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Nanoparticulas de plata: sintesis y
funcionalizacion. Una breve revision

Silver nanoparticles: synthesis and
functionalization. A brief review

Edgar Manuel Diaz Acosta*

ABSTRACT: The objective of the article is to make a brief description of the role of Ag NP's, the
functionalization on its surface, as well as the mention of its synthesis, characterization tech-
niques and future trends in research. Future trends put forward a new approach to nanoparticle
synthesis using green chemistry to decrease their environmental impact, as well as the con-
struction of better biosensors in order to optimize cancer diagnose and better treatment.
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RESUMEN: El objetivo del articulo es realizar una breve descripcion del papel de las Ag NP's, la
funcionalizacion en su superficie, asi como la mencion de su sintesis, técnicas de caracteriza-
cion y tendencias a futuro en investigacion. Las tendencias a futuro proponen la sintesis de
estas nanoparticulas mediante técnicas de quimica verde para disminuir su impacto sobre el
medio ambiente, y su uso como biosensores de células cancerigenas para optimizar diagnosti-
cos y tratamientos.

PALABRAS CLAVE: nanoparticulas, funcionalizacion, proteina-corona.

Introduccion

La nanotecnologia como disciplina tecnolégica permite la manipulacién de la
materia, asi como el aprovechamiento de los efectos que ocurren en la escala
nanométrica de 1 a 100 nm. Materiales con tamario <1 nm se llaman sub—na-
nomeétricos, y mas de 100 nm — micrométricos. Las moléculas pueden ser
muy grandes: polimeros (> 100 nm), y muy pequefias en escala sub-nanomé-
trica, por ejemplo, el tamafio de la molécula de H, es ~0.15 nm (Kuzma,
2006). La aparicién de la nanotecnologia ha permitido fabricar sensores bio-
légicos y quimicos, tecnologias energéticas, incluso el desarrollo de la compu-
tacion cuantica (Lord et al., 2016). En recientes décadas la utilizacién de na-
noparticulas ha tenido un gran auge en aplicaciones biomédicas relacionadas
con la catdlisis de reacciones enzimdticas, deteccién de ADN, e ingenieria de
biomateriales (Alarcén et al., 2012). Durante afios la plata ha sido utilizada en
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diferentes aplicaciones, tales como quemaduras y heridas. Sin embargo, su
consumo se vio afectado desde la década de los afios cuarenta del siglo XX,
con la produccién de la penicilina como antibiético (Redetic, 2013).

La resistencia de microorganismos a los antibiéticos revitalizé el desa-
rrollo de nanoparticulas de plata, dada su actividad antimicrobiana ante mds
de 650 patdgenos entre los que se listan bacterias, hongos y virus (Redetic,
2013; Ciobanu et al., 2013). Es por ello que el uso de nanoparticulas de plata
(Ag-NP’s) se ha incrementado en diversas éreas, tales como métodos de libe-
racién de farmacos, propiedades antimicrobianas en empaques inteligentes
y el desarrollo de Ag-NP’s incorporadas en productos textiles (Kennedy et al.,
2014). Varios factores que contribuyen a la unién de las Ag-NP’s con molé-
culas o sustratos, incluyen el tamarfio de particula, carga superficial y el recu-
brimiento con materiales tales como carbohidratos, asi como proteinas ad-
sorbidas en la superficie. En afios recientes, las investigaciones se han
enfocado en la descripcién de la toxicidad in vitro e in vivo de las Ag-NP’s, la
mayoria de ellas requieren una caracterizacién mds profunda en fluidos bio-
légicos de prueba, en este contexto la evaluacién de toxicidad permanece
como un tema critico (Kennedy et al., 2014; Argentiere et al., 2016). El obje-
tivo del presente documento es proveer una breve descripcién del papel de
las Ag-NP’s, la funcionalizacién en su superficie, asi como la mencién de su
sintesis, técnicas de caracterizacién y tendencias a futuro en investigacién.

