proteinas e
isomorfos [7].

Los estudios sobre citotoxicidad y genotoxicidad son
basicos en la determinacién de niveles de dafio por
toxinas, pues evalian los efectos de exposicion a
farmacos, materiales, etc., en funcion del tiempo y
diferentes dosis. Una toxina puede afectar sistemas
estructurales, daflo genético y/o fallas funcionales. Las
genotoxinas inducen dafio en el ADN de sistemas vivos,
algunas nanoparticulas muestran efectos adversos
durante la sintesis de nuevo ADN, estudios de viabilidad
de AgNPs en E. Coli muestran que no existe dafio
genotoxico en concentraciones menores entre 0-32.26
mg/L. en comparaciéon con el grupo control durante
ensayo SOS Chromotest [8]. Por otro parte, diversos
estudios en animales, la mayoria mamiferos pequefios,
han tratado de evaluar qué tamafios, morfologias y
topologia de AgNPs; un estudio sobre la administracién
intravenosa de AgNPs de tamafios bien definidos, 20 y
100 nm, durante 28 dias en ratas mostrd6 que con una
dosis méaxima de 6 mg/kg de peso corporal fue bien
tolerada por los animales, pero a lo largo del tratamiento
se observo para ambos tamafios de AgNPs retraso en el
crecimiento general, aumento en el tamafio y peso del
bazo; los linfocitos T y B también mostraron un
incremento, ademas de presentar pigmentaciones color
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café y negras en tejido de bazo, higado y nodulos
linfaticos por acumulacion de las nanoparticulas. Las
AgNPs también se encontraron en algunos otros drganos.
Analisis clinicos mostraron dafio hepatico, pero no se
confirmd por pruebas de histopatologia; ademas los
niveles de células sanguineas también se redujeron al
término del experimento de 28 dias. Las células
inmunitarias NK se redujeron casi por completo en altas
dosis de AgNPs. Por lo que se encontré que las AgNPs
inducen toxicidad generalizada en ratas por exposicion
interna [9]. Dos de los ensayos ampliamente utilizados
para determinar si materiales como las AgNPs producen
citotoxicidad o genotoxicidad sobre cultivos celulares in
vitro son los ensayos MTT y BrdU, debido a la
practicidad de los ensayos y el tiempo que lleva
realizarlos. Se pueden evaluar diferentes tipos de
muestras de AgNPs, ya sean las soluciones coloidales o
las AgNPs inmersas en otro material. El ensayo MTT se
basa en la conversion de sales de MTT (3-[4,5-
dimetiltiazol-2-i1]-2,5 bromuro de difenil tetrazol) en
cristales de formazan dentro de las células vivas, para
determinar su actividad mitocondrial, el objetivo de este
ensayo es medir la viabilidad celular con un alto
rendimiento sin tener que contar las células; debido a que
la actividad mitocondrial esta siempre activa, un aumento
o descenso en esta representara linealmente la conversion
de sales de formazan; luego, a partir de la concentracion
de sales que se mide por densidad optico (D. O.), se
puede tener una comparacion entre grupos celulares que
fueron expuestas o no al material (AgNPs u otros).
Cualquier dafio en las estructuras celulares afectara la
actividad mitocondrial y se verd reflejado en la D. O.
medida al final del experimento, en comparacion con el
grupo control [10]. El BrdU es un ensayo celular in vitro
que mide el dafio del material genético al ser expuesto a
ciertas sustancias y concentraciones, la capacidad de
sintesis del ADN se mide utilizando un anticuerpo
monoclonal de raton dirigido contra bromodeoxiuridina
(BrdU) que es un analogo de timidina que se incorpora
en las células durante la nueva sintesis en fase S del ciclo
celular (durante la replicacion) justo como si esta fuera
un nucledsido. Después de la posible incorporacion en la
célula, este analogo de timidina puede detectarse
utilizando el anticuerpo monoclonal. El complejo puede
ser detectado agregando un segundo sustrato que
reaccione con el anticuerpo y genere color, después se
mide su D. O. para tener los resultados [11].

