(UNERSITAS ATOMOMA D2 CASRETAND)

Universidad Auténoma de Querétaro
Facultad de Ciencias Naturales

Licenciatura en Microbiologia

Determinacion de la actividad antimicrobiana de nanoparticulas producidas por sintesis

verde con extracto de Argemone mexicana
TESIS INDIVIDUAL
Que como parte de los requisitos para obtener el Titulo de
LICENCIADO EN MICROBIOLOGIA
Presenta:

Diana Guadalupe Téllez de JesUs

Dr José Antonio Cervantes Chavez (}7
Director Firma

Dr. Angel Ramén Hernéndez Martinez
Secretario Firma

Dr. Edgardo Ulises Esquivel Naranjo Esctu‘-’w' }Jamnlb Edffado d’

Vocal Firma
LA
=1 A4y

Dr. Fidel Landeros Jaime /1 oy
Suplente Fima

B o

7

Centro Universitario
Querétaro, Qro.

20 de Mayo 2019




Diana Guadalupe Tellez de Jesus

Determinacion de la actividad antimicrobiana de nanoparticulas
producidas por sintesis verde con extracto de Argemone mexicana

AUTONOMA DE

s

{2019

¢

%
RO

{ N3 _oona3
o,
@

L

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO
FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES

&
Y FT AONOR

Determinacion de la actividad antimicrobiana de
nanoparticulas producidas por sintesis verde con

extracto de Argemone mexicana

TESIS INDIVIDUAL

Que como parte de los requisitos para obtener el
grado de

LICENCIADO EN MICROBIOLOGIA
PRESENTA

Diana Guadalupe Tellez de Jesus

Dirigido por:

Dr. José Antonio Cervantes Chavez

C.U. Querétaro, Qro. 20 de Mayo 2019




RESUMEN

Desde hace ya varios afios la resistencia microbiana ha ido en aumento debido al uso indiscriminado
de agentes antimicrobianos y como consecuencia de ello los microorganismos han desarrollado
mecanismos para evadir el efecto que los antimicrobianos, como los antifungicos y antibiéticos. Es
por ello que es necesaria la busqueda de nuevas alternativas que permitan el control adecuado de
los microorganismos patdégenos, no solamente de humanos sino también de aquellos que causan
enfermedades en plantas. La biosintesis de nanoparticulas metalicas es un método que ha tenido
gran auge debido a sus numerosas aplicaciones, entre ellas su potencial antimicrobiano. Ademas,
de tener efectos microbicidas es un método amigable con el ambiente y por la facilidad de obtencién
representa una alternativa para el control de patégenos, ya que para la obtencién de nanoparticulas
hace uso de recursos, que no requieren un gasto econémico, como aquellas plantas que no son de
interés comercial. Por lo que el objetivo de este trabajo fue la obtencién y caracterizacién de
nanoparticulas, de plata y oro, sintetizadas con el extracto de Argemone mexicana, una planta que
es considerada una maleza, la cual es de amplia distribucién y crece en ambientes pobres de
nutrientes. Se determind la actividad antimicrobiana de las nanoparticulas obtenidas en diferentes
microorganismos como: bacterias sensibles y multirresistentes a antibiéticos, hongos fitopatégenos
y en C. albicans, levadura patdégena de humanos. Los resultados indican que las nanoparticulas
obtenidas con el extracto de A. mexicana, asi como el extracto mismo, tienen un amplio espectro de
inhibicion en el crecimiento de microorganismos por lo que pueden ser una nueva alternativa para

el control de patdgenos, no solamente de humanos también de plantas.
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1 . -Introduccion

Actualmente las plantas son ampliamente utilizadas en el proceso de sintesis de nanoparticulas
debido a que constituyen un recurso de facil acceso y casi ilimitado (Elia, 2014; Bhattacharjee, 2010).
Argemone mexicana L. es una planta considerada maleza, se distribuye en la mayoria del territorio
nacional, tiene un alto contenido de alcaloides como la sanguinarina, protopina y barberina, estos
compuestos predominan principalmente en las hojas, aunque solamente son algunos de los
componentes que se han caracterizado (Bhattacharjee, 2010). También en algunas regiones es
considerada una planta medicinal, debido a que se utiliza para el tratamiento de infecciones en la
piel o gastrointestinales e incluso se ha reportado que tiene propiedades anticancerigenas
(Arokiyaraj, 2013; Brahmachari, 2013).

Recientemente la sintesis verde de nanoparticulas se ha presentado con numerosas posibilidades
de aplicaciones biomédicas. Ademas, una de las ventajas de utilizar este método de sintesis es que
no tiene un costo elevado, en comparacion con la sintesis quimica. La biosintesis de nanoparticulas
reduce costos y tiempo de produccion, ya que la reaccion se lleva a cabo en menos de 60 minutos,
ademas de que es un método amigable con el medio ambiente, con potencial de ser aplicado en el
control de microorganismos patégenos de humanos y plantas. Aunado a ello, el uso de plantas
acoplado a la obtencién de nanoparticulas representa un método econémico y representa un recurso
casi ilimitado para la biosintesis (Elia, 2014; Senthil, 2017).

La sintesis de nanoparticulas de plata actualmente es las que mas aplicaciones biomédicas y
microbiol6gicas tiene, esto debido a sus propiedades antimicrobianas (Ganaie, 2015; Jain, 2017).
Es decir, la plata es conocida por ser un agente antimicrobiano ya que se sabe que inhibe la
expresion de proteinas o produce dafios en la membrana lo cual provoca una alteracion osmotica y
los microorganismos como las bacterias mueren. En hongos se ha descrito que las nanoparticulas
de plata inducen un dafio fisico irreversible en la pared celular e inhiben el crecimiento. Sin embargo,
el proceso por el cual sucede esto no se conoce realmente a pesar de que se tiene evidencia de que
las nanoparticulas de plata y oro inducen a la muerte de bacterias y otros microorganismos (Sujitha,
2013, Patil, 2017).
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2.- Revisién bibliografica

2.1 Sintesis verde

La sintesis verde hace referencia al uso de compuestos biolégicos en la formacion de materiales
como las nanopatrticulas (Senthil B. D., 2017). Este método resulta ser menos invasivo con el medio
ambiente en comparacion de los métodos de sintesis de nanoparticulas tradicionales los cuales
utilizan solventes u otros agentes quimicos que en su mayoria ademas de ser costosos tienen un
mayor impacto en el ambiente (Kumar, 2014; Siddiqui M. N., 2018). Otra de las ventajas de esta
técnica es que requiere menos tiempo que otras metodologias convencionales, dado que utiliza
como agentes reductores biomoléculas como lo son los alcaloides, fenoles, polisacéridos, vitaminas,
enzimas, microorganismos y extractos de plantas para la sintesis de nanoparticulas (Ahamed, 2011;
Senthil, 2017).

Los métodos de sintesis de nanoparticulas convencionales hacen uso de productos quimicos que
pueden resultar altamente tdxicos y pueden producir efectos secundarios en la aplicacion biomédica,
por ejemplo: la acumulacion y formacion de agregados de nanoparticulas metalicas. Por lo que los
métodos que hacen uso de materiales biolégicos, como la sintesis verde, proporcionan propiedades
distintas dado que no se ha reportado su toxicidad en condiciones experimentales aplicadas a
animales o al ambiente, de igual manera brinda una alternativa econémica debido a que el proceso
de sintesis requiere materiales costeables y amigables con el ambiente. Ademas, el proceso de
sintesis es muy sencillo ya que solamente se mezclan las sales metalicas con el material biol6gico
y se produce la bioreduccién de la sal y en menos de 60 minutos se obtienen nanoparticulas, lo cual

reduce costos y tiempo de produccion (Iravani, 2011; Jain, 2017; Ahamed,2011).

Las plantas proporcionan una fuente de material biolégico abundante para el proceso de sintesis
verde. Sin embargo, hay que tener en cuenta que deben ser de facil acceso y que no representen
plantas de interés econémico o comercial. Los compuestos que éstas tienen como; fenoles,
flavonoides, antioxidantes, alcaloides y otros metabolitos secundarios le confieren propiedades
distintas a cada planta por lo cual es necesario la busqueda de materiales con alto contenido de
estos componentes para la aplicacion en el proceso de obtencién de nanoparticulas, ya que los
compuestos de la planta misma son los responsables de la reduccion, crecimiento y estabilizacion

de las nanoparticulas (Hussain, 2016; Kharissova, 2013).

Las nanoparticulas actualmente se han utilizado principalmente en modelos animales y sus
aplicaciones van encaminadas al area biomédica. Sin embargo, el uso de las nanoparticulas
metalicas mediante sintesis verde, contra hongos que infectan plantas es poco conocido a pesar de
que en algunos trabajos se ha visto que las nanoparticulas de plata tienen un efecto en la inhibicion

del crecimiento de hongos como lo son: Bipolaris sorokinniana, Botrytis cinerea y Colletotrichum
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gloesporioides, asi como en bacterias tales como Xanthomonas axonopodia y Pseudomonas

syringae, causantes de enfermedades en plantas (Min, 2009; Lee, 2013; Kumar, 2014).
2.2 Propiedades antimicrobianas de plantas

Actualmente la resistencia antimicrobiana ha ido en aumento, problematica que tiene un impacto
tanto en el sector de salud como en el agricola ya que provoca pérdidas econdémicas y problemas
de salud importantes. Las plantas resultan ser buenos candidatos para la obtencion de nuevos
compuestos antimicrobianos, ya que se han usado a lo largo de varios afios en la herbolaria
tradicional para el tratamiento de infecciones en la piel, gastrointestinales o dolores musculares entre
otros. Su actividad antimicrobiana se debe a la presencia de componentes propios de éstas como
son los flavonoides, alcaloides, terpenos, saponinas y otros metabolitos asociados con estas
caracteristicas. Es por ello que las plantas al aportar una gran cantidad de compuestos, pueden ser
utilizadas como alternativa para hacer frente a la probleméatica que se tiene debido al incremento en
la resistencia antimicrobiana, por lo cual resulta necesario la busqueda de nuevos agentes
terapéuticos (Rios, 2005; Kharissova, 2013; Mostafa, 2018).

2.2.1 Argemone mexicana

Argemone mexicana es una planta de amplia distribucién que se usa de manera tradicional para el
tratamiento de infecciones en la piel, inclusive en algunas partes del mundo se considera como un
antidoto para venenos de animales ponzofiosos. En México es conocida cominmente como
“chicalote” y debido a que puede crecer en suelos pobres de nutrientes es de amplia distribucion, de

hecho, es considerada una maleza (Brahmachari, 2013; More, 2016; Hussein, 2017).

