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Resumen 
La síntesis de nanopartículas (NPs) metálicas empleando extractos de plantas ha 

cobrado relevancia entre las propuestas de la química sustentable. Los compuestos 

bioactivos de los extractos actúan como agentes reductores en la reacción de 

síntesis y como estabilizantes al adsorberse sobre la superficie de los 

nanomateriales formando un composito con interesantes propiedades terapéuticas. 

En la presente tesis se describe el proceso para la síntesis de NPs monometalicas 

de oro y plata con extracto hidroetanólico del fruto de Vitex mollis como bioreductor. 

Las partículas se caracterizaron por espectroscopía UV-Vis e IR y por microscopía 

electrónica. El plasmón de resonancia de los nanomateriales sintetizados se ubica 

en 429 nm para AgNps y 540 nm para AuNps. Los espectros IR de las NPs indican 

que moléculas provenientes del extracto están presentes en los materiales aún 

después del proceso de limpieza por lo que estos compuestos participan en la 

estabilización de las nanopartículas. Se determinó la distribución de tamaños de las 

NPs mediante microscopía electrónica (TEM y SEM) obteniéndose tamaños 

promedios de 23.2 nm para AuNps y 18 nm para AgNps. Adicionalmente se hace 

un estudio citotóxico de estas sobre la línea celular HUVECs (Human Umbilical 

Vascular Endothelial Cells) así como pruebas de migración celular que permitan 

establecer el potencial uso de estos materiales como agentes antiangiogénicos en 

tratamientos contra tumores cancerígenos. 
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Introducción 
En el contexto de la síntesis de nanomateriales, el uso de extractos provenientes de 

plantas se enmarca en los preceptos de la química sustentable donde se plantea el 

uso de reactivos biocompatibles que aminoren el impacto ecológico que puedan 

generar los reactantes. Esta vertiente presenta la ventaja de ser un método 

amigable al medio ambiente pues generalmente la reacción de síntesis de las NPs 

se efectúa a temperatura ambiente sin requerir de un aporte energético en el 

proceso y se lleva a cabo en un solo paso pues no requiere de moléculas 

estabilizantes adicionales a las presentes en el extracto dado que las mismas 

moléculas reductoras del extracto actúan como estabilizantes de las NPs formadas 

[1]. En el presente trabajo de tesis se plantea la síntesis de NPs monometálicas de 

oro y plata con un extracto del fruto de Vitex mollis y la evaluación de la citotoxicidad 

y efectos en migración celular sobre un modelo in vitro de cultivo de células 

HUVECs. La síntesis de las NPs se efectuó a partir de un extracto etanólico del fruto 

de Vitex mollis cuyo contenido reportado de ácido fítico o inositol hexafosfato (IP6) 

es cercano al 10% en peso [2]. La estructura de la molécula IP6 favorece el papel 

de agente bioreductor en la reacción oxido-reducción que da lugar a la formación 

de las NPs, además existen reportes de actividad anti-angiogénica de dicha 

molécula por lo que el complejo NP-IP6 puede trabajar sinérgicamente en la 

respuesta anti-angiogénica [3]. 

La angiogénesis es la formación de nuevos vasos sanguíneos a partir de otros 

preexistentes y es conocida como una de las marcas distintivas asociadas a los 

procesos cancerosos [4]. Cabe señalar que la inducción de neovascularización no 

está asociada exclusivamente a los procesos de tumoración pues aparece en una 

variedad de procesos fisiológicos y patológicos como los procesos de cicatrización, 

la maduración del cuerpo lúteo, la inflamación crónica y la hipersensibilidad 

retardada [5]. En 1971, Folkman propuso que el crecimiento de un tumor es 

dependiente en la angiogénesis pues es esencial para proveer los nutrientes y 

oxígeno al tumor, remover los desechos celulares y brinda la capacidad a los 

tumores de generar metástasis [6]. Sin angiogénesis las células cancerosas son 

incapaces de formar tumores mayores a 2 mm y mueren debido a la hipoxia, de tal 
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forma que bloquear la formación de nuevos vasos ha despertado el interés como 

una nueva estrategia en la terapia de cáncer. En este contexto recientemente se 

han reportado que NPs de metales nobles presentan efectos antiangiogénicos en 

estudios in vitro e in vivo. Por ejemplo, Arvizu y colaboradores reportaron que NPs 

de oro internalizadas alteran procesos intracelulares bloqueando la ruta de la 

proteína cinasa activada por mitógeno (MAPK) lo cual inhibe metástasis vía 

interferencia con la transición epitelial-mesenquimal (EMT), el cual es un proceso 

celular caracterizado por la pérdida de adhesión celular y el aumento de la movilidad 

celular que confiere potencial metastásico a las células tumorales [7]. Balakrishnan 

y colaboradores usaron NPs de oro como vehículo liberador de Quercetina (un 

compuesto antioxidante presente en plantas y que actúa como agente anti-EMT) en 

un estudio de invasión celular de células metastásica de cáncer de mama (MDA-

MB-231). Los resultados obtenidos señalan que el complejo AuNps-Quercetina es 

más efectivo que la Quercetina libre en la supresión de la migración e invasión de 

las células MDA-MB. Los autores propusieron que el complejo AuNps-Quercetina 

pueden inhibir la angiogénesis por la vía de la desregulación de la expresión del 

Receptor-2 del Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (VEGFR-2) [8].  

Así mismo, se ha reportado que las NPs de plata (AgNPs) presentan efectos 

antiangiogénicos en modelos in vivo. Gurunathan y colaboradores demostraron que 

AgNPs de 50 nm inhiben la formación de vasos sanguíneos en un modelo de 

implante de matrigel en ratones tratados con estreptozotocina e incluso, existen 

reportes de que AgNPs sintetizadas con extractos de la planta Saliva officinalis 

poseen actividad antiangiogénica en un modelo de embrión de pollo en forma dosis-

dependiente [9].  
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Capítulo 1 
Antecedentes 

1.1 Nanomateriales 
En 1959 Richard Feynman propuso la posibilidad de construir objetos manipulando 

su fabricación átomo por átomo. Posteriormente el concepto formal de 

nanotecnología fue introducido por el investigador Norio Taniguchi en 1974 [1]. 

Actualmente, de acuerdo a la definición adoptada en el 2011 por la comisión de 

medio ambiente europea, se define como nanomaterial a “un material natural, 

secundario o fabricado que contenga partículas, sueltas o formando un agregado o 

aglomerado y en el que, el 50 % o más de las partículas en la distribución de 

tamaños numérica presente una o más dimensiones externas en el intervalo de 

tamaños comprendido entre 1 nm y 100 nm (donde 1 𝑛𝑚 equivale 1 × 10−9 𝑚 como 

se ilustra en la Figura 1)” [2]. Por su parte, la Iniciativa Nacional de Nanotecnología 

de los Estados Unidos (NNI, por sus siglas en inglés), define a la nanotecnología 

como “el conocimiento y el control de la materia en dimensiones entre 

aproximadamente 1 y 100 nanómetros (nm), donde los fenómenos únicos permiten 

novedosas aplicaciones” [3]. 

 

Figura 1 Nanoescala y comparación [4] 
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Existen varios tipos de materiales nanométricos, sin embargo, dado el enfoque del 

trabajo es importante enfatizar sobre las NPs metálicas. Este tipo de materiales es 

altamente recurrido debido a sus diversas características que dependen 

directamente de la ruta de síntesis, así como del material mismo. Por ejemplo, las 

NPs de plata (AgNPs) son ampliamente utilizadas debido a que presentan una gran 

respuesta microbicida, tanto en bacterias como hongos [4]. Por otra parte, se tiene 

el uso de AgNPs en células cancerosas, obteniendo un efecto toxico en estas [5]. 

Gracias al tamaño nanométrico, las partículas son capaces de viajar a través de los 

vasos sanguíneos por lo que se ha buscado la funcionalización de estos materiales, 

como las AuNPs funcionalizadas con gadolinio, para la detección de tumores por 

resonancia magnética [6], o bien llevar a cabo una terapia de hipertermia para la 

destrucción selectiva del tejido [7]. A la ventaja que tienen ciertas NPs de fungir 

tanto la función de diagnóstico como de terapia, se conoce como teragnosis [8]. 

1.2 Ruta de síntesis  
Existen dos grandes rutas en la síntesis de NPs metálicas. La primera de ellas se 

lleva a cabo mediante la devastación química o física de un material de tamaño 

macrométrico hasta llevarlo a escala nanométrica, a este método se le conoce como 

top-down (en español arriba-abajo) lo que sugiere llevar de algo grande a algo 

pequeño [9]; el principal problema con esta ruta es que se presentan una gran 

cantidad de imperfecciones en la superficie de los productos, lo cual llega a 

repercutir directamente en las propiedades físicas así como en la respuesta 

catalítica del material. Según sea la vía por la que se lleve a cabo la síntesis en top-

down existe una gran demanda energética ya que implican procesos prolongados 

de molienda, altas temperaturas, láseres de alta potencia, o bien, si se utiliza el 

método químico los ácidos presentan un riesgo tanto para el usuario como para el 

medio ambiente. 

Por otro lado, tenemos lo que se conoce como bottom-up (en español abajo-arriba) 

que consiste básicamente en un método inverso al anterior, en el que se hace una 

construcción de una estructura nanométrica a partir de un autoensamblamiento de 

átomos, lo cual da lugar a la nanopartícula con menor cantidad de imperfecciones, 
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así como homogeneidad en tamaños [10]. El principal problema dentro de esta ruta 

es el uso de reactivos contaminantes al medio ambiente. 

Si bien podemos dividir en dos grandes ramas la ruta de síntesis de NPs, estas de 

igual manera se subdividen en métodos físico y químicos. A continuación, se 

presentan ejemplos de los métodos físicos más utilizados. 

Ablación laser: Este método permite la producción de NPs coloidales en una 

variedad de solventes. Consiste en aplicar un láser pulsado de alta potencia sobre 

un material, generalmente un metal puro, de modo que permita la liberación de sus 

átomos constituyentes dando lugar a la formación de nanoclusters y 

nanoestructuras. El proceso de ablación laser pulsada se efectúa generalmente 

cámaras bajo condiciones de vacío o en la presencia de gases inertes y suelen 

agregarse surfactantes u otras moléculas poliméricas que actúan como 

estabilizantes, de tal manera que se puede tener un mayor control en el tamaño y 

la agregación de NPs lo cual está influenciado también por las características de la 

luz láser (longitud de onda y potencia), la duración del pulso y el tipo de solvente 

[11]. 

Sputtering: se lleva a cabo una vaporización de átomos de un material sólido 

mediante el bombardeo de iones altamente energéticos causando el intercambio de 

momento sobre los iones y el material, de esta manera se puede crear una capa de 

NPs sobre otro material [12]. 

Molienda mecánica: tal como su nombre lo indica, se trata de un molino que consiste 

en dos bolas de acero principalmente en ellas existe un gap muy pequeño por el 

que hace pasar el material macroscópico de modo que son soldadas en frio, 

aplanadas, fracturadas y re-soldadas en repetidas ocasiones. Este proceso al igual 

que la ablación por láser, es posible realizarse en seco o en presencia de líquido 

[13]. 

A continuación, se presentan ejemplos de métodos químicos en la síntesis de NPs. 

Método de reducción química: esta técnica contempla la reducción de los iones 

metálicos provenientes de las sales metálicas solubilizadas en solventes apropiados 
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y en presencia de algún agente reductor. Entre los compuestos reductores 

empleados en la síntesis de NPs destacan la hidracina, ácido ascórbico, borohidruro 

de sodio y los polioles que poseen grupos hidroxilos propensos a la desprotonación 

y posterior transferencia de carga a los iones metálicos para así formar las NPs 

metálicas. Este método permite controlar las características de las NPs sintetizadas 

como las formas, tamaños y dispersión de tamaños. Controlando las variables que 

regulan la síntesis como la razón molar del agente estabilizador respecto a la sal 

precursora metálica, así como la fracción del agente reductor con la sal precursora 

y parámetros como la naturaleza del solvente, pH y temperatura de la reacción, es 

posible obtener NPs con características altamente reproducibles [14]. 

Micro-nanoemulsiones: en el método de síntesis de NPs en micro y nanoemulsiones 

dos líquidos inmiscibles tales como el sistema agua-aceite forman una dispersión 

termodinámicamente estable en presencia de un surfactante adicionado para tal 

propósito. Si el componente minoritario es la fase polar entonces se tiene un sistema 

micelar inverso (agua en aceite) que funciona como un sistema de confinamiento 

donde la reacción oxido-reducción entre los precursores metálicos y los agentes 

reductores, así como la posterior formación de las NPs, se llevan a cabo en las 

micelas invertidas que fungen como pequeñísimos reactores que acotan el tamaño 

de las partículas metálicas sintetizadas en su interior. Un ejemplo característico de 

un reductor polar no acuoso es el etilenglicol (𝐶2𝐻6𝑂2) que ha demostrado ser un 

reductor eficiente en la síntesis de nanopartículas de plata, en el sistema micelar 

invertido no acuoso de AOT (dioctil sulfosucinato de sodio) – isoctano – etilenglicol 

[15, 16]. 

Sol-Gel: El método sol-gel proviene de dos palabras sol y gel, donde la primera sirve 

para describir a una suspensión coloidal de partículas sólidas en líquido. La fase 

dispersada en el sol es tan pequeña que solo existen entre ellas interacciones del 

tipo Vander-Waal. En el gel, la concentración de la fase sólida es mayor que el 

líquido por lo que se tiene una masa semi-rígida en la cual las partículas o iones 

que quedan después de la evaporación comienzan a formar una red continua, de 

tal manera que la combinación de estos dos procesos es a lo que se conoce como 
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método sol-gel. Este método consiste principalmente en dos reacciones principales, 

hidrólisis y condensación que en general implican procesos simples, económicos y 

eficaces para producir NPs mono y bimetálicas de buena calidad [17]. 

1.3 Métodos con bioreductores 
Aparte de los métodos ya antes mencionados, como una subdivisión de los métodos 

químicos, se encuentras los que utilizan moléculas orgánicas con capacidad 

reductora, las cuales son obtenidas de organismos vivos. Entre dichas moléculas 

bio-reductoras abundantes en plantas podemos encontrar carbohidratos [18], 

aminoácidos [19] y polifenoles [20] entre otras, las cuales se caracterizan por su 

bajo impacto al medio ambiente por lo que se dice que esta ruta de síntesis es 

compatible con los preceptos de la química sustentable, Cabe mencionar que otras 

propuestas de síntesis aprovechan la propia biomasa de los sistemas biológicos 

como algas o microorganismos utilizándolos como bio-reactores para efectuar la 

síntesis de NPs in situ y posteriormente recuperar los productos sintetizados intra o 

extracelularmente. Particularmente se ha extendido el uso de bacterias, hongos y 

levaduras empleando bio-reactores para escalar la síntesis y producción de NPs y 

algunos trabajos han reportado que las plantas en contacto con soluciones 

precursoras metálicas son capaces de sintetizar intracelularmente NPs metálicas 

[21-24]. 