Ambos ensayos son considerados como primera
instancia para saber si un material, como pueden ser las
AgNPs, sintetizadas por métodos especificos y a
diferentes concentraciones resultaran dafiinas para las
células en ensayos de viabilidad celular.
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5. Aplicaciones biomédicas

Las nanoparticulas de plata tienen un amplio nimero
de aplicaciones, como se menciond con anterioridad,
juegan un papel importante en medicina, productos de
consumo, remediacion ambiental, etc. Dentro del campo
de la biomedicina sus aplicaciones primordiales se
centran en su actividad antimicrobiana, su uso en
biosensores y como agente anticancerigeno, entre otros.

5.1 Actividad antimicrobiana de AgNPs

La efectividad del efecto antimicrobiano de algunas
nanoparticulas se basa en la alta relacion superficie-
volumen y la reactividad en pequeiia escala de las
nanoparticulas frente agentes patdgenos. Muchos
nanomateriales y nanocompositos se investigan por su
potencial uso como inhibidores de crecimiento
antimicrobiano, agentes antimicrobianos como tal,
portadores antimicrobianos o peliculas de embalaje con
la misma caracteristica. La incorporacion de AgNPs en
diversos materiales les brinda a estos una fuerte actividad
mitocondrial contra un amplio espectro de bacterias,
virus y hongos. Actualmente hay una infinidad de nuevos
materiales que se sintetizan incluyendo AgNPs en
matrices de polietieno, poliestireno, quitosan, almidon,
etc., todos buscando preservar superficies sin agentes
patogenos. Por ejemplo, dentro de la recoleccion de
muestras clinicas y alimenticias, la elaboracion de agares
con AgNPs promueve la esterilidad contra Escherichia
Coli o Listeria monocytogenes inhibiendo su invasion y/o
proliferacion en otras muestras [7].

Otros microorganismos combatidos con AgNPs son
Enteroccocus, Staphylococcus aureus, Candida albicans
y Staphylococci, previniendo la formacién del biofilm
caracteristico en pruebas in vitro, ademas de que se han
claborado  catéteres con  superficies  plasticas
funcionalizadas con estas nanoparticulas para combatir
infecciones [8].

En odontologia, las AgNPs han sido utilizadas para
inhibir el crecimiento de Candida albicans y algunos
otros microorganismos pertenecientes al microambiente
de la cavidad oral. Las protesis dentales base resina
acrilica han sido sintetizadas con estas nanoparticulas, sin
embargo, no a toda concentraciéon y método de sintesis
las AgNPs reducen la adherencia y proliferacion del
biofilm bacteriano; el método de incorporacion dentro de
matrices poliméricas también influye de manera
importante en la dispersion de las nanoparticulas.
Algunos experimentos a concentraciones de AgNPs que
van de 1000 a 0.49 pg/ml no han mostrado efecto
adverso sobre el crecimiento de C. albicans [9].

Las bacterias como estructuras mas simples y
requerimientos minimos para su proliferacion han sido
objeto de estudio para analizar la incorporacion de
AgNPs en su interior y los efectos adversos sobre
diferentes especies de bacterias. Estudios sobre E. Coli
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expuestas a AgNPs esféricas con didmetros que van de
10 a 50 nm, mostraron que después de un tiempo de
exposicion de dos horas a una concentracion de 40 pg/ml
no mostrd incorporacion de AgNPs al interior de las
bacterias a pesar del parecido en tamafio con los
organelos celulares de E. Coli pero si mostraron
mutaciones en la membrana externa de las nuevas
colonias, existen varios estudios sobre los efectos
mutagenos de AgNPs sobre especies bacterianas,
afectando la funcionalidad de las membranas y
produciendo la muerte de las bacterias [4]. El
mecanismo de accion del efecto bactericida de las AgNPs
propuesto y mayormente aceptado se basa en el cambio
de la permeabilidad de la membrana celular del patogeno
y la alteracion de las funciones respiratorias, la inhibicion
de ciertas enzimas asociadas el proceso de respiracion
celular es el detonante para el inicio de formacion de
ROS que dafian a la misma célula. Si las AgNPs son lo
suficientemente pequefias (1 nm), estas pueden atravesar
la membrana celular bacteriana, ensayos sobre E. Coli,
Vibria cholera, P. aeruginosa y Pyphillis typhus
muestran que el crecimiento de estas bacterias se inhibe a
concentraciones de 75 ug/ml, ademas de exhibir dafio en
sus membranas celulares, disrupcién, que puede ser
causado por la interaccion de las AgNPs con
componentes del ADN que poseen fosforo y sulfuros
evitando la replicacion del material genético. También
hay evidencia de que los iones de Ag' interactia
fuertemente con los grupos tioles de enzimas
inactivandolas; los  peptidoglicanos, componentes
conformacional de algunas membranas microbiales
(hongos y Dbacterias) se ven afectados directamente
debido a su carga negativa, pues atraen libremente los
iones de plata que desnaturalizan la membrana o pared
celular. Bacterias Gram positivas se ven menos afectadas
debido a que restringen el acceso de AgNPs al interior de
su citoplasma con mayor eficiencia que las Gram
negativas [10]. En la siguiente figura se observan los
diferentes mecanismos de accion de las AgNPs sobre
bacterias, en el mismo esquema se muestran todas las
posibles afecciones registradas para microorganismos por
la inclusion de estas nanoparticulas, figura 2.

