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Resumen 

 
El amplio y promisor potencial terapéutico de las nanopartículas de plata (AgNPs) hace con 

que estudiar sus efectos biológicos sea un tema relevante y actual para el campo biomédico. 

En este trabajo caracterizamos AgNPs con tamaños de 40 nm en medio de cultura 

suplementado con soro fetal bovino y estudiamos sus efectos citotóxicos en células que 

participan en la regeneración del tejido epitelial: fibroblasto, endoteliales y macrófagos. 

Fueron planeados exposiciones para las células de tipo dosis y tiempo dependientes. Los 

resultados de la caracterización revelan una fuerte interacción entre las AgNPs y 

biomoleculas del medio de cultura, llevando a la formación de una nueva entidad  llamada 

―bio-proteína/AgNPs‖ que presenta variaciones de tamaño en función de la concentración y 

de tiempo, pero no del núcleo duro de las AgNPs. Abordando los aspectos de citotoxicidad 

de las bio-proteína/AgNPs, fueron observadas importantes alteraciones en las tres líneas 

celulares, con un decrecimiento sistemático en la populación celular viable acompañado de 

cambios en las áreas celulares cuando la concentración de las bio-proteína/AgNPs aumenta.  

 
 
 

Palabras claves: bio-proteína/AgNPs, Fibroblasto, Endoteliales, Macrófagos y 

Citotoxicidad. 
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Abstract 

 
 Silver nanoparticles (AgNPs) have a wide range of therapeutic potential, which has led to 

the development of research on their biological effects, a current and relevant topic in 

biomedicine. In the current study, we described AgNPs with a 40 nm diameter in culture 

medium supplemented with bovine fetal serum and investigated their cytotoxic effects in 

particular cells that participate in tissue regeneration, such as fibroblasts, endothelial cells, 

and macrophages. For cells, treatments were designed based on dosages and incubation 

durations. According to the results of the characterization, there was a significant 

interaction between the AgNPs and the medium's biomolecules, resulting in the creation of 

a new substance called "bio-protein/AgNPs" that exhibits size fluctuations as a function of 

concentration and duration but not of the hard core of AgNPs. Regarding the cytotoxicity 

of bio-protein/AgNPs, significant variations were observed in the three cell lines, including 

systematic degrowth in the viable cell population and cellular area alterations as the bio-

protein/AgNP concentration increased.. 

 
 

Key words: bio-protein/AgNPs, Fibroblast, Edothelial, Macrophage and Citotoxicity . 
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Capítulo 1 
 

 

Introducción 
 

 
1.1   Las Nanopartículas de plata y sus propiedades  

 
Debido a los resientes avances en producción de nanopartículas, es posible 

sintetizar nanopartículas de plata (AgNPs) de 40 mil hasta 5 mil átomos en un intervalo de 

tamaños que oscila entre 1 y 110 nm de diámetro a través de métodos biológicos, químicos 

y físicos (Naganthran et al, 2022). En general, se pueden producir nanopartículas de plata 

en una variedad de tamaños, formas, cargas superficiales y estructuras de núcleo (ver  

figura 1). (Loiseau et al., 2019). Estas propiedades morfo eléctricas de las nanopartículas 

son aprovechadas para realizar una variedad de tareas en los campos agrícola, industrial y 

médico (Dikshit et al., 2021). 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Debido a sus propiedades antibacterianas, antivirales y antiinflamatorias, las 

nanopartículas de plata se utilizan en la industria médica como tratamientos terapéuticos 

(Xu et al., 2020). De acuerdo con Garcia-Alvares et al. (2018), las nanopartículas de plata 

Figura 1: Síntesis de nanopartículas de plata con estructuras diferentes: (A) pirámide, (B) 
dodecaedro, (C) esfera  y  (D) cilindro. Figura modificada de ―Deamstime.com‖. 
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también presentan ventajas en el campo de transporte de fármacos en comparación con los 

transportadores convencionales. 

 

1.1.1 Propiedad antitumoral 

 

          A pesar de estas propiedades, todavía hay discusiones sobre los efectos toxicológicos de las 

nanopartículas de plata. Por un lado, se han documentado efectos toxicológicos significativos en 

sistemas de modelos celulares in vitro (Castiglioni et al., 2014), y por otro lado, los hallazgos de la 

investigación actual indican que la citotoxicidad inherente de las AgNPs puede ser una herramienta 

útil para tratar células tumorales. En realidad, los efectos citotóxicos de las AgNPs pueden causar la 

muerte de células tumorales a través de la inactivación de proteínas y la regulación de vías de 

señalización, o pueden bloquear la metástasis de células tumorales inhibiendo la angiogénesis 

dentro de la lesión (Yang et al., 2016 y Castiglioni et al., 2014). En otro estudio, Nguyen y colegas 

demostraron que las nanopartículas esféricas de AgNPs con tamaño de 10.72 nm inhibieron la 

proliferación de células de cáncer de mama (MCF-7) y carcinoma hepatocelular (HepG2). 

Narasimha et al. también sintetizaron AgNPs de extracto de hojas de eucalipto para tratar líneas de 

células tumorales colorectal. Las nanopartículas de plata de forma esférica de 20 nm de tamaño 

aumentaron la expresión de genes apoptoticos y disminuyeron la expresión de marcadores 

antiapoptoticos en el ciclo celular. 

           Es demostrado que dependiendo de la biodistribución y captación celular de las 

nanopartículas de plata, diferentes efectos citotóxicos y eventos bioquímicos pueden ser inducidos 

(Nguyen et al., 2021 y Narasimha et al 2020). Por lo tanto, es crucial desarrollar nuevos métodos 

que faciliten una internalización más efectiva o simple de las nanopartículas de plata en las células. 

 

1.1.2 Propiedad de formar la corona de proteína 

 

           Las nanopartículas de plata cuando entran en contacto con proteínas o biomoleculas, se 

adsorben rápidamente en las superficies de las nanopartículas, formando una corona de proteínas o 

biomoleculas dura. La nueva identidad de esta nanopartícula biológica se caracteriza por tener una 

afinidad única con las proteínas receptoras de las membranas celulares (Ma et al., 2020), 

utilizándose en los últimos años en estrategias de transporte de drogas dentro de las células (Mariam 

et al., 2016). Por ejemplo, se demostró que nanopartículas basadas en albumina se acumulan 
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fácilmente en tumores debido a la interacción de la albumina con la glicoproteína de la matriz 

extracelular que se sobre expresa en células cancerosas (Li et al., 2019). A pesar de estos grandes 

avances, estudios han mostrado que la adsorción de biomoleculas o proteínas pueden alterar las 

características físicas o químicas de las nanopartículas de plata como forma, tamaño,  estado de 

aglomeración y estabilidad coloidal (Sasidharan et al., 2015). En consecuencia, cambios en la 

captación celular, localización intracelular, acumulo en tumores y toxicidad fueron relatados 

(Karmali and Simber, 2011). En ese escenario, es importante entender las interacciones que ocurren 

en la interface de la corona biomolecular. 

1.2  Medio de cultura celular suplementado 

 

           El medio de cultura celular DMEM (Dulbecos Modiified Enagle médium) suplementado con 

suero fetal bovino (SFB) es un medio basal ampliamente usado para el crecimiento, proliferación y 

diferenciación de diferentes tipos de células (Yao et al., 2017). La albumina, es la mayor 

componente proteica en el suero fetal bovino y presenta importantes funciones fisiológicas tales 

como la regulación de la presión oncótica de la sangre, hormonas y fármacos contra el cáncer 

(Mariam et al 2016). En adición a la albumina, globulina y hemoglobina son también componentes 

del SFB y contribuyen aproximadamente un 35% de la proteína contenida en el SFB. En la familia 

de la globulina, γ-globulina es una de las más importantes proteínas en el suero, a cual esta 

activamente envuelta en los procesos de respuestas inflamatorias (Li et la., 2021). La hemoglobina 

es una proteína funcional importante para el transporte reversible de oxígeno y la regulación del pH 

de la sangre (Scheller et al., 2005). 

 

 

    

 

 

 

 

 

Figura 2: Figura esquemática del DMEM alta-glucosa (A), Suero fetal bovino (B) y del medio 
de cultura suplementado para células (C).  
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           Actualmente, es bien sabido que las nanopartículas de plata pueden interactuar con la 

albumina, γ-globulina y hemoglobina del suero fetal para formar la corona de proteínas alrededor de 

las nanopartículas (Li et al., 2022). El mecanismo de interacción ha sido extensamente caracterizado 

en los últimos tiempos, mostrando espontaneas fuerzas hidrofobicas para el sistema AgNPs-

albumina (Waghmare et al., 2018), enlaces de hidrógeno e interacciones de Vander Waals entre γ-

globulina y AgNPs (Sharma et al., 2022), y procesos de unión impulsado por la entropía para 

hemoglobina-AgNPs (Zolghadri et al., 2009). A pesar de estas importantes caracterizaciones, 

estudios también mostraron que proteínas como el fibrinógeno pueden inducir estados de 

agregación no reversibles en las nanopartículas de plata (Abhilash, et al., 2015), revelando que tales 

modificaciones pueden causar reducción en la internalización de las nanopartículas dentro das 

células (Yan et al., 2013). Con respecto a la interacción entre las nanopartículas de plata y las 

biomoleculas y proteínas del DMEM suplementado con SFB, un estudio anterior ha mostrado la 

adsorción de proteínas del medio de cultivo a la superficie de la AgNPs para formar la proteína de 

corona (Hasen et al., 2015). Sin embargo, la estabilidad en el tiempo de las propiedades 

fisicoquímicas de las AgNPs y la composición química de la corona son pobremente entendidas, así 

como el grado de internalización de AgNPs-DMEM/FBS en las células. 