Entre las dos alternativas antes mencionadas, existe una mayor ventaja en el uso 

de extractos de plantas, ya que la utilización de los agentes biológicos como algas 

o microorganismos implican llevar un cultivo de los agentes lo que puede presentar 

un problema en cuanto a tiempos y costos de mantenimiento. Por otra parte, los 

extractos de plantas son fáciles de obtener por métodos que no requieren de 

inversión energética en el proceso como es la maceración y pueden ser 

almacenados para cuando sea necesario utilizar. 

1.4 Síntesis con extractos de plantas 
Los extractos de plantas utilizados como agentes reductores en la síntesis de 

nanopartículas pueden provenir de distintas partes de la planta como las hojas, 

corteza, raíz e incluso del fruto de esta. La síntesis es bastante sencilla de llevar a 
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cabo pues simplemente se debe mezclar el extracto con el precursor metálico de tal 

modo que se lleve a cabo la reacción de oxidación reducción donde los iones 

metálicos pasan a un estado de valencia cero por la trasferencia de electrones que 

la molécula reductora de extracto proporciona [25]. Con esto se produce una 

“semilla”, a este proceso se le conoce como nucleación, la cual da lugar al 

crecimiento del cristal metálico hasta llegar a un estado de equilibrio [26]. 

Es importante mencionar que, si bien es sencillo el proceso de síntesis, no es 

posible tener un control absoluto de la reacción. Sin embargo, es posible tener algún 

tipo de control, ya que las características de estos materiales como la forma, 

tamaño, geometría, etc. dependerá directamente de la naturaleza del extracto, la 

concentración de compuestos reductores en el extracto, el pH de la solución, el tipo 

de sales metálicas utilizadas y sus concentraciones entre otros parámetros [27]. 

La eficiencia de la síntesis dependerá principalmente de los grupos funcionales y 

biomoléculas que contenga el extracto, tales como grupos carbonilos, fenólicos, 

aminas, amidas, polisacáridos, monosacáridos, alcaloides, terpenoides, entre otros 

[28-30]. 

Dado que el presente trabajo trata de síntesis de NPs metálicas a partir de extracto 

hidroetanólico de una fruta, es de esperar que dentro de los componentes que lo 

constituyen, además del IP6, exista la presencia de fructosa de manera abundante, 

entre otros compuestos. Existe evidencia de la síntesis de NPs metálicas de oro y 

plata empleando monosacáridos tales como la glucosa y la fructosa [31]. Jung y 

colaboradores evaluaron la síntesis de NPs de oro a partir del precursor 𝐻𝐴𝑢𝐶𝑙4 

empleando 8 distintos compuestos glicosídicos y establecieron que el sitio de 

oxidación en estas moléculas es 𝐶1 − 𝑂𝐻, el cual se oxida a grupos carboxílicos 

[32]. En este contexto, Castro y colaboradores lograron sintetizar NPs de oro 

empleando fructosa en su estado de fructofuranosa (Figura 2 A) como compuesto 

reductor y sugieren que la fructosa es oxidada a ácido fructurónico (Figura 2 B) en 

la reacción oxido-reducción con el precursor 𝐻𝐴𝑢𝐶𝑙4 [33], por lo que un mecanismo 

similar puede presentarse en la síntesis de NPs de Au y Ag donde la fructosa es 

uno de los compuestos abundantes en el extracto hidroetanólico de Vitex mollis.  
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Daizy Philip demostró la posibilidad de utilizar como bioreductor miel natural para la 

síntesis de NPs de oro, realizando un estudio de caracterización de los productos, 

como el espectro UV-Visible, TEM, difracción de Rayos-X entre otras. La miel está 

compuesta principalmente por carbohidratos en la forma de monosacáridos como 

la fructosa y glucosa, y disacáridos como sacarosa y maltosa entre otros, por lo que 

es interesante ver como utilizando la miel pura, sin necesidad de un proceso de 

extracción es posible obtener una síntesis de NPs metálicas [35]. 

Dentro de la fitosíntesis, existen muchas pruebas de síntesis utilizando extractos de 

todo tipo de plantas, así como frutos. Hay reportes de la síntesis de NPs de plata y 

oro utilizando extracto del fruto de la Vitis vinifera (Uva) [36-37]. Kaushik Roy reportó 

la síntesis de nanopartículas de plata usando el jugo del fruto de Vitis vinífera como 

agente reductor y encontró que estos nanomateriales presentan una importante 

respuesta antimicrobiana sobre E. coli [37]. 

1.5 Respuesta antiangiogénica 

En los organismos adultos, la proliferación de vasos sanguíneos es importante para 

el crecimiento y funcionamiento de órganos reproductivos femeninos, como los 

ovarios y endometrio durante el ciclo menstrual, y durante el embarazo en la 

placenta y glándulas mamarias. Sin embargo, en la mayoría de los tejidos adultos 

la angiogénesis es altamente restringida, y el proceso de crecimiento capilar ocurre 

Figura 2 (A) Fructofuranosa (B) Ácido Fructurónico. [34] 
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solamente en procesos de regeneración de heridas y fracturas. En la Figura 3 se 

ilustran las distintas etapas de la angiogénesis. Dicho proceso inicia por la 

producción de oxido nítrico debido a una hipoxia, la expresión del factor de 

crecimiento vascular endotelial (VEGF) y angiopoietina-2, estos interactúan con la 

matriz celular (ECM) incrementando la permeabilidad y capilaridad. La 

desestabilización permite a la célula endotelial migrar y proliferar para la formación 

de túbulos, asistido por VEGF, angiopoietina-2, moléculas de guía, factores de 

crecimiento, citoquinas y degradación de la ECM. La maduración de los nuevos 

vasos sanguíneos esta acompañado por un incremento en la expresión de factores 

antiangiogénicos, varios de ellos como resultado de la protólisis [38]. Nethi y 

colaboradores reportaron la sintesis de AuNPs utilizando como reductor extracto de 

hoja de la planta Hamelia patens, la cual es utilizada como medicamento en 

cicatrización de heridas [39]. En dicho trabajo realizaron pruebas de proliferación 

en células HUVEC, obteniendo como resultado un aumento en el número de células, 

además, afirman que no se tiene este mismo efecto sobre células cancerígenas. 

Adicionalmente llevaron a cabo pruebas de ralladura. Dicha prueba consiste en 

efectuar una ralladura sobre una región de células cultivadas previamente en placa 

con pozos, empleando una punta de pipeta que remueve todo el material de la 

región donde se efectúa la prueba para evaluar posteriormente la repoblación 

celular en la zona de interés. Los autores encontraron en sus ensayos de ralladura 

que al usar las AuNPs sintetizadas con extracto de Hamelia patens existe una mayor 

repoblación celular en comparación al control. Adicionalmente al ensayo de 

ralladura Nethi y colaboradores efectuaron un ensayo de angiogénesis en embrión 

de gallina observando una clara formación acelerada de vasos sanguíneos. 
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Si bien la angiogénesis es un proceso natural del cuerpo, como en el desarrollo 

embrionario o cicatrización de heridas, este es fundamental en el desarrollo de los 

tumores ya que provee de nutrientes al tumor para su crecimiento, por lo que se 

tiene un interés en inhibir el proceso sin afectar a células sanas. Existe reportes que 

tanto las NPs de plata y oro como el IP6 tienen propiedades antiangiogénicas. 

IP6: Ivana Vucenik y colaboradores mostraron que el inositol hexafosfato tiene un 

papel importante en la regularización del crecimiento y diferenciación de la célula 

endotelial vascular [40]. Ellos efectuaron pruebas in vitro formando tubos capilares 

en matrigel con células HUVEC dejando pasar 6 h para la formación rudimentaria 

de tubos, tras las cuales se sustituyó el medio con medio nuevo en presencia de 

IP6. Tras 24 h observaron que se ve reducida la cantidad de conexiones entre 

células al aumentar la concentración del compuesto. De igual manera se realizó 

estudios in vivo en las que se inyectaba al ratón con matrigel y los tratamientos a 

probar que incluían un factor básico de crecimiento de fibroblastos (bFGF) para 

promover el crecimiento de los vasos sanguíneos; tras 7 días se sacrificó la rata 

Figura 3 Proceso de angiogénesis [38] 
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para observar la formación de vasos obteniéndose que el IP6 inhibía la formación 

de estos. 

AuNPs: Priyabrata y colaboradores [41] realizaron ensayos de proliferación en 

HUVEC utilizando factores de crecimiento (VEGF121 y VEGF165) con y sin AuNPs 

obteniendo un resultado bastante significativo a la hora de comparar las células con 

el VEGF165 y las células con AuNPs y VEGF165, habiendo un mayor efecto de 

inhibición en estas últimas. Por otra parte, en el ensayo de proliferación de HUVEC 

en presencia de AuNPs y VEGF121 no se observó diferencias en la proliferación 

respecto al control de células con VEFG121. Además de estas pruebas, los autores 

realizaron ensayos in vivo en los que se inyectaron AuNPs solas, VEGF solo y tanto 

VEGF como AuNPs en orejas de ratón para evaluar la formación de nuevos vasos 

sanguíneos. Sus resultados indican que las AuNPs en presencia del VEFG 

suprimen la acción de neovascularización del VEFG obteniéndose poca formación 

de vasos sanguíneos. Por otra parte, Arvizo y colaboradores [42] mostraron una 

dependencia en la proliferación de las células HUVEC con el tamaño de las AuNPs, 

probando tamaños de 5, 10 y 20 𝑛𝑚 obteniendo una mayor inhibición para las 

partículas de mayor tamaño. 

AgNPs: Sangiliyandi y colaboradores [43] mostraron un protocolo de biosíntesis de 

NPs de plata con la ayuda de Bacillus licheniformis. Estas partículas fueron puestas 

a prueba en ensayos de proliferación, migración y formación de túbulos en células 

endoteliales de retina bovina (BRECs). Las partículas por si solas mataron 

aproximadamente la mitad de las células, pese a eso, mata menos que el factor 

derivado de epitelio pigmentado (PEDF) siendo esta un control de inhibición de 

proliferación y angiogénico. Por otra parte, las AgNPs en presencia de VEGF 

mantuvieron la cantidad de células a la par del control. Para la parte de migración 

se realizó la prueba de ralladura y por ultimo las pruebas en matrigel para la 

formación de túbulos, en los cuales tanto el PEDF como las AgNPs inhibieron el 

crecimiento de estas. 
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1.6 Migración Celular 
La migración celular es un proceso importante en la angiogénesis ya que la 

movilidad de las células da paso a la formación de vasos sanguíneos, lo cual es 

fundamental en el desarrollo embrionario, así como en movilización para la 

cicatrización de heridas. Existen dos maneras en las que las células se movilizan, 

ya sea de manera individual o de manera colectiva. Para la primera se da mediante 

una transición epitelio-mesénquima (EMT) en la que se tiene un cambio de polaridad 

y adhesión celular; por otra parte, la colectiva no sucede de la misma manera, ya 

que mantienen características de las células epiteliales [44]. 

En cualquiera de los dos casos antes mencionados se adquiere una polaridad 

celular, de tal manera que se observa una asimetría espacial en la célula, dicha 

polarización se debe a señales externas, como estímulos quimiotácticos entre otros. 

por los cuales las células determinan la dirección de migración. Dado que se habla 

de una asimetría en la estructura de la célula, es inevitable no mencionar a la actina, 

ya que esta es un componente fundamental del citoesqueleto; por lo que es de 

esperar la señalización provoque el reordenamiento y movimiento de esta [45]. 

Por otra parte, se encuentra la cadherina, molécula transmembranal calcio 

dependiente, la cual es responsable de mantener la integridad de los tejidos. La 

citocina son biomoléculas que regula la comunicación intercelular, funciones tales 

como proliferación, quimioatracción, entre otras cosas; adicionalmente se tiene a 

los receptores de la familia de receptores de factor de crecimiento vascular 

endotelial (VEGFR) mismo que son parte importante en la señalización de la célula. 

Todo este conjunto de actores moleculares da lugar a la migración celular, lo que 

lleva a la pregunta inmediata de como las NPs afectan a alguno o todos estos 

mecanismos [46]. 

Hipótesis 
Las partículas monometálicas de oro y plata sintetizadas con el extracto del fruto de 

Vitex mollis presenta baja toxicidad en la línea celular de endotelio vascular, al 

mismo tiempo que retarda la migración celular. 
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Objetivo General 
Sintetizar y caracterizar NPs monometálicas de oro y plata sintetizadas con extracto 

de fruto de Vitex mollis, además de evaluar los efectos de las mismas en la viabilidad 

y migración celular en una línea celular de endotelio vascular (HUVEC). 

Objetivos específicos 
1. Caracterización química parcial del extracto de Vitex mollis mediante 

técnicas espectroscópicas de UV-Vis, IR.  

2. Estandarizar el método de síntesis de NPs de plata y oro utilizando como 

agente reductor un extracto del fruto de Vitex mollis.  

3. Caracterizar los productos de nanomateriales obtenidos haciendo uso de 

técnicas espectroscópicas (UV-Vis, IR) y de caracterización estructural 

(SEM, TEM, HRTEM, EDS, XRD).  

4. Evaluar el efecto de las NPs de oro y plata sintetizadas con Vitex mollis en la 

viabilidad y migración celular de células de endotelio vascular humano.  
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Capítulo 2 
Técnicas experimentales 
En este capítulo se abordarán las diferentes técnicas utilizadas para la 

caracterización del sistema de NPs. La descripción se hará tanto del equipo como 

del principio físico en el que se rige cada una de estas técnicas. 

2.1 Espectroscopia UV-Visible 
El equipo utilizado tiene un rango de longitudes de onda que abarcan de los 200 𝑛𝑚 

a los 900 𝑛𝑚. Mediante la excitación provocada por las longitudes de onda se 

pueden determinar transiciones electrónicas de un electrón en los orbitales 𝜋 u 

orbitales no enlazantes en las moléculas de estudio. Es posible obtener información 

sobre sistemas de enlaces 𝜋, insaturaciones en el sistema (enlaces dobles o triples) 

así como compuestos aromáticos entre otros [1]. Para NPs se tiene un fenómeno 

distinto el cual se conoce como plasmón de resonancia de superficie, el cual se 

describe posteriormente. 

2.1.1 Transiciones electrónicas. 
La energía total de una molécula está dada por la energía electrónica, rotacional, 

traslacional y vibracional. La absorción de la onda electromagnética se llevará a 

cabo solo si esta es suficiente para llevar a cabo la transición de un electrón a un 

nivel de energía mayor. La energía absorbida provoca un salto de parte de un 

electrón de un orbital 𝜋 u orbital no enlazante a un orbital desocupado de mayor 

energía (de baja densidad electrónica) o también llamados de anti-enlace (𝜋∗, 𝜎∗) 

[1]. 

