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Resumen: 

 

Trypanosoma cruzi agente etiológico de la enfermedad de Chagas, el cual ha mostrado 

resistencia significativa frente a tratamientos farmacológicos (Nifurtimox) disponibles 

actualmente. El presente trabajo centra las pruebas en dos etapas de la vida del 

Trypanosoma cruzi que se presentan en seres humanos y cambia de torrente sanguíneo 

al interior de las células musculares, tripomastigote y amastigote respectivamente.  

Cuando está presente en órganos puntuales del ser humano, dificulta el tratamiento de 

infecciones crónicas de Trypanosoma cruzi. En el proyecto proponemos que las 

nanopartículas de plata siguen un mecanismo de inhibición de naturaleza diferente al 

farmacológico, sobre el parásito Trypanosoma cruzi in vitro. Para este trabajo se 

sintetizaron nanopartículas de plata (AgNPs) obtenidas mediante síntesis verde con 

extracto de Myrtillocactus geometrizans, para aumentar la compatibilidad biológica, 

disminuir el efecto tóxico de los reactivos formadores y los disolventes orgánicos de 

purificación. Las nanopartículas de plata obtenidas son de diámetro promedio de 20 nm 

y poseen un ligero recubrimiento orgánico proveniente de los componentes del extracto 

vegetal de M. geometrizans. Las nanopartículas de plata obtenidas por síntesis verde con 

M. geometrizans logran una inhibición del 80 % al 95 % (concentraciones de 1 µg/ml a 

2.5 µg/ml) de las formas epimastigotes del parasito Trypanosoma cruzi in vitro, existe la 

posibilidad de una internalización y una modificación morfológica en organelos por la 

acción de nanopartículas de plata, además se deben realizar estudios bioquímicos que 

identifiquen estrés oxidativo por parte del Trypanosoma cruzi para describir ruta de 

inhibición completa y pensar en algunas opciones terapéuticas.  
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Abstract: 
 
Trypanosoma cruzi is the etiological agent of Chagas disease, which has shown 

significant resistance to currently available pharmacological treatments (Nifurtimox). The 

present work focuses the evidence on two life stages of Trypanosoma cruzi that occur in 

humans and change from bloodstream to muscle cells, trypomastigote and amastigote 

respectively.  When present in specific human organs, it hinders the treatment of chronic 

Trypanosoma cruzi infections. In the present project we propose that silver nanoparticles 

follow an inhibition mechanism of a different nature than the pharmacological one, on the 

Trypanosoma cruzi parasite in vitro. For this work, silver nanoparticles (AgNPs) obtained 

by green synthesis with Myrtillocactus geometrizans extract were synthesized to 

increase the biological compatibility, decrease the toxic effect of the forming reagents and 

purification organic solvents. The silver nanoparticles obtained have an average diameter 

of 20 nm and have a light organic coating from the components of the plant extract of M. 

geometrizans. The silver nanoparticles obtained by green synthesis with M. geometrizans 

achieve an inhibition of 80 % to 95 % (concentrations from 1 µg/ml to 2. 5 µg/ml) of the 

amastigote and tripomastigote forms of the parasite Trypanosoma cruzi in vitro, there is 

the possibility of internalization and morphological modification in organelles by the action 

of silver nanoparticles, in addition, biochemical studies should be carried out to identify 

oxidative stress by Trypanosoma cruzi to describe the route of complete inhibition and to 

think of some therapeutic options.  
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Hipótesis 

 

Las Nanopartículas de plata obtenidas mediante síntesis verde en la cual se utilizará un 
extracto de Myrtillocactus geometrizans, tendrán efectos biológicos sobre el parásito 
Trypanosoma cruzi, en especial inhibición biológica en estudios in vitro con la forma 
epimastigote. 
 

 

 

 

 

 

I. Introducción 

 

La nanotecnología es una de las innovaciones científicas de nuestro tiempo, es un campo 

interdisciplinario que une diversas disciplinas de la física, química, biología, ingeniería y 

medicina, estableciendo nuevas aplicaciones tecnológicas a escala nanométrica. Dado 

su carácter de nueva ciencia, esta área de conocimiento se encuentra en desarrollo, con 

el potencial de generar aplicaciones en los campos: de la energía, ciencia de los 

materiales, semiconductores (microprocesadores), ciencias biológicas y medicina 

(vacunas) (1, 2). Estas aplicaciones se llevan a cabo con: materiales nanoestructurados, 

nanocompuestos y nanopartículas. 

 

Un material nanoestructurado (así como cualquier otro producto que posea calidades 

nanotecnológicas) es un producto de la tecnología formado por dos o más fases donde 

al menos una de las fases tiene una de sus tres dimensiones en el rango de nanoescala 

(<100 nm). Una de las clasificaciones de los materiales nanocompuestos tiene su base 

en la dimensionalidad: cero-dimensionales (ejemplo, nanopartículas (NPs) que incluyen 

óxidos, metales, semiconductores y polímeros), unidimensional (ejemplo, nanofibras, 

nanohilos, nanorodillos y nanotubos) de dos dimensiones (ejemplo, nanocapas que 

incluyen multicapas y monocapa) y en tres dimensiones (incluye nanomateriales 

compuestos (bulto-bulk), como nanogranos, micro y meso poros) (1-3). 
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Las propiedades fisicoquímicas únicas de cada nanomaterial han permitido encontrar 

diversas aplicaciones en campos que van desde la electrónica hasta la ciencia biomédica. 

Además, la amplia gama de elementos, compuestos y de técnicas empleadas en su 

creación permite generar diversas formas en las nanopartículas, tales como esférica, 

triangular, cúbica, pentagonal, rodillos y/o tubos, toroidal, etc. (1, 2). 

 

Existen muchos procedimientos químicos para la síntesis de nanopartículas de plata 

(AgNP), sin embargo, estos procedimientos utilizan productos químicos tóxicos, 

corrosivos y / o contaminantes. (4).  Estudios toxicológicos sugieren que los elementos y 

reactivos de síntesis que se han utilizado en los AgNP envuelven un potencial peligro 

toxico. Esta omisión sobre la toxicidad de los reactivos durante el diseño de síntesis en 

la etapa de generación de AgNPs podría causar, efectos secundarios adversos en 

aplicaciones biológicas, medicas o comerciales de las AgNPs, este inconveniente puede 

disminuirse con la aplicación de métodos de síntesis denominados “verdes” que evitan el 

uso de agentes tóxicos como solventes, sales de metales pesados y compuestos 

orgánicos generadores de estrés oxidativo (5-11).  

 

La síntesis de nanopartículas coloidales típicas de metales nobles se derivan de la 

síntesis original del trabajo de Michael Faraday (12), que redujo las sales metálicas 

usando fósforo. Las mejoras ambientalmente amigables de este método utilizan 

precursores de mínima toxicidad, como el citrato de sodio, eliminando así el problema 

inherente de toxicidad, además de que con ese cambio de precursores se puede usar 

agua como solvente lo cual es un factor importante en la síntesis verde(12-16). 

 

El uso de disolventes orgánicos en la síntesis de nanopartículas por métodos reportados 

en la literatura, generan desechos de compuestos orgánicos persistentes que pueden 

afectar el medio ambiente. (13, 17-19). Además, al aislar las nanopartículas muchos 

estudios sintéticos no informan los métodos por lo que las AgNP se dispersan un medio 

específico (8, 20). A diferencia de los métodos convencionales, la ruta de síntesis de 
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AgNPs reportada en este trabajo requirió de un producto natural como precursor y no 

recurrió al uso de solventes orgánicos tóxicos.  

 

 

Aunque los nanocompuestos pueden producirse de una gran variedad de elementos o 

compuestos, en el presente trabajo se describe la síntesis verde de nanopartículas de 

plata (AgNPs) usando como agente reductor el extracto del fruto del cactus 

Myrtillocactus geometrizans (M. geometrizans), en una reacción química de reducción 

con el objetivo de que sea una síntesis verde. Además, se presenta evidencia de su 

efecto biológico sobre el parasito Trypanosoma cruzi (T. cruzi) agente causante de la 

enfermedad de Chagas (ECh). 

 

Se seleccionaron AgNPs para este trabajo, debido a sus propiedades antimicrobianas, 

actualmente forman parte de nuestra vida cotidiana. Las AgNPs poseen propiedades 

físicas y electrónicas únicas, que las convierten en excelentes candidatos para 

aplicaciones médicas y biológicas. Estas propiedades fisicoquímicas están definidas por 

características como: tamaño, forma, carga superficial y recubrimiento. Controlando estas 

características se cuenta con varias posibilidades para la utilización de AgNPs (21, 22). 

Nuestra propuesta se centra en probar que las propiedades antimicrobianas de las 

nanopartículas de Ag tienen efectos antiparasitarios en el microorganismo generador de 

la enfermedad de Chagas. 

 

La enfermedad de Chagas (tripanosomiasis americana) es causada por el protozoario 

Trypanosoma cruzi. La enfermedad fue descrita en 1909 por el médico brasileño Carlos 

Chagas, quien nombró al parásito en honor de su mentor, Oswaldo Cruz. La 

cardiomiopatía dilatada es la manifestación más importante y severa de la ECh crónica 

humana y se caracteriza por insuficiencia cardíaca, arritmias ventriculares, bloqueos 

cardíacos, fenómenos tromboembólicos y muerte súbita. La enfermedad de Chagas es 

una zoonosis transmitida principalmente a través de secreciones cargadas de parásitos, 

provenientes de insectos triatóminos hematófagos. Estos insectos, que son vectores de 
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infección, están presentes en América del Sur y Central, México y el sur de los Estados 

Unidos (23-25). 

 

A continuación se hará una breve descripción de los principios básicos de las 

nanopartículas de plata, el método de síntesis química para la obtención de estas 

(reducción química), características de las nanopartículas de plata, características del 

extracto de M. geometrizans y particularidades e importancia del protozoario 

Trypanosoma cruzi. 

 

II. Antecedentes 
 

II.1 Nanopartículas de Plata (AgNPs) 

 

Las nanopartículas son de gran interés científico ya que aportan propiedades catalíticas, 

energéticas, de superficie, reactividad química, entre otras y cuyos efectos se pueden 

manifestar a nivel de los denominados materiales bulto, así como en el orden de las 

estructuras moleculares. Entre las nanopartículas actuales, las más prometedoras 

(efectos antiparasitarios) son las nanopartículas en particular las de cobre (Cu) y plata 

(Ag) esto se debe a sus propiedades antibacterianas, que se producen debido a la alta 

relación superficie/volumen, propiedad clave de las nanopartículas. El cambio en el 

tamaño y la composición de la superficie modifica las propiedades físicas y químicas de 

las nanopartículas (basado en la relación volumen /superficie). En las últimas décadas, 

la aplicación de nanopartículas metálicas es muy común debido a sus amplias 

aplicaciones en diversas industrias (26-28). 

 

Las nanopartículas de un cierto rango (1–100 nm diámetro promedio), sufren un cambio 

en sus propiedades físicas, químicas y eléctricas. Estas propiedades dependen del 

tamaño, forma, comportamiento magnético, el potencial redox y composición de su 

superficie. En los últimos años, las nanopartículas de plata han atraído mucha atención 

debido a su buena conductividad, estabilidad química, uso como catalizadores y sus 

aplicaciones en diversas industrias, incluidas las ciencias médicas, para tratar infecciones 
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bacterianas, en la industria alimentaria como agentes antibacterianos en envasado de 

alimentos y también por sus cualidades eléctricas y ópticas (26, 29-31). 

 

II.1.1 Efecto antimicrobiano de AgNPs. 
 
Durante siglos la plata se ha usado para el tratamiento de quemaduras y heridas crónicas. 

Hacia al año 1.000 a. C. se utilizó plata para potabilizar agua. En 1700, el nitrato de plata 

se empleó para el tratamiento de enfermedades venéreas, abscesos óseos y perianales. 

En la década de 1940, después de la penicilina se introdujo el uso de plata para el 

tratamiento de infecciones bacterianas mínimas (32, 33). Los efectos antibacterianos de 

las sales de Ag se han observado desde la antigüedad, actualmente la Ag se utiliza para 

controlar el crecimiento bacteriano en una gran variedad de aplicaciones, trabajo dental, 

catéteres, lesiones y quemaduras (31). De hecho, se sabe que los iones de Ag y los 

compuestos basados en Ag son altamente tóxicos para los microorganismos, mostrando 

fuertes efectos biocidas en hasta 12 especies bacterianas incluyendo E. coli. 

Recientemente, se ha demostrado que compuestos híbridos de nanopartículas de Ag con 

macromoléculas anfipáticas e hiperramificadas exhibían efectos antimicrobianos 

efectivos como revestimiento superficial (32-34). La reducción de las dimensiones de los 

materiales biocompatibles y/o antibacterianos es una herramienta eficiente para 

aumentar la implementación en procedimientos y tratamientos médicos. Facilitando al 

paciente el seguimiento de su tratamiento. En este caso la nanotecnología ayuda a 

superar las limitaciones de transporte, almacenamiento, portabilidad y administración de 

tratamientos presentes y futuros. Además, los nanomateriales pueden ser modificados 

para mejorar efectividad y adecuarse a las necesidades de cada aplicación. 