Funcionalizacion y aplicacion de Ag NP's

Se ha reportado que las Ag-NP’s pueden ser funcionalizadas en su superficie
mediante la utilizacién de carbohidratos, Kennedy et al. (2014) reportaron
que ciertas nanoparticulas (NP’s) funcionalizadas con glucanos ofrecen cier-
tas ventajas tales como sistemas avanzados de transporte de firmacos ma-
yormente eficaces y con la posibilidad de reducir su toxicidad, su sintesis uti-
lizando condiciones biomiméticas reduce respuestas celulares adversas. De
igual manera se estudié el efecto que un carbohidrato en la superficie pueda
tener como objetivo sobre ciertas moléculas que puedan provocar respuestas
celulares en receptores especificos. En su trabajo, Kennedy y colaboradores
sintetizaron y funcionalizaron Ag-NP’s con tres diferentes monosacaridos y
etilenglicol, la evaluacién de las NP’s consistié en la evaluacién de estrés oxi-
dativo y citotoxicidad mediante ensayo de MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetil-
tiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio); el reactivo MTT interacciona con el meta-
bolismo celular para producir un compuesto purpura llamado formazan,
mediante la accién de la enzima reductasa mitocondrial (ver figura 1), el
efecto se detecta a una longitud de onda maxima de 570 nm. La cantidad de
formazan es directamente proporcional al nimero de células viables a dicha
longitud de onda (Arrebola et al. 2003; Tonder et al. 2015), tal como se mues-
tra en la figura 2. Los resultados indican que las Ag-NP’s con galactosa y ma-
nosa se consideran menos téxicas contra celulas neuronales y hepatocitos,
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FIGURA 1. Reaccion esquematica de la conversion de MTT a Formazan mediante la accion de la enzima
reductasa mitocondrial.

/ N
a 1
1 ;

s N—N Reductasa mitocondrial HN—N
I _— \
VS N=p
Br

Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (E, Z)-5-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-1,3-difenilformazan
(MTT) (Formazan)

Fuente: Tomado de Tonder, A., Joubert, A., y Cromarty, D. (2015).

comparadas con aquellas funcionalizadas utilizando glucosa, etilenglicol o
citrato. La citotoxicidad esta relacionada directamente con el estrés oxidati-
VO pero no con receptores celulares.

Por otro lado, la estabilidad de un gran namero de NP’s se puede lograr
mediante la interaccién de proteinas en su superficie, formando un complejo
llamado proteina corona. El modo de accién bioldgico tanto citotéxico como
genotoxico depende del tamafio y la ruta de acceso, por ejemplo, Asharani et
al. mostraron mediante microscopia electrénica de transmisién (TEM) que
las Ag-NP’s pueden penetrar compartimientos celulares, tales como endo-
somas, lisosomas y mitocondria. Los datos reportados por varios autores in-
dican que la produccién de especies reactivas al oxigeno (ROS, por sus siglas
en inglés) juegan un papel importante de las Ag-NP’s en el efecto citotdxico
(Asharani et al., 2009; Duran et al., 2015).

El entendimiento las NP’s corona es crucial para la actividad biolégica, asi
como la disminucién de los efectos adversos sobre un organismo. Las Ag-NP’s

FIGURA 2. Microplaca observada después de un ensayo por el método de MTT. El color pirpura intenso
indica el incremento de cantidad celular.

Fuente: Tomado de Tonder, A,, Joubert, A., y Cromarty, D. (2015).
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interactuan especificamente con un medio en el que estdn involucradas pro-
teinas, tales como un medio de cultivo celular o bacteriano, previo a su actividad
biolégica. La presencia de una proteina—corona puede eficientar la actividad bio-
légica. De acuerdo con Duran et al. (2015) el proceso de formacién depende dela
competencia entre proteinas que se adsorben en la superficie de las nanoparti-
culas (9). Por otro lado, Ge et al. (2015) mencionan que la formacién del com-
plejo NP’s—proteina corona es de naturaleza dindmica, el cual implica un amplio
rango de afinidades de unién y constantes de equilibrio para las proteinas en la
superficie, variaciones en la asociacién/disociacién y diferencias en el perfil de
fluidos bioldgicos. Se considera también que aquellas proteinas con alta afinidad
por la superficie se intercambian lentamente (varias horas), formando una co-
rona dura (ver figura 3). Mientras que las proteinas con baja afinidad son répida-
mente remplazadas (varios minutos; ver tabla 1), formando una corona suave
(Miclaus et al., 2014).