Figura 4 Energías relativas de orbitales enlazantes y 
antienlazantes en orbital P. 
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En compuestos orgánicos se pueden tener múltiples transiciones de esta 

naturaleza, estas tienen valores de energía asociados, debido a que los orbitales 

moleculares toman estados energéticos discretos, por lo que es posible asociar una 

transición a partes del compuesto. Haciendo un barrido en la longitud de onda del 

haz utilizado por el equipo favorece ciertas transiciones electrónicas a longitudes de 

onda específicas. No es posible observar picos discretos debido a que no se trata 

de un sistema ideal en el que las transiciones electrónicas son aisladas y ajenas a 

los átomos circundantes, en cambio, en el sistema existe interacción entre los 

átomos y moléculas del material lo que lleva a una modificación del gap de energía 

de las transiciones, lo que lleva a la observación de bandas. 

Como se ha mencionado hasta el momento, podemos asumir que cualquier electrón 

puede llevar a cabo una transición a un estado de mayor energía, pero en la práctica 

no es así, ya que existen lo que se conoce como reglas de selección [2] que nos 

cuantifica la probabilidad de que suceda una transición a un estado de mayor 

energía. Dentro de la teoría de orbitales moleculares se le conoce como HOMO al 

orbital molecular de mayor energía ocupado (por sus siglas en inglés Highest 

Occupied Molecular Orbital) siendo este el más probable para llevar a cabo una 

transición al orbital de menor energía desocupado o también llamado LUMO 

(Lowest Unoccupied Molecular Orbital), tal como se muestra en la Figura 5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 5 Representación de energía de los orbitales 

HOMO y LUMO [3] 
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2.1.2 Plasmón de resonancia de superficie localizado 
Se conocen como plasmones de resonancia de superficie localizados a las 

oscilaciones colectivas de electrones de conducción en la superficie de 

nanopartículas metálicas que son excitados por la radiación electromagnética 

incidente. Para que este fenómeno ocurra, la partícula tiene que ser mucho menor 

que la longitud de onda de la luz incidente (a/λ < 0.1). El campo eléctrico oscilante 

de la luz incidente induce un dipolo eléctrico en la partícula desplazando a una parte 

de los electrones móviles deslocalizados en una dirección lejos del resto de la 

partícula metálica, generando así una carga neta negativa en un lado de la partícula 

tal como se ilustra en la Figura 6. Como el resto de los núcleos y sus electrones 

internos no se han desplazado, constituyen una carga opuesta positiva que ejerce 

una fuerza atractiva sobre la nube electrónica formada por los electrones 

desplazados por el campo eléctrico lo cual da origen a la formación de dipolos 

eléctricos para el caso de nanopartículas menores a 30nm [4]. 

 

 

La energía de la luz para producir la banda de plasmón en una nanopartícula 

metálica depende de diversos factores: naturaleza del metal, tamaño y forma de la 

partícula y composición del medio circundante de la misma. Para entender la 

condición de resonancia para las nanopartículas consideremos un modelo donde 

tenemos una nanopartícula esférica de radio 𝒂 que es irradiada por una luz 

polarizada en 𝒛 y con longitud de onda 𝝀 donde se cumple la condición 𝒂/𝝀 <  0.1. 

Figura 6 Ilustración esquemática del LSPR [5] 
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En este límite la magnitud del campo eléctrico parece estático alrededor de la 

nanopartícula como se ilustra en la Figura 7, lo cual permite resolver las ecuaciones 

de Maxwell usando una aproximación cuasi estática [5].  

 

Figura 7 Campo alrededor de una NPs [5]. 

La solución resultante del campo eléctrico fuera de la partícula está dada por la 

siguiente ecuación: 

 

Donde, 𝜀𝑖𝑛  es la constante dieléctrica de la nanopartícula metálica y 𝜀𝑜𝑢𝑡 es la 

constante eléctrica del ambiente externo o solvente donde está dispersa la 

nanopartícula. Debido a que 𝜀𝑖𝑛 es fuertemente dependiente de la longitud de onda, 

el denominador del primer término en corchetes es el que determina la condición de 

resonancia para la partícula. Cuando la constante dieléctrica del metal es muy 

próxima al valor de −2𝜀𝑜𝑢𝑡, el campo eléctrico fuera de la nanopartícula se 

amplifica en relación al campo incidente. Si la frecuencia de la radiación a la que se 

obtiene la condición de resonancia coincide con la región visible del espectro 

electromagnético entonces la solución coloidal de nanopartículas tendrá algún color, 

tal como sucede con los colores característico de las soluciones coloidales de 

AuNps y AgNps. 
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2.1.3 Ley de Beer-Lambert 
La ley de Beer-Lambert relaciona el camino óptico que toma el haz de luz a través 

de la muestra, la intensidad inicial y final, relacionando la absorción de la luz con las 

propiedades del material. 

Considerando la siguiente imagen (Figura 8 Esquema del sistema físico) se derivará la 

ecuación de la ley. 

 

Figura 8 Esquema del sistema físico 

De donde: 

𝑃0: Intensidad inicial 

𝑃𝑇: Intensidad final 

𝑑𝑥: Diferencial de longitud 

𝑏: Longitud de la celda (camino óptico) 

De la ley de Beer-Lambert tenemos que el número de especies absorbentes son 

proporcionales a la concentración de la muestra por el diferencial de longitud. 

−𝑁~𝑐𝑑𝑥 

Lo que se traduce en intensidades como. 

−𝑑𝑃 = 𝑎𝑐𝑃𝑑𝑥 

Donde 𝑎 es la constante de absorción del material. Integrando por separación de 

variable tomando como limite la intensidad inicial y final, así como la longitud de la 

celda. 
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− ∫
𝑑𝑃

𝑃

𝑃

𝑃𝑜

= 𝑎𝑐 ∫ 𝑑𝑥
𝑏

0

 

− ln
𝑃

𝑃0
= 𝑎𝑐𝑏 

Definiendo como transmitancia y absorbancia como. 

𝑇 =
𝑃

𝑃0
                   𝐴 = log

𝑃0

𝑃
= −log 𝑇 

Podemos reescribir la ecuación utilizando logb(𝑦) =
ln(𝑦)

ln(𝑏)
, como 

−2.3025 log 𝑇 = 𝑎𝑐𝑏 

Reacomodando términos. 

𝐴 = 𝜖𝑏𝑐 

Esta última es utilizada para conocer la concentración de una sustancia de interés 

[1].  

2.1.4 Esquema de espectrómetro Uv-Visible. 
Se utilizó un espectrómetro que utiliza un doble haz (PerkinElmer UV-VIS 

Spectrometer Lambda 45), tal como muestra la Figura 9. Este equipo presenta la 

ventaja de que uno de los haces se utiliza solo para el blanco, de modo que, si todas 

las muestras contienen el mismo solvente, no será necesario cambiar este. 
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Fuente de luz: por lo general se utilizan lámparas de deuterio y halógenas ya que 

tienen tiempos de vida prolongados, al igual que cubrir el rango de longitud de onda 

que requiere el equipo (190 − 1100 𝑛𝑚).  

Monocromador: este componente tiene la tarea de descomponer la luz blanca 

proveniente de la lámpara, de modo que cada haz de luz resultante tiene diferentes 

caminos ópticos, logrando así, poder discriminar entre cada una de las longitudes 

de onda que se requieren y poder hace un barrido de estas. 

Amplificador: muchas veces, en los equipos puede perderse la intensidad de la 

señal, de modo que se utilizan componentes como este para amplificar la señal 

resultante. 

2.2 Microscopia electrónica 
Se abordarán las técnicas de microscopía electrónica, describiendo generalidades 

de las técnicas, así como las diferencias entre ellas. 

Figura 9 Esquema de espectrómetro Uv-Visible de doble haz [6]. 
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2.2.1 Microscopia electrónica de transmisión y barrido 
Las técnicas de microscopia electrónica de barrido (SEM) y microscopia electrónica 

de transmisión (TEM) como sus nombres lo indican, a diferencia de la microscopia 

óptica convencional, se tratan de técnicas que utilizan electrones para la generación 

de la imagen. Gracias a esto, es posible obtener mejores resoluciones en la imagen, 

claro que hay varias implicaciones y limitantes. 

Estas técnicas deben mantener un alto vacío, además de un generador de 

electrones con energías altas, lo cual limita el tipo de muestras que pueden 

analizarse, entre ellas las muestras biológicas húmedas.  

La Figura 10 muestra los componentes para los microscópicos electrónicos. 

 

 

Ambos microscopios tienen lentes condensadores que ayudan a dirigir el haz de 

electrones, para lo cual utilizan campos magnéticos, las cuales son generadas 

mediante corrientes eléctricas a través de bobinas. La principal diferencia radica en 

Figura 10 Diagrama de un A) SEM B) TEM construida de dos [7, 8]. 
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la posición de la muestra, así como de los detectores. En TEM los electros son de 

transmisión, es decir, atraviesan la muestra por lo tanto se coloca el detector debajo 

de esta. Por otro lado, se tiene el SEM en los cuales los electrones son dispersados 

por la muestra para lo cual se tiene el detector junto a ella. 

Los microscopios electrónicos nos permiten analizar muestras con una mayor 

resolución, en comparación a un microscopio de luz. De acuerdo con el criterio de 

Rayleigh la resolución de un microscopio está dada por la siguiente ecuación. 

𝛿 =
0.51𝜆

𝜇𝑆𝑒𝑛(𝜃)
 

Donde 𝜆 es la longitud de onda de la radiación utilizada, 𝜇 es el índice de refracción 

del medio (aire o el vacio) y 𝜃 es el semiángulo de apertura numérica de la lente. 

Podemos tomar el denominador como uno de modo que tendremos que la máxima 

resolución para un microscopio es aproximadamente la mitad de la longitud de onda 

utilizada [9]. 

Para conocer la resolución de un microscopio electrónico es necesario utilizar la 

ecuación de Louis de Broglie, la cual nos muestra una relación entre el momento de 

un objeto, en este caso un electrón y la longitud de onda asociada a su movimiento. 

𝜆 =
ℎ

𝑝
 

Donde 𝑝 = 𝑚𝑣 (ignorando efectos relativistas) y además se conoce que la energía 

cinética está dada por 𝐸 =
1

2
𝑚𝑣2 de modo que podemos reescribir como 

𝜆 =
ℎ

√2𝑚𝐸
 

Sustituyendo los valores de la masa, así como de la constante de Planck en 

unidades de eV obtenemos la siguiente relación. 

𝜆 =
1.22

√𝐸 
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Donde la energía está dada en eV y 𝜆 en nm. De esta manera podemos concluir 

que entre mayor sea la energía de los electrones, mejor será nuestra resolución, 

pero hay algo que debe tomarse en cuenta, y es que, si bien hay una relación directa 

de la energía con la resolución, no es el único componente del microscopio que 

afecta a esta, en este caso, son los lentes electromagnéticos que tienen el trabajo 

de condensar el haz de electrones. Existen dos tipos de aberraciones que afectan 

a la calidad y la resolución de la imagen, las aberraciones esféricas y cromáticas. 

Para la caracterización por TEM, así como SEM de las NPs dispersas en un solvente 

se toman con micropipeta 10µL de la dispersión coloidal de NPs y se depositan en 

una rejilla comercial de cobre de 3mm de diámetro con entramado entre 200-300 

mesh. La muestra debe depositarse por el lado de la rejilla recubierta por una 

película de carbono que funge como soporte. La gota depositada se deja secar 

sobre la rejilla hasta evaporar el solvente para posteriormente analizar la muestra 

entre 12-24 h después de ser depositada. Las muestras deben ser lo 

suficientemente delgada para que pasen los electrones (< 100𝑛𝑚). Existen rejillas 

de distintos metales como oro o níquel para situaciones donde se requiere de la 

cuantificación del contenido de ciertos elementos en la muestra que puedan 

coincidir con la rejilla. 

2.2.2 Microscopia electrónica de transmisión de alta resolución (HRTEM) y 

Análisis químico (EDS). 
La microscopía electrónica de alta resolución (HRTEM) permite obtener información 

respecto a la cristalinidad de las partículas. HRTEM es capaz de generar imágenes 

que revelan las distancias interplanares de los cristales como se muestra en la 

Figura 11. 
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La alta resolución solo permite trabajar con una sección reducida de la muestra 

acotándose a una sola NPs. A cada uno de los planos del cristal se efectúa una 

transformada de Fourier para reconstruir la imagen de planos cristalinos y obtener 

las distancias interplanares correspondientes para determinar los índices de Miller. 

STEM es una variante de SEM, donde el microscopio se utiliza en modo 

transmisión. En SEM se cuenta con dos modalidades para observar el campo claro, 

siendo el modo de electrones secundarios y electrones retrodispersados. 

Electrones secundarios: los electrones secundarios, con energías menores a 50 

keV, provenientes de la muestra se capturan por un colector ubicado a un lado de 

la muestra y son dirigidos a un tubo centellador y la luz generada se amplifica en un 

tubo fotomultiplicador para su procesamiento [11]. 

Electrones retrodispersados: estos tienen una trayectoria recta y no son afectados 

por los campos electrostáticos, por lo que el detector debe estar montado en un 

Figura 11 HRTEM de una NP de estaño [10] 
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amplio ángulo solido de recolección. Estos electrones son acelerados a energías 

mayores de 50 𝑘𝑉 [11]. 

Dada la energía que presentan los electrones retrodispersados, solo se puede 

observar el material metálico o lo suficientemente denso. Por otro lado, las bajas 

energías de los electrones secundarios presentan no ser penetrantes, por lo que es 

posible observar material orgánico. Gracias a estas características es posible 

observar las topologías de la muestra.  

La técnica de EDS en SEM realiza un análisis químico semicuantitativo en la 

muestra con la ayuda de las energías ionizantes de los electrones. Cada uno de los 

elementos tiene una estructura atómica única, por lo cual, cada uno de estos tiene 

emisiones electromagnéticas únicas, lo cual es aprovechado por la técnica de EDS.  

2.2.3 Ley de Bragg 
Un sistema cristalino es aquel que se construye a partir de una unidad básica 

llamada celda unitaria, la cual se repite indefinidamente. Para simplificar los cálculos 

se considera una red perfecta, obsérvese la Figura 12. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 12 Interferencia constructiva en 

sistema cristalino [12]. 
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Las ondas observadas son aquellas que interfieren de manera constructiva, lo cual 

ocurre solo cuando 𝑂𝐹 y 𝑂𝐻 son un múltiplo entero de la longitud de onda lo que se 

puede traducir a la siguiente expresión. 

𝐹𝐺 + 𝐻𝐺 = 𝑛𝜆 

Considerando los triángulos 𝑂𝐹𝐺 y 𝑂𝐻𝐺 podemos decir que 𝐹𝐺 = 𝐻𝐺 además: 

𝐹𝐺 = 𝑑𝑆𝑖𝑛(𝜃) 

Por lo tanto, tendremos: 

𝑛𝜆 = 2𝑑𝑆𝑖𝑛(𝜃) 

Lo cual es conocido como la ley de Bragg. Mediante esta relación es posible 

determinar las distancias interplanares ubicando los ángulos correspondientes a los 

picos de difracción obtenidos en el difractograma de rayos x. 

2.3 Espectroscopía infrarroja 
La microscopia IR es recurrida habitualmente al momento de la determinación de 

grupos funcionales y compuesto. La longitud de onda va de 4000 a 500 𝑐𝑚−1. 