 

Como ejemplo, en 2007 Kim, Kuk, et al. mostraron resultados donde las nanopartículas 

de Ag presentan actividad antimicrobiana importante contra levaduras y E. coli. En 

contraste, reportan un efecto inhibidor leve de las nanopartículas de Ag en S. aureus en 

comparación con otros microorganismos. Los autores Kim, Kuk, et al. sugieren que las 

diferencias en los efectos antimicrobianos de las nanopartículas de Ag pueden estar 

asociados con características específicas en la estructura de membrana de las bacterias 

Gram-positivas y Gram-negativas, siendo el grosor del peptidoglucano la diferencia más 
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importante (34). Recientemente Brito T. K. et al. en 2020 mostraron que las 

nanopartículas de plata se presentan como un agente anti-Trypanosoma cruzi y los datos 

apuntan a la posible aplicación para nuevos estudios preclínicos in vitro e in vivo (35). 

 

II.1.2 Mecanismo de acción del efecto antimicrobiano de AgNPs. 
 

Todavía no se conoce el mecanismo de acción exacto de las propiedades 

antimicrobianas de las nanopartículas de plata, pero las teorías más aceptadas explican 

lo siguiente: las nanopartículas de plata se anclan a la pared celular bacteriana y penetran 

causando cambios estructurales en la membrana celular como la permeabilidad de la 

membrana  y la muerte de la célula. Otro mecanismo de acción de las nanopartículas de 

plata es cuando estas ingresan  al interior de la bacteria y forman radicales libres (iones 

plata) en el interior de la bacteria, los cuales causan la muerte de la célula por estrés 

oxidativo (generación de especies reactivas de oxígeno). La formación de radicales libres 

se confirma mediante estudios de resonancia de espín electrónico. Cuando están en 

contacto con las bacterias, los radicales libres tienen la capacidad de dañar la membrana 

celular, haciéndola porosa, lo que también conduce a la muerte celular (32, 34, 36, 37). 

 

En comparación con otras sales de plata, las nanopartículas de plata muestran 

propiedades antimicrobianas eficaces debido a su gran área superficial que proporciona 

un mejor contacto con los microorganismos. La liberación de iones de plata por 

nanopartículas en las células bacterianas mejora su actividad bactericida. El mecanismo 

para la acción antimicrobiana de los iones de plata no se entiende apropiadamente, sin 

embargo, se sugiere que cuando los iones de plata penetran dentro de la célula 

bacteriana, la molécula de ADN se convierte en su forma condensada y pierde su 

capacidad de replicación, lo que conduce a la muerte celular. Además, se ha informado 

que los metales pesados reaccionan con las proteínas al unirse con el grupo tiol y las 

proteínas se inactivan (33, 34, 36, 37).  
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Figura 1. Mecanismo de acción de las AgNPs (37). 

 

 

 

II.1.3 Síntesis de Nanopartículas de plata. 

 

Generalmente, los métodos utilizados para la preparación de nanopartículas metálicas 

pueden agruparse en dos categorías diferentes: Top-down (arriba-abajo) o Bottom-up 

(abajo-arriba). A manera de ejemplo al romper una pared en sus componentes “los 

ladrillos”, representa el enfoque de arriba hacia abajo. Mientras que la construcción de 

“un ladrillo” del suelo arcilloso, la arena, cal y agua representarían el enfoque abajo-arriba. 

Por lo tanto, en nanociencias top-down implica el uso de materiales en bulto y reducirlos 

en nanopartículas mediante procesos físicos, químicos o mecánicos mientras que 

Bottom-up requiere partir de moléculas o átomos para obtener nanopartículas. En el 

presente trabajo se hará uso de métodos bottom-up para obtener las AgNPs Ag (21, 22). 
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La producción bottom-up de nanomateriales se divide en las siguientes categorías: fase 

gaseosa, fase líquida, fase sólida y métodos biológicos. La deposición química en fase 

vapor y la deposición de la capa atómica pertenecen a los métodos en fase gaseosa, 

mientras que la reducción de sales metálicas, los procesos sol-gel, la síntesis templada 

y la electrodeposición, corresponden a los métodos en fase líquida. Para los fines del 

presente trabajo se usarán métodos en fase liquida y dentro de estos, se utilizará 

reducción de sales metálicas. De los métodos de síntesis fase liquida disponibles nos 

concentraremos en dos: Reducción química y Hot injection (inyección en caliente) (21, 

22). 

 

II.1.3.1 Reducción química: La reducción química se centra en reacciones de óxido-

reducción, donde el correspondiente catión metálico representa una reacción directa para 

obtener nanopartículas metálicas. La clave se basa en seleccionar los parámetros 

adecuados que permitan controlar el resultado de la síntesis, por lo que se requiere un 

buen entendimiento del mecanismo (21). 

 

Generalmente, estas reacciones se llevan a cabo en disolución y el producto tiene 

características coloidales. Por esta razón, un término común utilizado para el fenómeno 

es la coprecipitación, que implica varias etapas denominadas: Reducción, nucleación, 

crecimiento, engrosamiento y/o aglomeración. El modo en que se desarrollan estos 

procesos es el mecanismo de la síntesis (21). 

 

Como en cualquier reacción redox, los valores de los potenciales de reducción estándar 

(E0) determinan los pares de reactantes requeridos para la conversión a productos. Esto 

significa que el cambio de energía libre en la reacción, ΔG0, debe ser negativo, o lo que 

es equivalente ΔE0> 0. Así, en el caso de la plata, el potencial de reducción electropositivo 

relativamente grande de Ag + → Ag0 en el agua (E0 = +0.799 V, ) permite el uso de varios 

agentes reductores, por ejemplo, citrato de sodio (E0 = -0.180 V, ), borohidruro de sodio 

(E0 = -0.481 V ), hidrazina (E0 = -0.230 V, ) e hidroquinona (E0 = -0,699 V, ) (3, 21, 38). 
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Figura 2. Reducción y crecimiento de AgNPs de acuerdo con la teoría más aceptada (21, 39). 

 

II.1.3.2 Hot injection (inyección caliente): En 1993, Bawendi y sus colegas informaron 

un método general para la síntesis de nanocristales de calcogenuro de cadmio, más tarde 

se denominaría el método de "inyección en caliente", que permitió la preparación de 

nanocristales de CdSe con uniformidad de tamaño moderado (desviación estándar 

relativa de la distribución de tamaños  rσ~ 10%), donde el tamaño medio fue controlable 

de 2 a 12 nm. Más tarde, este método de inyección en caliente se extendió a la síntesis 

de nanocristales de varios materiales. Hoy en día, muchos protocolos similares de 

síntesis están disponibles para la preparación de nanocristales uniformes de diversos 

materiales inorgánicos, incluyendo semiconductores, metales y óxidos metálicos (40, 41). 

 

El método para preparar nanocristales vía “hot injection”, implicó la inyección de una 

solución "fría" (temperatura ambiente) de moléculas precursoras en un líquido caliente 

óxido de trioctilfosfina (TOPO a 300 °C) siendo el TOPO un disolvente polar de menor 

fuerza que el agua. La inyección conduce a la formación instantánea de núcleos metálicos 

del elemento precursor. Debido a una caída de la temperatura a aproximadamente 

170°C, se evita la formación de nuevos núcleos. El resultado es una suspensión de 

núcleos razonablemente monodispersos junto con cantidades considerables de 

precursores disueltos. Aumentar la temperatura a valores más altos, pero por debajo de 

300 ° C, conduce a un crecimiento lento de los núcleos existentes, pero no a una nueva 
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nucleación. El tamaño de los nanocristales aumenta conforme se incrementa  la 

temperatura de crecimiento (41). 

 

Las moléculas de TOPO omnipresentes (el disolvente) ralentizan considerablemente el 

crecimiento coordinando en la superficie de los núcleos formados, creando una barrera 

estérica para los reactivos. El crecimiento lento a temperaturas relativamente altas 

permite formar nanocristales con menos defectos y que son idénticos a la red formada 

en el sistema de reacción. Después de la síntesis, los nanocristales se pueden separar a 

partir de la solución de crecimiento añadiendo disolvente con poca afinidad a los 

nanocristales, y posteriormente redisolverse en un disolvente orgánico adecuado para 

formar suspensiones coloidales estables. Las moléculas TOPO permanecen unidos a los 

átomos superficiales de los nanocristales y las suspensiones son estables estéricamente 

(41).  

 

Para la síntesis que se realizó en el presente trabajo, se sustituyó al TOPO por extracto 

de M. geometrizans disuelto en agua desionizada (disolvente caliente) a una temperatura 

80-90 °C, el cual sirvió como reductor de la plata, la solución fría que se inyecto fue un 1 

ml de AgNO3 0.1 M. Esta modificación del método de inyección caliente permite generar 

AgNPs con una relativa homogeneidad en tamaño y con un diámetro que va de los 5 nm 

– 25 nm.  

 

 

II.2.  Extracto de vegetales 

 

II.2.1.  Productos naturales y medicina tradicional. 

 

A los compuestos provenientes de fuentes vegetales también se les llama productos 

naturales. Su importancia se debe a que existe una gran variedad de compuestos 

químicos con muchas aplicaciones dentro de los campos de la biología, medicina e 

industria. Una ventaja de todos los productos naturales es que todos estos compuestos 
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químicos son biodegradables, aunque a simple vista sean muy diferentes 

estructuralmente. 

Productos naturales: Un producto natural es todo compuesto de origen orgánico o 

inorgánico, que se encuentre en la naturaleza y que pueda ser procesado y utilizado por 

el hombre. Generalmente, en el área de química orgánica, se la consideran como 

productos naturales a los compuestos provenientes principalmente de plantas, hongos, 

bacterias y organismos marinos, los cuales llevan a cabo dos tipos de metabolismo, el 

primario y el secundario. El metabolismo primario es aquél en el cual los organismos 

sintetizan y convierten sustancias para sobrevivir a partir de compuestos simples como 

el CO2, H2O, N2 y algunos metales, estos son transformados en polisacáridos, proteínas, 

lípidos y ácidos nucleicos, los cuales son considerados los bloques fundamentales de la 

materia viva. Este tipo de metabolismo lo llevan a cabo todos los organismos vivos. Otro 

proceso que generalmente se presenta en las plantas, dando diferentes productos de 

acuerdo con el tipo de especie, es el llamado metabolismo secundario. Los productos 

formados por este metabolismo son los que principalmente se conocen como productos 

naturales y como ejemplos se pueden mencionar a los terpenos, los alcaloides y los 

pigmentos. Aunque estos metabolitos en principio no son esenciales para la existencia 

del organismo, juegan un rol importante en la adaptación, supervivencia o prevalencia de 

unas especies sobre otras, ya que se piensa que tienen funciones de defensa, como 

atrayentes sexuales, marcadores territoriales, insecticida o crio-protectores etc. (42, 43).  

 

Una de las primeras formas culturales a través de la cual el hombre ha hecho uso de los 

productos naturales es la medicina. La medicina de distintas culturas ha hecho uso de 

plantas desde los inicios de los registros históricos hasta nuestros días. Con el avance 

del conocimiento médico el uso de las plantas en occidente ha disminuido, pero aún se 

siguen estudiando los productos naturales como forma de descubrir nuevos principios 

activos para la farmacología. Sin embargo, el uso directo de plantas para tratar 

padecimientos aun continua dentro de la llamada medicina tradicional. El uso de la 

Medicina Tradicional es ancestral y data desde que el hombre descubrió que podía 

emplear los recursos que le rodeaban para curar sus enfermedades y dolencias. Dicha 

información ha sido transmitida en forma oral o en códices y otros escritos. Por esta 
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razón, se conoce que las plantas contienen principios activos de acción terapéutica, que 

pueden emplearse para tratar los trastornos patológicos y contribuir a la conservación de 

la salud (44-46). 

 

Las plantas se presentan como una fuente importante de productos naturales con 

actividad biológica y se consideran una vía prometedora para el descubrimiento de 

nuevos fármacos debido al fácil acceso y coste relativamente bajo (44, 46, 47). El 

desarrollo de las hierbas medicinales con eficacia probada y seguridad, brinda nuevas 

opciones terapéuticas (46). 

 

Desde sus inicios las comunidades primitivas como los egipcios, griegos y romanos en 

su   necesidad   de   curar   sus dolores,      padecimientos       y enfermedades,   tuvieron   

en las plantas medicinales la herramienta adecuada para cuidar su salud y tener una 

mejor calidad de vida, conocimiento que después se vio incrementado de manera clave 

por la contribución del Lejano Oriente y  por la tradición herbolaria del Nuevo Mundo, y 

como parte importante la medicina tradicional  de México y sus múltiples especies 

vegetales (48-50).  

 

 

Dependiendo de la planta y del tratamiento, toda la especie vegetal o parte de ella es 

utilizada para el remedio. En medicina tradicional, pueden utilizarse hierbas frescas, en 

forma de infusión, o se pueden secar, cortar y pulverizar para su uso (51). 

 

Tabla 1. Algunos de los tés más usados y sus propiedades medicinales (44, 51-53). 

 

Te (especie vegetal) Propiedades atribuidas 

Anís (Pimpinella anisum) Evita   trastornos   digestivos, cólicos   y gases 

estomacales. 

Canela (Cinnamomun zeylanicum) Actúa como un suave astringente, ayuda a las 

molestias de la diarrea. 

Hierbabuena (Menta viridis) Refuerza el estómago, es útil en la preparación de 

comidas, calma cólicos estomacales, trastornos de la 



 

24 

 

digestión, cáncer de estómago; elimina parásitos 

intestinales y el reumatismo. 

Jamaica (Hibiscus sabdariffa) Favorece de buena manera el proceso digestivo, 

ligeramente laxante, diurético, antiparasitario y puede 

llegar a ser muy bueno para tratar el colesterol. 

Limón (Citrus aurantifolium) Combate la hinchazón intestinal, favorece la digestión 

estomacal, descongestiona el hígado y es un 

desintoxicante natural. 