Debido a la resistencia de microorganismos a los antibiéticos, se ha bus-
cado el desarrollo de agentes antibacterianos novedosos, es por ello que se
revitalizo6 el desarrollo del drea de materiales a nanoescala. Ciertos mate-
riales se han utilizado para ser recubiertos con Ag-NP’s, Ciobanu et al. (2013)
reportan la sintesis de nanocristales de hidroxiapatita dopados con iones de
plata (Ca;(,Ag,(PO,)s(OH),, con propiedades atimicrobianas contra cepas
bacterianas de Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Providencia
stuartii, Citrobacter freundii y Serratia marcescens. También reportaron que la
actividad inhibitoria aumenté en cada muestra, al aumentar la concentra-
cién de plata. Asimismo, Gurunathan et al. (2014) probaron como metodo-
logia la sintesis de Ag-NP’s mediante el tratamiento de iones de plata con ex-
tracto de hojas de Allophylus cobbe. Las NP’s sintetizadas se utilizaron solas o
en combinacién con antibiéticos, con el objetivo de evaluar su efecto anti-
bacteriano y antibiopelicula utilizando técnicas de difusién de disco en agar,
inhibicién de biopelicula y generacién de especies reactivas al oxigeno contra

FIGURA 3. Esquema del complejo NP-proteina corona, se muestran las interacciones de corona suave
y corona dura.
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Fuente: Tomado de Duran et al. (2015).
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TABLA 1. Las coronas suaves se caracterizan por intercambio lento y baja abundancia, en contraparte
las coronas duras presentan un rapido intercambio y baja afinidad.

K 4 (constante de disociacion) Alta Baja
Adhesion a region hidrofobica Baja Alta
Masa molecular Baja Alta
Transporte endosoma-lisosoma Baja Baja,* Alta**
Cambios conformacionales (hojas) Baja Alta

* Comparada en condiciones sin suero.
** Comparado con coronas suaves.
Fuente: Tomado de Duran et al. (2015).

Pseudomonas aeruginosa, Shigella flexneri, Staphylococcus aureus y Strepto-
coccus pneumonia. Los datos encontrados indican que en combinacién con
antibiéticos, existe un efecto significativo antimicrobiano e inhibitorio de
biopeliculas a bajas concentraciones (referencia 0.1-1.0 pg/ml) de Ag-NP’s,
de tal manera, los resultados sugieren que las Ag-NP’s pueden ser un coadyu-
vante terapéutico para el tratamiento de enfermedades infecciosas causadas
por bacterias (Gurunathan et al., 2014).

En productos farmacéuticos, dispositivos médicos, asi como en un am-
biente clinico en el cual es probable que se encuentren patégenos resistentes
a los medicamentos, se han utilizado Ag-NP’s. En un estudio en el cual se in-
volucran patdgenos resistentes a los medicamentos, tales como Pseudomonas
aeruginosa multirresistente a los medicamentos, Escherichia coli 0157:H7,
resistente a la ampicilina y Streptococcus pyogenes, resistente a la eritromi-
cina, se determiné que una suspensién de Ag-NP’s es capaz de inactivar el
panel de resistencia a antibiéticos de bacterias Gram positivas y Gram nega-
tivas, respectivamente. Asi como ejercer mecanismos bactericidas en lugar
de bacteriostéticos, e inhibir el crecimiento bacteriano desde el primer con-
tacto de bacterias con Ag-NP’s (Lara et al., 2009).

Sintesis y caracterizacion de Ag NP’s

Existen diversas técnicas para la sintesis de Ag-NP’s, ya sea que estas nanopar-
ticulas tengan su forma virgen o presenten un recubrimiento para estabilizar-
las, por ejemplo, Sujitha et al. (2015) utilizaron semillas pulverizadas de la
planta Moringa oleifera como mediador de la biosintesis de Ag-NP’s, este polvo
se lavé y filtré para posteriormente ser tratado con una solucién de AgNOs. La
solucion oscura obtenida indica la formacion de Ag-NP’s estables debido a la
reduccién de los iones de plata por el extracto de semillas de M. oleifera. En
otro estudio, se realiz6 la sintesis de Ag-NP’s utilizando soluciones de AgNO4
a la cual se les agregé nanoparticulas de citrato y dcido 11-mercaptoundeca-
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noéico, respectivamente, en agua destilada para alcanzar una concentracion de-
seada, con el fin de evaluar su efecto téxico contra bacterias, hongos y/o algas
(Kennedy et al., 2014; Argentiere et al., 2016; Dorobantu et al., 2015).