Se ha reportado que el extracto de esta planta es efectivo para la inhibiciébn del crecimiento de
bacterias, nematodos, hongos y en algunas partes del mundo es utilizada para el tratamiento de la
malaria. Estas propiedades antimicrobianas se deben a que posee metabolitos secundarios como
la dehidrocorildamina y oxibarberina de los cuales se ha observado que inhiben la esporulacién en
hongos (Singh, 2009). También se han encontrado alcaloides como la barberina y protopina, los
cuales se han asociado con posibles propiedades antimicrobianas (Bhattacharjee, 2010;
Brahmachari, 2013; Hussein, 2017).

El extracto de esta planta es efectivo contra algunos hongos (causantes de enfermedades en
plantas), bacterias y contra algunos nematodos como Meloidogyne incognita causante de la
podredumbre de la raiz en cultivos de importancia econdémica (Kumari, 2013; More, 2016) e incluso
contra microorganismos que causan enfermedades en humanos, por ejemplo en bacterias
resistentes a antibiéticos como lo son algunas cepas de Pseudomonas aeruginosa aisladas de
muestras clinicas (Siddiqui, 2002; Bhattacharjee, 2010; Sahu, 2012).
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2.3 Propiedades antimicrobianas nanoparticulas de platay oro

La plata es conocida desde hace ya varios afios por sus propiedades antimicrobianas, es por ello
que las nanoparticulas de plata (AgNPs) en conjunto con el proceso de sintesis verde, esto es en
combinacién con materiales biolégicos como las plantas que presentan propiedades
antimicrobianas, proporcionan una alternativa para el control de los microorganismos causantes de
enfermedades ya sea en humanos o en plantas de interés comercial (Rajeshkumar, 2019; Hussain,
2016).

La sintesis quimica y verde de nanoparticulas de plata actualmente es la que mas aplicaciones
biomédicas y microbiol6gicas tiene, esto debido a sus propiedades antimicrobianas (Ganaie, 2015;
Jain, 2017). Es decir, las biomoléculas son conocidas por su actividad antimicrobiana ya que se sabe
inhiben la actividad de proteinas o producen dafios en la membrana o pared celular, lo cual provoca
una alteracion osmética y los microorganismos como las bacterias mueren. En hongos se ha descrito
que las nanoparticulas de plata provocan dafio en la pared celular, de manera que provocan la
deformacién de ésta e inhiben el crecimiento (Jo, 2009). Sin embargo, el mecanismo por el cual
sucede esto aun no es del todo conocido. Las nanoparticulas de oro también han tenido gran auge
debido a su biocompatibilidad y efecto no citotoxico en las aplicaciones biomédicas (Sujitha, 2013;
Jain, 2017).

El tratamiento con nanoparticulas aplicado a microorganismos produce una modificacién de los
lipidos que conforman la membrana provocando su desestabilizacion, volviéndola mas fluida, de
manera que incrementa la permeabilidad y permite el paso libremente de las nanopatrticulas, aunque
también se ha propuesto que aquellas de menor tamafio pueden atravesar de manera libre la
membrana. Este fenébmeno se ha propuesto como el principal mecanismo de dafio en bacterias,
seguido por el dafo fisico a la pared celular, ya que las nanoparticulas de plata al tener una carga
positiva, interactdan con la carga negativa de la pared celular en bacterias desestabilizando las
cadenas de peptidoglicano e induciendo a la formacion de mondmeros de N-acetilglucosamina y
acido N-acetilmuramico. Por lo que la pared celular pierde rigidez y consecuentemente se induce a
la formacién de especies reactivas de oxigeno. También se ha propuesto que las nanoparticulas de
plata pueden interactuar con los grupos amino de los componentes celulares como las proteinas, o
con los grupos fosfato del ADN, figura 1. Todos estos mecanismos actian de manera simultanea
conduciendo a la pérdida de la integridad celular y posteriormente a la muerte (Kharissova, 2013;
Patil, 2017; Jain,2017; Tripathi, 2017).

A pesar de ello, se desconoce el mecanismo de accién antimicrobiano por el cual las nanoparticulas
funcionan, ya que no se puede generalizar el efecto en todos los microorganismos, debido a que

cada uno de ellos presenta diferente sensibilidad dada por la conformacion de sus componentes
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celulares como la membrana o la pared celular, aunado a ello existen microorganismos con
estructuras de resistencia, como las esporas 0 bien estructuras de proteccion, por ejemplo, la
presencia de capsula. Ademas de la capacidad de formar biopeliculas, esta particularidad les
confiere una conformacioén distinta de manera que la eficiencia de las nanoparticulas se puede ver
afectada (Maillard, 2018; Rajeshkumar, 2019).

o @ Interrupcion en
R transportadores
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Produccién especies Q
reactivas de oxigeno

Figura 1. Diagrama del mecanismo antibacteriano de nanoparticulas de plata. Tomado y modificado de (Patil, 2017)

Las propiedades antimicrobianas de nanoparticulas de oro se atribuyen al tamafio y forma que éstas
tienen, asi como a la manera en que son sintetizadas. A pesar de ello es poco entendido el proceso
por el cual tienen estas caracteristicas, se tiene la hipétesis de que existen nanoparticulas de oro
capaces de unirse a los grupos funcionales de enzimas como la NADH deshidrogenasa, esta union
interrumpe la cadena respiratoria e induce a la produccion de especies reactivas de oxigeno
promoviendo la muerte celular. Sin embargo, no se conoce realmente el proceso por el cual tienen
propiedades antimicrobianas, no se sabe si las nanoparticulas atraviesan por difusion simple la
membrana o si es por endocitosis, 0 si provocan un dafio directo en la pared celular y como es que
se presenta esto en distintos microorganismos, por ejemplo, en hongos y en bacterias debido a que

su estructura y conformacion es distinta para cada caso. (Jo, 2009; Elia, 2014).
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2.4 Microorganismos patégenos en humanos
2.4.1 Escherichia coli

Escherichia coli es una bacteria Gram negativa con forma de bacilo, pertenece a la familia de las
enterobacterias y se encuentra de manera normal en la microbiota gastrointestinal ya que coloniza
el intestino al momento del nacimiento. Sin embargo, hay cepas que son patégenas y provocan
infecciones del tracto intestinal, siendo esta la causa mas comun de diarrea infantil (Li W., 2010).
Por ejemplo, cepas de E. coli enteroagregativa que como su nombre lo indica tienen la habilidad de
formar agregados bacterianos alrededor de las células y como consecuencia de ello provocan
enfermedades como la diarrea persistente la cual puede llegar a tener complicaciones en el
tratamiento de la misma debido a la resistencia a los antibiéticos, o las cepas de E. coli
enterotoxigénica cuya caracteristica es la produccién de toxinas resistentes y tolerantes al calor de

manera que su control es complicado (Patzi-Vargas, 2015).
2.4.2 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria Gram negativa con forma de bacilo, que por lo general
se caracteriza por ser un patdégeno oportunista y es una de las bacterias que predominan en las
infecciones nosocomiales. Hay cepas de Pseudomonas que llegan a ser multirresistentes a
antibidticos debido a que pueden adquirir genes, ya sea del ambiente o de otras bacterias, los cuales
le confieren la habilidad de evadir el efecto nocivo de los farmacos. Actualmente el tratamiento para
estas infecciones consta de la combinacion de antibidticos dado que uno solo no logra erradicar la

infeccion debido a que ha generado resistencia a éstos (Salomoni, 2017; de Bentzmann, 2011).
2.4.3 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus es una bacteria Gram positiva, al igual que P. aeruginosa es un patégeno
oportunista, pero a diferencia de Pseudomonas, S. aureus presenta forma de coco y tiene la
capacidad de invadir la mayoria de los tejidos provocando lesiones en la piel, infecciones del tracto
urinario, respiratorio, bacteremia hasta el punto de provocar sepsis, razon por la cual los pacientes,
especialmente los recién nacidos e inmunocomprometidos, son hospitalizados y tratados con una
combinacién de antibidticos para intentar revertir la infeccion debido a que es mas frecuente la

presencia de bacterias resistentes a los farmacos (Tong, 2015; Li W. R., 2011).

El éxito de colonizacion e infeccion se debe en parte a los mdltiples factores de virulencia que puede
llegar a expresar, por ejemplo: proteinas asociadas adhesion e invasion a las células del huésped,
evasion de la respuesta inmune, es por ello que es uno de los patdégenos asociados con mas

frecuencia a infecciones nosocomiales por la variedad de respuestas que presenta (Tong, 2015).
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2.4.4 Candida albicans

Candida albicans, patégeno oportunista de humanos que de manera normal se encuentra como
comensal sin causar dafio alguno a su hospedero. Sin embargo, puede provocar infecciones
localizadas o sistémicas, es un hongo dimérfico, ya que puede presentar forma de levadura o de hifa
debido a que se desarrolla de manera distinta dependiendo de las condiciones del medio en el que
crece. Es la transicion morfologica la que facilita la invasion a las células dado que en la forma de
hifa expresa diferentes antigenos lo cual le confiere la capacidad de invasion intracelular e
intercelular provocando un dafio en su hospedero, asi como la produccion de diferentes enzimas
proteoliticas que se consideran factores de virulencia. Ademas, al ser capaz de formar biopeliculas
puede resistir de manera eficaz el dafio producido por antifungicos (Hofs, 2016; Wibawa, 2016).
Estas caracteristicas le confieren cierta versatilidad ya que puede estar presente en diferentes sitios
anatémicos y posee la habilidad de ser patdgeno si las condiciones del medio se lo permiten, de ahi
que es el hongo que mayor incidencia tiene en infecciones nosocomiales y los farmacos utilizados
para su tratamiento resultan ineficaces debido a la generacion de resistencia a éstos (Hofs, 2016;
Dadar, 2018).

2.5 Hongos patégenos de plantas

Los hongos son los organismos causantes de las mayores pérdidas econémicas en la agricultura
debido a su amplio rango de hospederos ya que no solamente infectan plantas de interés comercial,
ya que pueden estar presentes de manera normal en el suelo o formando parte de la microbiota de
la planta y cuando las condiciones ambientales son favorables inducen una infeccion. Las
infecciones producidas por hongos estan determinadas por las condiciones ambientales y por la
planta misma ya que si ésta se encuentra con heridas superficiales, por ejemplo, es una via de
acceso a varios microorganismos, como los hongos, que pueden causar enfermedades y éstas se
diseminan facilmente a las plantas adyacentes de manera que su control muchas veces se dificulta

debido a la generacién de cepas resistentes (Dean, 2012).

Rhizoctonia solani es un hongo patégeno de plantas, principalmente en la papa, su distribucion es
mundial y la enfermedad que causa se caracteriza por la pudricién en la raiz de los cultivos lo cual
provoca pérdidas econdémicas importantes a pequefios y grandes productores, ya que Su
propagacion suele ser muy facil debido a que al entrar en contacto con el suelo se dispersa a otras

plantas sanas mediante el agua o la tierra contaminada (Kanetis, 2016).