Manzanilla (Matricaria chamomilla) Estimula el apetito, la secreción de jugo gástrico, 

favorece la digestión, combate los gases intestinales, 

facilita y favorece la menstruación, alivia la 

conjuntivitis. Actúa contra enfermedades nerviosas, 

fiebres, calambres, inflamaciones, reumatismo e 

insomnio. 

Naranjo (Citrus aurantium) Sirve como calmante de los nervios. 

Verde (Camellia sinensis) Tiene gran cantidad de antioxidantes. 

 

 

II.2.2. El cactus Myrtillocactus geometrizans o “garambullo”. 

 

Myrtillocactus geometrizans es un cactus con importantes fitoquímicos, es endémico de 

la zona centro de México, de clima árido y semiárido, Cuyo nombre común o regional es 

garambullo, nombre que se le da por sus frutos comestibles, los cuales son bayas de 

color rojo-purpura y en este trabajo se utilizó un extracto polar de su fruta para la síntesis 

verde de AgNPs. La estación de cosecha de los frutos es de junio a agosto, estos frutos 

son de forma globular con un diámetro medio de 2 cm y una capa delgada cubre la pulpa 

que contiene pequeñas semillas negras de 1 mm de diámetro. (54-56). 
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Figura 3. Fotografía de Myrtillocactus geometrizans y su fruto. 

 

 

La chichipegenina, el peniocerol, la macdougalina, el estigmasterol y el ácido oleico son 

compuestos químicos (figura 4) que se han identificado en los extractos polares de las 

partes aéreas de Myrtillocactus geometrizans incluyendo los frutos (57-61). Las 

investigaciones sobre chichipegenina, peniocerol, macdougalina y estigmasterol 

describen propiedades antipiréticas, antidiabéticas, antioxidantes, apoptóticas (que 

inducen apoptosis en células de adenocarcinoma de colon y mama), propiedades 

antiinflamatorias, quimiopreventivas, antimutagénicas, hepatoprotectoras, 

gastroprotectoras, expectorantes, anticancerígenas e inmunomoduladoras (62-64). Otros 

compuestos importantes presentes en M. geometrizans son betalaínas (figura 4), 

betacianinas y betaxantinas, las cuales poseen actividades antioxidantes, citotóxicas, 

antitumorales, inmunomoduladoras y antiinflamatorias (65). Los efectos biológicos 

beneficiosos de estos compuestos promueven el interés de ser utilizados en la síntesis 
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de nanopartículas de plata con aplicaciones biológicas, para que las AgNPs puedan tener 

sinergias en las cualidades de los compuestos químicos aquí descritos.  

 

 

Figura 4. Estructuras químicas de chichipegenin (1), peniocerol (2), macdougallin (3), estigmasterol (4), 
ácido oleico (5) y betalaínas (6). Todos los compuestos encontrados en Myrtillocactus geometrizans (62). 
 

 

II.2.3 Síntesis verde de nanopartículas 

 

Las nanopartículas están preparadas desde diferentes perspectivas, a menudo algunos 

autores han utilizado el método químico para la síntesis de AgNPs; estas AgNPs tienen 

aplicación en los campos de electrónica, catálisis, fármacos y en aplicaciones biológicas, 

esto ha hecho que los métodos de síntesis sean más ecológicos (66, 67). La síntesis 

biológica (biogénica) de AgNPs involucra bacterias, hongos, levaduras, actinomicetos y 

extractos de plantas. Recientemente, una serie de partes de plantas como flores, hojas y 

frutos, además de enzimas, se han utilizado para la síntesis de nanopartículas de oro y 

plata. El tamaño, la morfología y la estabilidad de las nanopartículas dependen del 

método de preparación, la naturaleza del disolvente, la concentración de los precursores, 

la fuerza del agente reductor y la temperatura (66, 68, 69). 
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Las métricas ecológicas que son más relevantes para la síntesis de nanopartículas son 

el rendimiento, la huella ecológica y la toxicidad. Está claro que la toxicidad de los 

reactivos utilizados en cada síntesis debe considerarse cuidadosamente. Aunque se han 

definido métricas cuantitativas para la toxicidad, como el cociente ambiental, también se 

puede simplemente adoptar la estrategia de reducir o eliminar tantos materiales tóxicos 

como sea posible (13, 67, 70). Aunque también es importante integrar las 

consideraciones toxicológicas del producto final, en el contexto del uso del producto y en 

el presente trabajo se utilizó un método de síntesis donde un extracto vegetal de 

Myrtillocactus geometrizans funcionó como reductor y se requirió agua como disolvente. 

 

En este trabajo se utilizó una modificación de la síntesis coloidal de nanopartículas de 

metales nobles, siendo el método más antiguo, que se remonta a la época de Faraday 

(13, 21). En esta síntesis acuosa se reducen las sales metálicas para formar 

nanopartículas metálicas, basándose en condiciones de dilución y estabilización de carga 

por especies iónicas adsorbidas para suprimir la agregación y producir así un coloide 

estable. Es posible controlar tanto el tamaño como la forma de esta clase de 

nanopartículas, modificando la concentración, naturaleza de los reductores y cantidad de 

las sales metálicas precursoras, aunque la escalabilidad es limitante (40, 71, 72). 

 

Las mejoras modernas de los métodos coloidales recaen en sustituir al citrato de sodio 

con extractos vegetales (el tema de este trabajo)  (20, 70, 73) y así modificar el agente 

reductor, eliminando el problema obvio de la toxicidad y utilizar un disolvente acuoso sin 

solventes orgánicos. En la tabla 2 se muestran ejemplos de organismos biológicos 

(plantas y algas) a partir de los cuales se han desarrollado ejemplos experimentales de 

síntesis verde, demostrando que es un campo que ya tiene desarrollo previo, pero aún 

sigue teniendo oportunidad para la innovación.  

 

Tabla 2. Especies de plantas y algas usadas en la síntesis de AgNPs, tamaño y referencia. 

 

Organismo productor  Tamaño (nm) Referencia 
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Ocimum tenuiflorum  28 (74) 

Solanum trilobatum  26.5 (74) 

Syzygium cumini  65 (74) 

Centella asiatica  22.3 (74) 

Citrus sinensis  28.4 (74) 

Justicia glauca  10–20 (75) 

Hemidesmus indicus  25.24 (76) 

Banana peel extract (BPE)  23.7 (77) 

Potentilla fulgens  10–15 (78) 

Abutilon indicum  5–25 (79) 

Pistacia atlantica  27 (80) 

Ziziphus jujuba  20–30 (81) 

Emblica officinalis  15 (82) 

Prosopis farcta  10.8 (83) 

Indoneesiella echioides  29 (84) 

Rauvolfia serpentina  7–10 (85) 

Achillea biebersteinii  12 (86) 

Descurainia sophia  1–35 (87) 

Artemia salina  2–50 (88) 

Pithophora oedogonia  34.05 (89) 

Botryococcus braunii  15.67 (90) 

Coelastrum sp.  19.28 (90) 

Spirulina sp.  13.85 (90) 

Limnothix sp.  25.65 (90) 

Caulerpa racemosa  25 (91) 

Spirulina platensis  11.5 (92) 

Nostoc sp.  20.3 (92) 

 

 

 

II.2.4 Trypanosoma cruzi y enfermedad de Chagas. 

 

Trypanosoma cruzi (T. cruzi) es un protozoo flagelado del orden Kinetoplastea (figura 5), 

que atraviesa por un ciclo de vida complejo, los epimastigotes son las formas 

proliferativas que viven dentro del insecto vector de infección y posteriormente se 

diferencian en tripomastigotes metacíclicos, que pueden infectar a los huéspedes 
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mamíferos, el ciclo de vida en el huésped mamífero incluye tripomastigotes sanguíneos 

y amastigotes intracelulares. Las parasitemias (presencia de parásitos en el torrente 

sanguíneo) elevadas en individuos con infección aguda duran de 3 a 5 meses. Los casos 

de infección por la picadura de un vector (insectos triatominos) pueden generan una 

condición denominada enfermedad de Chagas, esta es un complejo de manifestaciones 

clínicas que pueden resultar de infecciones por T. cruzi. La fase aguda de la infección en 

bebés y niños suele ser asintomático y cede espontáneamente. En estos pacientes falta 

inmunidad celular al antígeno del parásito. Por el contrario, las infecciones agudas 

sintomáticas por T. cruzi (fiebre, agrandamiento del bazo y de los ganglios linfáticos, 

miocarditis e insuficiencia cardíaca) se observan en una minoría de individuos, en los que 

pueden desencadenarse reacciones cutáneas de tipo retardado intensas contra el 

antígeno del parásito. Por tanto, la morbilidad y la mortalidad de la enfermedad de Chagas 

no parecen estar relacionadas con la presencia de formas de T. cruzi en la sangre y los 

tejidos de los mamíferos hospederos. En cambio, el daño tisular severo que acompaña a 

la miocarditis crónica de la enfermedad parece estar asociado con hipersensibilidad de 

tipo retardado y crónica a la presencia de T. cruzi (93-95) 

 

Trypanosoma cruzi al igual que los otros miembros de la familia Trypanosomatidae, 

tienen estructuras altamente conservadas que son responsables de la estructura 

esquelética y de nutrición, siendo clave para este trabajo, las estructuras de nutrición del 

T. cruzi (93, 94). 
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Figura 5. Ilustración que muestra estructuras y orgánulos encontrados en la forma epimastigote de T. 

cruzi, basada en imágenes obtenidas por microscopía electrónica de transmisión (96). 

 

Trypanosoma cruzi posee una sola estructura citoesquelética: una matriz microtubular 

que involucra el cuerpo de la célula protozoaria y constituye un esqueleto de membrana. 

Este citoesqueleto está presente a lo largo de todo el ciclo celular y debe ser responsable 

de las diferentes formas que asumen estos protozoos durante su ciclo celular (94).  

 

Los mecanismos de nutrición de los amastigotes y tripomastigotes son poco conocidos. 

Los epimastigotes absorben sus nutrientes endocitosando ávidamente macromoléculas 

del medio extracelular, estas células polarizadas con un flagelo anterior. Al siguiente paso 

una serie muy organizada de microtúbulos estables poco espaciados debajo de la 

membrana del cuerpo celular altera la endocitosis y la exocitosis excepto a través del 

bolsillo flagelar y el citostoma (figura 6). La membrana del bolsillo flagelar es un dominio 

altamente diferenciado que se ha señalado como el sitio principal de secreción, 

localización de receptores y endocitosis en varios tripanosomátidos. El citostoma se abre 

cerca de la bolsa flagelar e invagina profundamente formando la citofaringe, que se 

acompaña de cuatro microtúbulos. Se observaron vesículas endocíticas, esas vesículas 

se originan a partir de fosas no recubiertas, aunque se puede sugerir la mediación del 

receptor, fungen como trasportadores al siguiente paso son los reservosomas se 
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describieron como orgánulos de almacenamiento típicamente localizados en el extremo 

posterior de los parásitos. Posteriormente se caracterizaron como endosomas tardías, 

ricos en cruzipaína y con un pH nominal de alrededor de 6. Estudios posteriores también 

demostraron que los reservosomas contienen hidrolasas. La ruta intracelular de 

macromoléculas endocitadas entre el sitio de entrada, en la porción anterior de la célula, 

y el almacenamiento en reservosomas, en la región posterior del parásito, es poco 

conocida y aún sigue siendo estudiada (93, 97-99). 

 

 

Figura 6. Estructura general de la bolsa flagelar ( flagellar pocket FP) (100). 
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II.2.4.1 Enfermedad de Chagas.  

 

La Enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana es una zooantroponosis, cuyo 

agente causal es el protozoario flagelado Trypanosoma cruzi, fue descubierta en Brasil 

por el Dr. Carlos Chagas en 1908. Se transmite a los seres humanos y diversos 

mamíferos domésticos y silvestres por un vector biológico, insectos naturalmente 

infectados pertenecientes a la Familia Reduvidae, subfamilia Triatominae, conocidos en 

México como chinche besucona, de compostela, asesina, picuda, turicata, talaje, pic (en 

lengua maya), chinche de Chagas, voladora, trompuda y papalota, entre otros (24, 101). 

 

La transmisión por la vía vectorial ocurre en el 90% de los casos, esta sucede cuando el 

parásito ingresa al organismo por la zona de la lesión provocada por la mordedura del 

insecto posterior a su alimentación, o alguna otra lesión de la piel o mucosas, momento 

en el cual pueden defecar por la compresión de sus intestinos producida por la ingesta 

de la sangre succionada. Las heces necesariamente deben estar contaminadas con el 

parásito Trypanosoma cruzi (T. cruzi) y al ocurrir ambas acciones casi simultáneas, las 

heces pueden ser depositadas en la zona cercana a la lesión y las personas al rascarse, 

pueden arrastrar las heces y favorecer el ingreso del parásito al cuerpo de la persona 

picada, sin embargo los mecanismos de la respuesta inmune innata y adquirida del 

organismo puede destruir los parásitos, por lo que el proceso de infección/enfermedad 

es resultado de una diversidad de factores asociados con el parásito (cantidad inoculada, 

genotipo del parásito, etc.) y de la respuesta y características genéticas e inmunitarias 

del individuo (24, 101). 

 

El ciclo biológico de T. cruzi involucra al humano, el insecto vector y un gran número de 

reservorios mamíferos naturalmente infectados. Se reconoce el ciclo silvestre, como el 

escenario en el cual el parásito circula entre especies silvestres de mamíferos grandes, 

medianos y pequeños e insectos vectores infectados. El ciclo doméstico en el que 

participan el hombre, mamíferos domésticos e insectos vectores infectados dentro de la 

vivienda y el ciclo peridoméstico, que es considerado el eslabón entre los dos ciclos 
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anteriores en la transmisión de T. cruzi, se encuentran involucrados diferentes especies 

de mamíferos silvestres, domésticos y especies vectores endémicos del hábitat (24, 101). 