           En este trabajo de licenciatura fueron evaluadas las propiedades morfo-eléctricas de las 

nanopartículas de plata en un ambiente nutricional comúnmente utilizado para el cultivo celular 

(DMEM+ 10%SFB) a diferentes concentraciones y tiempos de incubación, a través de experiencias 

de dispersión dinámica de luz (DLS), potencial zeta (ZP), dispersión de rayos X a bajos ángulos 

(SAXS) y de absorción Ultravioleta-visible (UV-vis). Finalmente en orden de corroborar el 

resultado biológico de este hallazgo, el grado de internalización del aglomerado corona 

biomoleculas-proteína/AgNPs fue estudiado en células que participan en la regeneración y 

reparación el tejido tales como células endoteliales micro vasculares humanas, células fibroblastos 

humanas  y macrófagos murinos, a través de ensayos de citotoxicidad en Cámara Neubauer . 
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1.3 Objetivos 

 

           En esta tesis de licenciatura: 

 

  Nuestro primer objetivo es demostrar la capacidad de las proteínas y biomoleculas del suero 

fetal bovino y medio de cultivo, respectivamente, para adherirse alrededor del núcleo duro 

de las nanopartículas de plata formando una bio-estructura compleja en 3D esquematizada 

aquí, pueda permitir una fácil y rápida internalización de las AgNPs dentro de las células. 

  Nuestro segundo objetivo es encontrar un efecto de dosis dependientes de la biomoleculas-

proteína/AgNPs en las células micros vasculares humanos,  fibroblastos humanos y 

macrófagos murinos, demostrando que la citotoxicidad de las nanopartículas puedan ser 

usadas para controlar tazas de proliferación celular y entres otras propiedades celulares. 
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Capítulo 2 
 

 

Métodos experimentales 
 

 
 Los principios físicos fundamentales de los métodos experimentales utilizados en 

este trabajo se presentan en este capítulo. Debido a la variedad de métodos utilizados, se 

presentarán aquí de manera breve y dirigida a nuestros estudios. 

2.1   Dispersión dinámica de luz (DLS) 

           La técnica de dispersión dinámica de luz está basada en el movimiento browniano y en la 

dispersión de luz por partículas, permitiendo así la evaluación de las dimensiones de partículas en 

suspensión, con aplicaciones tanto en la investigación como en la industria (Pecora, 2000). 

           El movimiento browniano de una partículas en suspensión resulta en el hecho de ella estar 

continuamente siendo bombardeada por las moléculas del medio solvente, las cuales están en 

constante agitación térmica (Person, 1905).  El modelo aleatorio es el modelo probabilístico más 

sencillo que puede explicar el movimiento browniano de las partículas utilizando las leyes de 

difusión macroscópicas (Person, 1905). Con este modelo, el desplazamiento a través del espacio y 

tiempo de la partícula en difusión puede ser estudiada a partir de distribución binomial. Trabajos 

muestran que una distribución binomial puede convergir hacia una distribución normal gaussiana 

(Roque, 2016). Como resultado de esto, tenemos una función de probabilidad gaussiana de 

desplazamiento de partícula que relaciona los parámetros de posición (∆r), tiempo (τ) y difusión 

(D), como se muestra en la ecuación 1: 

    (     )  (       )                                                                                                                              ( ) 
           El valor de la difusión de la función de probabilidad gaussiana, puede ser encontrado a partir 

de la ecuación 2 de Stokes-Einstein (Carter, 2001), considerando partículas en movimiento 

browniano de forma esférica con diámetro (d),  

     (        )                                                                                                                                                 ( ) 
donde (T) y  (  ) son  la  temperatura y  viscosidad  del medio, y (   ) la constante de Boltzamann,  

. 
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           Experimentalmente a técnica de DLS consiste en la iluminación con un haz de luz visible 

incidente de vector de onda,    , sobre una muestra compuesta por partículas en movimiento 

browniano, que irán a dispersar el haz de luz con vector de onda,    , en un ángulo, θ . Ver figura 3.  

 

 

 

 

 

 

 

 

            Berne  mostro que el constate movimiento de partículas en el tiempo, generaría cambios en 

el campo eléctrico dispersado. Con esto, la intensidad de la luz sufriría cambios en el tiempo. La 

correlación de la variación en la intensidad de luz dispersada proporcionara informaciones sobre el 

coeficiente de difusión y del tamaño de la partícula, utilizando la ecuación 2 de Stokes Einstein.  

           Ese análisis es hecha por un correlator, que calcula la función de auto correlación de la 

intensidad de luz dispersada normalizada  ( )( ), la cual es calculada a partir de la función de 

probabilidad gaussiana (ecuación 1), mostrando así un decaimiento exponencialmente con una taza,      , según la, ecuación 3. 

    ( )( )                                                                                                                                             ( ) 
           De este modo, fue calculado la taza de relajación media, que, por su vez, puede ser 

relacionado al coeficiente de difusión, D. Una vez obtenido el coeficiente de difusión de los centros 

dispersadores, libre de interacciones con relación a los demás centros, es posible determinar el 

diámetro, d , asumidas esferas, de acuerdo con la ecuación de Stokes- Einstein. 

 

 

Figura 3: Diagrama de un experimento de dispersión 
de luz dinámica 
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2.2   Potencial zeta (ZP) 

           La técnica de potencial zeta ha sido ampliamente utilizado como un buen indicador de 

presencia de carga superficial, permitiendo fornecer informaciones como la estabilidad de 

suspensiones coloidales (Shimko et al., 2014).  

           En la frontera entre la camada móvil y la camada inmóvil, se encuentra la camada donde el 

potencial zeta (ζ)  puede ser determinado y una densidad de carga puede ser inferido (ver figura 4) 

(Hotza, 1997). 

 

 

 

 

 

 

 

          

        Experimentalmente, el potencial zeta   es obtenido a partir  de la movilidad electroforética (µ), 

(Wilson et al., 2010). El equipo es capaz de medir de la movilidad electroforética de  partículas que 

se mueven en un campo eléctrico (E) a partir del cambio de frecuencia de la luz dispersada (Shimko 

et al., 2014). El cambio de frecuencia de luz dispersada (∆ν)  es relacionada con el módulo de la 

velocidad de desplazamiento que las partículas adquieren (  ), como mostrado en la ecuación (4). 

      (            (   ))                                                                                                                                      ( ) 
           El módulo de velocidad de las partículas se relacionan con el modulo del campo eléctrico 

aplicado a través de la movilidad electroforética, según la expresión: 

                                                                                                                                                                       ( ) 
       El potencial zeta (ζ) es relacionado con la movilidad electroforética (µ), a través de la 

aproximación de Smoluchowski. En esta aproximación, se considera  las partículas  esféricas y que 

Figura 4 Esquema de la distribución de cargas en la frontera de una 
partícula cargada. 
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su radio, es mucho mayor que la espesura de la doble camada formada. Con estas condiciones, el 

potencial zeta en la camada de cizallamiento puede ser encontrado según la ecuación 6 (para 

mayores detalles de la obtención del potencial, revisar el autor Hiemenz, 1960)  

                                                                                                                                                                      ( ) 
donde,    , es la velocidad relativa entre la partícula y el medio circundante,   , la constante 

dieléctrica y,   , la viscosidad del solvente. En términos de movilidad electroforética, podemos 

cambiar la ecuación (6) para obtener la ecuación de Smoluchowski: 

                                                                                                                                                          ( ) 
           

2.3   Dispersión de rayos X a bajos ángulos (SAXS) 

           El método de rayos X bajos ángulos está basada en el análisis de dispersión de rayos X de un 

material a ángulos muy pequeños. Cualquier evento de dispersión es caracterizado por una ley 

recíproca entre tamaño de la partícula y el ángulo de dispersión (Glatter e Kratky, 1982). El SAXS 

ha sido ampliamente utilizado para estudios estructurales de proteínas y de macromoléculas 

biológicas (Schmidt, 1995).  

           En las experiencias de SAXS, un haz de rayos X que sale de la fuente del equipo atraviesa un 

monocromador responsable por seleccionar una pequeño intervalo de longitudes de onda de la orden 

de 0.1 nm aproximadamente. Entonces, el haz monocromático pasa por un colimador con un vector 

de onda,    , e interacciona con los electrones de la muestras haciendo con que los mismos oscilen 

sinodalmente. La radiación emitida de cada electrón es dispersada, siendo cancelada en algunas 

direcciones y en otras superpuestas (interferencia constructiva. Cuando las ondas interfieren 

constructivamente, la diferencia de fase entre los haces dispersados con vector de onda,    , es 

considerada pequeña. Adicionalmente, la intensidad del haz detectado alcanza su valor máximo para 

un anglo de dispersión, 2θ , conforme ilustra la figura 5.  
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       Ahora, introduciremos la densidad electrónica, ρ( ⃗ ) , como el número de electrones por unidad 

de volumen y posición,  ⃗   , de una partícula que esta fija en el espacio. Por lo tanto, la amplitud de 

dispersión total, A( ⃗⃗ ) , irradiada por los electrones, contenidas en la partícula de volumen, V , es 

dada por la transformada de Fourier de la densidad electrónica: 

 ( ⃗⃗  )    ∫ ( ⃗  )  
    ⃗⃗    ⃗    ⃗                                                                                                                           ( ) 

donde,     , denota la amplitud de dispersión de un electrón. 