barTay o
raties

Figura 2. Mecanismos de accion de AgNPs sobre bacterias. El
diagrama muestra la formacion de poros, el bloqueo de
transporte de electrones, la interrupcion de funciones celulares
basicas y la generacion de especies ROS en el interior de la
célula bacteriana.
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5.2 Biosensores

Los biosensores y sensores quimicos, son dispositivos
que permiten detectar sustancias con una mayor
precision, rapidez y a un costo mas asequible en
comparacion con los métodos analiticos convencionales.
Las nanoparticulas de plata se han usado principalmente
en sensores electroquimicos y Opticos, aunque también se
han usado directamente para censar por colorimetria.
Estas se han utilizados principalmente como marcadores
para ciertos compuestos, como potenciador de las sefiales
y como transportador de electrones durante reacciones
quimicas o enzimaticas.

En los biosensores electroquimicos que funcionan
detectando los cambios de corriente dentro de una
reaccion, usualmente se tienen problemas para captar los
electrones sobre la superficie del electrodo, ya que estos
tienden a difundirse en la soluciéon. Para mejorar la
captura se utilizan transportadores de electrones, las
AgNPs han demostrado ser una excelente opcion para
colocar en la superficie de los electrodos [11], para
realizar el proceso de inmovilizacion, se pueden
sintetizar electroquimicamente sobre la superficie del
electrodo [12]; un ejemplo es su uso para un biosensor
con un sistema de avidina y biotina sobre un electrodo de
oro [13], para este se conjugaron las AgNPs a la biotina y
se colocaron como una segunda capa en el electrodo, la
incorporacion de las particulas permiti6 mejorar el paso
de electrones a través de la capa organica para aumentar
la cantidad de corriente en el electrodo de oro. De forma
similar se han usado para un biosensor que usa un
electrodo de grafeno - poliamidoamina (PAMAM) para
deteccién de glucosa [14], en este sensor se coloc) una
capa de AgNPs sobre la cual se inmovilizo glucosa
oxidasa, al incubar muestras de sanguineas se pudo
detectar la glucosa mejorando los limites de deteccion y
eliminando la interferencia provocada por &cido
ascorbico y urico que se presenta en los biosensores
convencionales de glucosa, gracias al mejoramiento del
transporte de electrones. También se ha creado otro
sensor que utiliza el mismo método pero para la
deteccion de xantina en carne adulterada usando la
enzima xantina oxidasa [15].

En otros casos las AgNPs han sido usadas directamente
como marcador en biosensores electroquimicos; por
ejemplo se ha creado un sensor para la deteccion de
secuencias especificas de ADN [16], este utiliza una
sonda de ADN funcionalizada con un grupo tiol unida
covalentemente a las AgNPs, el sensor detecta el analito
por el cambio de conductividad que se produce por estas
particulas. También se ha creado un sensor similar pero
usando hematina para catalizar la formacion de
nanoparticulas a partir de los iones de plata conjugados a
las sondas de ADN [17], este sensor es extremadamente
sensible ya que permite detectar concentraciones de hasta
1 M. Un ejemplo mas, es un sensor para la deteccion de
glutation [18], en este las AgNPs son unidas a la enzima
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glutation oxidasa, la cual se inmovilizd sobre un
electrodo de polianilina y nanotubos de carbono, al
incubar el glutatién, se genera una corriente y hay un
cambio de conductividad en el electrodo. A continuacion
se muestra el mecanismo de funcionamiento de un sensor
electroquimico, Figura 3.
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Figura 3. Esquema de funcionamiento de un biosensor
electroquimico. El analito de interés es capturado por un ligando,
el cual se inmoviliza sobre un sustrato que recubre el electrodo.
Se usa un marcador con afinidad por el analito el cual puede ser
oxidado o reducido por un agente generando un flujo de
electrones. Las AgNPs transportan estos electrones hacia el
electrodo permitiendo registrar la corriente eléctrica.