 

Otras vías de transmisión no vectoriales, pero de importancia epidemiológica, son la 

transfusión de sangre o sus componentes, trasplantes de órganos y otros tejidos; 

verticalmente ocurre la transmisión del parásito de la madre al recién nacido (connatal). 

Algunos países de Sudamérica han notificado brotes importantes de la Enfermedad de 

Chagas por ingestión de alimentos contaminados por deyecciones del vector o el 

consumo accidental de triatominos, la ingesta de la carne mal cocida de animales 

silvestres infectados, consumo de sangre con fines terapéuticos de animales infectados 

“usos ancestrales”(101).  

 

Cuando ocurre la infección por el parásito (figura 7), el curso de la enfermedad en el ser 

humano evoluciona en dos fases. La fase aguda se caracteriza por la aparición de un 

conjunto de manifestaciones de intensidad variable y un periodo de incubación 

generalmente de 4 a 15 días, en función de la vía de inoculación y la carga del parasitaria. 

Tradicionalmente, el cuadro agudo se asocia con un nódulo subcutáneo en el sitio de la 

picadura (chagoma de inoculación), que típicamente se ha reconocido como una señal 

de entrada del parásito, acompañado de adenitis regional, edema ocular con adenopatías 

satélites (Signo de Romaña); -eventualmente hepatomegalia y esplenomegalia, 

miocarditis y meningoencefalitis-; hasta cuadros oligosintomáticos o inaparentes, El 

personal médico y paramédico deberá sospechar de casos de enfermedad Chagas por 

asociación epidemiológica, debido a la presencia del vector en la zona de residencia o 

procedencia (101). 
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Figura 7. Etapas de infección del T. cruzi, tanto en el vector como en el humano (25). 

 

 

Por otra parte, la fase crónica corresponde a la forma clínica de mayor prevalencia de la 

Enfermedad de Chagas en Latinoamérica, de las que se consideran forma crónica 

asintomática (sin patología demostrada) y crónica sintomática. Típicamente reconocido 

como cardiopatía chagásica crónica, cuya fase se ha reconocido que depende de la 

persistencia parasitaria y la respuesta del sistema inmunológico y en algunos casos 

afectación digestiva (megacolón y megaesófago) (101). 

 

Enfermedad de Chagas en México: El Programa de Acción Específico para la Prevención 

y Control de la Enfermedad de Chagas en México entró en vigor en el año 2012 México, 

ha alineado las estrategias del programa basado en las resoluciones de la OPS/OMS 

CD49.R19 y CD55.R9 (OMS 2009 y 2016) para la eliminación de las enfermedades 

desatendidas, que brindan también el marco de referencia para eliminar la Enfermedad 

de Chagas como problema de salud pública basados en dos pilares: la interrupción de la 
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transmisión vectorial y transfusional, y la atención a los pacientes para reducir la 

transmisibilidad (24, 95). 

 

En lo que respecta a la estrategia de interrupción de la transmisión vectorial, se contempla 

el control de la domiciliación del vector, principalmente a través del rociado de viviendas 

con insecticidas residuales, el mejoramiento de la estructura e higiene en las mismas, así 

como el uso de malla en puertas y ventanas para evitar el ingreso y la colonización de 

insectos; así como el uso de pabellones en camas para evitar el contacto vector-hombre 

(24, 95). 

 

En vías de la consolidación del Programa (eliminación de las enfermedades 

desatendidas), han sido impulsados los lineamientos para el diagnóstico confirmatorio de 

la infección con el parásito T. cruzi y de manera paralela la regulación de la obligatoriedad 

de la cobertura universal para el tamizaje a donadores de sangre, en coordinación con el 

Instituto de Diagnóstico y Referencia Epidemiológicos (InDRE) y el Centro Nacional de la 

Transfusión Sanguínea (CNTS). Por otro lado, a partir de la semana epidemiológica 1-

2017, se cuenta con epi-claves para la notificación de cada una de las formas clínicas de 

la Enfermedad de Chagas (casos agudos y crónicos) (95). 

 

La Enfermedad de Chagas está considerada endémica en 21 países del Continente 

Americano, con importancia epidemiológica relevante desde el Sur de EUA, México, 

Centroamérica y el Caribe, hasta países del Cono Sur; donde se estima que afecta de 7 

a 8 millones de personas. Actualmente la Enfermedad de Chagas es considerada como 

una patología emergente en países no endémicos de otros continentes asociada 

principalmente con movimientos de personas provenientes de zonas o países endémicos, 

casos importados y asociados con la transfusión de sangre y/o sus derivados (OMS, 

2017) (95). 

 

En México, a partir del año 2000, se observa un incremento en la notificación de casos 

(Figura 8). En el período que va del año 2000 al 2017 se registraron 9,981 casos de 

Enfermedad de Chagas (agudos y crónicos); mientras que en 2017 el reporte del cierre 
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informa de 126 casos agudos y 738 casos crónicos que fueron notificados a través del 

Boletín Epidemiológico de la Dirección General de Epidemiología. De manera general, el 

grupo y género más afectado comprende de 25 a 44 años, mayoritariamente a varones. 

Los estados con mayor número de casos reportados fueron Veracruz (17.8 %), Yucatán 

(10.3 %), Oaxaca (10.5 %), Morelos (9.2 %), Chiapas (8.1 %), Jalisco (5.9 %), Estado de 

México (5.2 %). 

 

 

Figura 8. Perfil epidemiológica de Enfermedad de Chagas en México, 2000-2017 (95). 

 

En México se realiza el tamizaje de la prueba de Chagas (figura 9) a todos los donadores 

de sangre como lo dispone la NOM-253-SSA1-2012“. Para la disposición de sangre 

humana y sus componentes con fines terapéuticos”; si la prueba es reactiva, se da 

destino final a la sangre y sus componentes. Se procede a repetir la prueba por duplicado, 

si el resultado es reactivo, se toma al donante una segunda muestra y se realizan pruebas 

suplementarias de acuerdo con las indicaciones de la norma. En caso de dos pruebas 

reactivas con diferente principio antigénico, el Centro Estatal de Transfusión Sanguínea 

(CETS) o banco de sangre notificará al área de epidemiología del hospital, jurisdicción 

sanitaria y nivel estatal (áreas de epidemiología y vectores) para el estudio y seguimiento 
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del caso correspondiente. Todo resultado diagnóstico (positivo o negativo a T. cruzi) se 

reporta al donante. 

 

 

Figura 9. Estudio y seroprevalencia de Trypanosoma cruzi 2007-2017 (95). 

 

La enfermedad de Chagas en México presenta un reto para la salud pública, debido a la 

naturaleza crónica de sus peores efectos (miocarditis o meningoencefalitis), la dificultad 

de identificación de casos crónicos (tamizaje en donación de sangre) y sobre todo el 

aumento de presencia de los insectos vectores en estados donde antes no eran 

endémicos, lo anterior obliga a México a no dejar de lado el estudio del Trypanosoma 

cruzi y el desarrollo de nuevos tratamiento en prevención de una futura crisis de salud, 

principalmente en una población de varones adultos (25-44 años ) por parte de le 

enfermedad de Chagas, esto debe ser considerado ya que la salud de México es un área 

crítica para el gobierno de México. 
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II.2.5 Técnicas utilizadas para el presente estudio. 

 

La farmacognosia se encarga del estudio de la composición de los efectos de los 

principios activos de las sustancias de origen vegetal y animal. Este se concentra en 

realizar ensayos para la caracterización y valoración de estas sustancias, así como 

determinar la farmacología y las principales aplicaciones que podría tener. Las plantas 

elaboran en su metabolismo una serie de sustancias llamadas metabolitos secundarios, 

a los cuales también se les podría denominar principios activos. Cada una de estas 

sustancias es la responsable de los efectos farmacológicos y por ello se les puede otorgar 

esta característica (51, 102, 103). 

 

La investigación fitoquímica utiliza métodos de separación, fundamentalmente 

cromatográficos, y métodos de elucidación estructural, principalmente espectroscópicos 

como Resonancia Magnética Nuclear (RMN) o espectroscopia de infrarrojo (IR) (102-104) 

 

Para identificar los componentes que podrían estar presentes en las especies vegetales, 

es necesario implementar técnicas cromatográficas y espectroscópicas para su 

determinación y realizar extracciones reproducibles, cuantitativas, estables y eficientes 

para realizar los estudios necesarios y demostrar el efecto buscado.  El tamizaje consiste 

en realizar una extracción de los metabolitos que se encuentran en el material vegetal, 

utilizando diferentes disolventes con polaridad creciente, generalmente comenzando con 

hexano, e ir aumentando la polaridad con cloroformo, acetato de etilo, metanol y etanol 

(51, 103-105). Este procedimiento ayuda a que la extracción con diferentes polaridades 

arrastre diferentes metabolitos secundarios y de esta forma poder purificarlos más 

fácilmente. 

Existen varios métodos de separación e identificación de compuestos químicos. Entre los 

más usados para separar de compuestos se encuentran la sublimación, destilación, 

cromatografía y la cristalización fraccionada, el más utilizado es la cromatografía. Una 

vez separados los compuestos por alguna de estas técnicas, se recurre a métodos como 

espectroscopia y resonancia magnética nuclear para identificación de compuestos 

químicos (43, 51, 103). 
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II.2.5.1 Cromatografía. 

Esta técnica se usa para obtener los componentes individuales puros de una mezcla y 

determinar su proporción. Por este método las moléculas se distribuyen entre dos fases 

distintas, y la separación tiene relación directa con la diferencia de solubilidad y polaridad 

que muestren las moléculas en cada fase. Las separaciones se obtienen al introducir una 

mezcla de compuestos orgánicos en una fase estacionaria, dejando luego que una fase 

móvil fluya a través de la muestra. Los diversos métodos cromatográficos varían respecto 

a la fase móvil (líquido o gas), la fase estacionaria (papel, gel o empaque sólido) y la 

fuerza que impulsa a la fase móvil (presión, gravedad o un campo eléctrico) (51, 103, 

106, 107). 

Existen diferentes métodos cromatográficos, uno de ellos es la cromatografía en papel 

que se aplica a productos polares como carbohidratos, aminoácidos, ácidos orgánicos y 

fenoles. En este método la separación se realiza sobre tiras de papel poroso, participando 

tanto fenómenos de partición como de adsorción. La cromatografía en capa fina se 

emplea para la separación de mezclas de toda clase de productos naturales y las 

condiciones de separación se eligen en función de las características de la mezcla a 

separar. Otro método es la cromatografía en columna que involucra la adsorción de un 

compuesto a una fase estacionaria y la elución con disolventes de diferente polaridad. 

También se emplea la cromatografía flash que tiene el mismo principio que la 

cromatografía en columna aplicando una presión en la parte superior, en función de 

aumentar el flujo de la fase móvil. La cromatografía de gases es un método que permite 

separar e identificar extractos que, por su complejidad o cantidad de extracto, no es 

posible separar con las técnicas cromatográficas previamente descritas. Estos métodos 

y otros similares sirven para identificar principios activos, drogas, metabolitos 

secundarios, tinturas, entre otros compuestos químicos (51, 103, 106, 107).  

II.2.5.2 Espectroscopia. 

La espectroscopia comprende un conjunto de técnicas que miden la respuesta de una 

molécula a la aportación de energía. El espectro resultante es una serie de bandas que 
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muestran la magnitud de la respuesta en función de la longitud de onda de la energía 

incidente. La fuente de energía puede ser de fotones ópticos (espectroscopia ultravioleta, 

visible e infrarroja) o de energía de radiofrecuencia (espectroscopia de resonancia 

magnética nuclear). La técnica de resonancia magnética nuclear se utiliza una vez que 

la mezcla se haya separado en sus componentes y de esta forma interacciona con la 

radiación electromagnética y cada núcleo de cada elemento en los compuestos químicos 

generan una vibración electromagnética única que permite identificar cada elemento y 

proporcionan información de su conectividad en cada compuesto químico. (103, 106, 

107). 

II.2.6. Química teórica 

 

La química teórica es una rama relativamente nueva de la química, pero que ha 

presentado un avance y crecimiento rápido en los últimos 20 años debido al avance de 

los sistemas de cómputo ya sean de uso personal, académico o industrial (108). 

 

La química teórica se basa en la química cuántica, la cual a su vez utiliza de principios 

de física clásica, física cuántica, estadística, teórica atómica y el modelo de átomo de 

hidrógeno de Bohr, uniendo todo lo anterior con ayuda de complejos modelos matemático 

los cuales permiten modelar y simular las condiciones, características y estados de los 

compuestos en su forma libre, en una reacción o en la interacción con seres vivos, esto 

supone una ventaja ya que los modelos permiten un mayor control de las observaciones 

y de los factores que estén interactuando (108).  

 

Que se utilicen modelos matemáticos, no es sinónimo de que los resultados no sean 

observables experimentalmente, un modelo matemático puede ser muy exacto en sus 

resultados como consecuencia de su complejidad y del número de variables a tener en 

cuenta. Un mayor uso de variables en los modelos matemáticos acerca más a lo 

observable experimentalmente, sin embargo, también complica el modelo matemático y 

su resolución en tiempo y esfuerzo. Anteriormente los cálculos y resoluciones 

matemáticas necesarias para completar y resolver un modelo matemático se hacían a 

mano con apoyo de un gran número de colaboradores. Sin embargo ahora con el uso de 
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modernos computadores y software de cálculo matemático el tiempo y la necesidad de 

colaboradores se ha reducido; Ahora un número menor de investigadores pueden 

resolver modelos matemáticos más complejos en un menor tiempo, con lo cual se 

aumentan los resultados y las conclusiones obtenidos de estos experimentos (108). 