Esta técnica se basa en la vibración atómica entre grupos funcionales presentes en 

una molécula. El espectro de infrarrojo es comúnmente obtenido haciendo pasar 

dicha radiación a través de la muestra y determinando que fracción fue absorbida y 

a que energía en particular. La frecuencia asociada a cada uno de los picos de 

absorción presentes en el espectro corresponde a la frecuencia de vibración de 

alguna parte de la molécula [1]. 

Para que haya una absorción en infrarrojo es necesario que la molécula cumpla con 

la regla de selección la cual nos dice que es necesario la variación del momento 

dipolar eléctrico [1], de otra manera no se dará el fenómeno de absorción, un 

ejemplo sencillo y a la vez importante de mencionar es el caso de una molécula 

diatómica, en el caso de tener núcleos diferentes será activa en infrarrojo ya que su 

momento dipolar magnético se verá afectado, pero en el caso de tener un molécula 

diatómica con el mismo núcleo el momento no cambiará, de modo que esta será 

una molécula no activa en infrarrojo. 
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Los enlaces en átomos son posible de representar en forma de osciladores 

armónicos, en este caso es posible hablar sobre modos normales de vibración, el 

cual es una frecuencia a la cual es posible hacer resonar dicho oscilador, esta 

frecuencia es característica del sistema lo cual es conveniente en el estudio de la 

espectroscopia infrarrojo, ya que al hacer resonar alguna molécula en el sistema de 

interés se tendrá esta como la molécula activa, mientras que las otras estarán 

inactivas para dicha frecuencia lo que ayuda a discriminar cada uno de los picos de 

absorción en el espectro. 

Ahora bien, es necesario conocer el número de modos vibracionales de una 

molécula, como bien sabemos, tenemos diferentes grados de libertad ya sean 

traslacional, rotacional y vibracional. Tal como se mencionó antes, los que juegan 

un papel importante son los grados de libertad vibracionales. 

Todas las moléculas tienen 3𝑁 grados de libertad, donde 𝑁 son el número de 

átomos que contiene, los cuales contienen asociados un cierto número a 

traslacional y rotacional dependiendo de si se trata una molécula línea o no lineal, 

la Tabla 1 muestra la diferencias entre una y otra. 

Tabla 1 Grados de libertad para moléculas poliatómicas [13]. 

Tipos de grado de libertad Lineal No Lineal 

Traslacional 3 3 

Rotacional 2 3 

Vibracional 3𝑁 − 5 3𝑁 − 6 

Total 3𝑁 3𝑁 

 

Para conocer el modo normal de vibración de una molécula se utiliza de base la ley 

de Hooke, donde la rigidez del enlace se relaciona directamente con la constante 

de Hooke, mientras que para las masas se utiliza el concepto de masa reducida (𝜇) 

para facilitar cálculos. En el caso de dos átomos se tiene lo siguiente 

𝜇 =
𝑚1𝑚2

𝑚1 + 𝑚2
 

De la ecuación diferencial de se tiene que 
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𝜔2 =
𝑘

𝑚
 

De modo que el periodo está dado por 𝜏 =
𝜔

2𝜋
 y el inverso del periodo será la 

frecuencia (𝜈). Por lo tanto 

𝜈 =
1

2𝜋
(

𝑘

𝜇
)

1/2

  

A lo que el número de onda será 

𝜈 =
1

2𝜋𝑐
(

𝑘

𝑚
)

1/2

 

Siendo este el modo normal de vibración la cual depende directamente de la masa 

de los átomos y el enlace de estos, a lo que podemos asumir que solo es posible 

que la molécula absorba dicha frecuencia en el espectro electromagnético. 

Las vibraciones pueden involucrar ya sea estiramientos en los enlaces o 

modificación en los ángulos de enlace (flexiones). Los estiramientos pueden llegar 

a ser en fase (simétricos) o desfase (antisimétricos). En cualquier caso, entre mayor 

sea el cambio en el dipolo eléctrico mayor será la intensidad de la banda de 

absorción. Las moléculas simétricas tienen menor actividad en el infrarrojo que las 

asimétricas. 

2.4 Dispersión Dinámica de Luz 
Se abordará sobre lo que es la técnica de dispersión de luz, para ello se describirá 

el fenómeno de dispersión de luz, así como el montaje e interpretación de datos 

obtenido por la misma. 

2.4.1 Montaje experimental 
El equipo opera con luz laser, la cual se hace pasar a través de lentes y filtros con 

el fin de eliminar toda fuente de luz parasita. El haz se hace incidir sobre la muestra, 

la cual dispersara el haz en todas direcciones y es colectada por un detector a un 

ángulo 𝜃 respecto a la incidencia del láser. La Figura 13 muestra el arreglo 

esquemático del equipo. 
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2.4.2 Obtención y procesamiento de datos 
Al hacer incidir el haz de luz en la muestra, las cargas de eléctricas de las partículas 

son aceleradas lo que provoca una radiación por parte de estas, esta radiación 

corresponde a la luz dispersada que será detectada. Las partículas se desplazan 

por movimiento Browniano dentro del volumen de dispersión por lo que la señal de 

radiación electromagnética que llega al detector tendrá una dependencia temporal. 

En dichas fluctuaciones es donde tenemos información dinámica y estructural 

asociada a la muestra. 

En la dispersión dinámica de luz se estudia la autocorrelación de la intensidad de la 

luz Enel tiempo de medición y a partir de ella se extrae la información 

correspondiente a los procesos difusivos en el sistema de estudio. 

Antes de continuar es importante tomar las siguientes consideraciones lo siguiente. 

1. Las NPs tienen un movimiento del tipo browniano, a lo que es posible asignar 

una densidad de probabilidad de la forma 

𝑃(𝑟, 𝑡|0,0) = (4𝜋𝐷𝑡)
3
2𝐸𝑥𝑝 (−

𝑟2

4𝐷𝑡
) 

2. Se toma la consideración de que las NPs utilizadas en el experimento son 

esféricas con diámetros pequeños, de igual manera se pide que sean 

monodispersas. Con esto es posible aplicar la relación de Stokes-Einstein. 

Figura 13 Esquema de un equipo de DLS [14] 
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𝐷 =
𝑘𝐵𝑇

6𝜋𝜂𝑅ℎ
 

La función de autocorrelación de la intensidad de luz dispersada (𝑔(2)) normalizada 

para un tiempo de medición 𝜏 es la siguiente 

𝑔(2)(𝜏) =
〈𝐼(𝑡)𝐼(𝑡 + 𝜏)〉

〈𝐼(𝑡)〉2
 

Donde 𝐼 es la intensidad de la luz dispersada dependiente del tiempo, las cuales 

son promediadas en el tiempo. 

La función de autocorrelación del campo eléctrico dispersado (𝑔(1)(𝜏)) se escribe 

como 

𝑔(1)(𝜏) =
〈𝐸(𝑡)𝐸∗(𝑡 + 𝜏)〉

〈𝐸(𝑡)𝐸∗
(𝑡)〉 

 

Donde 𝐸 son los campos eléctricos dispersados y 𝛽 un factor que depende de la 

geometría del arreglo experimental. 

La función de autocorrelación 𝑔(2) puede expresarse en términos de la función 

𝑔(1)(𝜏) tal como sigue 

𝑔(2)(𝜏) = 1 − 𝛽[𝑔(1)(𝜏)]
2
 

En la Figura 14 se observa el comportamiento de la intensidad de luz tomada por 

el detector y así como la función de correlación de esta. 

 

 

 

 

 

 
Figura 14 Intensidad de luz tomadad por detector y funcion de correlacion [15]. 
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Para partículas monodispersas en solución la función de correlación es 

caracterizada por una exponencial negativa  

𝑔(1)(𝜏) = 𝐸𝑥𝑝[−Γ𝜏] 

Con una razón de decaimiento Γ = 𝐷𝑞2 donde 𝐷 es el coeficiente de difusión y 𝑞 es 

la magnitud del vector de onda. Como se mencionó antes, es posible utilizar la 

relación de Stokes-Einstein, despejando para el radio hidrodinámico, tenemos 

𝑅ℎ =
𝑘𝐵𝑇

6𝜋𝜂𝐷
 

Con 𝑘𝐵 como la constante de Boltzmann, 𝑇 la temperatura dada en Kelvins, 𝜂 el 

coeficiente de viscosidad dinámica y 𝑅ℎ el radio hidrodinámico. 

En caso de tener una polidispersidad en las partículas se considera que por cada 

tamaño existe una 𝑔(1)(𝜏) con diferentes pesos probabilísticos y tiempos de 

decaimiento. Con esto dicho se toma la suma de cada una de ellas 

𝑔(1)(𝜏) = ∫ 𝐺(Γ)𝐸𝑥𝑝[−Tτ ]𝑑Γ 

Donde 𝐺(Γ) es la función de distribución de tiempos de decaimiento. 

Dado que la 𝑔(1)(𝜏) es posible de obtener mediante la medición del experimento, lo 

que resta es conocer la 𝐺(Γ), para lo cual se utilizara el método de cumulantes; 

primero se reescribe el termino exponencial de la siguiente manera 

𝐸𝑥𝑝[−Γ𝜏] = 𝐸𝑥𝑝[Γ𝑝𝜏]𝐸𝑥𝑝[−(Γ − Γ𝑝)𝜏] 

Con Γ𝑝 = ∫ Γ𝐺(Γ)𝑑Γ. Por lo tanto 

𝑔(1)(𝜏) = 𝐸𝑥𝑝[Γ𝑝𝜏]∫ 𝐺(Γ)𝐸𝑥𝑝[−(Γ − Γ𝑝)𝜏]𝑑Γ  

Utilizando la expansión en seria de la función exponencial, se tiene 

𝐸𝑥𝑝[−(Γ − Γ𝑝)𝜏] =
Σ𝑛=0

∞ (−1)𝑛

𝑛!
(Γ − Γ𝑝)

𝑛
𝜏𝑛 = 1 − (Γ − Γ𝑝)

 
𝜏  +

1

2
(Γ − Γ𝑝)

2
𝜏2 − ⋯ 

Por lo que podemos escribir  
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𝑔(1)(𝜏) = 𝐸𝑥𝑝[Γ𝑝𝜏]∫ 𝐺(Γ) [1 − (Γ − Γ𝑝)
 
𝜏  +

1

2
(Γ − Γ𝑝)

2
𝜏2 − ⋯ ] 𝑑Γ 

Desarrollando  

𝑔(1)(𝜏) = 𝐸𝑥𝑝[Γ𝑝𝜏]{∫ 𝐺(Γ)𝑑Γ − 𝜏∫ 𝐺(Γ)(Γ − Γ𝑝)
 
𝑑Γ +

𝜏2

2
∫ 𝐺(Γ)(Γ − Γ𝑝)

2 
𝑑Γ − ⋯ 

Reescribiendo a los momentos centrales de la distribución, como 

𝜇𝑛 = ∫ 𝐺(Γ)(Γ − Γ𝑝)
𝑛 

𝑑Γ 

Se obtiene 

𝑔(1)(𝜏) = 𝐸𝑥𝑝(−Γ𝑝𝜏) [1 +
𝜇2

2!
𝜏2 −

𝜇3

3!
𝜏3 + ⋯ ] 

Multiplicando por (
Γ

Γ
)

𝑛

 según la potencia del termino 𝜏 en la ecuacion 

𝑔(1)(𝜏) = 𝐸𝑥𝑝(−Γ𝑝𝜏) [1 +
𝜇2

2! Γ2
(𝜏Γ)2 −

𝜇3

3! Γ3
(𝜏Γ)3 + ⋯ ] 

De la ecuación anterior si observamos el termino cuadrático, veremos que 

corresponde con la varianza normalizada de 𝐺(Γ), esta es la medida de la 

desviación estándar de la exponencial simple. Este término se conoce como índice 

de polidispersidad. 

Para hacer el análisis de datos, reescribimos 𝑔(2) como 

ln(𝑔(2) − 1)
1
2 =

1

2
ln (𝛽[𝑔(1)𝜏]

2
)

 

=
1

2
ln(𝛽) + ln (𝑔(1)(𝜏)) 

=
1

2
ln(𝛽) − Γ𝑝𝜏 + ln [1 +

𝜇2

2!
𝜏2 −

𝜇3

3!
𝜏3 + ⋯ ] 

Utilizando la aproximación  ln(1 + 𝑥) ≈ 𝑥 −
𝑥2

2
+

𝑥3

3
− ⋯ obtenemos 

1

2
ln(𝑔(2) − 1) =

1

2
ln(𝛽) − Γ𝑝𝜏 +

1

2!
 𝜇2𝜏2 −

1

3!
𝜇3𝜏3 + ⋯ 

La siguiente ecuación es utilizada por el software. 
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ln[𝐶(𝜏)] = ln(𝛽) − 2Γ𝑝𝜏 + 𝜇2𝜏2 −
1

3
𝜇3𝜏3 +

1

12
[𝜇4 − 3𝜇2

2]𝜏4 − ⋯ 

Es posible hacer un ajuste de los datos de 𝑔(2)(𝜏) − 1 (para tamaños 

monodispersos) con un desarrollo del estilo  

𝑎 − 𝑏𝜏 + 𝑐𝜏2 − 𝑑𝜏3 + ⋯ 

De modo que el ajuste para el coeficiente "𝑏" corresponde a Γ𝑝 utilizando la relación 

de Stokes-Einstein, resultando 

𝑅ℎ =
𝑘𝐵𝑇

6𝜋𝜂Γ
𝑞2 

Con  

𝑞 =
4𝜋𝜂

𝜆
sin (

𝜃

2
) 

Por lo tanto 

𝑅ℎ =
8𝜋

3

𝑘𝑏𝑇𝜂

𝜆2Γ
sin2 (

𝜃

2
) 

 

2.5 Potencial Zeta 
El equipo utilizado (Zetasizer-nano ZS) calcula el potencial zeta determinando la 

movilidad electroforética (𝜇𝑒) usando la ecuación de Henry: 

𝜇𝑒 =
2𝜖𝑧𝑓(𝑘𝑎)

3𝜂
 

Donde 𝑧 denota el potencial zeta (𝜁), 𝜖 es la constante dieléctrica del medio, 𝜂 es la 

viscosidad del medio y 𝑓(𝑘𝑎) es la función de Henry. Dos valores son utilizados 

generalmente como aproximación de 𝑓(𝑘𝑎) siendo 1.5 o 1.0. La determinación 

electroforética de 𝜁 es comúnmente hecha en solventes acuosos y concentración 

electrolítica moderada [16]. 
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El potencial zeta es una propiedad física que tiene cualquier partícula en 

suspensión. Esta puede ser utilizada para optimizar la formulación de la suspensión 

o emulsión ya que este potencial al ser una relación entre un potencial atractivo y 

uno repulsivo entre las mismas partículas, es posible inferir que tan estables son. 

2.5.1 Coloides y su estabilidad 
Bajo ciertas condiciones las partículas tienden a adherirse una a otras formando 

agregados y, por lo tanto, aumentando de tamaño el cual tendera a sedimentar. Los 

coloides contienen una carga eléctrica, ya sea positiva o negativa, por lo que se 

espera que si la carga es lo suficientemente elevada no tiendan a formar agregados. 