           La intensidad de dispersión por la partícula,   ( ⃗⃗  ) , puede ser mensurada por medio del 

producto de la amplitud por la amplitud compleja, A( ⃗⃗ )*, por lo tanto, la ecuación (8) se reduce  a la 

ecuación (9).   

  ( ⃗⃗  )    ∫  ( ⃗  )  
     ⃗⃗   ( ⃗   ⃗  )  ⃗                                                                                                             ( ) 

           Hasta ahora las consideraciones hechas fueron para una partícula fija en el espacio. No en 

tanto, en sistemas reales, las partículas no están fijas. Por lo tanto, debemos tomar a media sobre 

todas las orientaciones de la partícula. En el espacio reciproco esto es hecho tomándose la media 

sobre el ángulo solido Ω, el cual lleva, 〈   ⃗⃗    ⃗  〉      (  )  dr , (Debye, 1965) y la ecuación (9) se 

reduce a la forma: 

Figura 5: Ilustración experimental de una medida de 
SAXS 
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  (  )    ∫  (  )  
     (  )                                                                                                                 (  ) 

           Donde la función, p(r), es llamada de distribución de pares de distancias que informa acerca 

de la estructura de las partículas a partir de la intensidad dispersada   (  ). 
           Hasta ahora, el modelo estudiado se centró en la dispersión de una sola partícula. La 

intensidad de dispersión de un sistema de partículas en solución aleatoriamente orientadas se escribe 

por la ecuación,    (  )   〈 ( )〉 〈 ( )〉                                                                                                                                (  ) 
donde N es al número de partículas, y  P(q) y S(q), son los factores de forma y estructura de la 

nanopartículas, respectivamente. 

            Si, el sistema fuere mono disperso, la forma de las partículas no cambia y   ( )    (  ). Si 

el sistema fuere poli disperso, el factor de forma incluirá la media de todas las formas, tamaños y 

densidad electrónicos. Para sistemas diluidos (no interacción), S(q) es aproximadamente uno, y la 

intensidad dispersada solo dependerá del factor de forma,  ( )   (  ). Para  sistemas 

concentrados, S(q) , debe ser llevado en cuenta, a fin de que la intensidad de dispersión sea 

perfectamente entendida. 

2.4    Absorción Ultravioleta visible (UV-vis) 

          Hay dos formas en que la radiación electromagnética puede afectar a la materia: o se dispersa 

en su dirección de propagación y se altera como se explica en la sección 2.1; o se absorbe, 

transfiriendo energía a la materia.  En el proceso de absorción de la radiación, la energía absorbida 

por la materia está relacionada con la flaquencia,   , de esta radiación, a través de la relación,     , donde h es la constante de Planck (Resnick, 1979). 

            De acuerdo con la mecánica cuántica, una transición electrónica ocurre cuando un electrón 

sale de un orbital de estado fundamental de energía,   (  ) , y va para oro orbital desocupado de 

mayor energía,   (  ), a través de la absorción de un fotón con energía,      .    ( )    ( )                                                                                                                                        (  ) 
           La transición electrónica ocurre en un tiempo corto,       segundos, durante el cual las 

posiciones nucleares no se alteran en cuanto los electrones asumen configuraciones de estado 

excitado. 
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           Experimentalmente, la luz absorbida por una molécula puede ser encontrada a través de 

medidas de absorbancia en función de la longitud de onda de la luz incidente, conforme indicado en 

la figura 6. Lambert observo empíricamente, que es posible relacionar la absorbancia con la 

concentración de la muestra y el cambio per corrido por la luz dentro de la misma. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

         

           El diferencial de intensidad, dI , a lo largo del camino per corrido por la luz, puede ser escrito 

como,   ( )      ( )                                                                                                                                       (  ) 
donde,   , es el coeficiente de absorción molar y C la concentración  la muestra. Integrando la 

ecuación (13) para toda la extensión de la muestras, de 0 a b , encontramos que, 

  (       )                                                                                                                                                    (  ) 
          La absorbancia se define como, 

 ( )      (       )                                                                                                                                         (  ) 
y convirtiendo para el logaritmo en la base 10, la ecuación (15), tenemos: 

 ( )   (         )                                                                                                                           (  ) 
           Por lo tanto, se encuentra la absorbancia como,  

Figura 6: Ilustración experimental de la técnica de absorción UV-
vis. 
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 ( )      (       )                                                                                                                              (  ) 
donde,    , es nuevamente el coeficiente de absorción molar (en L.      .     ), C es la 

concentración (en mol.    ) de especies absorvedores y, b , (en cm) es el camino óptico por donde 

la luz fue absorbida, o sea, la espesura de la muestra (Cantor et al., 1980). 

 

2.5   Cámara de Neubauer 

           Existen dos métodos para evaluar la cantidad de células viables en un medio de cultivo 

celular. Como forma de cuantificación directa, el método más común es el conteo por cámara de 

Neubauer (Fiocruz et al., 2017); entretanto, la forma indirecta es hecha  por la medición del 

metabolismo celular. 

           Para el conteo en cámara, las células deben estar totalmente individualizadas. Para esto, es 

necesario hacer una tripsinizacion previa. La cámara de Neubauer es una lámina de vidrio con 

divisiones que auxilian en el conteo, poseyendo 9 cuadrados que miden 1mm de área, como 

mostrado en la figura 7. Solamente los cuadrados externos son utilizados en el conteo de células.  

 

 

 

 

 

 

 

 

           

          Para el conteo, es necesario colocar una laminilla de vidrio sobre la cámara, que servirá para 

contar la suspensión celular. El espacio formado entre la laminilla y la cámara es de 0.1 mm. De 

esta manera, el volumen determinado para cada cuadrado es equiválete a 0.1    .  La 

                   Figura 7: Ilustración de  la cámara Neubauher 
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concentración de células obtenidas, equivale a la suma del número de células contadas en los 4 

cuadrantes dividido por 4 y multiplicado x     y m (factor de corrección de la cámara). La 

ecuación de abajo (18), resume el cálculo de la concentración celular,  

 (     )  (                )                                                                                                    (  ) 
donde,    , es el valor de conteo de células en un cuadrante. 
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Capítulo 3 
 

 

Metodología 
 

 
En este capítulo, serán presentados los materiales utilizados en el estudio, asi como 

la descripción  de los metodologías utilizadas en la preparación  las muestras, como la 

síntesis de las nanopartículas, cultivos celulares, etc . 

    3.1     Materiales 

 Medios de cultura: adquiridos de la Sigma-Aldrich ( Missouri, United States) 

 Dublecco modified eangle médium (DMEM)  

 Suero fetal bovino (SFB) inactivado/estéril  

Nanopartículas de plata:  fue obtenida en colaboración con el Prof. Koeti Araki del Laboratorio de 

Química Supramolecular e Nanotecnología del Instituto de Química, Universidad de Sao Paulo, 

Brasil. 

 Células: adquiridas de la American Type Culture Collection (ATTC, Virginia, United States) 

 Endoteliales micro vasculares humanas ( HUVEC).  

 Fibroblastos humano normal (FN1). 

 Macrófagos murinos (RAW)  

 

    3.2     Preparación de las muestras 

 

3.2.1    Preparación de medios de cultura 

 La solución de medio de cultura stock DMEM, fue utilizada en su condición basal sin la 

adición de ningún solvente. 

  La solución de medio de cultura 10% SFB, fue preparada a través de la dilución de 50 mL  
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de Suero fetal bovino en 450 mL de agua ultra pura padrón Milli-Q (18 MΩ.cm). 

 La solución de medio de cultura DMEM suplementado con 10% SFB, DMEM+10% SFB, 

fue preparada a través de la dilución de 50 mL  de Suero fetal bovino en 450 mL de DMEM 

3.2.2    Preparación de las Nanopartículas de plata 

           Las dispersiones estables de AgNPs, fueron sintetizadas utilizándose una adaptación del 

método Turkevich (Turkevich et al., 1951). El método consiste en el reflujo de la sal de plata con 

ácido cítrico, el cual actúa como agente estabilizador, en solución acuosa.  

           En resumen, 4.25 mg de nitrato de plata (anhidro ≥ 99.999% base de metales) fue 

solubilizado en 100 mL de agua ultra pura y calentada. En seguida, 1 mL de una solución de ácido 

cítrico con 0.5 mol.    , fue adicionado a la solución de plata hirviente, y mantenido en agitación 

por 5 minutos. En seguida, el volumen final de la reacción fue dejado para enfriar a temperatura 

ambiente y en seguida filtrada a través de una jeringa membrana celulosa estéril de 0.2 µm. 

Finalmente, la concentración real de la plata elemental fue de 27.3 mg/L (250.4 µM) de plata 

determinada por ICP-OES y almacenada en refrigeración a 4 °C.  

. 

3.2.3    Construcción del banco de células 

           El proceso de construcción del ―banco celular‖ de las tres líneas celulares endoteliales, 

fibroblastos  y macrófagos, consiste en el uso del protocolo de nuestro laboratorio (LabM2) (ver 

anexo 1). El uso de este protocolo nos dejó una cantidad de 25 vials, conteniendo cada vial 

aproximadamente       células, construyendo así, un banco celular que fue usado en nuestras 

experiencias. 

 

    3.3     Protocolo de preparación de muestras según el tipo de estudio 

 

3.3.1    Para la caracterización de las AgNPs en medios de cultivo  

 

           La preparación de muestras para caracterizar las AgNPs en medio fisiológico de cultura 

celular, pasaron por dos controles. 

 Dilución de la dispersión stock de AgNPs (250.3 µM). Volúmenes de la solución stock de 
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AgNPs fueron diluidas con los diferentes medios de cultivo DMEM, 10%SFB y 

DMEM+10%SFB, obteniéndose así diferentes concentraciones molares de plata como 25, 

50, 75 y 100 µM (figura 8). 