 

Por las razones antes mencionadas el crecimiento de la química teórica y la química 

cuántica se ha intensificado a la par del desarrollo de ordenadores de mayor capacidad 

de procesamiento, más velocidad y con un costo menor en su adquisición. Esto 

representa una ventaja ya que se puede hacer un análisis teórico del experimento 

deseado (reacción química, interacción biológica, interacción con proteínas o receptores) 

y en base a los resultados arrojados por el modelo matemático tomar la decisión costo 

beneficio para llevar el trabajo a un nivel experimental de laboratorio (108). 

 

II.2.6.1. Química Cuántica. 

 

A principios del siglo veinte, los físicos encontraron que la mecánica clásica no describe 

correctamente el comportamiento de partículas tan pequeñas como electrones y  núcleos 

de átomos y moléculas. El comportamiento de estas partículas está regido por un 

conjunto de leyes denominado mecánica cuántica. La aplicación de la mecánica cuántica 

a los problemas de la química constituye la Química Cuántica. La influencia de la química 

cuántica se manifiesta en todas las ramas de la química (108). 

 

Los Fisicoquímicos utilizan la mecánica cuántica para calcular (con la ayuda de la 

mecánica cuántica y la  estadística) propiedades termodinámicas (por ejemplo, la 

entropía, la capacidad calorífica) en los gases; para interpretar los espectros moleculares 

y calcular propiedades moleculares teóricamente, lo que permite la determinación 

experimental de estas propiedades moleculares (por ejemplo, longitudes de enlace y 

ángulos de enlace, momentos dipolares, diferencias de energía entre isómeros de 

conformación; para calcular propiedades de los estados de transición de las reacciones 

químicas, lo que permite estimar las constantes de velocidad; comprender las fuerzas 

intermoleculares; y para estudiar el enlace en los sólidos (108). 
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Los químicos orgánicos usan la mecánica cuántica para estimar la estabilidad relativa de 

las moléculas, calcular las propiedades de las especies intermedias de reacción, 

investigar los mecanismos de las reacciones químicas y analizar los espectros RMN 

(108). 

 

Los químicos analíticos utilizan de forma habitual los métodos espectroscópicos. Las 

frecuencias y las intensidades de las líneas de un espectro sólo pueden entenderse e 

interpretarse adecuadamente, mediante el uso de la mecánica cuántica (108). 

 

Los químicos inorgánicos usan la teoría del campo ligando, un método mecanocuántico, 

para predecir y explicar las propiedades de los iones complejos de los metales de 

transición (108). 

 

En el campo de la bioquímica, el gran tamaño de las moléculas biológicamente 

importantes hace que los cálculos cuánticos de las mismas sean extremadamente 

difíciles. Sin embargo, los bioquímicos están empezando a sacar  provecho de los 

estudios mecanocuánticos de conformaciones de moléculas biológicas de enlaces 

enzima-substrato y de solvatación de moléculas biológicas (108). 

 

En la actualidad, varias compañías venden software de computador para realizar cálculos 

químico-cuánticos moleculares. Estos programas están diseñados para que puedan ser 

utilizados no sólo por los químicos cuánticos, sino por cualquier químico. 

 

II.2.6.2. Acoplamiento teórico Ligando-Proteína. 

 

El acoplamiento ligando-proteína se ha convertido en una herramienta poderosa para el 

desarrollo de drogas. Es considerado uno de los métodos capaces de identificar modos 

de unión ligando-proteína o ligando-receptor con alta precisión. Esta precisión es esencial 

para calcular de manera fiable la energía libre de unión del ligando. Se necesitan dichos 

métodos cuando el modo de unión de los compuestos a estudiar no se puede determinar 
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experimentalmente, por cuestiones de costos, viabilidad o de tiempo, para esto es 

necesario la optimización del ligando basado en la estructura química que presente  (109, 

110). 

 

Varias estructuras de proteínas son objetivos potenciales para la industria farmacéutica, 

y la importancia del diseño de fármacos basado en estructura ha aumentado tanto, 

durante los últimos años. Varios métodos computacionales basados en estas estructuras 

tienen como objetivo la racionalización de los experimentos, centrándose en compuestos 

más propensos a tener la actividad, biodisponibilidad y toxicidad deseada (109, 110).  

 

En la actualidad, la técnica más común para hacer frente a este problema, se denomina 

selección de alto rendimiento virtual (por sus siglas en inglés VHTS), tiene la intención de 

clasificar varios miles de moléculas pequeñas (por lo general tomadas de una base de 

datos) de acuerdo con una serie de propiedades relacionadas con la fijación a una diana 

farmacéuticamente relevante. Complementario a VHTS se utiliza de manera virtual un  

diseño racional de fármacos (por sus siglas en inglés RDD) el cual sugiere modificaciones 

basadas en la estructura de un compuesto según su fijación a una diana biológica (109). 

 

Una exploración exhaustiva del espacio de unión para el ligando y las posibles formas de 

unión no es factible debido a que el tamaño del espacio y el número de posibles uniones 

crecen exponencialmente conforme aumenta el número de grados de libertad del 

sistema. Dentro de los métodos que nos permiten simplificar el cálculo de formas de unión 

se encuentran técnicas denominadas: muestreo heurístico para generar modos de unión. 

Estas técnicas se clasifican en tres familias principales: a) Enfoque derivado de búsqueda 

sistemática, b) Técnicas de simulación de dinámica molecular y c) Métodos estocásticos 

(109). 

 

a) Los métodos de búsqueda sistemática serían demasiado costosos para ser aplicados 

directamente, pero varios enfoques sistemáticos se combinan para mejorar la técnica, un 

ejemplo es el denominado reconstrucción incrementada del ligando. El principio general 

de este último es dividir al ligando en fragmentos rígidos y flexibles los cuales se acoplan 
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en la superficie de la proteína en la posición y sitio más conveniente, posteriormente el  

ligando se reconstruye sobre la posición seleccionada previamente (109). 

 

b) Técnicas de simulación de mecánica molecular estándar (dinámica molecular y la 

reducción al mínimo) son atractivos debido a sus fundamentos físicos en que se basan, 

pero consumen tiempo y no son efectivas en cruzar las altas barreras de energía libre de 

moléculas biológicas, dentro de un tiempo de simulación relativamente corto. Sin 

embargo, la reducción de las fuerzas de Van Der Waals y las repulsiones electrostáticas 

son una manera  excelente de seleccionar conformaciones o posiciones de ligando para 

el grupo de propuestas de unión debido a la reducción de barreras de energía en las 

conformaciones de transición (109).  

 

c) Métodos estocásticos, son técnicas de optimización en general con una base física 

limitada, y son capaces de explorar el espacio de búsqueda para el ligando, ignorando 

las barreras de energía (109). 

 

Una opción que retoma lo mejor de cada uno de las técnicas anteriores son los algoritmos 

evolutivos, que son procedimientos de optimización estocástica iterativos donde se 

genera una población inicial de soluciones y evaluados con respecto a un conjunto de 

restricciones, descritas por la función de aptitud (características buscadas como: nivel de 

energía, conformación, etc.) (109).  

 

En el problema de acoplamiento, la función de aptitud describe las interacciones entre el 

ligando y el receptor. Esta optimización se realiza mediante la variación de los grados de 

libertad relacionados con el ligando y las posiciones del receptor, así como las 

orientaciones y conformaciones. Durante el ciclo evolutivo, peores soluciones son 

susceptibles de ser sustituidos por la nueva generación de respuestas (denominadas 

descendientes o hijos), creadas a partir de las primeras soluciones (denominadas padres) 

seleccionadas como las soluciones más aptas. Este proceso se repite hasta que se ha 

alcanzado una tendencia en la población, o después de un número fijo de generaciones. 
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Los algoritmos evolutivos requieren un equilibrio entre la diversificación y selección, 

controlando la distribución de soluciones en el espacio de búsqueda (109).  

 

Una diversidad alta combinada con una tasa de renovación lenta de la población conduce 

a un algoritmo robusto y lento, más o menos similar a una búsqueda de tipo estocástica. 

Por el contrario, una baja diversidad con una solución rápida es probable que cause una 

tendencia prematura. Este sesgo de muestreo, puede ser controlado por los parámetros 

evolutivos (diversidad de factores o valores, tiempo de generación de poblaciones) es un 

aspecto muy potente de los algoritmos evolutivos, ya que se pueden sintonizar de 

acuerdo con la complejidad del problema a resolver (109).  

 

Dos límites se pueden señalar; En primer lugar, este procedimiento no sigue 

estrictamente una estadística de Boltzmann, y por tanto no proporciona una visión directa 

sobre las propiedades termodinámicas de un sistema, tales como la energía libre de 

unión. En segundo lugar, los algoritmos evolutivos utilizan elementos estocásticos, y por 

lo tanto, la búsqueda de la solución óptima no está garantizada dentro de un período finito 

de tiempo. Por esa razón se requieren de enfoques híbridos más eficientes, en los que el 

conocimiento de un problema específico se utiliza para conducir la evolución 

(estocástico), son ampliamente utilizados para el inicio del  acoplamiento (docking) (109).  

 

 

La mayor parte de los métodos docking utilizan la búsqueda estocástica eficiente de los 

algoritmos evolutivos para cruzar las barreras de energía y obtener los mínimos, que 

posteriormente refinan mediante una búsqueda local de minimización de la energía. Con 

lo anterior se utiliza un enfoque hibrido en el acoplamiento, obteniéndose una respuesta 

con una mayor probabilidad de veracidad, la cual nos acerca más a la verdad (109, 110). 
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Figura 10 Cuadro de procedimiento de algoritmo de software EADock(109). 

 

La Figura 10 representa el esquema del algoritmo usado por el software ocupado para 

realizar los cálculos en el presente trabajo, llamado EADock, que. En donde se utiliza un 

algoritmo evolutivo híbrido con dos funciones de aptitud, en combinación con una 

sofisticada gestión de la diversidad. EADock se interconecta con el paquete de software 

CHARMM para cálculos de energía y coordinar el manejo de las iteraciones. Los ejemplos 

que han sido usados para validación de la exactitud el software, están alrededor del 68% 

de los complejos. La tasa de éxito aumenta a 78 % cuando se consideran los cinco 

acoplamientos mejor clasificados, y el 92 % si se tienen en cuenta todos los grupos 

presentes en la última generación. La mayoría de las fallas podrían explicarse por la 

presencia de los contactos de cristal en la estructura experimental (109).  
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III. Objetivos. 

 

III.1. Objetivo general. 

 

Obtener nanopartículas de plata (AgNPs) por síntesis verde y probar su efecto biológico 

sobre el parásito Trypanosoma cruzi en pruebas “in vitro”. 

 

III.2. Objetivos específicos. 

 

• Sintetizar nanopartículas semiesféricas de plata (AgNPs) con un tamaño 

promedio < 20 nm y forma definida (esférica) usando un método de síntesis 

verde. 

• Caracterizar el extracto de Myrtillocactus geometrizans usado en la síntesis 

verde. 

• Caracterizar las nanopartículas de plata sintetizadas, con técnicas como: 

microscopia electrónica de transmisión (TEM) y espectrofotometría UV-VIS.   

• Determinar el efecto biológico de las nanopartículas de plata sobre el 

Trypanosoma cruzi (en las formas: epimastigotes), en concentraciones crecientes 

desde 0.1 µM. 

• Proponer una explicación de efectos biológicos presentes en el Trypanosoma cruzi 

frente a las nanopartículas de plata. 

 

 

IV. Material y Métodos 

 

IV. 1 Preparación del extracto 

 

La baya de cactus (Myrtillocactus geometrizans) fue recolectada en Alfajayucan (20 ° 

24'35 '' latitud norte, 99 ° 20'58 '' longitud oeste) en el estado de Hidalgo, México. La fruta 

se seleccionó (Bayas de buena calidad: maduras, brillantes, coloridas, no contaminadas 

ni podridas), se limpió con agua y se molió para obtener una pasta de bayas. La pasta 
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resultante se remojó con etanol (V / V) para producir la extracción por maceración que 

duró un día. La mezcla se filtró y se añadió de nuevo etanol a la pasta restante. El proceso 

se llevó a cabo al menos tres veces para asegurar una extracción exhaustiva. Los 

extractos de etanol se recogieron y secaron usando un evaporador rotatorio a 70 °C bajo 

condiciones de presión reducida. Los extractos concentrados se secaron a masa 

constante mediante un baño de agua hirviendo donde se eliminó el etanol residual (57-

59). El extracto seco final se solubilizó en agua. 

 

IV.2 Obtención de síntesis de AgNPs. 

 

La metodología de síntesis de nanopartículas de plata con el extracto de M. geometrizans 

sigue la ruta de síntesis convencional por inyección en caliente (35-37). Se vertieron 5 ml 

de un extracto acuoso (2.2% masa / masa) en un matraz y se calentó a una temperatura 

de 80 ºC. Posteriormente, se añadió 1 ml de una solución acuosa de AgNO3 0.1 M. El 

tiempo total de reacción fue de 30 min. La mezcla se denominó solución de reacción. Los 

residuos sólidos de la mezcla de reacción se separaron por centrifugación a 10,000 rpm 

durante 10 minutos y se conservó la solución coloidal transparente.  