Las AgNPs también se han usado como marcador para
sensores colorimétricos. En estos, se pueden medir
simplemente el cambio de color a simple vista, por medio
de espectroscopia de UV-VIS o a través de fluorescencia
usando con la ayuda de otros compuestos [19]. Un
ejemplo de este tipo de aplicaciones, es el desarrollo de
un sensor colorimétrico para la deteccion de iones de
mercurio y peroxido de hidrégeno [20], este funciona
manteniendo las particulas en solucion, al agregar una
muestra del analito de interés, se genera un cambio en el
color de la solucién debido a la reduccién de los iones de
Hg y el cambio de color de las AgNPs por agregacion.
Otro es la creacion de un biosensor para detectar
melanina [21], esta sustancia se usa para adulterar
productos lacteos aumentando el contenido proteico pero
haciendo toxico el alimento; el biosensor detecta esta
sustancia por el cambio de color de las AgNPs en
solucion, este ocurre debido a que la melanina induce la
agregacion de las particulas, la deteccion se llevo a cabo
por UV-VIS logrando un limite de deteccion de 2.23 uM.

En los sensores Opticos, la técnica mas usada es la
resonancia de plasmones superficiales (SPR), esta se basa
en el cambio de las propiedades opticas al ser excitadas
las particulas a cierta longitud de onda [22]. Por ejemplo,
se ha creado un biosensor basado en esta técnica para la
deteccion de peroxido de hidrogeno [23], en este se
utilizan AgNPs estabilizadas con almidon, la
degradacién de las particulas por el H.0: genera un
cambio en las propiedades Opticas. La cantidad de
perdxido de hidrogeno se mide registrando el cambio de
absorbancia a través del tiempo. Se ha desarrollado un
sensor similar para la deteccion de glucosa [24], en este
caso las nanoparticulas se sintetizan directamente sobre
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una matriz de sol-gel, sobre la cual se inmoviliza glucosa
oxidasa para producir peroxido de hidrégeno, este al
igual que el ejemplo anterior genera una degradacion
cambiando las propiedades Opticas del sustrato, este
sensor tiene un limite de deteccion de 23 mg/L.

5.3 Agente anti-cancerigeno

Tal vez una de las aplicaciones de las AgNPs que mas
expectacion ha producido es su uso como agente anti-
cancerigeno. Se ha demostrado que estas nanoparticula
presentan cierta toxicidad hacia diferentes lineas
celulares, esta depende en gran medida del tamafio de las
nanoparticulas y de la concentracion, pero en general se
reporta que las células tumorales son mas sensibles a los
efectos citotoxicos de estas [25].

Por ejemplo, se han sintetizado AgNPs recubiertas de
latex, esto permite que las nanoparticulas tengan una
mejor solubilidad en agua y aumenta su
biocompatibilidad, por lo que puede ser un medio para
liberarlas a células cancerigenas, en este caso se mostrd
su funcién con células de carcinoma de pulmén A549, y
se demostrd que las AgNPs generan un dafio oxidativo in
vitro contra estas células, el cual dependiente de la
concentracion [26]. Un estudio similar con particulas sin
recubrir, reporta que se obtuvo una mortalidad de 50%
contra la misma linea celular con una concentracion de
100 pg/ml [27], esto se explica debido a que las
nanoparticulas inducen la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS), creando un mayor estrés
oxidativo en la célula, lo que conduce a la muerte celular.
También se han probado este mecanismo contra células
de leucemia mieloide agua [28], para este andlisis usaron
alcohol de polivinilo como agente reductor, el ensayo se
llevo a cabo con células aisladas de 11 pacientes
diferentes afectados por leucemia, al igual que en los
ejemplos anteriores se demostro la efectividad al eliminar
estas células a través del mecanismo de generacion de
ROS.