  Incubación en diferentes tiempos. Después de la obtención de las concentraciones, estas 

fueron alícuotadas adicionando 1.5 mL de la muestra en pozos de cultivo y en seguida 

colocadas dentro de la incubadora, utilizando las mismas condiciones de cultivo para  

células. Estas fueron dejadas incubadas por 24 y 48 h en una incubadora con 95% de aire 

previamente filtrado y con 5% de dióxido de carbono a 37°C. Después de la incubación para 

cada intervalo de tiempo, las experiencias de DLS, SAXS, ZP, UV-vis e imágenes de 

turbidez fueron realizadas (figura 8). La descripción de las metodologías experimentales 

utilizadas en cada experimento serán detalladas en la subsección 3.4.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Estrategia planeada para los estudios de caracterización de las AgNPs en DMEM, 10% 
SFB y DMEM+10%SFB. El número de réplicas por muestra fue  repetido 3 veces, para garantir 
una buena estadística. 



30  

3.3.2    Para estudiar los efectos citotóxicos de las AgNPs en las células 

   

            Para satisfacer las demandas del experimento, las células endoteliales, los fibroblastos y los 

macrófagos pasaron por tres etapas diferentes. 

 Descongelamiento de células. Las tres líneas celulares fueron descongeladas y colocadas en 

cultura nuevamente conforme descritos anteriormente (anexo 1). Al final de este proceso, las 

líneas celulares fueron contadas manualmente con el auxilio de le hemocito metro, 

obteniéndose stocks celulares con concentraciones de ≈       cel/mL, en 2 mL de medio 

de cultura. 

 Plaqueamento de las células. Después de la obtención de los stocks celulares para cada línea, 

estas fueron paqueadas de acuerdo con la experiencia de viabilidad celular (citotoxicidad). 

La estrategia para estudiar los efectos las AgNPs en las células a través de conteo en cámara 

Neubauer, fue usar dos tablas de 24 pozos por línea de célula. La concentración de células y 

volumen total fue de ≈       cel/mL, en 24 mL de medio de cultura. Cada pozo de cultivo 

fue re-suspendido con 0.5 mL de estas solución celular. Después del plaqueamento, las 

líneas celulares permanecieron incubadas por 12 horas para adherirse a los pozos, antes de 

iniciar el tratamiento con las AgNPs. 

 Tratamiento de las células con AgNPs. Después de las 12 horas de incubación, el medo de 

cultura usado fue retirado de las tablas, y en seguida alícuotas de 25, 50, 75 y 100 µM de 

AgNPs, así como medio de cultura suplementado fresco (0 µM) fueron adicionados, para el 

ensayo de citotoxicidad, formando así, las muestras indicadas por la figura 9. Después del 

tratamiento con las nanopartículas de plata, las líneas celulares permanecieron incubadas por 

24 y 48 horas. Tras, la realización de los tratamientos para cada intervalo de tiempo, las 

medidas experimentales fueron hechas y los datos colectados. Este proceso será mejor 

detallado en la sección 3.4. 
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    3.4     Métodos experimentales 

 

3.4.1    Dispersión de luz dinámica (DLS) 

           La distribución del tamaño de las nanopartículas en suspensión acuosa se determinó 

mediante DLS utilizando un equipo Malvern Zetasizer Nano-ZS90 (Worcestershire, Reino Unido). 

Las mediciones se realizaron en un esquema por triplicado, cada uno con 20 sub corridas, con 

ángulo fijo de 90°, y cubeta de cuarzo con 10,0 mm de camino óptico. La temperatura se mantuvo a 

37°C para simular el ambiente celular. El volumen de muestra utilizado en las mediciones se 

mantuvo constante en 1 mL para todas las muestras investigadas. 

3.4.2    Potencial zeta (ZP) 

           Los datos de carga superficial de las nanopartículas de ZP se obtuvieron utilizando el mismo 

equipo Malvern Zetasizer Nano-ZS90 utilizado en las mediciones de DLS, en un esquema por 

triplicado, 20 su ejecuciones, a 37°C, utilizando un láser de 532 nm, ángulo fijo de 90°,  y celda 

capilar plegada utilizando las mismas muestras de dispersiones de AgNP utilizadas en las 

mediciones de DLS. 

 

Figura 9: Tratamiento con las nanopartículas de plata en función de la concentración (0, 25, 50, 75 y 100 
µM) y de los intervalos de tiempo de cultivo (24 horas y 48 horas). El número de réplicas por muestra 
fue  repetido 4 veces, para garantir una buena estadística. 
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3.4.3    Dispersión de rayos X a bajos ángulos (SAXS) 

           La recopilación de datos de dispersión de rayos X de ángulo pequeño se realizó con un 

equipo Xenocs XEUSSTM versión 2.0. La intensidad de dispersión se expresa en función del 

módulo de transferencia de impulso espacial recíproco,         ( ) , donde 2   es el ángulo de 

dispersión y la longitud de onda de la radiación. Las muestras se colocaron en un capilar de cuarzo 

(1,5 mm, 0,4 mL) y las mediciones se realizaron a 37°C. La radiación fue generada por una fuente 

de rayos X GENIX3DTM (borde Cu K, = 1,54 Å) con el haz enfocado por la óptica FOX2DTM. 

Los datos 2D se recopilaron en la instalación SAXS multiusuario de EMUSAXS, donde los datos de 

dispersión se normalizaron a escala absoluta utilizando agua como estándar principal. Los datos 

SAXS experimentales se modelaron utilizando el método de Transformación Indirecta de Fourier - 

IFT  en una implementación ligeramente diferente. A partir del método IFT se obtiene la función de 

distribución de distancias de pares p(r) y puede proporcionar una indicación directa de la forma y el 

tamaño promedio de las partículas. 

 

3.4.4     Absorción Ultravioleta visible (UV-vis)  

           Los espectros de absorción óptica se registraron con un espectrofotómetro Varian Cary 50 

UV-Vis (Santa Clara, CA). Las muestras se colocaron en una cubeta de cuarzo (0,4 × 1,0 cm, 0,5 

mL), con una vía óptica de absorción de 0,4 cm. La temperatura se controló a 37°C con un 

termostato Carry Peltier y las mediciones se realizaron en el rango de 200 a 800 nm..  

 

3.4.5    Cámara de Neubauer  

           La etapa de conteo de células, vivas o muertas, fue realizado en una cámara de Neubauer o 

hemocitometro modelo OptikLabor, Germany. El conteo de las células en las tablas de 24 pozos, 

está basado según el protocolo de conteo del Laboratorio (LabM2). Alícuotas de 50 µL de la 

solución de células con medio de cultura suplementado, así como las concentraciones de AgNPs, 

fueron recogidas y utilizadas para poblar la cámara de Neubahuer. En seguida, fue realizada el 

conteo de células en los cuadrantes superior e inferior, obedeciendo la ecuación (14) mostrada n la 

sección 2.5. 
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    3.5     Procesamiento estadístico de datos 

           Los datos están reportados como media ± desviación estándar (DE) para la caracterización de 

las nanopartículas en medios de cultura celular y el grado de citotoxicidad de las AgNPs en las 

células. Todos los análisis estadísticos fueron presentados usando el Student T-test estableciendo el 

parámetro de significancia α en 95% (p < 0.05) para asumir las diferencias en los valores 

promedios, obtenidos del Software Minitab Statistical, vesrion 7 para Windows (licencia 

institucional, State college, PA)  
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Capítulo 4 
 

 

Resultado y Discusión 
 

Este capítulo presenta los resultados encontrados en esta  tesis de licenciatura y 

las discusiones sobre ellos. Esta sección se dividió en dos partes. En la primera parte, 

caracterizamos  las propiedades morfo eléctricas de las nanopartículas de plata en 

DMEM, 10% SFB y DMEM+10% SFB (sección 4.1). En la segunda parte, analizamos 

cómo las AgNPs afectaron las propiedades de las tres líneas celulares. 

    4.1     Caracterización de las Nanopartículas de plata en medios de 

cultivo 

 

           A pesar de que la citotoxicidad inherente de las AgNPs están siendo usados como agentes 

terapéuticos (Nguyen et al., 2021), recientes trabajos muestran que las mudanzas metabólicas en 

células relacionadas con efectos citotóxicos de AgNPs, son dependientes de las propiedades físicas 

de las AgNPs como tamaño, forma composición y estados de agregación (Palomares et al., 2023). 

Luego, es esperado que las diferentes soluciones de AgNPs en medios de cultura celular utilizados 

en este trabajo, las biomoleculas y proteínas del medio envueltas en la superficie de estas 

nanopartículas, provoquen cambios en las propiedades morfo eléctricas y, por lo tanto, en el 

comportamiento toxicológico y uptake celular. Fueron entonces realizados ensayos de 

caracterización de las AgNPs en medios de cultura, después de 24 y 48 h de incubación, a través de 

DLS, ZP, SAXS, UV-vis e imágenes de turbidez para la determinación  de forma, diámetro medio y 

estabilidad de la nanopartículas en medios de cultura celular.  