La teoría DVLO explica la tendencia de los coloides a aglomerarse o permanecer 

separados, propuesta por los científicos Derjaguin, Verwey, Landau y Overbeek, la 

cual sugiere que la estabilidad de las partículas dependa de un potencial total el 

cual tiene la siguiente forma 

𝑉𝑇 = 𝑉𝑅 + 𝑉𝐴 + 𝑉𝑆 

Donde 𝑉𝑅 es el potencial de repulsión, 𝑉𝐴 el potencial de atracción y 𝑉𝑆 un potencial 

debido a la solución el cual en comparación a los dos restantes no tiene mucho peso 

en la ecuación ya que solo se ven sus efectos cuando se encuentran dos partículas 

a distancias nanométricas entre ellas, en cambio el potencial de repulsión y 

atracción tienen efectos a mucho más grandes distancias. 

Para el potencial de atracción tenemos 

𝑉𝐴 = −
𝐴

12𝜋𝐷2
 

Donde 𝐴 es la constante de Hamaker y 𝐷 la separación entre partículas. Por otra 

parte, para el potencial de repulsión. 

𝑉𝑅 = 2𝜋𝜖𝑎𝜉2𝐸𝑥𝑝[−𝜅𝐷] 

Donde 𝜖 es la constante dieléctrica del medio, 𝜉 el potencial zeta y 𝜅 es una función 

de la composición iónica. Por lo tanto, un valor elevado de potencial zeta indica 



44 
 

estabilidad en el coloide. En la Figura 15 muestra la competencia entre ambos 

potenciales. 

 

Si el potencial de atracción es mayor al de repulsión existen dos posibles casos. El 

primero donde las NPs forman aglomerados inseparables, lo que en la Figura 15 

se presenta como primer mínimo. La otra posibilidad es que el potencial zeta 

disminuya de tal manera que se formen aglomerados posibles de separar mediante 

agitación, tal como se muestra en la Figura 15 como segundo mínimo. 

Existen dos mecánicos fundamentales para ayudar la estabilidad de la solución: 

▪ Repulsión estérica: lo que se hace es agregar polímeros que se adhieran a 

las partículas (ver Figura 16), de tal manera que formen una capa externa 

alrededor de estas evitando el acercamiento entre ellas mismas, reduciendo 

el efecto del potencial de Van der Waals. Es claro que afectara el tamaño 

hidrodinámico de las partículas, además podría llegar a afectar el uso 

principal que se le quiere dar a las partículas, sea positiva o negativamente. 

▪ Estabilización por carga: lo que se hace es modificar las cargas en el coloide 

(ver Figura 16), de modo que mejore la efectividad del potencial zeta. 

Figura 15 Entre mayor sea el potencial de repulsión mayor será la estabilidad [17]. 
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2.5.2 Doble capa 
Se utiliza este modelo para entender la atmosfera iónica alrededor de cada una de 

las partículas y explicar cómo actúan las fuerzas eléctricas. Tal como se mencionó 

antes, los coloides por si solos tienen algún tipo de carga, ya sea positiva o negativa; 

suponiendo el coloide tenga carga negativa, esta atraerá cargas contrarias que se 

encuentras en la solución, formando una capa alrededor del coloide de iones 

positivos, conocido como capa de Stern, llegando a un punto de saturación ya que 

a pesar de que siga atrayendo cargas positivas, la capa de Stern comenzara a 

repeler estas nuevas cargas, a esta última capa se le conoce como capa difusa (ver 

Figura 17). El grosor de la doble capa dependerá directamente de la concentración 

de iones en la solución. 

La magnitud del potencial zeta, entre mayor sea, independiente de sea positiva o 

negativa, tenderán a repelerse entre ellas. Se considera estable un coloide si la 

magnitud del potencial zeta es ≥ 30 𝑚𝑉. 

 

Figura 16 Esquema de estabilidad 
estérica y por cargas [18] 



46 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.5.3 Factores que afectan el potencial zeta  

Existen varios factores que pueden modificar el potencial zeta, siendo esto: 

▪ pH: Este es uno de los factores más importantes que pueden modificar esta 

propiedad. Considerando un coloide con potencial zeta negativo si se agrega 

una solución alcalina tendera a adquirir mayor número de iones negativos, 

en cambio, si agregamos una acida las cargas tenderán a neutralizarse, es 

decir, agregara cargas positivas. En otras palabras, en solución acida el 

potencial tendera a subir positivamente y en soluciones alcalinas bajara 

negativamente [20]. 

 

▪ Conductividad: El grosor de la doble capa dependerá de la concentración de 

iones en la solución y puede ser calculada con la fuerza iónica, entre mayor 

sea la fuerza menor será el grosor de la capa [21]. 

 

▪ Concentración de la formulación del componente: El método de síntesis 

seleccionado puede favorecer o perjudicar la estabilidad del coloide. Por lo 

Figura 17 Esquema de la capa de Stern y 
el potencial zeta [19] 
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que es posible modificar la formulación para aumentar el grosor de la doble 

capa [21]. 

2.6 Microscopía confocal de fluorescencia 
Este tipo de microscopios es altamente recurrido en áreas biológicas 

principalmente, ya que, además de su alta resolución, cuenta con la funcionalidad 

de observar fluorescencia lo que permite la utilización de técnicas como la 

recuperación de fluorescencia después de foto-blanqueo (FRAP) [22,23], perdida 

de fluorescencia en el foto-blanqueo (FLIP) [23], e incluso cuenta con la capacidad 

de hacer una reconstrucción 3D. Además de esto el microscopio puede controlar la 

profundidad de campo, reducir o eliminar la información de fondo fuera del plano 

focal. 

En esta sección se abordará sobre el principio del funcionamiento, así como del 

fenómeno de fluorescencia. 

2.6.1 Sistema óptico 
Este microscopio cuenta con una fuente de luz láser el cual se encuentra dentro del 

mismo lente objetivo, por lo que el microscopio obtiene la imagen por luz reflejada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 18 Arreglo experimental de microscopio confocal [24]. 
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Este tipo de microscopios tienen la gran ventaja de observar fluorescencia es por 

eso mismo que se utilizan láseres como fuente de luz, ya que es necesario excitar 

los fluorocromos para poder observar la señal de fluorescencia. En la Figura 18 se 

muestra el esquema del microscopio confocal. 

Se cuenta con tres láseres de excitación los cuales son seleccionados según la 

necesidad de los fluorocromos, debido a que cada uno de estos tienen una mayor 

eficiencia en la respuesta de fluorescencia a longitudes de onda determinados. 

Adicionalmente se utilizan filtros para discriminar fluorescencias no deseadas, así 

como la autofluorescencia. En biología celular se utilizan fluorocromos de tinción 

liquida y anticuerpos, los cuales tiñen componentes específicos de la estructura 

celular 

2.6.2 Teoría de fluorescencia, diagrama de Jablonski 
La generación de luminiscencia a través de la excitación de una molécula por 

fotones de luz UV o visible es un fenómeno denominado fotoluminiscencia, el cual 

es formalmente dividido en las categorías de fluorescencia y fosforescencia, 

dependiendo de la configuración electrónica del estado excitado y del proceso de 

des-excitación que da origen a la emisión. La fluorescencia es la propiedad de 

algunos átomos y moléculas para absorber luz de una longitud de onda particular y 

posteriormente emitir luz de una longitud de onda mayor después de un breve 

intervalo denominado tiempo de vida da la fluorescencia. Los procesos de la 

fosforescencia ocurren en una manera similar a la fluorescencia, pero con un tiempo 

de vida del estado excitado mucho mayor. La fluorescencia está gobernada por 3 

importantes eventos que acontecen con muy distintos tiempos de duración. La 

excitación de una molécula susceptible a fluorescer por la incidencia de un fotón 

acontece en femtosegundos (10-15 s) mientras que la relajación vibracional de los 

electrones de un estado excitado a otro nivel más bajo de energía sucede en 

picosegundos (10-12 s). El proceso final, la emisión de un fotón de una longitud de 

onda mayor y el consecuente retorno de la molécula a su estado base ocurre en 

periodos de tiempo relativamente largos de nanosegundos (10-9 s).  
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El diagrama de energía de Jablonski (Figura 19) permite representar los distintos 

niveles de energía involucrados en la absorción y emisión de luz por una molécula 

fluorescente. En la figura 18 se ilustra un típico diagrama de Jablonski donde se 

representa el estado base singulete S0 y el primer y segundo estado singulete 

excitado S1 y S2, respectivamente. Las transiciones entre los estados se ilustran 

como líneas rectas u onduladas, dependiendo de si la transición está asociada con 

la absorción o emisión de un fotón (línea recta) o si resulta de un proceso de 

relajación vibracional o no radiativa (línea ondulada). Con luz UV o luz visible 

cercana al UV muchas de las moléculas fluorescentes pueden excitarse por arriba 

de los estados vibracionales de mayor energía de los estados singuletes excitados 

S1 y S2.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Una de las transiciones de excitación presentes en la figura 18 ocurre desde el nivel 

vibracional más bajo del estado excitado S0=0 y hasta el estado excitado S2=2. Una 

Figura 19 Diagrama de Jablonski para fluorescencia 
y fosforescencia [24]. 
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segunda transición de excitación es representada desde el estado vibracional del 

estado base S0=2 hasta el mayor estado vibracional del primer estado excitado 

S1=5. Inmediatamente después de la absorción de un fotón y la posterior promoción 

del electrón a estados energéticos excitados varios procesos pueden ocurrir, pero 

el más probable será la relajación a el nivel de energía vibracional más bajo del 

primer estado excitado (S1=0). Este proceso es conocido como conversión interna 

o relajación vibracional y generalmente ocurre en un picosegundo o menos. Una 

molécula excitada permanece en el estado excitado S1 por períodos del orden de 

nanosegundos antes de relajarse hacia el estado base. Si la relajación es 

acompañada por la emisión de un fotón entonces el proceso se denomina como 

fluorescencia.  

Existen otras rutas de relajación que pueden acontecer con distintas probabilidades 

y que compiten con el proceso de la relajación por emisión fluorescente. Por 

ejemplo, la energía en el estado excitado puede ser disipada no radiativamente 

como calor o la molécula fluorescente excitada puede colisionar con otra molécula 

y transferir energía en un proceso no radiativo. Otra alternativa es fenómeno 

conocido como “intersystem crossing” (cruzamientos intersistemas) donde la 

molécula transita del estado excitado S1 al estado triplete excitado T1 como se ilustra 

en el lado derecho de la figura 18 con líneas cortas de color rojo. Las transiciones 

desde el estado triplete excitado T1 al estado base S0 son prohibidas, lo que da como 

resultados constantes de velocidades para la emisión de triplete T1 a S0 que son 

varios órdenes de magnitud menores que las de fluorescencia. Este último evento 

es relativamente raro, pero finalmente origina la emisión de un fotón a través de la 

fosforescencia.  La baja probabilidad del proceso de cruzamiento intersistemas 

surge del hecho de que las moléculas deben experimentar primero la conversión de 

espín para producir electrones con espines desapareados, un proceso que resulta 

desfavorable [25]. 

2.7 Difracción de rayos x 
Otra manera de identificar a un cristal es dado que existe una unidad básica 

denominada celda unitaria, la cual se repite indefinidamente hacia todas direcciones 

formando la red cristalina. La existencia de una red cristalina es posible de ver a 
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nivel macroscópico, ya que forma paredes planas en direcciones definidas, un 

ejemplo claro de esto es el diamante [26]. 

Existen dos tipos de difracción de rayos x que depende de la disposición del cristal, 

siendo estas, difracción de polvos y monocristal. 

• Difracción de polvos: Tal como su nombre lo indica, la muestra debe estar en 

polvo, por lo general molida en un mortero. La gran desventaja de esta 

técnica es que se necesita una cantidad grande de muestra, sin embargo, la 

ventaja es que es posible evaluar policristales, es decir, diferentes tipos de 

estructuras cristalinas obteniendo los picos de difracción en un mismo 

difractograma; con ayuda de una base de datos es posible de determinar los 

elementos ahí presentes, así como su estructura cristalina, distancia 

interplanar y tamaño de cristalita. 

 

• Difracción de monocristal: esta técnica es solo aplicable para estructuras 

monocristalinas, pese a eso es una técnica bastante recurrida, ya que la 

ventaja que tiene sobre la difracción de polvos es que se necesita una 

cantidad mínima de muestra, de tamaños milimétricos, lo cual es totalmente 

deseable en la caracterización de nanomateriales. 

2.7.1 Principio de funcionamiento 
El principio físico de esta técnica es la ya antes mencionada ley de Bragg, donde 

los átomos que forman una red cristalina difractan los rayos x. Para que exista una 

difracción es necesario que la longitud de onda de estos sea similar al 

espaciamiento interplanar del cristal. 

Los rayos x son generados por rayo de tubo catódico, los cuales son filtrados para 

obtener una radiación monocromática a lo que sigue colimar para concretar el haz 

y dirigirlo a la muestra. 

Dado que las NPs monometalicas forman monocristales, se utilizó un difractómetro 

de monocristal, cuyo esquema se muestra en la Figura 20. La muestra se coloca 

en aguja, generalmente de vidrio adherida con aceite; la muestra se hace rota en 
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tres direcciones distintas con la finalidad de hacer incidir el haz en toda la superficie, 

al mismo tiempo el detector se encuentra en movimiento barriendo los ángulos que 

observamos en el difractograma [27]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.7.2 Ecuación de Scherrer 
Esta es utilizada para conocer el tamaño de cristalita, en este caso, el tamaño de 

nanopartícula. La ecuación tiene la siguiente forma 

𝐿 =
𝑘𝜆

𝛽𝐶𝑜𝑠(𝜃)
 

Donde 𝑘 es la constante de Scherrer dependiente de la morfología de la partícula, 

𝜆 la longitud de onda del has utilizado para la difracción, 𝛽 el ancho medio 

(adimensional) del pico de difracción con mayor intensidad y 𝜃 la mitad de la 

posición del centro de este mismo. Como toda expresión teórica se tiene varias 

suposiciones, tal como asumir que la red cristalina es perfecta y la forma de las NPs 

es homogénea, tomando la constante 𝑘 un valor de 0.9 [29]. 

Figura 20 Esquema estructural de un difractómetro de 
monocristal [28]. 
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2.8 Absorción atómica 
Esta técnica es utilizada para conocer la concentración de algún elemento en 

solución, pudiendo llegar a detectar por debajo de la unidad en partes por millón, lo 

que cual es una gran ventaja en caso de tener cantidad mínimas del material en 

solución. 

Se debe contar con las lamparas adecuadas para el equipo, ya que su 

funcionamiento se basa en la absorción y emisión de los átomos del elemento, por 

lo que se utiliza una longitud de onda tal que el átomo pueda absorber para luego 

ser emitida y detectada por el equipo. 