 

IV.3 Espectrometría UV-Vis. 

Los espectros UV-visible (UV-vis) se analizaron en una cubeta de cuarzo de calidad 

óptica con una longitud de trayectoria de 1 cm, requiriendo aproximadamente 1 ml de 

solución para llenar la cubeta. Los espectros se obtuvieron a temperatura ambiente (25 

°C) y el espectrógrafo UV-vis se registró utilizando una cubeta de cuarzo con agua 

desionizada como referencia. El extracto acuoso (M. geometrizans) y la referencia se 

analizaron mediante UV-Vis. Los espectros se recogieron de 200 a 800 nm. El equipo 

utilizado fue el espectrómetro Shimadzu UV-1800.  
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IV.4 Análisis de cromatografía líquida de alta resolución con espectrometría de 

masas (HPLC / MS) de extracto de Myrtillocactus geometrizans. 

 

Previo al análisis de HPLC, a cada una de las fracciones de cada extracto se les realizó 

este análisis fitoquímico de manera preliminar mediante cromatofolios comerciales de 

vidrio y aluminio recubiertos con gel de sílice 60 F254, como fase estacionaria, y como 

eluyentes se utilizaron hexano, acetato de etilo y etanol. 

 

1. Se cortaron las placas según las medidas requeridas (4 cm x 5 cm ó 3 cm x 4 cm) 

2. Sobre la placa se depositó una gota de los extractos fraccionados, con ayuda de 

un capilar, a una distancia de 0.5 cm del extremo inferior de la placa. 

3. Cada placa se introdujo en un recipiente hermético, previamente acondicionado 

con la mezcla de disolvente seleccionado y se mantuvieron en la cámara hasta que se 

diluyera la muestra. Se retiró de la cámara y dejó secar el disolvente. 

4. Se sometió a revelado con luz ultravioleta y yodo para determinar su posición 

relativa en el cromatofolio. 

 

El análisis de HPLC se realizó en un dispositivo Thermo Scientific UltiMate 3000 con 

colector de fracciones, equipado con una columna Zorbax SB C18 (150 x 4.6 mm, 3 μm). 

Los parámetros de medición establecidos fueron: Caudal: 0.7 mL / min, Temperatura de 

la columna: 40 °C Muestra: 200 μg / μL (Metanol: Agua 3:7), Temperatura del auto 

muestreador: 30 °C, Volumen de inyección: 50 μL, detección: 280 nm, MeOH / H2O 9:1 

Volumen / Volumen, fase móvil. El espectrómetro de masas fue un analizador cuadrupolo 

y trampa de iones lineal QTRAP 3200, ABSciex con fuente Turbo Spray. Inyección: Por 

infusión directa, flujo: 10 μL/min, tipo de escaneo: Q1 polaridad: positiva y negativa. 

Rango m / z: 100-1500. 

 

 IV.5. Caracterización por Microscopía electrónica de transmisión (TEM). 

 

Se obtuvieron micrografías electrónicas de transmisión de alta resolución en un 

microscopio JEM-ARM200F que operaba a un voltaje de trabajo de 200 kV. Las muestras 
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para observación por microscopía electrónica se prepararon a partir de una solución 

acuosa. Posteriormente, se depositaron 40 μL de la solución sobre una película de 

Carbono soportada sobre una rejilla de cobre (Cu) y se dejó evaporar en condiciones 

ambientales. Todos los análisis de tamaño se realizaron con el software Gatan 

Microscopy Suite versión 2.01 (Gatan Inc. CA Estados Unidos). 

 

IV.6 Obtención de modelo molecular para el análisis de química computacional.  

 

Se construyó el ligando mediante el uso de dos softwares de química: 

 

 a) El primer software que se uso fue ChemBiooffice2010. Los pasos por seguir fueron: 

1. Se construyó la molécula en dos dimensiones, usando las herramientas del software 

ChemBioDraw ultra 12. 

2. La molécula se pasó a tres dimensiones con el software Chem3D Pro 12. 

3. Se minimizo energía de molécula y optimizo parcialmente la geometría de la estructura 

mediante un cálculo de mecánica molecular (MM2) con ayuda del software Chem3D Pro 

12. 

4. La nueva estructura y sus resultados fueron guardados en un archivo con extensión 

.pdb, esto con el fin de que se pueda manipular la información posteriormente. 

 

b) Los segundos softwares usados fueron Gaussian 03W y GaussView 3.0 

1. Haciendo uso del archivo .pdb anteriormente generado, la información se cambió al 

formato nativo del software Gaussian 03W. 

2. Para la optimización de geometría de la molécula, se realizó un cálculo de tipo Hartree-

Fock con la molécula en estado basal, y siendo la molécula neutra (sin carga eléctrica). 

3. Terminado el cálculo, la estructura final de la molécula y la información, fueron salvados 

en un archivo con terminación. mol2, para facilitar su posterior manipulación. 

IV.7. Cultivo de línea celular LL47 Ensayo de citotoxicidad celular. 

 

La línea celular de fibroblastos humanos LL47 se mantuvo en un medio F-12K 

(Modificación de Kaighn del medio F-12 de Ham) (ATCC® 30-2004) que contenía suero 
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bovino fetal (FBS) al 10%, 100 U / ml de penicilina, 100 μg / ml estreptomicina en CO2 al 

5% a 37 °C. En este proceso, inicialmente se incubaron 20 000 células en placas de 24 

pocillos y se cultivaron hasta que alcanzaron una confluencia del 70 % en medio F-12K 

suplementado con FBS al 10 %; luego, las células se privaron de alimento durante 12 

horas con FBS al 2 %. Posteriormente, las células se sometieron a una única exposición 

de nanopartículas de plata a diferentes concentraciones (1, 3, 5, 10, 15 µg/µL) durante 

72 horas. El grupo de control (CN) no recibió exposición a nanopartículas de plata. 

 

IV.8. Ensayo de citotoxicidad celular en LL47. 

 

Se evaluó la citotoxicidad de las células LL47 y su viabilidad mediante estimación 

colorimétrica utilizando el ensayo de bromuro de 3- (4, 5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-

difeniltetrazolio (formazán) (MTT, Thermo Fisher Scientific, M6494). La cantidad de 

formazán fue directamente proporcional al número de células viables. Después de la 

incubación con nanopartículas de plata durante 72 horas, las placas con células se 

lavaron con 1X PBS y luego se incubaron en medio fresco que contenía MTT (0.5 mg / 

ml) durante 3 horas a 37 ºC. Posteriormente, se descartó el medio que contenía MTT y 

se añadió DMSO para disolver los agregados de formazán. La intensidad del producto se 

leyó a 570 nm usando un lector de microplacas ELISA. Las fotografías en campo claro 

con un aumento de 20X se adquirieron con una cámara de alta resolución conectada a 

un microscopio óptico. Todos los experimentos se realizaron con grupos de 6 repeticiones 

(n = 6). 

 

IV.9. Cultivo de parásitos Trypanosoma cruzi. 

 

Las cepa Cl-Brenner de T. cruzi Epimastigotes se mantuvieron en cultivo axénico y se 

propagaron en medio de infusión hepática con triptosa LIT, complementado con suero 

bovino fetal al 10 % (FBS [Gibco Laboratories, EE. UU.]), 1% de penicilina-estreptomicina 

(Gibco Laboratories, EE. UU.) y 1% de hemina (5 mg/mL), en condiciones controladas 

(28 °C y 5 % de humedad). 
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Se utilizaron Epimastigotes de T. cruzi de las cepas Cl-Brenner  y Esmeraldo (TcII) para 

infectar un cultivo monocapa de células Vero y se mantuvieron en medio suplementado 

con DMEM (suero bovino fetal al 2 % [FBS] y penicilina-estreptomicina al 1% (Gibco). 

Laboratories, USA) en condiciones controladas (37 °C, 5 % CO2 y humedad saturada). 

Después de una a semanas de infección, los parásitos comenzaron a romper las células, 

luego, se recolectaron tripomastigotes que nadaban libremente en tubos cónicos de 15 

mL y se centrifugaron a 2700 rpm durante siete minutos, se desechó el sobrenadante y 

se resuspendió el sedimento en un mL de medio DMEM nuevo, se contaron los 

tripomastigotes con hemocitómetro y se ajustó la dosis del parásito para las necesidades 

específicas del ensayo. 

 

IV.10 Ensayo de toxicidad in vitro de AgNPs para T. cruzi. 

 

Se cultivaron epimastigotes (1 x 106 / pocillo) en una placa de 96 pocillos (Sarstedt, EE. 

UU.) En medio LIT suplementado (FBS al 10 %, penicilina 10,000 unidades/mL y 

estreptomicina 10,000 µg/mL) y AgNP a 5, 10 y 12 μg/100 μl. El ensayo se realizó por 

triplicado con los siguientes controles: a) ST (epimastigotes no tratados) y b) nifurtimox 

(NFMX) (400 μg / 100 μL) (Lampit®, Bayer). Se preparó NFMX molido y diluido. Una 

tableta de la presentación comercial de NFMX (120 mg) se molió en un mortero estéril y 

se resuspendió en 1 mL de dimetilsulfóxido (DMSO). La concentración final de DMSO en 

el medio de cultivo nunca superó el 0.3% en una solución V/V. Las placas se incubaron 

durante 24 horas en condiciones controladas (28 °C y 5 % de humedad). Después del 

tratamiento, se estimó la viabilidad de los parásitos y las células utilizando MTS (3- [4,5, 

dimetiltiazol-2-il] -5- [3- carboximetoxifenil] -2- [4-sulfofenil] -2H-tetrazolio sal) de CellTiter 

96 kit® Aqueous One Solution (Promega, EE.UU.), siguiendo las instrucciones del 

fabricante. La actividad metabólica de parásitos y células sobre MTS se estimó mediante 

colorimetría a una longitud de onda de 490 nm. En este ensayo, cuanto más altos sean 

los valores de densidad óptica (DO), mayor será la viabilidad celular. Las AgNPs se 

prepararon a las concentraciones indicadas usando como vehículo primero agua 

inyectable y después solución de buffer de fosfatos. 
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IV.11 Ensayo para evaluar efecto toxico de los vehículos, agua inyectable vs 

solución buffer de fosfatos (PBS siglas en inglés) sobre T. cruzi.   

 

Se cultivaron epimastigotes (1 x 106 / pocillo) en una placa de 96 pocillos (Sarstedt, EE. 

UU.) En medio LIT suplementado (FBS al 10 %, penicilina 10,000 unidades/mL y 

estreptomicina 10,000 µg/mL) y AgNP a 0.17, 0.30, 1.2, 1.7 y 2.5 μg/100 μl (dosis 

reducidas para acercarse a niveles de efecto biológico por propuestos por Ordzhonikidze 

C.G. et al. en 2009 (111). El ensayo se realizó por triplicado con los siguientes controles: 

a) ST (epimastigotes no tratados) y b) nifurtimox (NFMX) (400 μg / 100 μL) (Lampit®, 

Bayer). Se preparó NFMX molido y diluido. Una tableta de la presentación comercial de 

NFMX (120 mg) se molió en un mortero estéril y se resuspendió en 1 mL de 

dimetilsulfóxido (DMSO). La concentración final de DMSO en el medio de cultivo nunca 

superó el 0.3% en una solución V/V. Las placas se incubaron durante 24 horas en 

condiciones controladas (28 °C y 5 % de humedad). Después del tratamiento, se estimó 

la viabilidad de los parásitos y las células utilizando MTS (3- [4,5, dimetiltiazol-2-il] -5- [3- 

carboximetoxifenil] -2- [4-sulfofenil] -2H-tetrazolio sal) de CellTiter 96 kit® Aqueous One 

Solution (Promega, EE.UU.), siguiendo las instrucciones del fabricante. La actividad 

metabólica de parásitos y células sobre MTS se estimó mediante colorimetría a una 

longitud de onda de 490 nm. El vehículo principal de las AgNPs en los primeros 

experimentos hasta ahora fue agua inyectable, sin embargo, el agua provoca un choque 

osmótico en la membrana externa del T cruzi (112), por esta razón se sustituyó el agua 

inyectable por una solución buffer de fosfatos, una solución ya utilizada en los cultivos de 

epimastigotes de T. Cruzi, manteniendo las mismas condiciones experimentales. Para el 

experimento final se aumentó 3h más el tiempo de incubación con el fin de que el MTS 

reaccionara completamente y no existieron sesgos por error del reactivo de medición de 

actividad metabólica (MTS). 

 

IV.11 Análisis estadístico. 

 
Para el análisis estadístico de los ensayos de MTS y MTT se utilizó el paquete estadístico 

GraphPad Prism versión 5.0 que incluye pruebas de ANOVA con un análisis de tipo 

Tukey, donde se compara si había diferencia significativa de todas las columnas de datos 
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experimentales con el control positivo. Se estableció un intervalo de confianza (IC) del 

95% y valor de P < 0.05. Para el tratamiento previo de los datos de todos los análisis se 

utilizó Microsoft Office Excel. 

 

V.  Resultados y Discusión 

 

V.1 HPLC / MS análisis del extracto de fruta de M. geometrizans.  

 

Análisis HPLC / MS del extracto de fruto de M. geometrizans. Partiendo de 0.1 g de 

extracto seco, se preparó una muestra de 200 μg/ml para análisis por duplicado de HPLC 

(fase inversa)/MS, el análisis de masas se realizó mediante flujo directo. De acuerdo con 

las condiciones descritas en la sección de metodología en el análisis, se identificaron y 

recolectaron los picos de mayor intensidad detectados en el cromatograma (tiempo de 

experimento 60 min); estas fracciones (masa> 100 ng) se analizaron por MS. La 

información de literatura parcial disponible sobre la caracterización química de 

Myrtillocactus geometrizans (56-59, 61), excluye el uso de patrones internos en HPLC. 