4.1.1    Caracterización del stock de AgNPs  

           Las nanopartículas de stock incubadas durante 24 y 48 h se caracterizaron mediante análisis 

SAXS, DLS, ZP y UV-vis, y los resultados se presentan en la Figura 10. Como se puede ver en la 

figura, el stock de AgNPs no muestra cambios sustanciales en sus características morfo eléctricas en 

función del tiempo de incubación. Los análisis de datos de SAXS, resumidos por las curvas I (q) y p 

(r), indicaron que la suspensión de stock está constituida por nanopartículas con forma esférica y 

radio promedio de 17,0 ± 2,0 nm (Fig. 1A). Las mediciones de DLS confirmaron este resultado que 

indica un diámetro hidrodinámico bien definido de 41,7 ± 0,8 nm y un valor de índice de 
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polidispersidad de tamaño en 0,14 ± 0,01, lo que sugiere nanopartículas de plata monodispersas 

(Fig. 1B). El potencial zeta negativo de -33,6 ± 0,7 mV (Fig. 1C) es consistente con la alta 

estabilidad coloidal conferida por el citrato como agente estabilizador. Finalmente, el espectro UV-

vis (Fig. 1D) reveló una fuerte absorbancia alrededor de 429 nm, que es característica de la 

absorción de resonancia plasmónica superficial localizada (LSPR) (Zhang et al., 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.1.2    Caracterización del suero fetal bovino   

           Los datos de DLS registrados después de 24 y 48 h de incubación (Figura 11A) de 10% de 

SFB en agua ultrapura (líneas moradas) presentaron una distribución de tamaño multimodal que va 

desde 1 a 1300 nm. Se detectaron picos alrededor de 51 y 300 nm presentando las intensidades más 

altas y otros dos a 5 y 1300 nm, pero con intensidades mucho más bajas. Los picos se ensancharon, 

lo que indica una distribución de tamaño más amplia. Este comportamiento es consistente con el 

alto valor de PDI de 0,70 ± 0,40, lo que sugiere la formación de aglomerados con alta 

polidispersidad, como se esperaba de las nanopartículas interconectadas por proteínas como la 

albúmina, la globulina y la hemoglobina (Sasidharan et al., 2015). La principal componente proteica 

del SFB es la albumina en comparación con las otras proteínas, y según, Sasidharan et al., 2015, 

está a presenta una distribución de tamaño bimodal. Por lo tanto, la albumina en conjunto con las 

globulinas y hemoglobina, contribuyen para la distribución de tamaño multimodal conforme 

Figura 10: Caracterización, con SAXS (A), DLS (B), UV-vis (C) y ZP (D), para el AgNPs-stock (250.3 
µM), tras  24 y 48 h de incubación a 37 °C. 
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mostrado en nuestros resultados (Aurica Precupas et al., 2022). 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

           La distribución de carga superficial del complexo proteico 10% SFB, figura 11-B, presenta 

un potencial de superficie zeta negativo con bajo desvió padrón estimado en -13.9 ± 2.6 mV tanto 

para 24 y 48 h de incubación. Además, los espectros UV-vis a las 24 y 48 h de incubación 

mostraron una fuerte absorbancia en torno a 280 nm, característica del triptófano presente en las 

proteínas (Xiangrong, et al., 2021), y otra de mucha menor intensidad a 414 nm que se puede 

atribuir a la banda de Soret del resto protoporfirina IX de hierro (II) en la hemoglobina (Bohemia et 

al., 2016). 

 

4.1.3    Caracterización del DMEM    

           En comparación con los resultados  anteriores, los resultados mostrados para DMEM, 

resumidos en la figura 12, indican un comportamiento morfo eléctrico distinto. En el caso de la 

morfología, el diámetro en función de la intensidad (figura 12-A), muestra  diámetros medios en 

torno de 0.31 ± 0.03 nm tanto para 24 y 48 h de incubación. 

Figura 11: Caracterización con DLS (A), ZP (B) y UV-vis (C) del suero fetal bovino  diluido en 
agua ultra pura , después de 24 y 48 h de incubación a 37 °C. 
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           Medidas de potencial zeta el DMEM también fueron hechas, no obstante, los resultados no 

mostraron la existencia de potencial de superficie de carga. A través de estos resultados se puede 

inferir que los aminoácidos, sales inorgánicas y vitaminas presentes en DMEM, no interactúan uno 

con otros para formar complejos grandes, estando probablemente, distribuidos en el agua ultra pura 

como moléculas individuales. Los resultados de UV-vis del DMEM en  figura 12-C, muestra bandas 

de absorbancia en 280 nm, característico del aminoácido triptófano, y menores en 415 y 560 nm 

correspondientes a la solución red fenol usado como indicador pH (Li et al., 2017)  

 

4.1.4    Caracterización del DMEM  suplementado con 10% SFB  

           Los resultados del DMEM suplementado con 10% SFB, DMEM+10% FBS (líneas rosas), 

mostró una interacción dinámica entre biomoleculas de DMEM y proteínas de SFB para formar 

aglomerados de bio-proteínas, que cambiaron sus características morfo eléctricas con el tiempo. Los 

resultados obtenidos de SAXS, resumidos por las curvas de SAXS, I(q), y las funciones de 

distribución de distancias de pares, p(r), en la Figura. 13B, indicaron que los aglomerados de bio-

proteínas presentaron una evolución temporal en sus formas y tamaño, con promedio cambio de 

radio de 3,0 ± 1,0 nm después de 24 h a 5,0 ± 0,5 y 12,0 ± 1,0 nm después de 48 h. Los resultados 

de DLS confirmaron este comportamiento, mostrando una tendencia de diámetros promedio 

crecientes de la distribución de tamaño multimodal de aglomerados de proteínas de 

albúmina/globulina/hemoglobina para SFB diluido en agua ultrapura (línea morada, Figura 11A) en 

comparación con SFB diluido en DMEM (línea rosa, Figura 13A). Para 24 h, el grafico mostró los 

picos de mayor intensidad a 10 y 56 nm, y otro a 365 nm con mucha menor intensidad. Sin 

Figura 12: Caracterización con DLS (A), y UV-vis (B) del DMEM  diluido en agua ultra pura, 
después de 24 y 48 h de incubación a 37 °C. 
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embargo, los diámetros promedio de los picos de mayor intensidad aumentaron a 14 y 60 nm y la 

ZP negativa disminuyó a -7 mV (Figura 13C), lo que sugiere la formación de aglomerados de bio-

proteínas menos estables coloidalmente y más polidispersos después de 48 h de incubación, como 

se confirmó por el valor PDI calculado a 0,90 ± 0,02. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

           Cuando se comparan con los resultados ZP de SFB diluido en agua ultrapura, estos 

resultados revelan la existencia de una distribución de carga positiva en el stock de DMEM que 

puede reducir las cargas negativas de SFB en las muestras de DMEM+10% FBS. La espectroscopia 

UV-vis (Figura 13D) mostró la superposición de absorbancia de las biomoléculas de DMEM y SFB, 

lo que indica aglomerados estables sin agregación en la muestra de DMEM suplementado. 

  

4.1.5    Interacción AgNPs con proteínas del 10% SFB  

           El objetivo de las experiencias con DLS, potencial zeta, absorción UV-vis e imágenes de 

turbidez, resumidas en la figura 14, fue investigar la dinámica de interacción molecular cuando el de 

AgNPs stock  se diluyó en 10% SFB para obtener concentraciones molares de plata de 25, 50, 75 y 

100 μM, posteriormente incubados por 24 y 48 h.  

Figura 13: Caracterización, con DLS (A), SAXS (B), ZP (C) y UV-vis (D), para el DMEM+10% 
SFB, tras  24 y 48 h de incubación a 37 °C. 
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Para 24 y 48 horas de incubación, la absorción de UV-vis para el stock-AgNPs y 10% SFB 

demostró anteriormente y ahora, figura 14-A, que el intervalo entre 300-500 nm es una banda 

característica de fuerte absorbancia por las nanopartículas de plata. Por lo tanto, los resultados 

analizados en esta región para soluciones de 25, 50, 75 y 100 µM reflejan básicamente la 

información de absorbancia de las AgNPs. Con el aumento de las concentraciones molares de las 

soluciones, pudimos ver que estas presentan absorbancia alrededor de 432 nm, indicando que no 

ocurre un desplazamiento hipsocrómico (desplazamiento al azul o rojo) de la banda característica de 

la nanopartículas en relación al stock-AgNPs (línea negra). La intensidad de absorbancia del sistema 

Figura 14: Caracterizacion con   UV-vis (A), DLS (B),  ZP (C) e imágenes de turbidez (D) para las 
diferentes concentraciones  molares  de plata, después de 24 y 48 h de incubación a 37 °C. Llave: Los 
resultados del stock -AgNPs  y 10% SFB son mostrados en los mismo gráficos para fines de 
comparación.  
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en esta región aumentan con el aumento de la concentración de las AgNPs, hecho ya esperado una 

vez que hay mayor cantidad de nanopartículas en el SFB absorbiendo luz UV. Analizando los 

resultados de DLS, para las soluciones de AgNPs 25, 50, 75 y 100 µM por 24 y 48 h, presentados en 

la figura 14-B, podemos ver una distribución de tamaño multimodal similar al de 10% SFB (línea 

morada) que va desapareciendo con el aumento de la concentración de AgNPs para forma una 

distribución un modal. La absorción de mayor intensidad que no presenta cambios de posición pero 

si de intensidad, conforme mostrado para las cuatro concentraciones molares, va mascarando el 

padrón característico de distribuciones de diámetro de las nanopartículas de plata, las cuales 

presentan valores similares al stock-AgNPs entorno de 38.0 ± 2.5 nm para 24 h y  44.0 ± 2.8 nm 

para 48 h. Los resultados de ZP para 25, 50, 75 y 100 µM de plata, figura 14-C, muestran un perfil 

de potencial de superficie diferente en comparación al stock-AgNPs (línea negra), pero más similar 

con el 10% SFB en torno de -15.3  ± 1.3 mV para 24 h y  -13.3  ± 2.4 mV para 48 h. Este resultado 

indica que en términos de proporción de carga los componentes proteicos del suero fetal bobino 

presentan una mayor proporción en relación a las nanopartículas de plata. A pesar de que la 

estabilidad de las AgNPs no puedan ser verificadas por las experiencias de potencial zeta, imágenes 

de turbidez tras 24 y 48 h de incubación, indican visualmente no haber cambio en el estado de 

agregación de los clústeres de iones de plata (figura 14-D). 