Otros de los hongos de importancia econdémica son; Fusarium oxysporum que recientemente ha sido
identificado como patégeno emergente de humanos, pero en plantas este hongo infecta

principalmente los tallos (Husaini, 2018). En cultivos de tomate provoca el marchitamiento de la
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hortaliza, pero esto no significa que no tenga otros hospederos, también puede infectar a otros
cultivos de interés comercial al igual que otros hongos como es el caso de: Colletotrhichum
gloesporioides, patdogeno de plantas de interés comercial como el aguacate en donde provoca
antracnosis. Alternaria alternata que de igual manera es un patégeno oportunista que produce
manchas en las hojas y decoloracion en distintas partes de la planta. Sclerotium rolfsii el cual tiene
la habilidad de infectar cualquier parte de la plantay es de amplia distribucion, ademas de que puede
infectar a plantas ornamentales como las orquideas. Sin embargo, los signos de enfermedades
producidas por hongos en plantas son similares ya que se caracterizan por producir marchitamiento
debido al dafio causado al sistema vascular, clorosis, antracnosis o necrosis razén por la cual se

dificulta su control y manejo correcto (Doehlemann G, 2017; Dean, 2012).
2.6 Resistencia microbiana

La resistencia microbiana se refiere a la capacidad que tienen los microorganismos para evadir los
efectos de los antimicrobianos, que son los farmacos que se utilizan de manera habitual para tratar
las infecciones que generan los microorganismos, y como consecuencia de ello los tratamientos
para las infecciones que provocan se vuelven ineficaces. La generacion de microorganismos
resistentes representa un reto para el sector salud y agricola, debido a que se pueden observar
casos en los cuales resulta ineficiente la aplicacion de farmacos para controlar al microorganismo.
Los antimicrobianos se clasifican de acuerdo a su mecanismo de accion, estan los que inhiben la
sintesis de la pared celular, como los B-lactamicos que interfieren con las enzimas responsables de
la sintesis de peptidoglicano, también se encuentran los que inhiben la sintesis de proteinas como
los macrolidos, aminoglucésidos y tetraciclinas que se unen a la subunidad 30s del ribosoma y estan
aguellos que inhiben la sintesis de acidos nucleicos como las fluoroquinolonas (Blair, 2015). Sin
embargo, el uso excesivo de fungicidas, antibiéticos y otros productos quimicos para el control de
los microorganismos patégenos ha resultado en la generacion de resistencia por parte de éstos
(Tenover, 2006, Blair, 2015).

Entre los mecanismos de resistencia bacteriana se encuentran aquellas productoras de
betalactamasas de espectro extendido (BLEE), éstas se caracterizan por estar presentes en bacilos
Gram negativos, principalmente en enterobacterias y cuya aparicion se debe al uso indiscriminado
de antibiéticos como los B-lactamicos, que son el farmaco que comunmente se utiliza para el
tratamiento de infecciones bacterianas, los cuales se unen a las proteinas encargadas de la sintesis
de la pared celular. Las BLEE son enzimas que confieren resistencia a un gran numero de
antibiéticos debido a que hidrolizan el enlace amida del anillo B-lactamico de los antibi6ticos
volviéndolos ineficientes (Ramén, 2003; Garcia-Tello, 2014; Shaikh, 2015).
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Entre las bacterias BLEE productoras se encuentran E. coli, la cual se detecté primeramente en
infecciones nosocomiales. Sin embargo, hoy en dia se ha convertido en la bacteria mas comunmente
aislada en distintas areas de hospitales, entre estas bacterias también se encuentra K. pneumoniae
que de manera normal se encuentra como saprofito en humanos y forma parte de la microbiota
intestinal. Sin embargo, existen cepas como K. pneumoniae BLEE que al igual que E. coli BLEE son
multirresistentes a distintos farmacos y son las principales causantes de bacteremias por la dificultad
en su control (Garcia-Hernandez, 2011; Shaikh, 2015).

Otras de las bacterias de interés médico debido a su capacidad de evasion a los antibidticos es P.
aeruginosa IMP/MEM (R), resistente a imipenem y meropenem que son antibiéticos de amplio
espectro que recientemente se introdujeron para ser utilizados en el tratamiento de infecciones

nosocomiales provocadas por patdégenos multirresistentes (Ochoa, 2013; Buehrle, 2017).

Los antibiéticos carbapenémicos tienen la capacidad de alterar la sintesis de la pared celular, debido
a su elevada afinidad por las proteinas fijadoras de penicilina (PBP), ya que al unirse a los residuos
de serina de las PBP impiden el ensamblaje correcto del peptidoglicano. Sin embargo, la resistencia
a los carbapenémicos como el meropenem e imipenem principalmente se debe por la accién de
carbapenemasas que hidrolizan los antibiéticos de manera que evitan que éstos se unan a las PBP
de las bacterias. Otro de los mecanismos de resistencia a estos farmacos es la sobreexpresion de
bombas de flujo, ya que en bacterias multirresistentes dichas bombas no son muy especificas por
lo que pueden transportar una amplia gama de sustratos sin importar su estructura molecular, de
manera que la bacteria expulsa del citoplasma compuestos tdéxicos como los antibiéticos, o bien
induce a la formacién de biopeliculas que les confieren una estructura de proteccién y resistencia
contra el ambiente (Monge, 2013; Blair, 2015).

Las bacterias, por su tiempo de generacion, son mas susceptibles a desarrollar resistencia mediante
la adquisicion de genes por diferentes mecanismos como: la transduccién, en donde los
bacteriéfagos actian como vectores transfiriendo el material genético de una bacteria a otra, por
transformacioén que hace referencia a la captacion e incorporacion de material genético exdgeno,
por conjugacion en donde participan estructuras que permiten el intercambio de material genético
de una célula a otra, o ya sea por presion de seleccion, por ejemplo, por el indiscriminado uso de
antibiéticos (Shaikh, 2015; Tenover, 2006).
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2.7 Justificacién

Actualmente muchos patdgenos de plantas e incluso de humanos, presentan resistencia a los
antimicrobianos utilizados tradicionalmente, ya sean pesticidas, fungicidas, bactericidas o cualquier
otro producto quimico utilizado para el control de las enfermedades debido a su manejo
irresponsable e indiscriminado por varias décadas (Price, 2015).

Por lo que se ha vuelto una necesidad encontrar alternativas que permitan controlar la poblacién o
al microorganismo en si. Para ello es importante la busqueda de nuevos compuestos o tecnologias
qgue sean amigables con el medio ambiente. Debido a esto el uso de extractos de plantas ha cobrado
gran interés. Aquellas que producen una gran cantidad de metabolitos secundarios han recibido
atencion, aunado a ello es importante considerar la abundancia y facil acceso de los materiales a
investigar. Es asi como Argemone mexicana se ofrece como una excelente alternativa, debido a que
es considerada una maleza y por la variedad de moléculas que ésta produce. Por lo que resulta
interesante acoplar los metabolitos producidos por esta planta en la sintesis de nanoparticulas
metdlicas, lo cual podria resultar en un efecto sinérgico contra microorganismos patégenos de
plantas y humanos, favoreciendo asi a encontrar nuevos mecanismos de control para patégenos,

ademas de que este proceso de sintesis es amigable con el medio ambiente.
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3.- Hipétesis
Las nanoparticulas de oro y plata sintetizadas con extracto de Argemone mexicana inhiben el
crecimiento In vitro de algunos hongos fitopatégenos, algunas bacterias de interés médico y de la

levadura Candida albicans.
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4.- Objetivos

4.1 Objetivo general
Determinar el efecto antimicrobiano de nanoparticulas de oro y plata sintetizadas con extracto de A.
mexicana

4.2 Objetivos especificos

Caracterizar el extracto de A. mexicana mediante espectroscopia UV-Vis.
Determinar las propiedades antioxidantes del extracto de A. mexicana.
Sintetizar nanoparticulas de plata y oro recubiertas con extracto de A. mexicana.

Caracterizar por microscopia electrénica de barrido las nanoparticulas sintetizadas con extracto de
A. mexicana

Determinar el efecto antimicrobiano, en condiciones in vitro, de las nanoparticulas producidas via
sintesis verde.
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5.- Materiales y métodos

5.1 Muestreo

La planta A. mexicana se colectd en el estado de Querétaro, en el municipio de Querétaro, en las
coordenadas: 20.6481033, -100.3321360. La colecta se realiz6 siguiendo la descripcion de
(Hussein, 2017). La muestra fue trasladada al laboratorio de biomateriales aplicados del Centro de

Fisica Aplicada y Tecnologia Avanzada (CFATA) de la UNAM, Campus Juriquilla, Querétaro.

5.2 Preparacion del extracto y curva de calibracion

Argemone mexicana se seco a temperatura ambiente. Se recuperaron las hojas secas y se lavaron
con etanol al 70%, se volvieron a secar a temperatura ambiente y fueron trituradas con un molino
de alimentos, marca Krups®, hasta la obtencién de polvo fino. Se pesaron 5 gramos del polvo y se
colocaron en un sobre de papel filtro, de 2um de poro, para la extraccion via Soxhlet durante 24 h.

Para ello se utilizaron 150 mL de isopropanol grado reactivo.

Transcurrido el tiempo, el extracto se colocé en un Rotavapor BUCHI® R-100, a 105mV y a 40°C,
para eliminar el solvente. Se obtuvo un volumen final de 50 mL, de los cuales 25mL se pusieron a
secar a temperatura ambiente en una caja de Petri de vidrio y 25 ml se guardaron en refrigeracion

para realizar la sintesis verde.

De los 25 mL que se pusieron a secar, se obtuvieron 164.2 mg de peso seco, de los cuales 44.1mg
fueron utilizados para realizar una solucién saturada en 10mL de isopropanol para preparar la curva
de calibracion del extracto; para ello se realizaron soluciones que van de 50ppm a 200ppm, como
se muestra a continuacién, y se tomaron mediciones de absorbancia en el espectrofotémetro UV-
Vis VWR1600® en el intervalo de longitud de onda de 200 a 700nm. Los datos obtenidos se
graficaron utilizando el programa GraphPad Prism 7.

Tabla 1. Diagrama de la metodologia usada para realizar las mediciones del extracto de A. mexicana mediante

espectroscopia UV-Vis.