Los compuestos principales de la Tabla 3 se identificaron por su peso molecular 

característico y su relación de polaridad-tiempo de retención. Como se muestra en la 

tabla 3, los tiempos de retención (TR) de los compuestos 1-4 son muy próximos entre sí, 

entre una polaridad media-alta, lo que dificulta su separación mediante técnicas 

convencionales como se describe en la literatura (113). El ácido oleico es detectable en 

una amplia gama de TR, lo que indica que se encuentre en cantidades significativas. Las 

betalaínas se encuentran en valores bajos de TR según su alta polaridad, ambos son los 

principales compuestos para la formación de nanopartículas de plata. 
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Tabla 3 Masa molecular, tiempo de retención de datos (RT) y masa experimental ([M + 

H] + [M-H] -), masa molecular de literatura*. 

 

 

Compuesto Masa 
molecular* 

(g/mol) 

[M+ H]+ 
(m/z) 

polaridad - 

[M-H]- 
(m/z) 

polaridad + 

RT 
(min) 

(1) Chichipegenina 
Olean-12-ene-3beta, 16beta, 

22alpha, 28-tetrol  

 

474.7 475.2 473.4 17.8-18.43 
24.6 - 25.5 

37.44 - 44.14 
 

(2) Peniocerol 
(3beta, 5alpha, 6alpha) -
Cholest-8-eno-3,6-diol 

 

 

402.7 403.4 401 17.8 - 22.6 y 
44.14 

 

(3) Macdougallin 
14-metilcolesterol-8-eno-

3,6-diol 

 

416.7 417.4 415.3 15.0 5 -18.43 
21.43 - 25.5 

37.44 - 39.94 
 

(4) Estigmasterol 
(24S) -5,22-Stigmastadien-

3β-ol 

412.7 413.3 - 24.6 y 
37.4 -38.1 
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(5) Ácido oleico 
(9z, 12z) -ácido 

hexadecadienoico 

 
 

282.3 283.4 - 18.13 - 41.9  
 
 

(6) betalaínas 
(1E, 2R) -1 - [(2E) -2- (2,6-

Dicarboxi-2,3-dihidro-4 (1H) 
-piridiniliden) etiliden] -5- (α-

D-glucopiranosiloxi) -6- 2-
carboxilato de hidroxi-2,3-

dihidro-1H-indolio 

 

550.5 551.2 549.1 8.4 -17.8 
 
 

 

La chichipegenina, peniocerol, macdugalina, estigmasterol y ácido oleico son 

compuestos químicos (tabla 3) que se han identificado previamente en los extractos 

polares de partes aéreas de Myrtillocactus geometrizans (57-61). En el caso de las 
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betalaínas estas por su función principal de coloración rojo-violeta es más abundante en 

el fruto del cactus que otras de sus partes aéreas.  

 

V.2 Monitoreo del decaimiento del extracto de M. geometrizans por medio de UV-

Vis. 

La síntesis de nanopartículas de plata se examinó utilizando un espectrofotómetro UV-

vis. La absorbancia del extracto del fruto de M. geometrizans está en un rango de 200-

450 nm, este es  característico de los compuestos 1-5, fitosterol 205-254 nm (114), ácido 

oleico puro 230-290 nm y ácido oleico con impurezas 230-330 nm (115) en análisis UV-

vis. La figura 11 muestra los espectros UV-vis de la solución acuosa del extracto con 1 

ml de AgNO3 0.1 M. Las nanopartículas se forman en los primeros 30 minutos de 

reacción. Se obtienen tamaños más pequeños en este momento; sin embargo, si el 

proceso continúa, las partículas experimentarán un aumento de tamaño. Los tamaños se 

estabilizan a la reacción de 1 hora, sin cambios aparentes hasta las 10 horas. La 

resonancia de los plasmones de superficie (RSP) característica de las nanopartículas de 

plata (380-420 nm) está enmascarada debido al amplio rango de absorbancia del extracto 

de M. geometrizans (70, 116).  

 

Figura 11. Resultados de UV-Vis a) análisis UV-Vis de la reacción de síntesis de Ag NPs con decaimiento del 

extracto de M. geometrizans. b) imágenes de síntesis de nanopartículas a diferentes horas de reacción. 
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V.3. Análisis de Microscopia electrónica de transmisión barrido (STEM). 

 

Los experimentos de microscopía electrónica de transmisión se muestran en la figura 12. 

La figura 12a corresponde a la síntesis con Oleilamina (OAm)/Ácido oleico (OA) y AgNO3 

0.1 M, la figura 12b corresponde al extracto de Myrtillocactus geometrizans con AgNO3 

0.1 M. Las nanopartículas de ambos experimentos adoptaron una morfología esférica con 

una ligera tendencia a formar agregados. Para la síntesis con OAm/OA diámetro medio 

de 16.78 nm desviación estándar de 5.28 nm; para la reacción con extracto, diámetro 

medio de 4.72 nm y desviación estándar de ± 3.92 nm. Imágenes de microscopía 

electrónica de transmisión de barrido (STEM) de alta resolución muestran la red de 

nanopartículas de plata. En la figura 12, la transformada rápida de Fourier (FFT) muestra 

que las direcciones cristalográficas preferenciales corresponden a los planos [111] 

característicos de una estructura cúbica de plata centrada en la cara (FCC) (117).  

 

La evidencia de los planos cristalográficos [111], característicos de Ag, confirma que 

existe una orientación preferencial en ambas síntesis, en el primer experimento se debe 

a la presencia de OAm/OA que favorecen estructuras [111] como se describió 

anteriormente, y en la reacción del extracto se debe a la presencia de los compuestos 1-

6. Esto se debe a que OAm/OA tienen similitudes químicas con los componentes 

identificados en el extracto de M. geometrizans. La principal de estas similitudes son los 

grupos funcionales hidroxilo (-OH) y amina (R1-NH-R2), ambos grupos funcionales son 

clave en las características de reactividad química de OAm y OA.  

 

La estabilidad de las AgNPs obtenidas con M. geometrizans es de 20 días después de la 

síntesis, desde el día 20 hasta el 30 las AgNPs se fusionan hasta alcanzar un estado de 

semi - estabilidad donde las nanopartículas alcanzan un diámetro de 50-60 nm y formas 

irregulares, figura 13. 
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Figura 12. Micrografías de STEM e histogramas de tamaño de los AgNP sintetizados. (a) Usando OAm 

40% / OA 60%, (b) Usando extracto de fruta de M. geometrizans.  
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Figura 13. AgNPs de 50-60 nm después de perder estabilidad en el día 20 y alcanzando estas formas al 

día 30. 

 

V.4. Propuesta de mecanismo para la formación de AgNPs. 

 

Para OA y OAm, ambos se usan comúnmente en varios protocolos para la síntesis de 

nanopartículas de plata como agentes reductores y estabilizantes. Estos compuestos 

tienen pares de electrones libres en los grupos  (−OH) y amina primaria (R1 − NH2) 

respectivamente; estos grupos funcionales pueden estabilizar nanopartículas metálicas 

además de ser ácidos de Lewis (118-120).  
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De los compuestos 1-6 (figura 2), estos compuestos tienen pares de electrones libres en 

los grupos (−OH) y una amina secundaria (R1 − NH − R2) en el compuesto 6; en 

consecuencia, son capaces de estabilizar las nanopartículas metálicas (66, 121).  

 

El mecanismo propuesto de formación de nanopartículas de plata en síntesis con 

extractos de plantas se basa en la formación de grupos funcionales químicos con 

electrones libres y densidades de electrones (116). Estos grupos electrónicamente 

negativos se forman a partir de compuestos orgánicos como alcaloides, polifenoles, 

flavonoides, ácidos orgánicos, entre otros (122, 123). Grupos funcionales como las 

aminas  (R1 − NH − R2) y el hidróxido (−OH) sufren la pérdida del protón ácido (H+) y 

ganan pares de electrones libres que luego ayudarán en la reducción de átomos de plata 

(Ag+  →  Ag0) (67, 116, 123) figura 14.  

 

 

Figura 14. Esquema de propuesta de mecanismo de reducción Ag por grupos funcionales como aminas. 

 



 

62 

 

 

Los compuestos químicos 1-5 poseen el mismo grupo funcional (−OH). En el caso de un 

compuesto plano como el ácido oleico, presenta este grupo funcional y favorece una 

orientación cristalográfica [111] en Ag. El compuesto 6 tiene una amina secundaria (R1 −

 NH −  R2) muy similar a la amina primaria (R1 − NH2) presente en OAm, la presencia de 

estas aminas muy similares sugiere que favorecería una orientación cristalográfica [111]. 

 

 

Figura 15. Esquema general de Síntesis verde con Myrtillocactus geometrizans. 

 

V.5. Cálculos teóricos de los compuestos de Myrtillocactus geometrizans. 

 

El mecanismo propuesto de formación de AgNPs en síntesis con extractos de plantas se 

basa en la presencia de grupos funcionales químicos con electrones libres y densidades 

de electrones (116). Estos grupos electrónicamente negativos se forman a partir de 

compuestos orgánicos como alcaloides, polifenoles, flavonoides, ácidos orgánicos, entre 
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otros (122, 123). Grupos funcionales como las aminas (R-NH-R) y el hidróxido (-OH) 

sufren la pérdida del protón ácido (H +, enlace químico más largo entre O y H) y obtienen 

pares de electrones libres que posteriormente ayudarán en la reducción de la plata. 

átomos (Ag + → Ag0) (116, 123). 

 

La Tabla 4 muestra los compuestos identificados en el presente trabajo. El enlace químico 

O-H más largo se indica como el que podría ser el primer grupo funcional propenso a en 

generar pares de electrones libres y como consecuencia incrementar la formación de 

nanopartículas de Ag. Esto a sugerencia del análisis in silico (figura 16).  

 

Tabla 4. El valor del enlace químico mayor y más positivo para el OH, calculado in silico, se indica para los 

siguientes compuestos químicos: chichipegenina (1), peniocerol (2), macdugalina (3), estigmasterol (4), 

oleico ácido (5) y betalaínas (6). 

Compuesto 
químico 

Chichipegenina 
(1) 

 

Peniocerol 
(2) 

 

Macdougalina 
(3) 

 

Estigmasterol 
(4) 

 

Ácido 
oleico 

(5) 

Betalainas 
(6) 

Enlace 
químico 
O-H (Å) 

0.9620 0.9602 0.9602 0.9603 0.9713 1.1183 
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 Figura 16. Se muestra el resultado final de las estructuras químicas del cálculo in silico, que indica el 

enlace químico (O-H) con mayor probabilidad de generar un ácido H +. 

 

V.6. Ensayo de citotoxicidad con células LL47.  

 

Se evaluó la citotoxicidad de las AgNPs en células de fibroblastos de pulmón humano 

(LL47) con el apoyo de la M en C. Gabriela Carrasco Torres en el área de biología celular 

Cinvestav-IPN. Las células LL47 se expusieron durante un período de 72 horas con 

AgNPs sintetizadas con extracto de M. geometrizans, en concentraciones que oscilan 

entre 0 y 15 µg/µL. Como se ve en la figura 17, las nanopartículas no promovieron una 

disminución significativa en la viabilidad de LL47, excepto por la concentración más alta. 

La citotoxicidad de los AgNPs fue estadísticamente significativa a concentraciones 

iguales a 15 μg/µL (viabilidad 61 %). Estudios previos (in vivo e in vitro) muestran 



 

65 

 

evidencia donde las AgNPs recubiertos muestran daño a concentraciones de 3.3 µg/mL 

y 5 µg/mL (viabilidad 50 %) para AgNPs con un tamaño de 9 nm ± 6 (111, 124). Las 

AgNPs con tamaño de 5-35 nm presentan daño a células con concentraciones de 25 

µg/mL (viabilidad 90 %) y 50 µg/mL (viabilidad 60 %) (116, 124). 

 
Varios parámetros, como el tamaño de las nanopartículas, la forma, el grado de 

aglomeración, la composición química de la superficie, la carga, la concentración y el 

tiempo de exposición podrían influir significativamente en la toxicidad del nanomaterial 

(116, 125). Por tanto, existen dificultades para correlacionar la evaluación de citotoxicidad 

en cultivos celulares, organismos o animales, ya que los experimentos se realizan en 

diferentes cepas u organismos con distintas nanopartículas de plata con y sin 

recubrimiento (124). Sin embargo, se necesitan más estudios para comprender mejor los 

mecanismos de citotoxicidad, así como las correlaciones entre las nanopartículas y su 

impacto en la salud humana y el medio ambiente. 

 

No hay estudios toxicológicos recientes de AgNPs sobre células LL47, sin embargo, como 

referente de comparación de toxicidad de nanopartículas sobre células LL47 se debe 

revisar el estudio de Cabral-Romero et al. que en 2019 reportan que la toxicidad de 

nanopartículas lipofílicas de Bismuto (BIsBAL) empieza en 50 µM (2300 µM/µL aprox.) 

con un 80 % viabilidad celular de LL47 (126).  
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Figura 17. Viabilidad celular de LL47 con AgNPs a diferentes concentraciones (a) Sección superior 

fibroblastos LL47 fijos en superficie de cultivo sin AgNPs, sección inferior número menor de fibroblastos 

fijos con AgNPs y algunos fragmentados a medida que se incrementan dosis de AgNPs (b) Efecto de los 

AgNPs sobre la viabilidad de las células en el ensayo MTT. 