Pruebas similares se han realizado para evaluar la
efectividad de las AgNPs contra células cancerigenas de
cancer de colon (HCT15) [29], las AgNPs en este caso se
sintetizaron a partir de un extracto de las hojas de la
planta Vitex negundo, los resultados mostraron que con
una dosis de 20 pg/ml se inhibe en 50% el crecimiento de
las células después de 48 horas de incubacion,
estimulando el proceso de apoptosis. También se ha
analizado la eficiencia de las nanoparticulas contra
células de cancer de mama (MCF-7) [30], en este caso
se us6 como agente reductor un extracto de la planta
Sesbania grandiflora al igual que a en los casos
anteriores, se reporta una disminucion en la proliferacion
de las células cancerigenas in vitro por los efectos estrés
oxidativo y dafio en la membrana celular. Algunos
ejemplos mas que han demostrado el potencial de las
AgNPs para inducir la apoptosis y han usado extractos de
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plantas como agente reductor para la sintesis de las
nanoparticulas son en células cancerigenas son en células
de cancer de laringe (Hep-2) [31], en el cual se utilizo el
extracto de Phyllantus emblica; se ha usado el extracto
Podophyllum hexandrum para sintetizar AgNPs y se ha
probado su efectividad ante células de cancer cervical
[32].

Ademas del uso directo de las AgNPs como agente
anticancerigeno, también se han usado como
transductores foto-térmicos para terapia contra célula
cancerigenas in vitro [33], para este estudio se usaron
nanoparticulas piramidales recubiertas de quitosano
como estabilizador y para mejorar su biocompatibilidad;
otra ventaja que presenta el uso de quitosano es que
puede permitir la conjugacion de anticuerpos o proteinas,
estas tienen el potencial de ser excitadas de con laseres
de forma transdermal, lo que en un futuro permitiria la
terapia en pacientes con ciertos tipos de cancer. Por el
momento se demostré una buena biocompatibilidad para
células humanas de riion (HEK) y la capacidad de
destruir por excitacion térmica células de cancer de
pulmoén (NCI-H460).

5.4 Otras aplicaciones biomédicas

Recientemente se ha revelado la potencial actividad
citoprotectiva de las AgNPs frente a células infectadas
con VIH-1, pruebas sobre la linea Hut/CCR5 mostraron
que tras 3 dias de tratamiento con soluciones a 5 uM
AgNPs y 50 uM AgNPs se obtuvieron porcentajes de
células apoptoticas de 49% y 35 %, respectivamente,
comparadas con el grupo control que exhibid solo un
19%. Se considera entonces que las AgNPs tal vez
inhiban la proliferacion de células Hut/CCRS que causan
la apoptosis celular asociada con el VIH [34].

Un nuevo uso para las AgNPs como antiinflamatorio
esta siendo estudiado, el proceso de cicatrizacion de
heridas en presencia de estas nanoparticulas se ve
acelerado debido a la reduccion de la actividad de la
matriz local de metaloproteinasa [MMP] (endopeptidasas
dependientes de zinc) y el aumento de apoptosis de
neutrofilos dentro de la herida; la MMP induce
inflamacioén y no permite la cicatrizacion de la herida. Se
ha demostrado, ademas, en modelos de raton con heridas
por quemadura la  reduccion de citosinas
proinflamatorias al aplicarles tratamiento con AgNPs,
con lo que se evidencia el efecto antiinflamatorio de estas
nanoparticulas [35].

6. Observaciones finales y consideraciones a
futuro

Las aplicaciones y mejoras a los procesos de sintesis
de AgNPs se centran en preservar su estabilidad durante
un tiempo mayor, evitando asi la formacion prematura de
ROS y haciéndolas mas biocompatibles al incorporarlas
en nuevos y mejores materiales para su interaccion con
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Muchas de las
investigaciones muestran avances sorprendentes en
cuestion del aprovechamiento de su actividad
antimicrobiana y anticancerigena; la efectividad de las
AgNPs para inducir la apoptosis sobre una gran variedad
de células cancerigenas o producir la muerte de diversos

organismos  Vivos. actuales

patdgenos he sido demostrada; sin embargo, atin existe el
reto de generar mecanismos que permitan dirigir las
nanoparticulas contra estructuras tumorales, células
cancerigenas o cualquier microorganismo sin generar
dafios al huésped. Los ensayos in vitro e in vivo
continuaran con estas pruebas, con el propdsito de aplicar
las AgNPs en mas tratamientos y con menor riesgos a la
salud.
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