          Los resultados de UV-vis y DLS relativos a las concentraciones de 25, 50, 75 100 µM, 

mostraron que las bandas de absorbancia UV-vis máximas y diámetros hidrodinámicos, no 

presentaron cambios significativos de desplazamiento en relación al encontrado para el Stock-

AgNPs. Este comportamiento indica que los diámetros de los núcleos de las nanopartículas de plata 

permanecen monodispersos en 10% SFB mismo tras 24 y 48 horas de incubación, sugiriendo que 

las proteínas albumina, globulinas y hemoglobinas no están interactuando de una forma tal que estas 

puedan ser adsorbidas a la superficie de las nanopartículas de plata para formar la biocorona 

proteica. 

           Estabilizadores hidrofílicos para nanopartículas son de gran uso terapéutico por su alta 

solubilidad en agua (Fratoddi, 2018). No en tanto, estudios han reportado que la superficie 

hidrofílica de los ligantes como, por ejemplo el citrato, puede llevar a la formación de camadas de 

agua alrededor de las nanopartículas, lo que tornaría inaccesible la adsorción de biomoleculas 

(Stonnik et al., 1995). De hecho, se ha mostrado una fuerte interacción entre la proteína albumina 

humana y el ácido lipoico, en lugar del citrato utilizado en la estabilización de nanopartículas de 

plata (Sasidharan et al., 2015). Por lo tanto, puede ser sugerido que la no interacción entre las 

AgNPs y las proteínas pueda ser debido a la propiedad hidrofílica del ligante citrato utilizado en 

este trabajo como estabilizador, sumado a la interacción repulsiva entre estos, ya que estas presentan 
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potenciales de superficie negativos en sus superficies. 

 

4.1.6    Interacción AgNPs con biomoleculas del DMEM   

          El objetivo de las experiencias con DLS, potencial zeta, absorción UV-vis e imágenes de 

turbidez, resumidas en la figura 15, fue investigar la dinámica de interacción molecular cuando el de 

AgNPs stock  se diluyó en DMEM para obtener concentraciones molares de plata de 25, 50, 75 y 

100 μM, posteriormente incubados por 24 y 48 h..  

           Sorprendentemente, el color oscuro de la solución ya desde la primera concentración de 25 

µM de AgNPs tras 24 h de exposición visto en la figura 15-c, indico que las biomoleculas del 

DMEM desencadeno una aglomeración rápida y grave tras la exposición con las nanopartículas de 

plata en suspensión. Los cambios en la absorción de resonancia plasmónica superficial  y diámetro 

hidrodinámico característico de las nanopartículas de plata stock detectados por los resultados de 

UV-vis y DLS (Figura 15 a-b) mostro que, independientemente de la diferencia en la composición 

del material, la concentración molar o tiempo de incubación, las biomoleculas del DMEM indujo 

aglomeración en las nanopartículas de plata. En cuanto al potencial zeta, una vez más el aparato de 

medida no fue capaz de detectar ninguna carga de potencial superficial efectiva para este tipo de 

muestra. 

           La observación más llamativa observada fue que independientemente de la concentración o 

volumen, las biomoleculas del DMEM desencadenan una rápida e irreversible aglomeración con las 

nanopartículas de plata. Se ha sugerido durante mucho tiempo que aumentar la estabilidad coloidal 

se puede lograr mediante la adsorción de biomoleculas o proteínas en la superficie de 

nanopartículas, no en tanto, la agregación observada mediada por el DMEM en las AgNPs desafía la 

aplicación de esta hipótesis (Perera et al., 2021). Estudios previos han demostrado que la formación 

de la biocorona también depende de la concentración de proteínas, sus tazas de asociación y 

disociación (Gonzales-Garcia, 2022; Perera et al., 2021). Interesantemente, nuestros resultados 

muestran que ya en baja  concentración o volumen de DMEM (100 µM de AgNPs) aglomeraciones 

fueron activadas para formar agregados pequeños y grandes de nanopartículas de plata. Similares 

observaciones fueron reportadas en la proteína fibrinógeno induciendo aglomeraciones en 

nanopartículas de plata, oro y nanotubos de carbono, indicando que esta podría ser debido a la 

conformación alargada y a la dimensión única de la molécula (Sasidhran, 2015). Por lo tanto, puede 

ser especulado que la agregación observada pueda ser debido a la individualidad y cargas positivas 

de las biomoleculas de DMEM, las cuales puedan estar siendo atraídas rápidamente a la camada 
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negativa de las AgNPs. 
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. 

1.7    Interacción AgNPs con bio-proteínas del DMEM  suplementado con 

10% SFB 

           Las nanopartículas almacenadas incubadas en DMEM suplementado con FBS al 10 % (v/v) a 

diferentes concentraciones molares y tiempos de incubación se caracterizaron mediante análisis 

SAXS, UV-vis, DLS y ZP, y los resultados se presentan en la Figura 16. 

        Los resultados de UV-vis y SAXS para 25, 50, 75 y 100 µM después de 24 y 48 h de 

Figura 15: Caracterizacion con   UV-vis (A), DLS (B) e imágenes de turbidez (C) para las diferentes 
concentraciones  molares  de plata, después de 24 y 48 h de incubación a 37 °C. Llave: Los 
resultados del stock -AgNPs  y DMEM son mostrados en los mismo gráficos para fines de 
comparación. 
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incubación indicaron que las AgNPs presentaron valores similares al stock de AgNPs con una fuerte 

banda de absorbancia alrededor de 432 ± 3 nm y funciones I(q) y p (r) que mostró un radio de 

alrededor de 14,0 ± 5,0 nm (Figura 16A-B). Es bien sabido que SAXS y la espectroscopia UV-vis 

son herramientas adecuadas para investigar los mecanismos de formación y crecimiento de 

nanopartículas (Mourdikoudis et la., 2018). Por ejemplo, algunos estudios han demostrado que el 

aumento sucesivo en el tamaño de las nanopartículas está asociado con una mayor dispersión I(q) y 

cambios en los cambios hipsocrómicos (Garcia et al., 2020 y Paramelle et al., 2014). La constancia 

y similitud de los parámetros obtenidos en los experimentos para estas concentraciones en relación 

con el stock de AgNPs indican que el radio, o núcleo, de las AgNPs permanece monodisperso en 

DMEM suplementado. Por el contrario, el análisis de los picos de alta intensidad obtenidos en las 

mediciones de DLS revela una tendencia a aumentar el tamaño de las AgNPs en comparación con 

las de stock, enmascarando así el diámetro del núcleo de las nanopartículas. Como puede verse en 

esta Figura 16C, después de 24 h de incubación y concentraciones de 25 y 50 µM de AgNPs en 

DMEM+10 % SFB, el diámetro promedio de las nanopartículas tiende a aumentar en comparación 

con las nanopartículas estándar, respectivamente, a 90,8 ± 11,0 nm y 88,5 ± 10,9 nm. A 

concentraciones más altas, 75 y 100 µM, hubo una clara tendencia a disminuir el diámetro promedio 

(y la desviación estándar), pero permaneció mayor que las AgNPs estándar. El comportamiento 

morfológico a las 48 h reproduce la tendencia general encontrada para 24 h de incubación, siendo 

los diámetros medios de todas las mezclas mayores que las nanopartículas stock, comenzando por la 

menor concentración, 190,6 ± 5,9 nm para 25 µM, hasta la mayor, 78,0 ± 1,7 nm para 100 µM 

como se muestra en la figura 16C. 

         Las diferencias de tamaño observadas entre los resultados de DLS con respecto a los 

resultados de UV-vis y SAXS no están en desacuerdo, sino que revelan la presencia de un 

interesante mecanismo de crecimiento de nuevas "nanopartículas". UV-vis y SAXS están 

relacionados con el contraste de los electrones de conducción y la densidad de electrones entre las 

AgNPs y el medio de cultivo  (Li y Lee, 2016, Zhang et al., 2016). Por tanto, dado que el contraste 

es mucho mayor para la plata que para las proteínas del medio de cultivo, UV-vis y SAXS detectan 

principalmente núcleos de AgNPs. Por otro lado, DLS cuantifica el coeficiente de difusión 

promedio de las partículas, y cuanto más grande es la partícula, más lenta es la difusión 

(Almatroundi, 2020). En este sentido, el aumento del diámetro hidrodinámico observado en DLS 

indica la acumulación de aglomerados de bio-proteínas del medio de cultivo alrededor de las 

nanopartículas, formando una ―corona biomolecular‖ que crece en tamaño en función de la 

concentración molar. Los resultados de DLS también revelaron que el tamaño medio de estas 

coronas aumentó con el tiempo de incubación para cada concentración de AgNPs. 
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Figura 16:Caracterizacion con   UV-vis (A), SAXS (B), DLS (C), ZP (D) e imágenes de turbidez  para las 
diferentes concentraciones  molares  de plata, después de 24 y 48 h de incubación a 37 °C. Llave: Los 
resultados del stock -AgNPs  y DMEM+10%SFB son mostrados en los mismo gráficos para fines de 
comparación. 
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           Con respecto a la estabilidad de esta nueva estructura, bio-nanopartícula, los valores bajos y 

constantes de potencial de superficie zeta similares al medio de cultura sugirió una baja estabilidad 

de las coronas formadas. No en tanto, los resultados de UV-vis, SAXS e imágenes de turbidez  

muestran un efecto contrario con agregados estables sin agregación tanto para 24 y 48 horas de 

incubación. Una posible explicación podría ser el efecto de proporción de cargas presentes en la 

bio-nanopartícula, tal que la solución DMEM+10% SFB presenta una mayor cantidad de cargas e 

relación a la AgNPs blindando así completamente la superficie de cargas negativas de la NP. Este 

blindaje es prácticamente constante en el tiempo conforme mostro los resultados de potencial zeta. 