PPM mL de extracto de
A. mexicana
50 0.113ml
60 0.136ml
70 0.158ml
80 0.181ml Aforar cada
solucién a 10
90 0.204ml
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100 0.226ml mL con

125 0.272ml Isopropanol
150 0.340ml

175 0.396ml

200 0.453ml

5.3 Capacidad antioxidante

5.3.1 Determinacién de la capacidad antioxidante del extracto de A. mexicana mediante
ensayo DPPH (2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo)

La determinacion de flavonoides en el extracto de A. mexicana se llevé a cabo en el Laboratorio de
Metabolitos y Nanocompositos de la Facultad de Ingenieria de la Universidad Autbnoma de
Querétaro, Campus Aeropuerto. Para determinar la capacidad antioxidante del extracto, se pesaron
1.5 mg de 2-2 Difenil-1-picrilhidrazilo (sigma®) y se disolvi6 en 20 ml de metanol y se agité por

ultrasonido durante 30 minutos.

Para realizar el ensayo se colocaron 20uL de extracto de A. mexicana, sin diluir, en una microplaca
y después se afiadieron 200uL de la solucion de DPPH, la reaccidbn se mantuvo en reposo, en
condiciones de oscuridad por 60 minutos. Posteriormente se realiz6 la medicion de la absorbancia
mediante espectrofotometria UV-Vis en un espectrofotdémetro (Thermo Multiskan GO®) en un rango
de longitud de onda de 520nm. Se utiliz6 una curva estandar de Trolox con mediciones en intervalos
de 10minutos hasta llegar a los 90 minutos. Los resultados se reportaron como mg equivalentes

Trolox por gramo de muestra (mg EQ trolox /g de muestra).
5.4 Determinacion de compuestos fendlicos

5.4.1 Fenoles totales

Para la determinacion de fenoles totales se colocaron 5mL de reactivo Folin-Cicalteu al 10%, disuelto
en agua, en un matraz de 50 mL, con 4mL de carbonato de sodio (Na>COs) al 7% y 1mL del extracto
de A. mexicana; se mantuvo en oscuridad y agitacion durante 60 minutos, posteriormente se midio
su absorbancia mediante espectrofotometria UV-Vis en un rango de longitud de onda de 600 a
800nm.

Se realiz6 una curva estandar a partir de una solucién de acido gdlico 50ug/mL, se realizaron
diferentes diluciones, en agua destilada estéril, a concentraciones de 50ug/mL, 40pug/mL, 30pg/mL,
20pg/mL y 10pg/mL. Todas las soluciones fueron llevadas a un volumen de 1mL. Posteriormente en
un matraz de 50mL se afiadié cada solucion y se le agregaron 5ml de reactivo Folin-Cicalteu al 10%
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y 4mL de carbonato de sodio (Na.COs) al 7%, se mantuvo en agitacién constante durante 60 minutos
y posteriormente se midio la absorbancia en un rango de longitud de onda de 600 a 800nm. La
cuantificacion de fenoles totales en el extracto de A. mexicana se realiz6 interpolando los resultados
con la curva estandar de &cido gélico y los resultados se reportaron como mg equivalentes de &cido

galico por gramo de muestra (mg Eq AG/g de muestra)

5.4.2 Determinacion de flavonoides y taninos

La determinacion de flavonoides en el extracto de A. mexicana se llevé a cabo en el Laboratorio de
Metabolitos y Nanocompositos de la Facultad de Ingenieria de la Universidad Autébnoma de
Querétaro, Campus Aeropuerto, para ello se colocdé 1mL de extracto de A. mexicana en 5mL de
metanol y se sonicé durante 30 minutos. Posteriormente se tomaron 50uL de esa solucion y se
colocaron en una microplaca, se afadieron 180uL de agua destilada y 20uL de 2-
aminoeetildifenilborato al 1%. Para la muestra blanco se colocaron 50uL de extracto y se afiadieron
200uL de metanol, las reacciones se mantuvieron en oscuridad durante 5 minutos y se colocoé la
microplaca en un espectrofotémetro (Thermo Multiskan GO®) para medir la absorbancia a 404nm.

El ensayo se realiz6 por triplicado y los resultados se reportaron como mg Eq de rutina /g de muestra.

La determinacion de taninos en el extracto de A. mexicana se llevdé a cabo igualmente en el
laboratorio de metabolitos y nanocompositos de la Facultad de Ingenieria de la Universidad
Auténoma de Querétaro, Campus Aeropuerto. Para realizar el ensayo se coloc6 1mL de extracto de
A. mexicana en 1mL de metanol, se colocé en agitaciéon durante 30 minutos y posteriormente se
tomaron 50pL de esa solucion y se colocaron en una microplaca, después se afiadieron 200uL de
una solucién estandar de HCI:Vainillina (volumen 1:1). Para la muestra blanco se colocaron 50uL
del extracto con 200uL de HCI al 4%. El ensayo se realiz6 por triplicado y la absorbancia de las
muestras se midié en la longitud de onda de 492nm en el espectrofotometro (Thermo Multiskan
GO®). Se utilizé una curva estandar de Catequina y los resultados obtenidos se reportaron como

mg Eq de Catequina/ g de muestra.
5.5 Sintesis verde de nanoparticulas

Para la sintesis verde de nanoparticulas se prepararon 100mL de nitrato de plata (AgNO3s 1mM) y
100mL de cloruro de oro (AuCl; 1mM), ambas soluciones se almacenaron en contenedores color

ambar, para su posterior uso.

5.5.1 Sintesis verde de nanoparticulas de platay oro

Esta sintesis se realiz6 a tres relaciones de volumen, 1:1, 1:2, 2:1 (sal: extracto), en un volumen final
de 6 mL. Para ello se colocaron 3 mL de la solucion de nitrato de plata (AgNO3z 1mM) en un matraz
Erlenmeyer de 50 mL, en una bureta se colocaron 3mL del extracto de A. mexicana y por goteo

intermitente se agrego el extracto sobre la solucion de AgNOs, la reaccién se mantuvo 15 minutos
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en agitacion constante. Todas las sintesis se realizaron a diferentes temperaturas 25°C, 40°C, 60°C
y 80°C. La formacion de nanoparticulas se monitoreo mediante espectrofotometria UV-Vis a una
longitud de onda de 200 a 700nm.

5.5.2 Sintesis quimica de nanoparticulas de platay oro

Para la sintesis quimica de nanoparticulas de oro se siguié el protocolo Turkevich modificado, el
cual se utilizd un sistema de reflujo con un matraz de tres bocas en el cual se colocaron 20mL de
cloruro de oro (AuCl; 1mM); la solucién se mantuvo en agitacion y se calenté en aceite a 110°C. Se
monitoreo la temperatura del AuClsy una vez alcanzados los 90°C se afadieron 5mL de citrato de
sodio (NasCsgHsO7 1mM). La reaccion se mantuvo en agitacién durante 5 minutos y una vez que se
observé el cambio de color de amarillo a color violeta (indicador de la formacién de nanoparticulas),

se retird del aceite y la solucion se guard6 en un frasco &mbar para su uso posterior.

La sintesis quimica de nanoparticulas de plata se realizé siguiendo la metodologia estandarizada
en el laboratorio de Biomateriales Aplicados del Centro de Fisica Aplicada y Tecnologia Avanzada
de la UNAM, Campus Juriquilla, Querétaro. Para ello se utilizé un sistema de reflujo con un matraz
de tres bocas. Se afiadieron 50mL de NasCsHsO7 (7mM) al matraz y se calent6é a 90°C, en agitacion
constante. Posteriormente con una pipeta de vidrio se tom6 1mL de la solucion de NazCeHsO7y se
monitoreo el pH; una vez que la solucion alcanzé los 90°C y pH de 8 se afiadieron 0.5ml de AgNO3
(0.1M), la reaccién se mantuvo en agitacion durante 5 minutos y se observd un ligero cambio de

color, de café a gris.

5.6 Caracterizacién de las nanoparticulas por microscopia electrénica de barrido de alta
resolucién

Se seleccionaron las nanoparticulas de plata (AgNPs) y oro (AuNPSs), obtenidas via sintesis verde a
25°C y 80°C; las cuales se lavaron con agua destilada e isopropanol. Para ello se centrifugaron a
10,000rpm durante 10 minutos, se eliminé el sobrenadante y al precipitado se afiadié nuevamente
agua destilada o isopropanol, después se sonico durante 8 minutos. Este proceso se realiz6 seis
veces consecutivas, de las cuales en las dos primeras se utilizé isopropanol para eliminar el exceso
de extracto (no incorporado) y los lavados siguientes se realizaron con agua destilada. La limpieza
de las nanoparticulas se verific6 mediante espectrofotometria UV-Vis, dentro del intervalo de 200 a
700 nm.

Las muestras de nanoparticulas limpias, 25°C AgNPs, 80°C AgNPs, 25°C AuNPs y 80°C AgNPs, se
caracterizaron mediante microscopia electrénica de barrido de alta resolucion, para ello fue utilizado
el equipo Hitachi® SU8230. Las muestras se sonicaron durante 8 minutos a 50Hz, posteriormente
con ayuda de un capilar se coloc6 una gota de cada muestra sobre el porta-muestras y se dejo secar

24h antes del andlisis. La microscopia fue realizada por la M. en 1.Q. Alicia del Real Lopez,
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responsable del Laboratorio de Microscopia del Centro de Fisica Aplicada y Tecnologia Avanzada
(CFATA) de la UNAM, campus Juriquilla, Querétaro.

5.7 Actividad antimicrobiana de las nanoparticulas de platay oro

5.7.1 Actividad antifungica de las nanoparticulas

Para los ensayos in vitro se utilizé el medio PDA (Agar Papa Dextrosa), el cual se esteriliz6 a 121°C
15 minutos. Las cepas de hongos utilizadas fueron: A. alternata, F. oxysporum, S. rolfsii, R. solani,
donadas por el Dr. Ulises Esquivel Naranjo, del Laboratorio de Microbiologia Molecular (LAMIMO)
de la Facultad de Ciencias Naturales, Campus Aeropuerto, de la Universidad Autbnoma de

Querétaro.

Para conservar las cepas de hongos, éstos se crecieron en PDA con papel celofan, después de siete
dias el papel celofan fue retirado con unas pinzas y colocado en una caja de Petri para ser secado
a 28°C durante 48h, todo esto se realiz6 en condiciones de esterilidad. Una vez que pasaron 48h,
el papel celofan fue retirado y se corté en trozos pequefos y éstos fueron colocados en tubos

Eppedorf para conservar las cepas en ultracongelacion.

De igual manera, en PDA sin celofan se crecieron los hongos, cuando éstos presentaron
crecimiento, se cortaron trozos pequefios con ayuda de un bisturi y se colocaron en tubos cénicos

con glicerol al 100% para su almacenamiento a 4°C.