Átomos de distintos elementos absorben una longitud de onda característica lo que 

significa que analizar una muestra para conocer si contiene un elemento en 

particular debe utilizarse preferencialmente una lámpara de dicho elemento.  

Antes de realizar una medición se debe calibrar el equipo con estándares del metal 

a medir, los cuales varían en concentración y sirven para construir una curva de 

calibración. Es necesario que la muestra se encuentre en forma de iones. Esta debe 

ser atomizada y ser expuesta a la radiación de lampará, absorbiendo una parte, por 

lo tanto, entre mayor sea el número de iones presentes en la muestra mayor será la 

radiación absorbida [30].  
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Capítulo 3 
Evaluación Celular 
En este capítulo se abordarán las técnicas utilizadas en el manejo de líneas 

celulares humanas, las cuales se utilizaron para evaluar la citotoxicidad de las NPs. 

3.1 Determinación de viabilidad con MTT 
Este reactivo se utiliza para ensayos de colorimetría, a diferencia del azul de tripano, 

el cual es utilizado para observar la integridad de la membrana celular, este observa 

la actividad metabólica de la célula. Este es un método sencillo y rápido, el cual se 

lleva a cabo en placas de 96 pozos, sembrando a una densidad de 5000 

células/pozo. 

Las células viables a través de la mitocondria son capaces de reducir el MTT, 

formando sales de formazan en forma de cristales (Figura 21), lo cual indica que la 

célula es metabólicamente activa, por cual se puede inferir que es viable. Las 

células se dejan interaccionar con el MTT por 4 h. 

 

Una vez transcurrido el tiempo de incubación el sobrenadante de la placa se retira, 

donde lo siguiente es disolver los cristales (Figura 22) formados utilizando DMSO 

en una incubación de 30 min a 37 0C. 

Una vez disueltos, la placa es colocada en la lectora de placas ELISA midiendo a 

570 𝑛𝑚. La viabilidad de las células se mide en base a la absorbancia registrada, 

por lo que entre mayor sea esta, mayor será la viabilidad de las células. 

Figura 21 Reducción de MTT a sales de Formazan [1]. 
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3.2 Producción de especies reactivas de oxigeno 
Las células por si solas son capaces de formar radicales libres de oxígenos, tales 

como superóxidos, peróxido de hidrogeno y radicales hidroxilos, en la fosforilación 

oxidativa, proceso importante en la formación de ATP. Estos radicales tienden 

aparearse, tomando electrones de la membrana celular, lo que lleva a un daño en 

la membrana, oxidando proteínas y ADN. [2].  

Hay mecanismos asociados a las NPs por los cuales tienden a producir estas 

especies de reactivas (Figura 23). Abdal y colaboradores asocia la toxicidad de las 

NPs en función al tamaño, siendo las NPs de menor diámetro las que presentan 

mayor estrés oxidativo en la célula debido a que cuentan con una mayor área 

superficial, lo que se refleja a un mayor número de sitios reactivos en la superficie 

de NP [2]. Por otra parte, también menciona la capacidad de las AgNPs de 

despolarizar la membrana mitocondrial e interferir con la cadena de transporte de 

electrones a través de la activación de la coenzima nicotinamida adenina 

dinucleótido fosfato (NADPH) la cual produce superóxido. 

Figura 22 Formación de cristales de formazan. 
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La presencia de radicales libres en la célula no está asociado a la muerte inminente 

de esta, ya que cuenta con mecanismos para combatir la presencia de estos 

radicales. La presencia de antioxidantes, así como de enzimas tales como 

superóxido dismutasa, catalasa y glutatión peroxidasa permiten la eliminación de 

estos radicales [3]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Utilizando un microscopio confocal y el reactivo 2’, 7’-Diclorohidrofluoresceina 

diacetato se puede rastrear las especies reactivas de oxígeno, ya que el reactivo se 

vuelve fluorescente en la presencia de estos [5]. 

3.3 Ensayos de migración en ralladura 
En angiogénesis es muy importante la migración celular, ya que las células que 

forman los vasos sanguíneos se desprenden entre ellas, para así, formar un nuevo 

vaso sanguíneo [6, 7]. 

Figura 23 Producción de ROS debido a NPs [4]. 
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Para estudiar cambios en la migración celular se recomienda realizar ensayos de 

ralladura en la que se simula una lesión, donde las células tendrán que repoblar 

dicha área. Para este ensayo se dejó las células en ayuno en medio incompleto a 

0.1% de suero fetal bovino (FBS) por un lapso mínimo de 12 horas. Pasado este 

tiempo se llevó a cabo la ralladura, la cual puede realizarse a cabo con una punta 

de micropipeta, se procedió a retirar el medio y lavar con un buffer fosfato salino 

(PBS) para así eliminar los restos celulares desprendidos. Después se agregó 

medio nuevo estéril agregando los tratamientos a evaluar, simultáneamente se debe 

tener un control para comparar los avances. 

La migración celular se rastreó con un microscopio Leica invertido transcurridas 

24 ℎ. Se tomaron fotos con la cámara integrada del microscopio al inicio y al final 

del experimento. Haciendo uso del software Image J se contabiliza el número de 

células presentes en el área de interés [8]. 
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Capítulo 4 
Resultados 
Tras haber explicado el principio de funcionamiento de las técnicas experimentales 

en este capítulo se verán los resultados obtenidos, así como la interpretación. 

4.1 Espectroscopia Uv-Visible 
Los estudios correspondientes a la caracterización espectroscópica Uv-vis se 

realizaron en un espectrofotómetro de doble haz Perkin Elemer Lamda 45. Todos 

los experimentos se efectuaron con apertura de slit 0.5, con velocidad de colecta de 

480nm/min y a temperatura ambiente (25oC). 

4.1.1 Extracto 
Antes de llevar a cabo la síntesis de NPs utilizando el extracto de Vitex mollis, se 

llevó a cabo una curva de calibración con el extracto, donde se fijó en una longitud 

de onda característica del extracto y se varía la concentración de este. 

 
Figura 24 Espectro Uv-Visible del extracto del fruto de Vitex mollis. 
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En la Figura 24 se muestra el espectro Uv-Visible para el extracto solo junto a un 

zoom en el rango de 200 a 400 𝑛𝑚 con la finalidad de mostrar la presencia de un 

hombro característico del extracto de la fruta de Vitex mollis en la longitud de onda 

de 330 𝑛𝑚. 

Se agrego un volumen de 500 𝜇𝐿 de extracto a una concentración de 10 𝑚𝑔/𝑚𝐿 en 

conjunto a 2.5 𝑚𝐿 de solvente (1:1 agua/etanol), llenando así la celda de cuarzo del 

espectrómetro Uv-Visible. Posteriormente se retiró 500 𝜇𝐿 de la solución, y 

agregando la misma cantidad de solvente para obtener una solución diluida, esto 

se llevó a cabo 17 veces (Figura 25). 

 

 

 

La curva de calibración fue construida a partir de graficar la absorbancia medida a 

330 𝑛𝑚 contra la concentración correspondiente de cada una de las mediciones, a 

Figura 25 Dependencia de concentración del 
extracto en espectro Uv-Visible 
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lo que se realizó un ajuste lineal de los datos, dando como resultado la siguiente 

ecuación 

𝐴 = 0.00308 + 7.7671𝐶 

Donde 𝐴 es la absorbancia y 𝐶 la concentración, de esta manera podemos conocer 

la concentración real del extracto mediante la absorbancia aun cuando se trate de 

uno preparado posteriormente. Es importante mencionar que no debe sobrepasar 

el valor de absorbancia que se muestra en la Figura 26 ya que el régimen superior 

deja de tener un comportamiento lineal, por lo que la curva de calibración deja de 

ser efectiva en dichos rangos. 

 

 

4.1.2 Nanopartículas 
Al analizar las partículas sintetizadas por Uv-Vis se encontró que ambas partículas 

mostraban picos característicos, siendo el de 550 nm para las de oro y un pico de 

450nm para las de plata. 

Figura 26 Construcción de curva de calibración 
de concentracion de extracto. 
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Es importante conocer el proceso de síntesis del nanomaterial, por lo que realizo 

una cinética de síntesis para ambos nanomateriales. 

La síntesis se llevó a cabo dentro de la celda de cuarzo del espectrómetro Uv-

Visible, donde se agregaron solvente, precursor y extracto a lo que sigue su 

medición. Tras la medición se colocó la celda en contacto con luz solar por 1 𝑚𝑖𝑛 a 

lo que deberá ser agitada para homogenizar y realizar una nueva medición (Figura 

27). 

 

Se fijó la longitud de onda de 550 𝑛𝑚 y 450 𝑛𝑚 para AuNPs y AgNPs 

respectivamente, graficando la absorbancia en dicha longitud contra el tiempo de 

reacción. 

Figura 27 Absorbancia de AuNPs y AgNPs en función del tiempo. 
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En la Figura 28 se observa que la síntesis de las NPs de oro es mucho más rápida 

que las de plata e incluso se puede observar una asíntota para el caso de las AuNPs 

a partir de la primera hora mientras que para la síntesis de plata la reacción no llega 

al comportamiento asintótico a los 100 min. 

Se recomienda que la síntesis se lleve a cabo en presencia de luz solar, ya que, de 

no ser así, la síntesis toma tiempos mayores a 6 ℎ en realizarse. Es notorio cuando 

la síntesis se lleva a cabo, ya que las AuNPs viran a un color morado mientras que 

las AgNPs a un tono café (Ver Figura 29). 

Figura 28 Cinética de AuNPs Y AgNPs Normalizadas. 
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Es de esperar que tras la síntesis “completa” de NPs queden residuos de los 

reactantes, ya sea de extracto o precursor metálico o ambos, por lo que es 

necesario someter a proceso de limpieza por centrifugación a 14,000 RPM por 1 h. 

Se descarta el sobrenadante y resuspende con ayuda de sonicación, el proceso se 

repitió 3 veces y finalmente es resuspendido en alcohol para su posterior secado. 

Figura 29 AgNPs y AuNPs respectivamente. 

Figura 30 Síntesis inicial de NPs y tras limpieza 
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La Figura 30 muestra el espectro Uv-Visible de las NPs de oro y plata antes y 

después del proceso de limpieza. 

En ambos casos es posible ver como baja la banda entre 200 y 300 𝑛𝑚 

correspondiente al extracto, sin embargo, no es eliminada del todo, de lo que se 

puede inferir, se encuentra adicionada a las NPs (Figura 31). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La figura anterior muestra los plasmones tras la limpieza de las NPs, en ambos 

casos se tiene un el máximo de absorbancia en 200 𝑛𝑚 siendo esta de 1. Se puede 

observar que ambas partículas cuentan con una parte del extracto aun presente. 

4.2 Microscopía Electrónica 

4.2.1 Determinación de Tamaños por TEM y caracterización por SEM 
La caracterización de los tamaños y formas de las NPs se realizó por TEM usando 

un microscopio electrónico de transmisión de emisión de campo Jeol 2010 F 

operando a 200 keV y con cámara CCD Gatán acoplada al equipo. De las 

Figura 31 Espectros de absorción para AuNPs y AgNPs. 
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micrografías de TEM se obtuvieron la distribución de tamaños y los tamaños 

promedio de las poblaciones de NPs para lo cual se utilizó el programa de análisis 

de imágenes Image J y el software Origin v8.0 para la determinación de los 

promedios de tamaños y para ajustar mediante gaussianas a las distribuciones de 

tamaños de las NPs. En la Figura 32 a)-d) se muestran distintas micrografías de 

TEM para las NPs de plata y su correspondiente distribución de tamaños en e), 

obtenida con 665 NPs. 

 

Figura 32 a)-d)Micrografías de TEM de AgNPs en y e) la correspondiente distribución de tamaños. 
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El tamaño promedio de todo el grupo de NPs de plata analizado es 𝑑𝐴𝑔𝑁𝑃𝑠 = 10.4 ±

7.3𝑛𝑚 donde el valor relativo de la desviación estándar respecto al promedio indica 

una gran dispersión de tamaños tal como se observa en las micrografías. El ajuste 

por gaussianas de la distribución de tamaños en la Figura 32 e) indica que las 

poblaciones se agrupan alrededor de 3 tamaños promedios donde más del 60% de 

la población de NPs poseen tamaños menores a 10nm ubicándose dentro de la 

región de la gaussiana más estrecha (ancho medio = 3.8 nm) y de mayor altura, 

centrada en 5.5 nm. La morfología de las partículas de plata corresponde a formas 

cuasi-esféricas en su mayoría. 

En la Figura 33 se muestran micrografías de TEM de NPs de oro sintetizadas con 

el extracto hidroetanólico del fruto de Vitex mollis. Las micrografías 35 a) y b) 

corresponden a bajos aumentos donde es posible observar la heterogeneidad de 

formas que presentan las NPs de oro donde destacan partículas con geometrías 

regulares como triángulos, triángulos truncos, hexágonos icosaedros y 

cuasiesferas. La Figura 33 c) y d) corresponden a micrografías HRTEM de una 

nanopartícula de oro de 18 nm con forma de triángulo trunco donde los planos 

cristalinos se resuelven claramente y a una nanopartícula icosaédrica de 32 𝑛𝑚, 

respectivamente. En la Figura 33 e) se muestra el histograma correspondiente a la 

dispersión de tamaños de las NPs de oro construida con 400 partículas donde 

claramente las poblaciones se distribuyen en dos poblaciones centradas en 11.8𝑛𝑚 

y 22𝑛𝑚 respectivamente. El tamaño promedio de todo el grupo de NPs analizado 

es 𝑑𝐴𝑢𝑁𝑃𝑠 = 19.7 ± 5.7𝑛𝑚.  

Nuestros resultados indican que la síntesis de NPs monometálicas de plata y oro 

con extracto de fruto de Vitex mollis generan productos con tamaños que no 

exceden de 40nm lo cual los hace viables para aplicaciones biológicas [1], además 

a pesar de no ser monodispersas, las poblaciones se aglutinan en grupos bien 

definidos de tamaños como en otros reportes de fitosíntesis de NPs [2], esta 

propiedad permite ser recuperados por grupos de tamaños mediante técnicas 

apropiadas de separación como gradientes de densidades o lo diálisis. 
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Figura 33 Micrografías de TEM de AuNPs  en a)-d) y e)  la correspondiente distribución de 
tamaños. 

A diferencia de la microscopía de transmisión, con la microscopía de barrido es 

posible obtener información referente a la superficie de las NPs. La caracterización 

mediante microscopía electrónica de barrido se efectuó en un equipo SEM Jeol de 

Emisión de campo que cuenta con detectores de electrones secundarios, electrones 

transmitidos (STEM) y detector EDS, de tal forma que  se puede apreciar tanto el 

material metálico de la nanopartícula como la capa de material orgánico que lo 
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rodea tal como se muestra en Figura 34 la cual corresponde a un grupo de NPs de 

oro obtenidas de la síntesis con extracto de Vitex mollis. 