           De los resultados encontrados para el DMEM/AgNPs, pudimos demostrar que las 

biomoleculas cargadas positivamente del DMEM (sales inorgánicas, aminoácidos y vitaminas) 

interactúan fuertemente con la superficie negativa de las AgNPs mudando la estabilidad coloidal de 

esta para un sistema que presenta agregación con la posterior floculación (figura 16-A) ( Huang et 

al., 2016). En cuanto, para el agregado SFB/AgNPs, fue mostrado que independientemente de la 

composición proteica del SFB (albumina, globulinas y hemoglobina), estas no cambian la 

propiedades morfológicas del núcleo de las AgNPs, postulando que la propiedad hidrofílica del  

citrato presente en las superficie de las nanopartículas actúan como una cascara protegiendo la 

nanopartículas (figura 16-B) (Gonzales- Garcia et al., 2022). Interesantemente, los resultados de la 

dilución de las nanopartículas de plata con DMEM+10% SFB, mostraron la formación de coronas 

biomoleculares estables con el tiempo. Es sabido que estabilizadores hidrofílicos, como el citrato, 

pierden la propiedad de adsorber agua en condiciones con altas concentraciones de sales (Florin et 

al., 1984) como aquellos encontrados en el DMEM debido a la presencia de las sales orgánicas en 

su composición. Por lo tanto, es posible suponer que en la situación donde la solución DMEM+10% 

SFB es utilizada como solvente, las primeras moléculas en adherirse a las superficies de las AgNPs, 

formando una superficie química cargada positivamente, son posiblemente las diferentes sales 

inorgánicas presentes en el DMEM (camada de color naranja, figura 16-C). En seguida, esta nueva 

camada adsorbe las diferentes proteínas del suero fetal bovino y las otras moléculas encontrados en 

el DMEM a través de interacciones de origen no covalentes (figura 16). 
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           La albumina es la proteína en mayor cantidad encontrada en el SFB (aproximadamente 65% 

de la composición proteica total) y en conjunto con la γ-globulina, hemoglobina, trabajos mostraron 

que ella presenta la mayor cantidad de adsorción alrededor de las Np para formar la corona  

biomolecular (Xiangroung et la, 2021). Comparando los resultados de DLS y SAXS de nuestro 

trabajo, podemos estimar la espesura de la corona de bio-proteinas alrededor de las  AgNPs, una vez 

que el radio del núcleo de las nanopartículas (17.0 ± 2.0 nm) más el radio del citrato (4.0 ± 1.0 nm) 

mantienen el mismo radio hidrodinámico medio de,  (     )                 , durante todo el 

proceso de la formación de coronas. Podemos estimar esa espesura a partir de la diferencia entre los 

valores de radio hidrodinámicos de         y                    , según la ecuación (20)                                                                                                                                  (  ) 
           Estas camadas biomoleculares presentan una reducción en sus respectivos valores de 

Figura 17: Modelos ilustrativos de la interacción de las AgNPs con las: (A) sales inorgánicas, 
aminoácidos y vitaminas del DMEM (puntos de color naranja, verde y purpura), (B) proteínas 
albuminas, globulinas y hemoglobinas del SFB (estructuras de color rojo, verde, amarillo y celeste) 
y (C) la combinación de estos agregados biomoleculas/proteínas del DMEM+SFB. Los puntos de 
color celeste representan la solución de agua ultra pura, entretanto las líneas de color azul que se 
encuentran en la superficie de la nanopartícula, las moléculas de citrato utilizado como 
estabilizador. 
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espesura conforme aumentan las concentraciones de AgNPs, de 24.5 ± 3.1 nm hasta 7.8 ± 2.3 nm 

para 24 horas, y de 74.4 ± 3.0 nm hasta 18.2 ± 1.1 nm para 48 horas de incubación (ver tabla 1). 

 

Tabla 1: Valores del radio de la corona bio-proteica en (nm) obtenida para las diferentes concentraciones de 

AgNPs, tras 24 y 48 horas de incubación. 

 

            

      AgNPs (µM) 

                      Tiempo de incubación (h) 

                    24                   48                      (  )           (  ) 
             25             24.5 ± 3.1             74.4 ± 3.0 

             50              23.4 ± 1.1              49.9 ± 2.1 

             75              7.8 ± 2.3              28.0 ± 1.8 

            100               9.6 ± 2.0               18.2 ± 1.1 

 

            Con los resultados obtenidos hasta ahora podemos introducir el concepto de un nano 

transportador de coronas basado en la interacción del AgNPs (250.3 µM) con un complexo de bio-

proteínas no toxicas usadas en el crecimiento celular, esto, es las solución de DMEM+10% SFB, las 

cuales se mostraron altamente compatibles en el sentido de no modificar la forma, tamaño, 

composición o estado de agregación del núcleo de las nanopartículas de plata, tanto para 24 y 48 

horas de exposición en las diferentes concentraciones testadas. Además de eso, las bio-proteínas de 

coronas formadas presentaron una ata estabilidad sin agregación entre ellas con el tiempo, a pesar 

de que hayan aumentado el radio hidrodinámico e cada concentración. Es importante mencionar que 

el tipo de interacción entre los iones de carga negativa encontrada en la superficie de las 

nanopartículas con el complexo de bio-proteínas no serán abordados en esta tesis. No en tanto, 

recientemente hemos publicado un trabajo abordando este tema donde se puedo concluir el binding 

entre estas esta dado básicamente a través de ligaciones hidrofobicas.   

           En la siguiente sección serán presentados resultados del grado de  internalización celular del 

modelo 3D bio-proteínas/AgNPs en las células endoteliales vasculares humanos, macrófagos 
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murinos y fibroblastos humanos, en las dosis de 25, 50, 75 y  100 µM, expuestos durante 24 y 48 h. 

Nuestro objetivo es demostrar que la citotoxicidad inherente de las bio-proteínas/AgNPs  puede ser 

usado para controlar propiedades celulares. 

 

    4.2     Estudios de efectos citotóxicos de las bio-proteínas/AgNPs en 

las células 

 

           Los efectos citotóxicos inducidos por las bio-proteínas/AgNPs sobre las células endoteliales 

vasculares humanos, macrófagos murinos y fibroblastos humanos tras la exposición por 24 y 48 h, 

fueron avalados a través de ensayos de cámara de Neubahuer y áreas celulares que generan 

resultados importantes sobre tazas de proliferación y alteraciones morfológicas. Los analices del 

porcentaje de decrecimiento en la población celular para cada concentración en relación al control 

(ausencia de bio-proteína/AgNPs) proporcionan también una aproximación de la concentración 

efectiva (EC50) capaz de matar 50% de células, que colaboro con la definición de regiones de 

letalidad. 

           Analizando los gráficos de número de células viables en función de la concentración de plata  

por 24 y 48 horas, resumidos en los ensayos de cámara Neubahuer (figura 17-A), podemos ver que 

a medida que la concentración molar de plata aumenta en el medio de cultura suplementado, una 

disminución sistemática en la población celular viable de las líneas endoteliales, macrófago y 

fibroblastos es dado. Para las tres líneas celulares los valores de aproximados de EC50 fueron 75 

µM y 50 µM, para 24 y 48 horas, respectivamente, resultando en un porcentaje de decrecimiento en 

la población celular,        , de aproximadamente 45-57 % en comparación al caso control al 

considerar ambos tiempos de incubación (ver figura 17-A). Por otro lado, podemos observar una 

tendencia general de,                     , confirmando la dependencia del tiempo como un 

factor importante de citotoxicidad 
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Con base a los EC50, fueron definidos las regiones toxicidad. La primera región, llamada baja 

letalidad, fue definida uniformemente para las tres líneas celulares como aquella en que las 

concentraciones de [AgNPs] < 75 µM en 24 h y [AgNPs] < 50 µM en 48 h, resultando en una 

disminución de poblaciones celulares entre 5 a 40 % en relación al control (ver la figura 

suplementar 1 y 2 en apéndice). La segunda región, denominada de alta letalidad, fue definida para 

dosis mayores que las anteriores, resultando en una disminución media de las células entre 59-95 % 

en relación al control (figura suplementar 1 y 2). 