Para determinar la actividad antifingica de las nanoparticulas, primero se inoculé el hongo sobre
una caja de Petri con medio PDA y al mismo tiempo se colocaron los discos de papel filtro con 100pL
de cada solucién de nanoparticulas y con el extracto de A. mexicana, como control positivo se utilizé
fungicida comercial, Benomilo 50, en concentraciones de 5uL (100ug/uL),10uL y 20uL. Las cajas se

incubaron a temperatura ambiente durante 2 y 7 dias.

1) Sintesis quimica AgNPs y
AuNPs

2) Sintesis verde 25°C AgNPs
0 AuNPS

3) Sintesis verde 80°C AgNPs
0 AuNPs

4) Agua

Figura 2. Diagrama del ensayo en hongos fitopatégenos
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5.7.2 Actividad antibacteriana de nanoparticulas.

Para determinar la actividad antibacteriana de las nanoparticulas de oro y plata se utilizé la técnica
Kirby Bauer (Hudzicki, 2009), las bacterias se sembraron en el medio de cultivo Mueller Hinton (MCD
LAB®).

Las bacterias utilizadas fueron E. coli, S. aureus, P. aeruginosa, K. pneumoniae BLEE (+), E. coli
ETP (R), E. coli BLEE (+) y P. aeruginosa IMP/MEM (R) cepas pertenecientes al cepario de bacterias
del Laboratorio de Microbiologia Molecular (LAMIMO), de la Facultad de Ciencias Naturales de la
Universidad Auténoma de Querétaro, Campus Aeropuerto. Las bacterias se crecieron en agar
nutritivo durante 24h y posteriormente se inoculé caldo nutritivo con cada una de las bacterias y se
incub6 de 18 a 24h a 37°C. Posteriormente se ajusté a 1.00 la DO 00 en el espectrofotometro
(Genesys 10S UV-Vis®), se colocaron 200uL de cada cultivo en las placas de Mueller Hinton y con
ayuda de un hisopo estéril se sembré por toda la placa e inmediatamente con ayuda de unas pinzas
se colocaron 4 discos de papel filtro estéril sobre la placa. Posteriormente se colocaron 60uL de
cada solucion de nanoparticulas, asi como de extracto de A. mexicana como se muestra a

continuacion.

Como control positivo se utilizaron los siguientes antibiéticos: Ampicilina (10ug/uL) en
concentraciones de 5uL, 10uL y 15uL y Gentamicina (10ug/uL) en concentraciones de 5uL, 10uL y
15uL. Las placas se incubaron a 37°C, 24h después se midi6 el didmetro del halo de inhibicién con

un calibrador vernier, los ensayos se realizaron por triplicado y se realiz6 una prueba de Anova.

@

OO

1) Sintesis quimica AgNPs y 1) Extracto diluido, 100ppm,
AuNPs de A. mexicana

2) Sintesis verde 25°C AgNPs 2) Extracto concentrado de
o AuNPS A. mexicana

3) Sintesis verde 80°C AgNPs 3) Agua
o AuNPs

4) Agua

Figura 3. Diagrama del ensayo de difusién en disco para las pruebas en bacterias y en C. albicans
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5.7.3 Actividad antimicrobiana de nanoparticulas en lalevadura Candida albicans

Para esta levadura se utilizo medio de cultivo YPD (1% extracto de levadura,2% peptona y 2%
dextrosa). Se incub6 24h a 28°C y una vez transcurrido ese tiempo se tomaron de 4 a 5 colonias, se
colocaron en un tubo cénico (de 50mL) con 5mL de medio YPD y se incubaron 18h a 28°C a 150
rpm de agitacion. Posteriormente se midié la DOeggo €n un espectrofotometro (Genesys 10S UV-Vis®)
y se ajust6 a 1.00 de DO, se colocaron 200uL del cultivo en la placa y con ayuda de un hisopo se
extendié por toda la placa, inmediatamente se colocaron los discos, de papel filtro estéril, y sobre
cada uno de ellos se colocaron 60uL de cada solucion de nanoparticulas y de igual manera se

determing el efecto del extracto de A. mexicana como se muestra en el diagrama anterior.

Como control positivo se utilizé Higromicina B (0.2ug/pL) en concentraciones de 5uL, 10uL y 15pL.
Las placas se incubaron a 28°C, después de 24 h se midi6 el halo de inhibiciébn con ayuda de un

vernier. El ensayo se realizé por triplicado y se realiz6 una prueba de ANOVA.

5.8 Andlisis termogavimétrico de nanoparticulas sintetizadas via sintesis verde y de extracto

de A. mexicana

Para realizar el analisis termogavimétrico se utilizaron 26mg de peso seco de cada solucién de
nanoparticulas de plata, sintetizadas a 25°C y a 80°C, asi como del extracto de A. mexicana. Para
ello se realizo la sintesis verde correspondiente a un volumen de 50ml y posteriormente se dejé

secar en un horno de cocina a 30°C durante 24hrs.
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6.- Resultados y discusién

6.1 Colecta y obtencién del extracto

La planta A. mexicana se recolecté en una zona poco perturbada del estado de Querétaro, Figura
4, en el mes de febrero del 2018. Esta planta por lo general florece durante todo el afio y por ser
considerada una maleza, su obtencién no es un problema por lo cual es un buen recurso para la
sintesis de nanoparticulas (Hussein, 2017). Con esta colecta se realizaron todos los ensayos previos
para la sintesis de nanoparticulas, asi como la biosintesis de estas, con la finalidad de evitar

variacién en la concentracion de los metabolitos presentes en la planta cuando fue colectada.

Figura 4: Argemone mexicana. (Diana Téllez)

A partir del extracto de A. mexicana en isopropanol se realizdé una curva de calibracion a distintas
concentraciones en partes por millon (ppm), haciendo uso de la espectroscopia Uv-visible. Los datos
de la espectroscopia ultravioleta-visible (Uv-vis) revelan tres bandas de absorcién bien definidas a
cualquier concentracion dentro del rango de 30 a 200ppm; la primera de ellas apareci6 alrededor de
los 220nm, la segunda aproximadamente a los 411 nm y la tercera cerca de los 666 nm (figura 5).
Con base en las bandas de absorcién reveladas en el espectro Uv-vis del extracto de A. mexicana
en isopropanol, es posible suponer que los metabolitos presentes en este extracto sean: clorofila a
y b, que por lo general presentan su maxima absorbancia Uv-vis en el rango de 400 a 500 nm y
decae en 600 nm, esto se debe a que las clorofilas son los principales pigmentos fotosintéticos
(Karp, 2009). Adicionalmente, otros compuestos de A. mexicana se han reportado como: la
jatrorrhizina, columbamina, dehidrocorildamina y oxibarberina, los cuales presentan absorbancia Uv-
vis en longitudes de onda entre los 220 a 230 nm; de los cuales los dos ultimos tienen propiedades

antimicrobianas dado que ya se han caracterizado y purificado de manera que se comprobd su
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efectividad contra el crecimiento de microorganismos como las bacterias y algunos hongos (Singh
2009, 2010).
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Figura 5: Espectro UV-Vis del extracto de A. mexicana. Se realizaron mediciones de soluciones preparadas de 30ppm a

200ppm del extracto preparado con isopropanol, en el rango de longitud de onda de 200 a 700nm.

En un estudio de mayor profundidad, es necesario realizar una caracterizacion con mas detalle del
extracto de manera que se tenga una descripcion mas adecuada respecto a otros componentes que
probablemente puedan tener un efecto antimicrobiano, por ejemplo, determinar la presencia de
saponinas, purificacién e identificacion de otros compuestos por técnicas analiticas como;
cromatografia liquida de alta eficacia o resonancia magnética nuclear, esto con la finalidad de
identificar su posible aplicacion dado que A. mexicana es utilizada en la herbolaria tradicional como
una planta con propiedades medicinales ya que es usada para el tratamiento de infecciones en la
piel, del tracto intestinal y en algunos lugares se usa para el tratamiento de la malaria (Bhattacharjee,
2010; Kumari, 2013).

6.2 Capacidad antioxidante

6.2.1 Determinacién de la capacidad antioxidante mediante ensayo DPPH (2,2-difenil-1-

picrilhidrazilo)

Por lo anterior, se realiz6 la determinacién de la actividad antioxidante por el método del radical libre

2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) del extracto isopropandlico; para ello se utilizé la curva de
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calibracion del Laboratorio de Metabolitos y Nanocompositos de la Facultad de Ingenieria de la

Universidad Auténoma de Querétaro, Campus Aeropuerto, con una R?= 0,977 para DPPH.

Capacidad antioxidante

20+
151

104

mg Eq Trolox/g muestra

DPPH

Figura 6. Determinacion de la capacidad antioxidante del extracto isopropandlico de A. mexicana. La capacidad
antioxidante se determiné por el ensayo DPPH los resultados se expresan como: mg Eq Trolox/g muestra. El ensayo se
realizé por triplicado y se indica la desviacion estandar.

El ensayo para la determinacion de la capacidad antioxidante mediante DPPH indicO una
equivalencia de 16.06 mg Eq Trolox/g muestra; el trolox (6-hidroxi-2,5,7,8 tetrametilcromo-2-acido
carboxilico) es una molécula conocida por su capacidad antioxidante razén por la cual es utilizada
como compuesto de referencia, de ahi que los resultados se expresen en equivalentes trolox. Los
valores de DPPH encontrados en el extracto de A. mexicana se encuentran por debajo de la media
del estudio realizado por Tovar (Tovar, 2013), donde se evalué la capacidad antioxidante de distintos
extractos de plantas. Sin embargo, los solventes utilizados fueron distintos al isopropanol, razén por
la cual los valores difieren dado que los metabolitos extraidos varian en funcién del solvente y de su

polaridad.
6.3 Determinacion de compuestos fenélicos

De igual manera se llevo a cabo la determinacion de compuestos fendlicos tales como: taninos,
flavonoides. Para ello se utilizd la curva de calibracion del Laboratorio de Metabolitos y
Nanocompositos de la Facultad de Ingenieria de la Universidad Autonoma de Querétaro, Campus

Aeropuerto, cuya R%?es de 0,999 para Taninos, 0,989 para Flavonoides, figura 8.
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6.3.1 Determinacién de fenoles totales

Adicionalmente, utilizado el ensayo de Folin-Cicalteu se determiné la cantidad de fenoles totales en
el extracto de A. mexicana, para lo cual se realizé la curva de calibracion con &cido galico con una

R? de 0,9734 (figura 7), los resultados se muestran a continuacion.

Curva de calibracion de fenoles totales Fenoles totales
0.6+
25+
0.54 y=0.009167x + 0.007533 ® ©
] wn 204 —
_g 0.4 R= 09734 o
c € 154
£ 0.3 2
; :
2 021 o 107
i}
(RE 2 5
00 T 1 T 1 T 1 0 T
0 10 20 30 40 50 60 Fenoles

g acido galico

Figura 7: Contenido de fenoles totales del extracto de A. mexicana. Curva de calibracion (izquierda), contenido de
fenoles totales(derecha) los resultados se expresan como: mg Eq acido galico/g muestra, e indican la media de tres

repeticiones y su desviacion estandar.