  

Como se aprecia en la Figura 34 a) las partículas son rodeadas por una membrana 

muy uniforme de 5 nm de espesor señalada por las flechas rojas, la cual no es 

detectada cuando analizamos el mismo conjunto de partículas en modo transmisión 

(STEM) como se ilustra en la Figura 34 b) lo que permite suponer el carácter 

orgánico de esta cobertura; de igual forma se puede apreciar este efecto en las 

AgNPs en c) y d). En el caso de la síntesis de NPs metálicas empleando extractos 

de plantas como agentes reductores se sabe que estos actúan como agentes 

estabilizantes al adsorberse a la superficie del nanomaterial formado [2] tal como 

observamos en nuestro caso. La naturaleza de estos agentes orgánicos 

estabilizadores puede establecerse mediante técnicas como espectroscopía IR o de 

masas. 

Figura 34 Modo SEM y STEM respectivamente para a),b) AuNPs y c),d) AgNPs 
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4.2.2 EDS 
La composición química de las NPs se obtuvo mediante espectroscopía de 

dispersión de energías de rayos-x (EDS) empleando un detector Bruker Quantax 

200 acoplado al microscopio de barrido. Esta técnica nos permite establecer la 

presencia de los metales correspondientes en las NPs monometálicas de plata y 

oro. La Figura 35 corresponde al espectro EDS asociado al conjunto de AgNPs que 

se incluye como imagen insertada en el espectro. La señal característica de la plata 

proveniente de la transición 𝐿𝛼 en 2.98 keV confirma la presencia de la plata en las 

NPs y la pequeña señal del oxígeno puede asociarse a los compuestos orgánicos 

del extracto acomplejados con las NPs. El cobre y el carbono provienen de la rejilla 

en la que se depositó la muestra y la señal de aluminio del portamuestras del equipo 

de SEM. 

La Figura 36 corresponde al espectro EDS de las AuNPs incluidas en el inset. La 

señal del oro en el espectro proviene de las transiciones 𝑀𝛼 y 𝐿𝛼 ubicadas en 2.12 

keV y 9.71 keV, respectivamente. Las señales bien definidas del oro nos confirman 

la naturaleza metálica de las NPs y al igual que en el caso de las partículas de plata 

se detectan señales asociadas al extracto (C y O), además de los picos del Cu y Al 

provenientes de la rejilla y el soporte, respectivamente.  

 

 
Figura 35 EDS en AgNPs. 
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De la caracterización por EDS de nuestros sistemas de NPs podemos establecer 

que los nanomateriales corresponden a NPs metálicas monometalicas de plata y 

oro, donde el bajo contenido de oxígeno detectado permite suponer que las 

partículas de plata no se encuentran oxidadas lo cual deberá verificarse por 

HRTEM. 

4.3 HRTEM 
Gracias a las imágenes de HRTEM en conjunto con el programa Digital Micrograph 

es posible conocer la fase cristalina del material al igual que la distancia interplanar 

de cada familia de planos. 

Para el tratamiento de imágenes de HRTEM se debe de elegir un área de interés, 

en este caso alguna sección de la nanopartícula, lo siguiente es aplicar una 

transformada de Fourier rápida (FFT) para lo cual nos desplegara una imagen nueva 

de los patrones de difracción. Se debe elegir los puntos de difracción y aplicar una 

máscara para solo tomar en cuenta estos puntos, lo siguiente será aplicar una 

transformada inversa de Fourier rápida, la cual nos mostrara los planos referentes 

a los puntos de difracción de modo que ahora es posible calcular la distancia 

interplanar de esta imagen, tal como se muestra a continuación. 

Figura 36 EDS en AuNPs 
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Figura 37 HRTEM para AuNPs 

Figura 38 HRTEM para AgNPs 
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En la Figura 37 se muestra una AuNPs a la cual se le aplico el procedimiento antes 

mencionado, donde se pueden ver los patrones de difracción y por otro lado vemos 

las distintas familias de planos y sus respectivas distancias interplanares. Lo mismo 

se realizó para una AgNPs la cual se muestra en la Figura 38. 

En la Tabla 2 se muestran las distancias interplanares asociadas a los planos antes 

mencionados. 

Tabla 2 Distancias interplanares 

Nanopartículas (𝟏𝟏𝟏) (𝟐𝟐𝟎) (𝟐𝟎𝟎) (𝟏𝟑𝟏) 

AuNPs 2.4 Å 1.4 Å 2.1 Å − 

AgNPs 2.3 Å 1.4 Å − 1.2 Å 

 

4.4 IR 
Esta técnica se utilizó para tener un registro de que la cubierta de las NPs es 

efectivamente el extracto, por lo que se tomó el espectro IR del extracto solo y de 

las partículas metálicas. 

Dado que el compuesto de interés que se espera esté presente en las partículas es 

el ácido fítico (IP6) se hizo una comparación entre este compuesto y el extracto solo, 

tal como se muestra en la Figura 39. 

Se puede apreciar la presencia de los picos de absorción de los grupos funcionales 

propios del ácido fítico [3-5] las bandas presentes en 1260 y 1050 𝑐𝑚−1 

corresponden al estiramiento de 𝑃 = 𝑂 y 𝑃 − 𝑂 − 𝐶 respectivamente, sin embargo, 

se aprecia que contiene algunos otros componentes, puesto que se muestran varios 

picos de absorción que no corresponden a IP6, lo cual es de esperar, ya que 

proviene de un extracto. Al tratarse de una fruta, así como la textura pegajosa que 

posee el liofilizado del extracto se consideró pudiese tratarse de fructosa, por lo que 

se hizo la comparación entre estos dos mediante IR. 
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Figura 39 Comparación de espectro IR del ácido fítico y el 
extracto. 

Figura 40 Comparación de espectro IR del extracto y 
fructosa 
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El espectro IR de la fructosa se obtuvo a partir de la digitalización del espectro 

obtenido por Ibrahim y colaboradores [6] mediante el software WebPlotDigitizer [7]. 

En la Figura 40 se muestra la comparación del espectro digitalizado y el extracto 

de Vitex mollis. Se observa la similitud en varios de los picos de absorción como lo 

son en 3393 𝑐𝑚−1 y 1637 𝑐𝑚−1 asociados la vibración del 𝑂𝐻, en 2933 𝑐𝑚−1 y 

2899 𝑐𝑚−1 para 𝐶𝐻 − 𝐶2 y 𝐶𝐻 − 𝐶1 respectivamente, la combinación de banda de 

𝐶𝑂𝐻 + 𝑂𝐶𝐻 en 1402 𝑐𝑚−1, las vibraciones de 𝐶𝑂 en 1057 y la combinación de 

banda de 𝐶𝐶𝑂 + 𝐶𝐶𝐻 en 780 𝑐𝑚−1 [6] 

En la Figura 41 se muestra la comparación entre el extracto de Vitex mollis con la 

fructosa y acido fítico. 

 

 

Figura 41 Espectro IR del extracto de Vitex mollis, Acido Fitico (IP6) y Fructos0061 

En la Figura 42 se muestra el espectro IR entre las NPs y el extracto, observando 

que mantiene similitudes entre ambas. 
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Es notorio que la banda de los 𝑂𝐻 en 3250 𝑐𝑚−1 ha desaparecido ya que se las 

NPs se midieron en polvo, en cambio, si bien el extracto es liofilizado, aparte de ser 

hidrofílico, tomando en cuenta la textura es claro la presencia de agua en él. Fuera 

de esto se aprecian los picos característicos del extracto, así como del IP6 antes 

mencionados. 

4.5 DLS 
El equipo DLS se utilizó para tener otra medición del tamaño de NPs, el equipo 

realiza varias mediciones y por último promedia, en caso de que se haya tenido 

variación amplia en las mediciones el equipo muestra un mensaje de que la 

medición no es confiable. 

Se configuró para que el equipo realizara 5 experimentos con 15 repeticiones cada 

uno, dando un total de 75 mediciones por muestra. La Figura 43, muestra los 

resultados para los tamaños de las NPs. 

Figura 42 Comparación entre nanopartículas y extracto. 
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La distribución de tamaños por DLS se realizó pesado por número, obteniendo 

tamaños de 32.7 𝑛𝑚 y 50.7 𝑛𝑚 para AuNPs y AgNPs respectivamente.  

Estos resultados difieren a lo observado por STEM, esto se puede deber a las 

consideraciones que se toman en DLS explicadas en la sección 2.4.2. 

4.6 Potencial Zeta 
El potencial zeta nos proporciona una medida de la estabilidad de un coloide, 

tomando como valor estándar de estabilidad un valor de potencial zeta de ±30 𝑚𝑉 

[8]. La Figura 44 muestra los resultados de la medición del potencial zeta realizados 

por el equipo. 

Figura 43 Distribución de tamaños pesados  por número para AuNPs y AgNPs 
respectivamente. 



82 
 

Las gráficas están construidas por potencial zeta vs cuentas. Se obtuvo un promedio 

de −37.25 ± 4.67𝑚𝑉 para las AuNPs y −40.3 ± 6.60𝑚𝑉 para AgNPs de lo que se 

infiere que ambas son estables. 

4.7 Difracción de Rayo X 
La caracterización de la estructura cristalina de los nanomateriales sintetizados se 

efectuó en difractómetro de monocristal Bruker D8 QUEST a temperatura ambiente.  

Los difractogramas obtenidos para AuNPs y AgNPs presentan picos de difracción 

ubicados en posiciones muy parecidas debido a que las estructuras cristalinas de 

estos metales presentan una celda unitaria tipo FCC (face center cube) donde las 

distancias interplanares son muy parecidas entre sí, por ejemplo las distancias para 

los planos (111) son 2.39485 Å y 2.38792 Å para Ag y Au, respectivamente, lo que 

equivale a una diferencia porcentual del 0.289%. 

Figura 44 Gráfica de Potencial Zeta para AuNPs y AgNPs respectivamente. 
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Tomando solo en cuenta en ambos casos el pico asociado a la familia de planos 

(1,1,1) es posible conocer el tamaño de la cristalita con la ecuación Scherrer. 

𝐿 =
𝑘𝜆

𝛽𝐶𝑜𝑠(𝜃)
 

Para esto se utilizó el programa OriginLab, con el cual se ajustó una curva 

gaussiana de donde se extrajo el ancho medio del pico principal, así como su 

posición. 

Los valores de la Tabla 3 se obtuvieron utilizando la ecuación de Scherrer con los 

valores de 𝑘 = 0.9 [9] y 𝜆 = 1.544 Å. Debe tomarse a consideración que las NPs no 

son monodispersas y que la morfología de estas no es solo esférica. Otros factores 

como las imperfecciones de la red cristalina afectan la dispersión de rayos x, lo que 

se refleja en el ancho de banda, así como la posición del pico principal. 

Tabla 3 Ajustes de Gaussiana en pico principal de difracción de rayos X y tamaño de cristalita. 

 

 

 

 

Nanopartícula Ancho (Rad) 𝜽 Tamaño (nm) 

AuNPs 0.025896846 19.12 5.68 

AgNPs 0.040413796 19.16 3.64 

Figura 45 Patrón de difracción de Rayos X para AuNPs y AgNPs respectivamente. 



84 
 

 

 

4.8 Absorción atómica 
Debido a que el peso de las NPs está conformado por el peso del metal y una 

cubierta de extracto, fue necesario utilizar esta técnica para conocer la 

concentración real de metal. 

Para llevar a cabo la medición de las muestras, es necesario llevar a cabo una 

digestión acida, la cual eliminara la cubierta de extracto y pasara a iones las NPs. 

La digestión se realizó en un vaso de precipitados de 50 𝑚𝐿 en el cual se coloco 

2 𝑚𝐿 de NPs a una concentración de 200 𝜇𝑔/𝑚𝐿. Se agregaron 2.5 𝑚𝐿 de ácido 

nítrico y 7.5 𝑚𝐿 de ácido clorhídrico. El vaso se calentó a 90℃ hasta reducir el 

volumen a 1 𝑚𝐿. Se agrego 20 𝑚𝐿 de agua desionizada al vaso, el cual paso a 

calentarse a 90℃ por 20 𝑚𝑖𝑛. La muestra se transfirió a un matraz aforado de 50 𝑚𝐿 

y completando el volumen con agua desionizada. 

En la Tabla 4 se presentan el porcentaje del peso debido al metal en las NPs 

Tabla 4 Porcentaje de material metálico en AuNPs y AgNPs. 

Nanopartículas Porcentaje del metal 

AuNPs 28.73% 

AgNPs 22.125% 

Figura 46 Ajuste de Gaussiana en pico principal de difracción para AuNPs y AgNPs 
respectivamente. 
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4.9 MTT 
El reactivo se utilizó a una concentración de 12 𝑚𝑀 solubilizado en PBS. Se coloco 

10 𝜇𝐿 por pozo en placas de 96 pozos. 

La Figura 47 se muestran los resultados del experimento, donde se observa que no 

existe un efecto adverso en las células HUVEC por parte del ácido fítico, extracto y 

el vehículo, el cual se conforma por agua ultra pura adicionado con 5% de DMSO. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Por otra parte, en la Figura 48 se tiene los resultados de viabilidad para diferentes 

concentraciones de AuNPs y AgNPs. 

 

 

Figura 47 Controles de ensayos de viabilidad. 

Figura 48 Ensayos de viabilidad para AuNPs y AgNPs 
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Las AuNPs no presentan toxicidad aun a la concentración de 200 𝜇𝑔/𝑚𝐿. Por otra 

parte, las AgNPs presentan ser toxicas, inclusive a la concentración de 25 𝜇𝑔/𝑚𝐿 

siendo esta la más baja en AuNPs. 

La dosis letal 50 (𝐷𝐿50) para las AgNPs se encuentra entre la concentración de 

25 𝜇𝑔/𝑚𝐿 y 50 𝜇𝑔/𝑚𝐿. 

4.10 ROS 
Se utilizo el reactivo 2’, 7’-Diclorohidrofluoresceina diacetato para mostrar la 

producción de radicales libres de oxígeno en las células debido a las NPs. Estos 

tienden llevar a estado apoptótico las células. 

En la Figura 49 a y b muestran las células control, las cuales no presentan 

fluorescencia por ROS. Los paneles c y d son células tratadas con AuNPs, en la 

cuales se observa la producción de ROS. Las células en presencia de AgNPs se 

muestran en e y f observando la presencia de ROS. Pese a que ambas presentan 

producción de radicales libres de oxígeno, por el ensayo de MTT se observó que 

las AuNPs presentan no ser toxicas. 
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Figura 49 Especies reactivas de oxígeno a 24 horas a) y b) Control de células; c) y d) Células 
en presencia de AuNPs a 200 μg/ml; e) y f) Células en presencia de AgNPs a 12.5 μg/ml. 
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Se observa una diferencia en la morfología de las células presentes en d y f. En f 

las células presentan el efecto de burbujeo (bubbling), característico del proceso 

apoptótico [10] (Figura 50). El efecto de burbujeo no es exclusivo de la apoptosis, 

puesto que las células la utilizan para la eliminación de metabolitos tóxicos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 50 Bubbling en 
apoptosis 
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En la Figura 51 se muestran dos células en proceso de apoptosis, mostrando un 

claro ejemplo de bubbling debido al efecto de las NPs de oro. Es posible observar 

puntos negros alrededor del núcleo de la célula a lo que suponemos sean las NPs 

aglomeradas, sin embargo, pese a que se trata de una imagen 2D no es posible 

distinguir si están dentro o por fuera de la célula por lo que con ayuda del 

microscopio confocal se hizo cortes en el eje Z de modo que se pudiera observar si 

efectivamente se encontraban dentro de la célula, a lo que resulto ser así, tal como 

se muestra en la figura anterior. 