Figura 18: (A) El número de células viables  y (B) valores medios del área celular son mostrados en 
función de la concentración molar de AgNPs para las tres líneas de células tras 24 y 48 h de 
exposición. Los EC50 también son incluidos en este gráfico. Llave: el número de células viables fue 
obtenido en una cámara de Neubauer, y las áreas celulares a través de un microscopio invertido 
LEICA mc170HD y un escalímetro, asumiendo estas como discos superficiales. 
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          Adicionalmente, de la figura 17-B, podemos ver que, en media, las áreas celulares 

superficiales calculado para las tres líneas de células, tienden a decrecer en función de la 

concentración y del tiempo de la citotoxicidad de las NPs. Por otro lado, esos valores obtenidos para 

la línea macrófago, tienden a presentar un ligero aumento cuando las concentraciones de AgNPs y 

tiempo de tratamiento aumenta 

          A pesar de este trabajo no realizar experiencias específicas para definir el mecanismo que 

desencadena la citotoxicidad de las AgNPs, estudios indican que este tiene su origen en el proceso 

de internalización o uptake de las bio- nanopartículas por las células (Nguyen et al., 2021), lo que 

nos posibilita proponer la siguiente explicación: una vez que las bio-AgNPs son siempre las mismas 

utilizadas en todas las líneas celulares, esto es, ellas son caracterizadas conteniendo la misma 

cantidad de nanopartículas de plata y con la misma espesura de la corona biomolecular para cada 

concentración molar en DMEM suplementado (ver tabla 1 y figura suplementar 1 y 2), entonces 

podemos esperar que la influencia de estas bio-estructuras sea de poseer afinidades específicas de 

sus proteínas receptoras sobre las proteínas de la membrana celular de las células ( Cui et al., 2021), 

como mostrado en la figura 18. Así, las alteraciones observadas en los parámetros celulares de 

proliferación y área celular presentados pueden estar asociados a la citotoxicidad de las AgNPs a 

través del mecanismo de ingestión de las células y de la liberación posterior de iones de plata dentro 

del citosol que desencadenaría el mecanismo citotóxico identificado como siendo de tipo de dosis y 

tiempo dependientes (ver figura 18). 

          Las características morfo-eléctricas de las bio-proteínas/AgNPs relacionadas al tamaño, 

formato casi esférico, bien como el potencial de superficie levemente negativo y constante, son 

variables importantes que parecen definir el grado de internalización de las bio-proteínas/AgNPs 

para el interior de las células justificándose como factores-calves en estudios citotóxicos (Park et al., 

2011). Los datos obtenidos de la sección 4.2  demostraron que para concentraciones entre el 

intervalo de 75 ≤ [AgNPs] ≤ 100 µM, donde las bio-proteínas/AgNPs presentan radios de coronas 

menores (tabla 1), en general, estas tienden a ser internalizados más fácilmente por las células que 

las  de espesura mayores, desencadenando mayores cambios en las células viables como en la 

proliferación y área celular. El tiempo de incubación también parece afectar las células a través de la 

citotoxicidad, una vez que los porcentajes de células viables son bastante reducidos en 48 h en 

comparación con 24 h, por lo menos, x 10 menores en cada concentración (ver figura suplementar 1 

y 2). A pesar de que las bio-AgNPs presentaron un aumento de la espesura o volumen de la corona 

con el tiempo (tabla 1), este efecto podría ser explicado por el mayor tiempo de interacción entre las 

bio-AgNPs con las proteínas receptoras de la membrana celular, también favoreciendo la mayor 

ingestión de las nanopartículas por las células. No en tanto, debemos también considerar que un 
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mayor tiempo de incubación, implica en el agotamiento de las componentes del medio de cultura 

celular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

          Demostramos anteriormente que las líneas celulares endotelial vascular y fibroblasto 

presentaron cambios diferentes en sus áreas celulares en comparación con la línea macrófago. Este 

comportamiento es una situación esperada ya que cada línea de célula resiste contra los efectos 

citotóxicos de las NPs de diferente manera. Por ejemplo, de un punto de vista metabólico, 

Palomares et al., 2023, mostraron que la exposición de nanopartículas de plata en células fibroblasto 

y endotelial presentaron alteraciones en la vía glicolítica, entretanto, cuando estas fueron sometidas 

Figura 19: Modelo ilustrativo del proceso de internalización de 
las bio-proteínas/AgNPs en las células a través de la interacción 
con las proteínas receptoras de la membrana celular. 
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en células macrófagos, esta no fue alterada, presentando muerte celular por altos niveles de especie 

reactivos de oxigeno (reactive oxigen species, ROS) (Palomares, et al 2023).  

          Concluyendo esta discusión, vamos volver a discutir las definiciones de regiones  de letalidad 

citotóxica, baja y alta, parame trizados por el decrecimiento porcentual celular en EC50. Como pudo 

ser visto, las líneas celulares presentaron intervalos de dosis distintos para tiempos diferentes tal que 

están perdiendo la mitad de su población celular viable. A partir de este punto para atrás (dosis 

inferiores), las chances de que estas líneas celulares inmortalizadas puedan restablecer la 

confluencia celular es viable, ya que condiciones de cultivo celular libre de nanopartículas sean 

dadas. A pesar de este trabajo no aborden esta cuestión en específico, la argumentación actual 

permanece plausible y, por lo tanto, podemos usar esas definiciones de regiones de citotoxicidad 

descritas anteriormente. Esas clasificaciones, en principio, nos podría ayudar en el control de 

diferentes caracterizaciones hechas a las células a través del potencial citotóxico de las bio-

proteínas/AgNPs.  Por ejemplo, puede ser usado para regular la proliferación celular, la morfología, 

metabolismo, etc, cuando pensamos en abordar una enfermedad tumoral, un proceso inflamatorio o 

una  remodelación durante una cicatrización de herida cutánea (Palomares, et al 2023). 
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Capítulo 5 
 

 

Conclusiones 
 

En este trabajo, investigamos las propiedades morfo eléctricas de las 

nanopartículas de plata en DMEM suplementado con 10% SFB, así como el efecto 

citotóxicos en tres líneas de células endotelial vascular, macrófago y fibroblasto, 

expuestos a  diferentes concentraciones de AgNPs  por 24 y 48 horas. Para alcanzar 

nuestros objetivos, ensayos de ZP, UV-vis, SAXZ, Imágenes de turbidez y DLS; fueron 

utilizados para caracterizar las nanopartículas de plata, entre tanto, los aspectos 

citotóxicos fueron estudiadas con ensayos de proliferación y área celular en Cámara 

Neubauer. En general, nuestro resultados de caracterización mostraron que la incubación 

de las AgNPs en el medio de cultura suplementado, esto es, DMEM+10% SFB establece 

una fuerte interacción entre las componentes orgánicas que resulta en la formación de 

coronas biomoleculares alrededor de las nanopartículas, formando así una nueva entidad 

estable en el tiempo que presenta variaciones en el tamaño del complejo bio-

proteína/AgNPs generando en función de la concentraciones de plata, pero no del núcleo 

duro de la nanopartícula. Abordando los aspectos de citotoxicidad de las bio-

proteína/AgNPs en 24 y 48 horas de incubación, importantes cambios fueron observados 

en las tres líneas celulares, con un decrecimiento sistemático en la población de células 

viables, acompañado de cambios morfológicos de áreas celulares, cuando el número de 

nanopartículas aumenta y el diámetro de la corona biomolecular decrece en la solución 

del medio de cultura suplementado. Adicionalmente, a través de eso datos se pudo inferir 

que la línea celular macrófago se mostró más resistente a estos cambios en relación a las 

otras líneas celulares. Regiones de citotoxicidad llamadas baja y alta fueron obtenidas a 

partir de los análisis de EC50, las cuales fueron dependientes de la dosis y tiempo de 

incubación de las estructuras bio-proteínas/AgNPs. 

Para finalizar, tenemos como perspectiva hacer un estudio prospectivo de 

exposición con nanopartículas de plata en pieles artificiales, desenvueltos a través de 

técnicas de co-cultivo en 3D. Eventualmente, estos tejidos pueden ser estudiados en su 

forma natural o tras pasar por un proceso de corte provocado artificialmente. 
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Apêndice 

 
 ANEXO 1: PROTOCOLO DE CULTIVO CEULAR 

 

1. Limpieza de flujo laminar: 
 

 Prender los rayos UV del flujo laminar durante 20 minutos 

 Limpiar el flujo laminar con gaza estéril l y alcohol 70% 

 Colocar la puntera de vidrio ene el segador de material biológico y abrir la válvula de 
aspiración 

2. Separar lo materiales de trabajo: 
 

 Calentar el medio de cultura suplementado, PBS y tripsina a 37C 
 

3. Inicio de cultivo: 
 

 Retirar la botella de cultura T75 de la incubadora y llevar para el flujo laminar 

 Aspirar e medio de  la botella de cultura T25 

 Adicionar 7 mL de PBS para lavar las boetllas 

 Observar en el microscopio si las células se desprendieron  

 Adicionar 4 mL de medio en la bottela y transferir el contenido para el tubo falcon de 15 mL 

 Llevar el tubo de falcon para la centrifugadora por 3 min a 1300 rpm 

 Aspirar cuidadosamente para no desmanchar la película de células formada por la 
centrifugación  

 Adicionar 2 mL de medio de cultura en el tubo falcon 

 Homogenizar el medio y las células 

 Retirar 0.2 mL del medio más células para hacer el conteo en la cámara de Neubahuer 

 Tras el conteo, adicionar medio en el tubo falcon hasta 5 mL y trasferir el pool de células  
mas medio apara una garrafa de cultura T25 y colocar en la incubadora. 
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                ANEXO 2: FIGURA SUPLENTAR 1 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura suplementar 1: Resumen general del análisis de datos estadísticos de enfoques 
univariados, que muestra el porcentaje de reducción de células viables y la zona o región de 
letalidad para células fibroblasto, endotelial y macrófago expuestas a diferentes 
concentraciones molares de plata por 24 h. 
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                ANEXO 2: FIGURA SUPLENTAR 2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura suplementar 2:Resumen general del análisis de datos estadísticos de enfoques 
univariados, que muestra el porcentaje de reducción de células viables y la zona o región de 
letalidad para células fibroblasto, endotelial y macrófago expuestas a diferentes 
concentraciones molares de plata por 48 h.. 
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