La determinacion de fenoles totales dio como resultado 20.11mg Eq de AG/g muestra, cantidad que
esta por arriba del promedio del estudio que realiz6 Tovar (Tovar, 2013) en el cual se analizaron 30
muestras de extractos de plantas diferentes cuyos resultados indican valores de entre 6 y 8 ug Eq
AG/mg muestra por lo cual el extracto isopropandlico de A. mexicana tiene un contenido mayor
respecto a la cantidad de fenoles mostradas en el estudio referido. Se ha reportado que dichos
componentes fendlicos presentan actividad antimicrobiana, lo cual puede explicar el uso de la planta
en tratamientos contra infecciones en la herbolaria mexicana tradicional. Como ya se menciono, el
contenido de fenoles totales se puede ver afectado por el solvente con el cual es obtenido el extracto
(Estevinho, 2008; Brahmachari, 2013), por lo que nuestros resultados toman relevancia al indicar
que para la obtencién de mayor cantidad de fenoles totales a partir de esta planta es adecuado

utilizar isopropanol debido a que se detect6 una gran cantidad de estos compuestos.
6.3.2 Determinacion de flavonoides y taninos

Anteriormente, se habia reportado la presencia de taninos, flavonoides y azucares reductores en A.
mexicana en el estudio realizado por Sahu (Sahu, 2012). Sin embargo, los ensayos realizados

solamente mostraban ausencia o presencia de estos compuestos y no se tenia una cuantificacion
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de los mismos, es decir, solo se realiz6 un estudio cualitativo. Los andlisis realizados para este
trabajo indican que el extracto de A. mexicana presenta 234 mg Eq Catequina/g muestra de taninos,
y 388.3 mg Eq Rutina/g muestra de flavonoides, figura 8. De manera interesante, estos valores son
mayores a lo reportado para taninos y flavonoides en el extracto acuoso de flor de Jacaranda y a
otros extractos de plantas como: Passiflora rubra, que en la herbolaria tradicional se utiliza como
relajante; Peperomia acuminata, que es una planta ornamental y se conoce que algunos aceites
esenciales de ésta tienen propiedades antimicrobianas, reportados por Tovar (Tovar, 2013). Debido
a que estos compuestos fendlicos pueden tener propiedades antibacterianas es necesario una
caracterizacion méas detallada del extracto de A. mexicana, como ya se mencion0 mediante una
separacion por cromatografia de gases- espectrometria de masas (GC-MS) y HPLC de manera que

permita realizar una posible aplicacién biomédica de los componentes activos.

Compuestos fendlicos

1000+
8004
600+
4001

2004

mg Eq catequina, rutina/ g muestra

Taninos Flavonoides

Figura 8. Determinacién de compuestos fendlicos del extracto isopropandlico de A. mexicana. Los resultados se
expresan para taninos: mg Eq catequina /g muestra; flavonoides: mg Eq Rutina/g muestra. La determinacion se realizé

por triplicado y se indica la desviacion estandar.

Ademas, los compuestos como los taninos y los flavonoides presentan propiedades antifingicas
como lo reporta Espinosa (Espinosa Ruiz, 2012), quién observé que el uso de taninos presenta un
efecto inhibitorio mayor en el crecimiento de hongos, como Rhizoctonia solani y Sclerotium rolfsii,
en comparacion con los flavonoides cuyo efecto se ve disminuido. Sin embargo, se concluy6 que si
se emplean en conjunto presentan un efecto sinérgico, de manera que la inhibicién en el crecimiento

de hongos es més efectiva (Espinosa Ruiz, 2012).

Derivado de los resultados obtenidos en este trabajo, se propone que es necesario realizar en

trabajos posteriores una comparacion del proceso de extraccion, utilizando para ello distintos
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solventes para identificar si existe una diferencia significativa en la cuantificacion de fenoles totales

y otros componentes como los taninos y flavonoides en el extracto de A. mexicana.

6.4 Sintesis verde de nanoparticulas de platay oro

A partir del extracto isopropandlico de A. mexicana se realizé la sintesis (biosintesis) de
nanoparticulas de plata y oro por reduccién quimica, para ello se mezclé la solucion de nitrato de
plata y cloruro de oro con extracto de A. mexicana a una concentracion de 100 ppm, dicha
concentracion fue el estandar que se tomé para realizar todos los experimentos, y se monitoreo la
formacion de nanoparticulas mediante espectroscopia UV-Vis como se muestra a continuacion

(figuras 9y 10).
6.4.1 Sintesis verde de nanoparticulas de plata

La biosintesis de nanoparticulas puede ser medida de manera cualitativa por cambio de color, de
manera que en la biosintesis de nanoparticulas de plata el cambio de color fue de verde a color
marron (Alsammarraie, 2018). Sin embargo, con la finalidad de hacer el andlisis cuantitativo se
monitoreo por espectroscopia UV-Vis la intensidad del plasmon superficial de las nanoparticulas de
plata, el cual muestra una banda de absorcién cerca de los 420 nm; lo cual indica la formacién de
éstas. Los resultados sugieren que las nanoparticulas sintetizadas presentaban tamafios de
particula menores a los 50 nm, ya que por lo general el rango en que normalmente se encuentran
las nanoparticulas de plata sintetizadas por esta via es entre 430 y 450 nm (Logeswari, 2013;

Alsammarraie, 2018).
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Figura 9: Espectro UV-Vis de la sintesis verde de nanoparticulas de plata. Nanoparticulas de plata sintetizadas a

temperatura de 25°C (rojo), 80°C(verde). Se muestra el extracto A. mexicana a 100 ppm (linea punteada).
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Ademas, es posible observar que la absorbancia aumenta conforme incrementa la temperatura, de
acuerdo a lo reportado en la literatura, ya que a temperaturas mayores a 25°C la velocidad de
reaccion tiende a ser mayor, razén por la cual se observan estos cambios en la absorbancia de las
muestras, indicando diferencias en la absorbancia para aquellas sintesis que se realicen a
temperatura ambiente en comparacion con una sintesis que se realicen a temperaturas mayores
(Khalil, 2014).

6.4.2 Sintesis verde de nanoparticulas de oro

De la misma manera se monitoreo la biosintesis de nanoparticulas de oro, asi mismo se graficaron
los valores de absorbancia del extracto de A. mexicana para tener un dato que indicara si hubo
formacion de nanoparticulas. A pesar de que los valores de absorbancia de la biosintesis se
encuentran por arriba de lo obtenido para el extracto, lo cual indica la formacién de nanoparticulas,
a simple vista no es posible ver un pico de absorbancia entre 520 y 560nm, figura 10, rango en el
cual, segun la literatura, se encuentra el plasmén de las nanoparticulas de oro. A pesar de ello, de
manera cualitativa el cambio de color, de color verde a rosa o violeta, indica la formacion de
nanoparticulas (Sujitha, 2013; Elia, 2014).
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Figura 10. Espectro UV-Vis de la sintesis verde de nanoparticulas de oro. Nanoparticulas de oro sintetizadas a
temperatura de 25°C (negro), 80°C (rosa). S e muestra el extracto A. mexicana a 100 ppm (linea punteada).

Sin embargo, cabe mencionar que la temperatura si tiene un punto importante en la formacién y
sintesis de nanoparticulas, ya que, segun lo reportado en la literatura, a temperaturas mayores a
50°C se pueden formar nanoparticulas de tamafio menor ademas de que es posible observar con

mejor claridad el pico de absorbancia, ya que como se mencioné anteriormente a temperaturas
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mayores la absorbancia incrementa (Jiang, 2011; Khalil ., 2012). Es por ello, que se lavaron ambas
muestras (las nanoparticulas de oro y plata), para observar y lograr identificar un plasmén de

absorbancia y verificar la formacién de nanoparticulas.
6.4.3 Analisis de nanoparticulas limpias de platay oro por espectroscopia UV-Vis.

Para comprobar que la biosintesis de nanoparticulas se llevé a cabo correctamente se busco
eliminar la mayor cantidad de extracto no incorporado durante la reaccion, para ello se lavaron las
muestras con isopropanol y agua destilada, la limpieza fue monitoreada mediante espectroscopia
UV-Vis (figuras 11y 12).

Las graficas de la figura 11 indican una disminucion clara en la absorbancia de las muestras, esto
indica que el proceso de lavado se realizé de manera adecuada, de igual manera conforme se hacian
los lavados se observé una disminucién en el color de la muestra. Sin embargo, en el espectro UV-
Vis de las muestras sintetizadas a 25°C y 80°C con extracto de A. mexicana ya limpias no
observamos picos de absorbancia, lo cual sugiere que no existen nanoparticulas o bien son de

tamafio muy pequefio y por ello no es posible su deteccién precisa por este método.
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Figura 11: Espectro UV-Vis de las nanoparticulas de plata limpias. AgNPs 25°C(a) y AgNPs 80°C(b) por sintesis verde

De la misma manera se limpiaron las nanoparticulas de oro, utilizando solvente y agua destilada.
Sin embargo, el pico de absorbancia solamente se observa en las nanoparticulas limpias de oro a
25°C, figura 12, lo cual indica que efectivamente si hay formacién de nanoparticulas, caso contrario
a la sintesis de 80°C, figura 12b, en la cual no se obtuvo un pico de absorbancia que haga referencia
a la formacion de nanoparticulas. Debido a estos resultados obtenidos las muestras ya limpias de

nanoparticulas, tanto las de oro como las de plata, se sometieron a un analisis de microscopia
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electronica de barrido de alta resolucion para confirmar la presencia y caracteristicas de las

nanoparticulas, puesto que ésta es un método mas preciso.
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Figura 12. Espectro UV-Vis de las nanoparticulas de oro limpias. AuNPs 25°C (a) y AuNPs 80°C (b) por sintesis verde

6.5 Microscopia electrénica de barrido de alta resolucién de nanoparticulas de plata y oro
sintetizadas con extracto de A. mexicana

Con la finalidad de confirmar la formacién y a la vez caracterizar las nanoparticulas de plata y oro
sintetizadas a temperatura controlada de 25°C y 80°C, se realizé un analisis de microscopia
electrénica de barrido de alta resolucion, las micrografias indican la presencia de nanoparticulas, las

cuales se describen a continuacion (figuras 13y 14).