Figura 51 Célula HUVEC en presencia de AuNPs a 200 μg/ml con 
producción de ROS 
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4.11 Ralladura 
Dado los resultados obtenidos en los ensayos de viabilidad, se puede discernir si 

los resultados de este ensayo se deben a un efecto de las NPs sobre la migración 

celular o el efecto se debe a la muerte de estas, como lo es el caso de las AgNPs. 

Basados en los resultados de las pruebas de viabilidad, donde se obtuvo que las 

AgNPs resultaron citotóxicas en la línea celular HUVEC (𝐷𝐿50 ≈ 25 𝜇𝑔/𝑚𝐿), se 

estableció el rango de concentraciones de AgNPs para el ensayo de ralladura entre 

12.5
𝜇𝑔

𝑚𝐿
− 50

𝜇𝑔

𝑚𝐿
 , mientras que para las AuNPs (que no presentan efectos citotóxicos 

en la línea celular HUVEC) el rango en el ensayo de ralladura se estableció entre 

25
𝜇𝑔

𝑚𝐿
− 200

𝜇𝑔

𝑚𝐿
. El rango de concentraciones empleados en el ensayo de ralladura 

para el caso del extracto de Vitex mollis se fijó entre 17.5
𝜇𝑔

𝑚𝐿
− 140

𝜇𝑔

𝑚𝐿
 teniendo en 

cuenta los resultados obtenidos en las pruebas de absorción atómica que arrojaron 

un contiendo cercano al 70% correspondiente al extracto en los productos finales 

de NPs. Finalmente, las concentraciones empleadas de IP6 en el ensayo de 

ralladura se establecieron entre 4
𝜇𝑔

𝑚𝐿
− 16

𝜇𝑔

𝑚𝐿
 tomando como referencia el trabajo 

publicado por Montiel y colaboradores [11] quienes reportaron un contenido de 8% 

en masa de este compuesto en los frutos de Vitex mollis. 

En la Figura 52 se muestran algunas de las imágenes correspondientes a los 

ensayos de ralladura obtenidas en microscopio invertido Leica (modelo DM IL LED), 

empleando un objetivo 4x. Las imágenes en a y b corresponden al control a 0 y 24 

h; c y d corresponden al IP6 a 16 𝜇𝑔/𝑚𝐿, e y f el extracto a 140 𝜇𝑔/𝑚𝐿, g y h AuNPs 

a 200 𝜇𝑔/𝑚𝐿 y por último i y j AgNPs a 25 𝜇𝑔/𝑚𝐿 
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 Figura 52 Ensayos de ralladura en celulas HUVEC 
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Se utilizo el software Image J para realizar el conteo de células. Los datos se 

procesaron y graficados, tal como se muestra en la Figura 53. 

 

 

En la Figura 53 se muestra el efecto de inhibición en la migración celular por parte 

del extracto, el cual aumenta conforme se incrementa la concentración de extracto. 

Caso contrario se observa para el IP6 el cual conforme aumenta la concentración 

incrementa la migración de las células. El efecto apreciable el efecto que tienen las 

AuNPs sobre la migración celular, puesto que aun a la concentración más baja de 

25 𝜇𝑔/𝑚𝐿 se observa un efecto inhibitorio cercano a 35%; este efecto incrementa 

conforme se aumenta la concentración llegando a un aproximado 65% de inhibición 

para la concentración de 200 𝜇𝑔/𝑚𝐿. Las AgNPs presenta de igual manera un 

Figura 53 Conteo de células en ensayo de ralladura 
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efecto inhibitorio aun en concentraciones bajas, sin embargo, comparando con la 

Figura 48 se puede asociar este efecto a la muerte de las células. 

Discusión 
Priyabrata y colaboradores muestraron el efecto de NPs de oro en células 

endoteliales, observando tanto proliferación como migración celular [12]. Las NPs 

sintetizadas en este trabajo mediante síntesis química tuvieron un tamaño de 5 𝑛𝑚. 

La concentración utilizada por Priyabrata y colaboradores fue de 670 𝑛𝑀 de oro, lo 

que equivale a 514
𝜇𝑔

𝑚𝑙
. Observaron que las AuNPs sintetizadas resultaron no ser 

tóxicas en lo absoluto aun en concentraciones elevadas. En los ensayos de 

migración obtuvieron un efecto de inhibición del 80% con la concentración antes 

mencionada. Haciendo una comparación con la concentración más elevada 

trabajada en esta tesis, siendo de 200
𝜇𝑔

𝑚𝐿
 de compósito, que equivale a 57.46

𝜇𝑔

𝑚𝐿
 de 

oro, siendo aproximadamente una décima parte de lo utilizado por Priyabrata. Pese 

a esto se obtuvo un porcentaje de inhibición del 67% lo que muestra tener una mayor 

eficiencia en la inhibición de la migración celular. 

Sangiliyandi y colaboradores presentaron el efecto de AgNPs en células 

endoteliales, evaluando el efecto anti-angiogénico [13]. Ellos utilizaron NPs 

sintetizadas por Bacillus licheniformis de un tamaño promedio de 50 𝑛𝑚 a una 

concentración de 500 𝑛𝑀 de plata lo que equivale a 208.081
𝑚𝑔

𝑚𝐿
. Los ensayos de 

viabilidad mostraron que a esta concentración obtuvieron la 𝐷𝐿50 es decir, la muerte 

de la mitad de la población de células. Comparando con las AgNPs sintetizadas con 

el extracto de Vitex mollis, se obtuvo la 𝐷𝐿50 a una concentración de composito 

aproximado de 25
𝜇𝑔

𝑚𝐿
 lo que equivale a 5.53

𝜇𝑔

𝑚𝐿
 de plata, resultando ser mucho más 

tóxicas en comparación a las utilizadas por Sangiliyandi. Los ensayos de migración 

realizados por Sangiliyandi y colaboradores no cuantificaron el efecto de las NPs, 

simplemente mostraron imágenes del efecto de estas sobre las células. Dado que 

trabajan con concentraciones tan elevadas de NPs provocando una muerte de 50% 

de la población, no se puede discernir si es un efecto real de las partículas sobra la 

migración o simplemente se trata de la muerte provocada por las AgNPs. 
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Rho y colaboradores explicaron como las AuNPs tienen un efecto antiangiogénico 

[1]. Durante la angiogénesis la fosforilación de la quinasa señalizadora-reguladora 

extracelular (ERK), la proteína quinasa B (Akt) y la quinasa focal de adhesión (FAK) 

acciona la proliferación, sobrevivencia y migración en las células respectivamente, 

por lo que Rho y colaboradores observaron como las AuNPs inhiben la fosforilación 

de estas proteínas, proceso que puede estar relacionado en la inhibición de 

migración celular por parte de las AuNPs sintetizadas por medio del extracto de 

Vitex mollis. Por otra parte, Rho y su grupo mostraron que las AuNPs son capaces 

de inducir reorganización nanoestructural en el receptor 2 del factor de crecimiento 

endotelial vascular (VEGFR2) por lo que se ve afectada la señalización de la 

angiogénesis [14]. 
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Capítulo 5 

Conclusiones y perspectivas. 
El extracto obtenido del fruto de la planta Vitex mollis resulto ser un agente reductor 

para la síntesis de AuNPs y AgNPs, estandarizando su síntesis tal como se muestra 

en el apéndice 3. Utilizando el espectrómetro Uv-Visible se pudo mostrar que aun 

tras los procesos de limpieza efectuados, se preserva la presencia del extracto en 

las NPs por lo que sugiere juegan un papel en la estabilidad de las nanopartículas, 

las cuales presentan un potencial zeta neto mayor a 30 𝑚𝑉. La microscopia 

electrónica de barrido corroboró lo obtenido por la espectroscopia Uv-Visible, ya que 

fue posible observar una capa envolvente sobre las NPs, a la que se le asoció ser 

el extracto. 

Mediante el uso del espectrómetro IR fue posible dilucidar la presencia de al menos 

fructosa e inositol hexafosfato en el extracto. Comparando estos espectros con los 

obtenidos para las AuNPs y AgNPs, muestra la presencia de al menos estos dos 

compuestos en las NPs. 

Las AuNPs sintetizadas con el extracto obtuvieron un diámetro promedio de 19.7 ±

5.7 𝑛𝑚. Mientras que las AgNPs tienen un diámetro promedio de 10.4 ± 7.3 𝑛𝑚. 

Los resultados de las pruebas de viabilidad sobre la línea celular HUVECs 

mostraron que las AuNPs no son toxicas aun en concentraciones elevadas, sin 

embargo, las AgNPs resultaron ser altamente toxicas en todas las concentraciones.  

Los ensayos de ralladura mostraron resultados de inhibición tanto en el extracto 

como las NPs sintetizadas con él. Dada la toxicidad presentada por las AgNPs, se 

asocia este efecto inhibitorio en la migración celular a la muerte de las células. Por 

otra parte, las AuNPs resultaron tener el mayor efecto de inhibición sobre las 

células, sin afectar la viabilidad de estas. 

Será necesario llevar a cabo pruebas biológicas in vitro realizando evaluación de 

angiogénesis en matrigel. De igual manera, ensayos in vivo empleando modelos de 

embriones de pollos u orejas de ratón estimulados con VEGF para promover la 
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angiogénesis, enfocando exclusivamente al estudio de los mecanismos biológicos 

mediados por las AuNPs, ya que resultaron no tóxicos. 
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Apéndices 
Apéndice 1: Metodología de obtención de extracto 
Para la extracción del fruto de la planta Vitex mollis (uvalama) se utilizó una 

concentración de 200 g /L de solución 70/30 en volumen de etanol-agua 

respectivamente. El fruto fue obtenido de árboles dentro de la misma universidad 

de Sonora; tras su recolección fueron lavadas e introducidas a un horno a 50℃ 

durante 48 horas con el fin de deshidratarlas. 

• Se pesó 200 g de uvalama deshidratada y agregó a un contendor de vidrio 

color ámbar para proteger de la luz. 

• Con la ayuda de una probeta, se midió 700 mL de etanol y depositó en el 

frasco, en seguida se midió 300 ml de agua ultra pura y agregó al frasco. 

• Se guardó el frasco en un lugar sin luz y a temperatura ambiente (25℃) 

durante un mes. 

• Pasado el tiempo se filtró la solución de la extracción con ayuda de filtros de 

papel Whatman 40 (8μm). 

• Se almacenó el filtrado en recipientes estériles para evitar contaminación. 

• Se rotovaporó el extracto filtrado a 40℃ hasta eliminar gran parte del 

solvente, especialmente el alcohol. 

• Se recuperó el extracto y colocó en envases de vidrio color ámbar. 

• Se liofilizó el extracto hasta eliminar el agua en su totalidad 

(aproximadamente 24 h). 

• Se guardó el extracto liofilizado protegiendo de la luz y la humedad. 

Apéndice 2: Preparación de precursores metálicos. 
Solución de ácido tetracloroaurico a 0.01 𝑀 

• Se pesó 0.3398 𝑔 de 𝐻𝐴𝑢𝐶𝑙4 y colocó en un matraz aforado de 100 𝑚𝐿. 

• Se completó el volumen con agua ultra pura. 

• Se colocó un imán de agitación y cubrió el matraz con aluminio. 

• Se colocó en placa agitadora a 700 𝑟𝑝𝑚 durante una hora a temperatura 

ambiente. 
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• Se Transfirió la solución en frasco de vidrio estéril color ámbar para su 

almacenamiento. 

Solución de nitrato de plata a 0.1 𝑀 

• Se pesó 1.6987 𝑔 de 𝐴𝑔𝑁𝑂3 y colocó en un matraz aforado de 100 𝑚𝐿. 

• Se completó el volumen con agua ultra pura. 

• Se colocó un imán de agitación y cubrió el matraz con aluminio. 

• Se colocó en placa agitadora a 700 𝑟𝑝𝑚 durante una hora a temperatura 

ambiente. 

• Se transfirió la solución en frasco de vidrio estéril color ámbar para su 

almacenamiento. 

Apéndice 3: síntesis de NPs 
AuNPs (100 𝑚𝐿) 

• Se preparó un stock de 50 𝑚𝐿 de extracto, disolviendo 0.5 𝑔 de extracto en 

50 𝑚𝐿 de solvente 50/50 en volumen de alcohol y agua ultrapura. 

• Se preparó 85 𝑚𝐿 de solvente 50/50 en volumen de alcohol y agua ultra pura 

en un recipiente con capacidad mínima de 100 𝑚𝐿. 

• Se agregó a los 85 𝑚𝐿 de solvente 10 𝑚𝐿 del extracto en solución antes 

preparado. 

• Se agregó 5 𝑚𝐿 de la solución 0.01 𝑀 de 𝐻𝐴𝑢𝐶𝑙4 preparada en el apéndice 

2. 

• Para ayudar a la síntesis de las NPs se colocó el frasco en presencia de luz 

solar por al menos 1 h. 

AgNPs (100 𝑚𝐿) 

• Se preparó un stock de 50 𝑚𝐿 de extracto, disolviendo 0.5 𝑔 de extracto en 

50 𝑚𝐿 de solvente 50/50 en volumen de alcohol y agua ultrapura. 

• Se preparó 85 𝑚𝐿 de solvente 50/50 en volumen de alcohol y agua ultra pura 

en un recipiente con capacidad mínima de 100 𝑚𝐿. 
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• Se agregó a los 85 𝑚𝐿 de solvente 10 𝑚𝐿 del extracto en solución antes 

preparado. 

• Se agregó 5 𝑚𝐿 de la solución 0.1 𝑀 de 𝐴𝑔𝑁𝑂3 preparada en el apéndice 2. 

• Para ayudar a la síntesis de las NPs se colocó el frasco en presencia de luz 

solar por al menos 1 h. 

Apéndice 4: Limpieza de NPs. 
• Se transfirió las NPs a limpiar a tubos falcon de 50 𝑚𝐿 llevándolos a un 

máximo de 30 𝑚𝐿 para evitar fuga. 

• Se introdujo a la centrifuga a 1,400 rpm durante 1 h. 

• Pasado el tiempo se retiró con cuidad el sobrenadante de las partículas, 

evitando tirar el precipitado. 

• Se agregó 10 𝑚𝐿 de solvente 50/50 en volumen de alcohol-agua. 

• Se sonicó la solución hasta resuspender todas las NPs. 

• Se repitió los últimos 4 pasos 2 veces más, solo que la última se agregó solo 

10 𝑚𝐿 de alcohol puro. 

• Se retiró el sobrenadante evitando tirar las NPs. 

• Se colocó los tubos falcon en un horno de secado por 24 horas a 45℃. 

• Se recuperó y pesó el sólido para su almacenamiento. 