Das et al. (2013) en su metodologia de sintesis utilizaron acido linoléico
como agente estabilizador, solucién de AgNO; como precursor y etanol como
agente reductor. De igual manera, varios autores reportan la sintesis de Ag-
NP’s con macromoléculas adsorbidas en la superficie, tales como polisaca-
ridos y proteinas. Por ejemplo, Volodkar et al. (2010) utilizaron una ruta hi-
drotérmica simple y reduccién quimica utilizando diferentes carbohidratos,
que incluyeron sucrosa almidén de maiz soluble y ceroso como agentes re-
ductores y estabilizadores, con el objetivo de funcionalizar Ag-NP’s en su su-
perficie. Huang y Yang (2004) utilizaron el método verde mezclando una so-
lucién de AgNOj; con solucién de heparina y quitosana en su superficie. Por
otro lado, Ban y Paul (2016) prepararon Ag-NP’s utilizando soluciones de
AgNO; y almidén, de tal manera que las nanoparticulas sintetizada se expu-
sieron en cierta cantidad de proteinas de suero sanguineo humano para su
funcionalizacién como Ag-NP’s-proteina corona utilizadas contra bacterias
Gram positivas y Gram negativas.

Se han utilizado varias técnicas para la caracterizacién de la morfologia
de las nanoparticulas, tales como la microscopia electrénica de barrido (SEM)
para caracterizar la forma y el tamario de las particulas en la escala nanomé-
trica, utilizando un haz de electrones para barrer la muestra en su superficie.
Espectroscopia de energia dispersiva de rayos X (EDX) con el fin de separar
los rayos X caracteristicos de diferentes elementos en la muestra. Espectros-
copia de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR), la cual detecta se-
fiales de compuestos organicos cuando interaccionan con radiacién en el
rango del infrarrojo y asi obtener una “huella digital” molecular de la muestra.
Difraccién de rayos X (XRD), una técnica analitica rapida utilizada en la deter-
minacion de la fase y estructura cristalina de un material (Rogers et al., 2008).

De igual manera, se han utilizado técnicas de microscopia tal como
imagen de angulo anular elevado en campo oscuro (HAADF) acoplada a mi-
croscopia electrénica de transmision de barrido (STEM), con el fin de colectar
imdgenes de electrones dispersados por la muestra con un detector de campo
oscuro alrededor del haz de electrones, aumentando asi la coleccién de elec-
trones y por tanto la resolucion de la imagen (ver figura 4) (Lara et al., 2009).
Microscopia de fuerza atémica (AFM), la cual tiene como funcién el rastreo de
la topografia de la muestra mediante una sonda o punta afilada de forma cé-
nica, capaz de realizar imdgenes en el orden de 10° m o 1 nm, tal como se
muesta en la figura 5 (Dorobantu et al., 2015). Finalmente, para determinar
las propiedades fisicoquimicas de los nanomateriales se ha utilizado la disper-
sién dindmica de luz (DLS), para calcular la distribucién de tamafio de parti-
culas en suspension (31) (ver figura 6), asi como la microscopia electrénica de
transmisiéon (TEM) para el estudio de muestras biolégicas ultrafinas, aunque
no es exclusiva en el estudio de estas muestras, tambien se utiliza la micros-
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FIGURA 4. Relacion de los angulos internos y externos en el detector HAADF-STEM, en el cual se detec-
tan electrones dispersados inelasticos.

: /— Electrones incidentes

Espécimen

a
p="4

Electrones dispersados

/ inelasticos

Detector HAADF

Fuente: Tomado de Otten, M. (1991).