El andlisis de microscopia electronica de barrido de alta resolucion confirma la presencia de
nanoparticulas de plata y oro mediante sintesis verde. En ambos casos, tanto a 25°C como a 80°C,
se detectd la presencia de materia organica que recubre a las nanoparticulas, de igual manera se
pueden observar diferencias entre las temperaturas de sintesis, dado que a 25°C existen
nanoparticulas aglomeradas recubiertas por una capa de extracto de A. mexicana, esto a pesar de

que se limpiaron previamente con la finalidad de eliminar el exceso de extracto. Sin embargo, no fue
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posible eliminarlo del todo, dado que en las micrografias (figura 13) se observa la presencia de
materia organica sugiriendo que se trata de una union fisica fuerte entre los componentes del

extracto y las nanoparticulas debido a la presencia de una matriz de extracto (Sujitha, 2013).

En las micrografias correspondientes a la sintesis verde realizada a 80°C, se observd que existe
una mayor dispersion de las nanoparticulas de plata. A pesar de ello, ambas muestras indican la
presencia de formas semiesféricas contenidas dentro de una matriz de extracto perteneciente a A.

mexicana.

AgNP's 80 3.0kV 2.4mm x400k SE(UL) 100nm

Figura 13: Microscopia electronica de barrido de alta resolucion de nanoparticulas de plata. Sintesis verde de
nanoparticulas a 25°C (a,b,c) y 80°C (d,e) sintetizadas con extracto de A. mexicana.

Respecto a las micrografias de nanoparticulas de oro se siguié el mismo procedimiento. Sin
embargo, es méas notorio el efecto de la temperatura en la dispersion y aglomeracion de las
nanoparticulas, como se aprecia en las micrografias de la figura 14, las nanopatrticulas sintetizadas
a 80°C se muestran mas aglomeradas. Sin embargo, siguen manteniendo la cubierta de materia

organica.
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AuNP's 25 3.0kV 2.5mm x100k SE(UL)

Figura 14: Microscopia electronica de barrido de alta resolucion de nanoparticulas de oro. Sintesis verde de
nanoparticulas de oro a 25°C(a) y 80°C(b) sintetizadas con extracto de A. mexicana.

Previamente, se reporto el uso del extracto etandélico de A. mexicana en conjunto con la sintesis de
nanoparticulas de hierro, en este caso, se observé que las particulas producidas se encuentran mas
dispersas y son tamafio uniforme entre los 10 y 30nm. Sin embargo, modificaron el método de
obtencion de éstas ya que primero sintetizaron de manera quimica las nanoparticulas y
posteriormente las mezclaron con el extracto, en voliumenes iguales, por lo que la dispersién o
aglomeracion de las mismas se puede ver afectada por el proceso de sintesis, asi como la unién de
las moléculas del extracto a las particulas (Arokiyaraj, 2013). Mientras que nuestras nanoparticulas
de plata producidas con el extracto de la misma planta, se encuentran entre el rango de 10-50nm,
aunque es importante sefialar que en la biosintesis a 80°C no fue posible tener una medida
aproximada dado que las nanoparticulas se encuentran muy aglomeradas, esto a pesar de que
antes de proceder al analisis de microscopia se lavaron las muestras varias veces consecutivas con
la finalidad de eliminar el exceso de extracto de manera similar a lo que se hizo con las

nanoparticulas de plata, por lo cual lo anterior es una aproximacion.

Un aspecto que es importante de estudiar es cémo en funcion de la preparacion del extracto de la
planta, las nanoparticulas producidas pueden cambiar. Puesto que no estd documentado cuéles son
los componentes del extracto responsables de la union a la nanoparticula o si es que en realidad se
unen o solamente es una cubierta tipo surfactante o en dado caso si todos los compuestos se
mantienen o se pierden algunos en el proceso de sintesis a distintas temperaturas y como es que
afectan a la forma que las nanoparticulas pueden llegar a tener ya que se ha reportado que si se
hacen variaciones en la cantidad de extracto utilizado para la sintesis cambia la forma de la
nanoparticula, ya que también puede determinar la agregacién o no de éstas, aunque en realidad
no solamente queda la nanoparticula de manera individual, mas bien son agregados de
nanoparticulas rodeados por una matriz de extracto de manera que pueden coexistir unas que se

encuentren dispersas y cumulos de éstas dentro de la misma solucién (Sujitha, 2013; Khalil, 2014).
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6.6 Actividad antibacteriana de nanoparticulas de plata y oro sintetizadas con extracto de A.

mexicana

El uso excesivo de farmacos para el tratamiento de infecciones causadas por bacterias, ha
provocado un aumento en la resistencia por parte de éstas a los antibi6ticos. Por lo que es necesario
el uso de nuevas alternativas para el tratamiento de infecciones. Una de las opciones que
actualmente existe y que se ha estado abordando, es el uso de la llamada quimica verde la cual
utiliza material bioldgico para sintetizar materiales como las nanoparticulas las cuales no tienen un
efecto toxico en el ambiente y en humanos, por lo cual tienen potencial para aplicaciones biomédicas
(MubarakAli, 2011; Das, 2017).

Para determinar el efecto antibacteriano de la sintesis verde de nanoparticulas de plata y oro se
realizaron ensayos de difusion de disco, para ello se utilizaron las cepas de Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli, respectivamente (figuras 15, 16 y 17), debido a que
son bacterias pertenecientes a la clasificacion Gram positivas y negativas. Pudiendo asi analizar el
resultado de las particulas en funcion de la diferencia en la composicién de la pared celular. Aunado
a ello, en el caso de P. aeruginosa se le asocia a infecciones nosocomiales con mas frecuencia,
ademas presenta mayor probabilidad de generar resistencia a los antibiéticos ya que se ha reportado
que México tiene el mayor consumo de éstos de toda Latinoamérica por lo cual se favorece la
resistencia a desinfectantes o antibiticos, de manera que dificulta el control de estos
microorganismos y el tratamiento de las infecciones que provocan (Arias-Flores, 2016).
Considerando este hecho, también se realizaron ensayos en bacterias resistentes a antibiéticos
como: P.aeruginosa IMP/MEM (R), K. pneumoniae BLEE (+), E.coli ETP (R), E.coli BLEE(+), cuyos

resultados se muestran en la figura 18.
6.6.1 Efecto antibacteriano de nanoparticulas de platay oro en S. aureus

Los resultados de los ensayos realizados en S. aureus, muestran que la sintesis quimica de
nanoparticulas de plata no tiene ningin efecto en la inhibiciéon del crecimiento de esta bacteria, lo
mismo sucedi6 con la sintesis quimica y verde de nanoparticulas de oro con las cuales no presentan
ningun tipo de inhibicién en el crecimiento de esta bacteria (figura 15). Sin embargo, el extracto de
A. mexicana por si solo, y mas importante adn al ser utilizado en la sintesis verde de nanoparticulas
de plata a 25°C y 80°C, presentaron inhibicibn de manera significativa, puesto que se obtuvo un
promedio de halos de inhibicion de 20mm, 14mm y 13mm respectivamente, siendo mayor la
inhibicion obtenida por el extracto, figura 15. A pesar de que no hay diferencia significativa entre el
tratamiento con extracto y antibiético, usado como control positivo, si existe una diferencia entre el
extracto respecto a la sintesis verde de nanoparticulas de plata por lo que probablemente la

biosintesis de nanoparticulas tenga un efecto sinérgico.
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Figura 15: Actividad antibacteriana de nanoparticulas de plata y oro en S. aureus. De izquierda a derecha: Control
negativo agua (CN), control positivo (CP) Gentamicina (10ug/uL), extracto de A. mexicana (60pL), sintesis quimica (SQ),
sintesis verde de nanoparticulas de plata(60uL) 25°C y 80°C, y sintesis verde de nanoparticulas de oro AUNPs(60pL)
25°Cy 80°C.

Los resultados en los ensayos en S. aureus indican que las nanoparticulas de plata, sintetizadas de
manera quimica, no tienen un efecto en el crecimiento de esta bacteria, a pesar de que existe la
hipotesis que indica que las nanoparticulas de plata pueden inhibir la respiracion celular y
desestabilizar la pared celular (Li W., 2011) y por lo tanto matar a la célula. De la misma manera, las
nanoparticulas de oro no mostraron efecto alguno. Si bien, el oro puede llegar a tener ciertas
propiedades bactericidas se debe en parte al tamafio de nanoparticula y a la forma que ésta tiene,
ya que, a tamafios muy pequefios, del orden de 10 nm o menos, presentan propiedades
antibacterianas, ademas de que hay otros factores que pueden influenciar el tamafio, por ejemplo,
el pH (Khalil, 2012; Mubarakali, 2011). Por lo que tal vez las nanoparticulas de oro sintetizadas y
utilizadas en nuestros ensayos no posean ni la forma ni el tamafio adecuado como para provocar

un efecto inhibitorio en bacterias.
6.6.2 Efecto antibacteriano de nanoparticulas de platay oro en P. aeruginosa

Los resultados en P. aeruginosa mostraron que el extracto es mas efectivo por si solo con una media
de inhibicion de 22mm, anteriormente ya se ha reportado la actividad antimicrobiana del extracto de
A. mexicana en cepas de Pseudomonas resistentes a antibioticos (Sahu, 2012). Sin embargo, en
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conjunto con nanoparticulas puede estar funcionando de otra manera, motivo por el cual se observan
valores de inhibicion por debajo de los obtenidos con el extracto, figura 16, ya que se pueden estar
perdiendo componentes importantes de la planta durante el proceso de sintesis o bien se altera el
medio provocando que funcionen de manera distinta, ya que hay que tener en cuenta que las
nanoparticulas estan cubiertas por una matriz de extracto como se aprecia en las micrografias
electrénicas por lo cual el primer contacto con la bacteria es por parte del extracto mismo. A pesar
de esto, se conoce que la actividad de nanoparticulas de plata sintetizadas de manera quimica esta
dada por el contacto superficial con las células por lo que en conjunto con extractos de plantas tienen
propiedades distintas que le proporcionan una eficiencia mayor (Salomoni, 2017). Ademas, es
importante considerar, que la cantidad de extracto que se estd utilizando puede llegar a ser mayor

gue el extracto mismo que esta presente en las nanoparticulas.
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Figura 16: Actividad antibacteriana de nanoparticulas de plata y oro en P. aeruginosa. De izquierda a derecha: Control
negativo (CN), control positivo (CP) Gentamicina (10ug/pL), extracto de A. mexicana (60pL), sintesis quimica (SQ) 60uL,
sintesis verde de nanoparticulas de plata (60uL) 25°C y 80°C, y sintesis verde de nanoparticulas de oro 60uL) 25°Cy
80°C.