 

Solo la concentración más alta utilizada mostró una disminución del 40 % en la viabilidad 

biológica de las células LL47, Hay que hacer énfasis en la conclusión de Tortella G. R. y 

colaboradores quienes en 2020 después de una revisión exhaustiva de literatura sobre 

toxicología de AgNPs concluyen que a  pesar del gran número de estudios toxicológicos  

, la mayoría son ensayos clásicos de letalidad o inhibición (incluyendo el ensayo MTT de 

células LL47 del presente trabajo) y que para poder explicar un mecanismo toxicológico 

y efectos morfológicos de AgNPs  fuera de debate para cada línea celular, es necesario 

incluir estudios  de estrés oxidativo, genotoxicidad, inmunotoxicidad y neurotoxicidad 

donde sea necesario. Finalmente, Tortella G. R. y colaboradores sugieren un contexto de 

regulación para estandarizar estudios de toxicidad para nanopartículas y elucidar los 

efectos sobre microorganismos más allá de la explicación del daño por estrés oxidativo 

reportado en la literatura (127, 128).  Con base en lo anterior se sugiere en perspectivas 

reproducir el estudio clásico toxicológico de MTT con LL47 incluyendo estudios de estrés 

oxidativo y micrografías de TEM con cortes de ultramicrótomo para proporcionar una 
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mejor descripción del daño celular por AgNPs por síntesis verde con extracto de M. 

geometrizans.  

 

V.7 Pruebas de viabilidad de Trypanosoma cruzi. 

 

Con el fin de evaluar el efecto inhibidor de las AgNPs de M. geometrizans frente al 

protozoario Trypanosoma cruzi, se realizó colaboración con el departamento de 

Biomedicina Molecular (Cinvestav-IPN) en el laboratorio de la Dra. Rebeca Manning Cela. 

Agradecimientos a la apreciable colaboración de la Dra. Rebeca Manning y el Dr. José 

Esteban Aparicio Burgos (UAEH-Apan), a través de la cual, fue posible la adecuación del 

protocolo de evaluación de viabilidad de Trypanosoma cruzi. Las dos modificaciones 

principales fueron: el cambio del reactivo de ensayo de viabilidad del ensayo MTT al 

reactivo del ensayo   MTS y la segunda modificación fue usar buffer de fosfatos (PBS) 

para preparar las soluciones experimentales de AgNPs, los controles positivos y 

negativos.  

 

Evaluación de viabilidad de MTS:  La diferencia principal entre la prueba MTT y la prueba 

MTS, es la sustitución de reactivo que sufre oxidación biológica (figura 18) y que 

posteriormente es el que se cuantifica y su presencia es directamente proporcional al 

número de células viables biológicamente. La diferencia del compuesto se puede apreciar 

en las moléculas de la figura 19. 

 

 

Figura 18. Reacción de reducción del formazán o formazano. 
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Figura 19. Reactivos que se reducen en cada técnica que permite la evaluación de viabilidad celular. 

 

 

El MTS es una técnica de evaluación de viabilidad biológica que debido al cambio de 

reactivo principal permite disminuir el tiempo de procesamiento de muestras y minimizar 

el error debido al factor humano del analista, para aumentar el entendimiento de la técnica 

se desarrolló la figura 20. 
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Figura 20. Reactivos que se reducen en cada técnica de evaluación de viabilidad biológica. 

 

Resultados de evaluación de viabilidad de MTS:  Trypanosoma cruzi presenta 3 estados 

principales de desarrollo en su ciclo de vida, Amastigotes (forma intracelular en 

humanos), Epimastigotes (forma encontrada en vectores triatominos), tripomastigotes 

(forma encontrada en sangre circulante de los humanos), de las tres formas del 

Trypanosoma cruzi se seleccionó la forma de epimastigote. 

 

Estas pruebas se realizaron según se indica en la sección de materiales y métodos y 

recibieron un tratamiento estadístico según lo marca los métodos. La figura 20 representa 

la primera prueba de MTS en Trypanosoma cruzi (línea CL-Brenner) sobre la forma de 

epimastigotes, incluye controles positivo y negativo, así como concentraciones de AgNPs 

de 1 µg, 5 µg, 10 µg y 12 µg (disueltas en PBS). Como se puede observar el efecto 
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inhibitorio empieza en concentraciones muy bajas de 1 µg, indicando que la efectividad 

de las AgNPs para inhibir epimastigotes es elevada. 

 

 

Figura 21. Gráfica viabilidad biológica del Trypanosoma cruzi con AgNPs en forma epimastigote. 

 

La siguiente prueba (figura 22) se realizó sobre la forma epimastigote (forma intracelular 

del t. cruzi) de Trypanosoma cruzi (línea CL-Brenner), con concentraciones de 1.7 µg, 3 

µg, 12 µg, 17 µg y 25 µg, incluyendo los respectivos controles. Se puede observar un 

claro descenso de la viabilidad biológica en epimastigote desde la concentración más 

baja de 1.7 µg y se mantiene muy similar hasta la concentración más alta de 25 µg. 
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Figura 22. Gráfica viabilidad biológica del Trypanosoma cruzi con AgNPs en forma epimastigote. 

 

Hay que resaltar que esta prueba con Trypanosoma cruzi, en forma epimastigote se 

realizó con las nanopartículas disueltas en agua inyectable (tratando de usar menos 

reactivos y economizar el proceso), lo relevante de usar agua, es debido al inconveniente 

que provoca, todas las formas de Trypanosoma cruzi sufren alteraciones osmóticas en 

presencia de agua (112), estas alteraciones pueden disminuir la viabilidad biológica del 

T. cruzi y crear la ilusión de un gran efecto inhibitorio de las AgNPs y en realidad este 

efecto inhibitorio es por la alteración osmótica  causada por el agua. 

 

Con el fin de establecer el impacto del efecto osmótico del agua y su consecuente 

disminución de viabilidad sobre Trypanosoma cruzi, se realizaron 3 experimentos más, 

en donde las AgNPs se administraron diluidas en solución buffer de fosfatos (PBS) y al 
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mismo tiempo se administró igual volumen de agua inyectable para comparar el potencial 

de inhibición del agua inyectable. 

 

Figura 23. Gráfica viabilidad biológica del Trypanosoma cruzi con AgNPs (H2O), contra efecto osmótico 

de volumen de agua inyectable. 
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Figura 24. Gráfica viabilidad biológica del Trypanosoma cruzi con AgNPs (PBS), contra efecto osmótico 

de volumen de solución buffer de fosfatos. 

 

 

Como se puede apreciar en la figura 23 vemos una disparidad en la viabilidad biológica 

a medida que aumenta la concentración de las AgNPs, esto indica una anormalidad en 

el protocolo de preparación, específicamente en el vehículo (agua inyectable), también 

se puede apreciar como existe una cierta inhibición que tiene únicamente el agua 

inyectable. En la figura 24 se observa como al sustituir el vehículo por PBS la disparidad 

en la viabilidad biológica se corrige y da una respuesta clásica de disminución de 

viabilidad biológica al aumentar la concentración de AgNPs. Esto nos indica que 

únicamente el agua si tiene un efecto de alteración del Trypanosoma cruzi y como al usar 

un vehículo diferente (PBS) el efecto de las AgNPs se revela. El experimento de la figura 

24 descarta que sea el reactivo el qué no esté reaccionado correctamente y reafirma la 

reproducibilidad de los resultados con vehículo PBS. 
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Figura 25. Gráfica viabilidad biológica del Trypanosoma cruzi con AgNPs (PBS), contra el efecto osmótico 

del volumen de la solución buffer de fosfatos, aumentando el tiempo de reacción del reactivo del MTS a 3 

horas extras sobre el tiempo protocolo. 

 

 

Las principales estructuras de intercambio con el exterior en el Trypanosoma cruzi, se 

denominan, bolsa flagelar y citostoma (93, 96, 97, 99, 100, 129), El camino de endocitosis 

completo ha sido descrito por De Souza W. et al. (93, 98) a través de cryo-microscopia 

electrónica de cortes biológicos de Trypanosoma cruzi y nanopartículas de oro y hierro 

de 10 nm. De Souza W. et al.  elucidaron el camino de endocitosis para citostoma y bolsa 

flagelar (diámetro máximo de 0.3 µm), estas estructuras con alta polarización por 

presencia de proteínas con carbohidratos de carbono presentaron una alta unión con 

nanopartículas de oro y pueden observarse claramente con cryo-microscopia electrónica, 

con esto se puede afirmar que las nanopartículas de naturaleza metálica similar al oro 

tienen alta afinidad por el citostoma y bolsa flagelar. En nuestro trabajo las nanopartículas 

de plata con recubrimiento de extracto M. geometrizans tienen alta probabilidad de unirse 

a alguna de estas dos estructuras (citostoma y bolsa flagelar, Figura 26)  y posiblemente 
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se internalicen como las nanopartículas de oro en el trabajo De Souza W. et al. (98). La 

diferencia central es que mientras el oro es no reactivo y químicamente estable a ataques 

ácidos, la plata tiene una reactividad química mayor y genera estrés oxidativo mediante 

la formación de iones plata (Ag+), estos iones plata se generan con interacción de ácidos 

orgánicos o grupos funcionales polares.  Los iones Ag+ alteran la estructura terciaria de 

proteínas y generan especies reactivas de oxígeno al interior del protozoario, esto es una 

plausible explicación para la diminución de viabilidad biológica del Trypanosoma cruzi. 

 

 

 

Figura 26. Propuesta del mecanismo de acción de inhibición de las AgNPs en Trypanosoma cruzi, unión 

de nanopartículas de plata al citostoma y bolsa flagelar y posterior internalización para generación de 

iones plata e iniciar estrés oxidativo (representado por Ag+). 
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VI.  Conclusiones. 

Las nanopartículas de plata obtenidas por síntesis verde con M. geometrizans con un 

diámetro promedio 4.79 nm baja dispersión en tamaño ( ±3.92 nm desviación estándar), 

con estabilidad de 20 días y un recubrimiento mixto de los componentes del extracto 

vegetal con potencial para aplicaciones biológicas debido a su toxicidad  relativamente 

baja de 15 μg/µL (viabilidad 61 %). 

 

Las AgNPs  presentan inhibición del 80 % al 95 % (concentraciones de:  1 µg/ml a 2.5 

µg/ml) de las formas epimastigote del parasito Trypanosoma cruzi in vitro, la 

internalización de las AgNPs posiblemente ocurre por la naturaleza química que 

comparten nanopartículas de plata y nanopartículas de oro, estas últimas utilizadas por 

De Souza W. et al.(98), estas nanopartículas de oro son internalizadas por citostoma y 

bolsa flagelar estructuras encargadas de endocitosis y exocitosis del T. cruzi, por lo cual 

se propone que las AgNPs tendrán el mismo comportamiento, con la diferencia que las 

AgNPs generan estrés oxidativo  e inhibición parasitaria y las nanopartículas de oro no 

generan estrés oxidativo significativo. 

 

La dosis de AgNPs que presento toxicidad en células LL47 es de 15 µg/ml. La dosis 

donde empieza un efecto antiparasitario para Trypanosoma cruzi es de 1 µg/ml, esto nos 

da un rango amplio para una probable ventana terapéutica con pruebas “in vivo” para 

realizar pruebas de dosis letal 50. Estos resultados pueden generar un avance en 

opciones terapéuticas tangibles. Hacen falta realizar experimentos de cryo-microscopia 

electrónica en muestras biológicas de Trypanosoma cruzi expuestos a nanopartículas de 

plata y confirmar su presencia en citostoma y bolsa flagelar, así como observar si existe 

una internalización de AgNPs y un estrés oxidativo asociado. 

 

VII.  Recomendaciones. 

 

El estudio de efecto biológico de cualquier especie vegetal siempre conlleva 

inconvenientes, tales como el rendimiento de los extractos obtenidos, la viabilidad de uso 

de los extractos, la solubilidad del extracto en el vehículo al momento de realizar las 
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pruebas biológicas, los posibles efectos sinérgicos del extracto, debido a la gran cantidad 

de compuesto químicos presentes en un extracto aún ya purificado. Se recomienda 

trabajar con solo con mezclas binarias de compuestos provenientes de extractos 

vegetales.  

 

VI.1Perpectivas 

 

Se requiere preparar y manipular muestras de Trypanosoma cruzi con AgNPs para 

microscopia electrónica y finalmente contar con imágenes de equipos TEM y SEM que 

permitan comprobar las interacciones biológicas de T. cruzi con AgNPs en citostoma y 

bolsa flagelar, cuidando el bajo voltaje de trabajo y la cantidad de electrones suministrada 

a las muestras biológicas para disminuir su alteración, con el fin de obtener resultados 

similares a la figura 26. 

.  

Figura 27. T. cruzi endocitosis: sitios de entrada - La membrana entre el citostoma y el bolsillo flagelar es 

un dominio especial de membrana. Réplicas de fractura por congelación (a), el dominio de la membrana 

que se proyecta desde el citostoma y se abre al bolsillo flagelar está casi desprovisto de partículas 
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intramembranosas, ambos lados de la flecha. Si se voltea (b) para exponer la superficie de la celda, es el 

mismo dominio. Este aspecto se correlaciona con una gran concentración de gluconjugados de superficie, 

como ya se ha demostrado por la tinción roja de rutenio (d), que puede tener una función de receptor, 

según lo indicado por la unión de la transferrina (e) etiquetada en oro observada por la microscopía 

electrónica de transmisión. El mismo aspecto se puede observar mediante microscopía electrónica de 

barrido por emisión de campo de alta resolución (c). barra de 200 nm (98). 
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