FIGURA 5. Vista esquematica del funcionamiento de un AFM.
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FIGURA 6. Disposicion experimental para el estudio del movimiento browniano de particulas en solu-
cion mediante DLS.
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copia electrénica de transmisiéon (TEM) y microscopia electrénica de transmi-
sién de alta resolucién (HRTEM), siendo estas dos ultimas las mas comunes
para el estudio de tamafio y morfologia de nanoparticulas y su interaccién
(Kennedy et al., 2014; Argentiere et al., 2016).

Tendencias a futuro de las Ag NP’s y conclusion

Las nanoparticulas han tomado importancia en el drea biomédica asi como
en otras aplicaciones de la ciencia. Las Ag-NP’s, ademds de ser utilizadas
como agentes antimicrobianos y antivirales, tienen aplicacién en el trata-
miento de agua, la industria de pinturas, dispositivos médicos, entre otros.
La tendencia de la sintesis de Ag-NP’s se ha enfocado recientemente en la
utilizacién de la “quimica verde”, ganando popularidad debido a sus bajos
costos y ser una técnica amigable con el medio ambiente. Estos métodos in-
cluyen, por ejemplo, como lo mencionan Sreelakshmy et al. (2016), la formu-
lacién de Ag-NP’s a partir de la reduccién de soluciones de AgNO; utilizando
el extracto de raiz de Glycyrrhiza glabra. En su estudio, revelan que la sintesis
verde de Ag-NP’s provee un avance en la terapia de tlceras gastricas.

Por otro lado, El-Deeb et al. (2015), demostraron que es posible la sin-
tesis de Ag-NP’s utilizando extracto de miel de abeja. En su investigacién re-
portaron la actividad biogénica de estas nanoparticulas sobre cincer de
colon, sus resultados indican que existe un efecto antiproliferativo de células
cancerigenas. En este tema se ha puesto especial importancia en la utiliza-
cién de las Ag-NP’s debido a la deteccién temprana y el tratamiento del
cancer, asi como la efectividad de medicamentos anti cancer y su relacién
con la posibilidad de llegar a células blanco en suficiente concentracién sin
dafiar tejido y células sanas (Rai et al., 2014). Se menciona que las Ag-NP’s
pueden ser utilizadas como agentes de liberacién terapéutica hacia el blanco
biolégico canceroso, nano biosensores para predecir la enfermedad y asi mi-
nimizar el crecimiento del cdncer y reducir el costo de tratamientos (Rai et
al., 2014; Jain et al., 2010).

Estudios recientes incluyen el proceso de sulfuracién como técnica para
disminuir la toxicidad de las Ag-NP’s sobre el organismo. Experimentos
sobre células alveolares muestran que la formacién de sulfuro de plata (Ag,S)
disminuye la toxicidad de nanocables (Chen, S. et al. 2013; Miclaus et al.
2016) demostraron también la accién de coronas suaves en la modulacién de
la sulfuracién de Ag-NP’s in vitro. En su metodologia utilizaron el método
poliol, donde el tamario de particula es controlado mediante el agente polivi-
nilpirrolidona (PVP), mientras que la sulfuracién se llevé a cabo utilizando el
hidrosulfuro de sodio hidratado (NaSH-xH,O). Los resultados mostraron la
formacién de sulfuro de plata alrededor de la capa de NP’s que rodean células
macréfagos murina (linea celular J774), dichas particulas fueron detectadas
utilizando mapeo elemental de rayos X, asi como EDX. Se determiné una es-
tructura monoclinica, mediante el patrén de difraccién de estas particulas
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Ag,S. Es importante notar que la sulfuracién mediada mediante proteinas
corona para obtener Ag,S ha sido descrita como aminorante de la citotoxi-
cidad, en el presente trabajo se report6é que una sulfuracién parcial de Ag-
NP’s previene la muerte celular, incluso una sulfuracién completa previene la
produccién de citocinas pro—inflamatorias (Miclaus et al. 2016).

La utilizacién de Ag-NP’s resulta imperativa en el drea de la medicina,
bioquimica y nanomateriales debido a las diversas aplicaciones que se han
mencionado a lo largo del presente documento; sin embargo, las tendencias
a futuro requieren mayor profundidad en su estudio y su entendimiento en
posibles efectos dafiinos en el organismo, asi como en el medio ambiente.
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