Al comparar los resultados de la sintesis verde de nanoparticulas de plata con respecto al
tratamiento con antibidtico, si hay una diferencia significativa entre estos dos tratamientos de manera
gue la sintesis verde funciona relativamente mejor que la Gentamicina la cual es un antibiético de

amplio espectro, el cual actta inhibiendo la sintesis de proteinas (Hahn, 1969). Anteriormente se
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habia utilizado A. mexicana para la sintesis de nanoparticulas, pero éstas eran nanoparticulas de
hierro las cuales mostraron actividad antibacteriana contra Proteus mirabilis, Bacillus subtilis y E.
coli (Arokiyaraj, 2013) y su eficiencia fue similar a los resultados aqui descritos, aunado a ello
debemos considerar que el extracto fue preparado con otro solvente, por lo cual la composicion de

éste puede ser distinta.
6.6.3 Efecto antibacteriano de nanoparticulas de platay oro en E. coli

Finalmente, en el ensayo para analizar las propiedades antibacterianas de las nanoparticulas
utilizamos a E. coli. Los resultados indican una diferencia significativa entre los tratamientos de
sintesis verde y sintesis quimica (figura 17). Sin embargo, el halo de inhibicion respecto a la sintesis
guimica tiene una media de inhibicion de 11mm respecto a la media de 16mm obtenido con la
sintesis verde a 25°C y 80°C cuya media de ésta es de 20mm. Mientras que el tratamiento con
extracto de A. mexicana se comporta de manera similar al tratamiento con antibiotico, que se utilizo
como control positivo, que muestra un mejor efecto que la sintesis de nanoparticulas, a pesar de
ello se sabe que E. coli al igual que otras bacterias puede mostrar resistencia al tratamiento con
farmacos debido a que modifican la estructura del antibiético volviéndolo inactivo. Si bien, los
resultados muestran valores de inhibicion, por parte de la sintesis verde de nanoparticulas obtenidas
a 25°C y 80°C, por debajo del tratamiento con antibiético, es importante sefialar que hasta la fecha
no se ha reportado que exista resistencia por parte de bacterias a la plata en forma de nanoparticula
por lo cual pueden tener potencial de ser utilizadas en un futuro para el tratamiento de infecciones
bacterianas (Alsammarraie, 2018).

Escherichia coli

Extracto
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Figura 17: Actividad antibacteriana de nanoparticulas de plata y oro en E. coli. De izquierda a derecha: Control negativo
agua (CN), control positivo (CP) Ampicilina (10ug/pL) 5uL, 10uL y 15uL, extracto de A. mexicana (60pL), sintesis
quimica (SQ) y sintesis verde de nanoparticulas de plata(60uL) 25°C y 80°C.

Aunqgue los resultados muestran que las nanopatrticulas sintetizadas con extracto de A. mexicana
son eficientes para controlar el crecimiento de bacterias, se han realizado estudios del posible
mecanismo de accion para lograr tal efecto. Por ejemplo, se sugiere que el dafio a las células
bacterianas se debe a la uniéon de las nanoparticulas de plata al peptidoglicano provocando su
desestabilizaciéon, lo cual ocasiona la formacion de pequefias cadenas de péptidos de N-
acetlglucosamina y acido N-acetilmuramico que por si solos son inestables en el ambiente celular
induciendo la lisis celular de manera que las nanoparticulas se unen a la membrana celular
desestabilizandola (Mirzajani, 2011; Li W. , 2011; Maillard, 2018), es importante sefialar que este
proceso no solamente ocurre una sola vez, al contrario, ocurre multiples veces en una misma célula,
por el cual ésta no puede inducir una respuesta al dafio o bien si es que ocurre no tiene la eficiencia
suficiente como para revertirlo. De ahi que en la literatura la eficiencia de nanoparticulas de plata en
bacterias Gram positivas es mas notoria, a pesar de que la pared celular de peptidoglicano es mas
gruesa, Yya que se ha observado la deformacion de las células y ruptura en la pared celular al
exponer a cepas bacterianas a tratamientos con distintas concentraciones de nanoparticulas de
plata por lo cual se sugiere que esto es la principal fuente de dafio ya que una vez desestabilizada
la pared, quedara expuesta la membrana facilitando el contacto con las nanoparticulas que
permitiran o facilitaran la pérdida del contenido citosélico (Mirzajani, 2011; Li, 2010; Kumar, 2018;

Alsammarraie, 2018).

Sin embargo, P. aeruginosay E. coli son bacterias Gram negativas y observamos un efecto contrario
respecto a la sintesis de nanoparticulas, sintetizadas de manera quimica. En S. aureus, Gram
positiva, donde segun la literatura las nanoparticulas tienen mejor actividad antimicrobiana dado que
son bacterias cuya pared celular estd mas expuesta y se tiene la hipotesis de que las nanoparticulas
de plata se pueden estar uniendo con mas afinidad al peptidoglicano (Alsammarraie, 2018; Mirzajani,
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2011; MubarakAli, 2011). A pesar de ello se especula que la plata en forma de nanoparticula es
capaz de inhibir la replicacion de ADN, y desestabilizar las membranas celulares en bacterias y en
conjunto con otros mecanismos aun no descritos es probable que actien de manera sinérgica

promoviendo la muerte de las células (Pal, 2007; Maillard, 2018).

6.6.4 Efecto antibacteriano de nanoparticulas de plata y oro en bacterias resistentes a

antibioticos

Debido a los resultados obtenidos en E. coli, P. aeruginosa y S. aureus, realizamos el mismo ensayo
en bacterias resistentes a antibidticos esto con la finalidad de probar el efecto de las nanopatrticulas
e identificar si tienen potencial de una aplicacion futura para el control de microorganismos

resistentes a farmacos que hoy en dia representan un problema de salud (Das, 2017).

Los resultados indican que el extracto de A. mexicana es efectivo para la inhibicion del crecimiento
de bacterias resistentes a antibiéticos, figura 18, y es un dato interesante debido a que cada una de
ellas estd asociada a infecciones que resultan ser dificiles de tratar debido a que K. pneumoniae
BLEE (+) y E. coli BLEE (+) son bacterias resistentes a los farmacos B-lactamicos de espectro
extendido lo cual significa que los antibioticos usados en el tratamiento de infecciones causadas por
éstas bacterias resultan ser ineficientes lo cual representa un problema de salud grave ya que las
infecciones se pueden adquirir en hospitales y fuera de ellos. Aunado a ello la administracion de
farmacos como las penicilinas, celafolsporinas y los carbapenémicos pueden provocar la presencia
de convulsiones, en el caso de los carbapenémicos al ser administrado en conjunto de otros
medicamentos. Ademas de la aparicion de alergenicidad cruzada por la combinacion de penicilinas
en conjunto con farmacos como el imipenem, doropenem y los derivados de las cefalosporinas. De
manera el uso frecuente de farmacos puede llevar a desarrollar necrélisis epidérmica toxica la cual
se caracteriza por la aparicion de necrosis y desprendimiento de la epidermis derivada de las
reacciones adversas hacia los farmacos o bien, se puede desarrollar el sindrome de Stevens-
Johnson, que se caracteriza por la presencia de erupciones cutaneas de color rojo las cuales se
expanden hasta la formacion de ampollas. Por lo cual la administracion de farmacos y sus efectos
secundarios, asi como la acumulacion de éstos, de manera que el tratamiento resulta ser poco

efectivo para controlar a los microorganismos (Monge, 2013; Buehrle, 2017).

A pesar de que las nanoparticulas de oro fueron sintetizadas con extracto de A. mexicana no hubo
ningun efecto positivo, por lo cual nuestras condiciones experimentales para sintetizar estas
particulas no son las adecuadas para los ensayos debido a que se ha reportado un efecto positivo

en la inhibicion del crecimiento en bacterias que no son resistentes.
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Figura 18. Actividad antibacteriana de nanoparticulas de oro y plata en bacterias resistentes a antibidticos. Extracto de A.
mexicana (60 pL), sintesis quimica y sintesis verde de nanoparticulas de plata (AgNPs) y oro (AuNPs) a 25°C y 80°C (60
pL), como control negativo (CN) se utilizd agua y como control positivo se utiliz6 Ampicilina (10 pg/uL) y Kanamicina (50

HO/uL).
De igual manera la sintesis quimica de nanoparticulas solamente presento un efecto en la inhibicién
del crecimiento en E. coli (R) y E. coli ETP (R) con una media de inhibicibn de 9 mm y 0.7 mm
respectivamente, teniendo un efecto nulo para las otras bacterias. A pesar de estos datos, su media
de inhibicién se encuentra, por mucho, debajo de los valores de inhibicion que presenta la sintesis
verde de nanoparticulas en la cual el efecto es més notorio. La sintesis verde a 25°C de
nanoparticulas de plata mostré valores de inhibicion mayores para P. aeruginosa IMP/MEM (R) con
una media de inhibicién de 20.3 mm, seguido de E. coli BLEE (+) con una media de inhibicién de 18
mm, en donde K. pneumoniae BLEE (+) presenté los valores de inhibicion mas bajos con una media
de 13 mm en la inhibicién del crecimiento. Mientras que para la sintesis verde a 80°C se encontraron
valores distintos en donde la media de inhibicién fue mayor para E. coli BLEE (+), 16 mm, seguido
de P. aeruginosa IMP/MEM (R) con una media de 14.6 mmy E. coli (R) cuya media de inhibicion es
de 14.3 mm y de igual manera K. pneumoniae BLEE (+) presento una media de inhibicién de 10.6

mm, siendo este valor el mas bajo para el tratamiento de nanoparticulas a 80°C.

Sin embargo, existen diferencias en la eficiencia debido a que se observa que el efecto
antimicrobiano es mayor en la sintesis verde de nanoparticulas de plata a 25°C en comparacién con
la sintesis verde a 80°C. Ademas, si se comparan estos resultados respecto a la eficiencia del
extracto resultan ser valores de inhibicion distintos debido a que en el caso del tratamiento con
extracto el valor de inhibiciéon fue menor para P. aeruginosa IMP/MEM (R) con una media de
inhibicion de 19.3 mm, mientras que para K. pneumoniae BLEE(+) presenta valores de inhibicion
mayores con una media de 28.3 mm pero esto se puede atribuir a que el extracto se encuentra mas
concentrado a como se utilizo para realizar la biosintesis de nanoparticulas, por lo cual no son las

mismas concentraciones y en la sintesis verde se pierden componentes propios del mismo y el
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complejo nanoparticula-extracto puede estar funcionando de diferente manera debido a esto o a las

variaciones en la temperatura dado que se observan diferencias en los tres tratamientos.

Previamente se reportd el efecto antibacteriano del extracto de A. mexicana para cepas de
Pseudomonas resistentes a antibiéticos obtenidas de muestras clinicas. Sin embargo, no se utilizd
isopropanol para su extraccion ya que los solventes utilizados fueron: metanol, acetona y etanol
(Sahu, 2012). En este estudio los valores de inhibicion mayores fueron para el extracto obtenido con
metanol, cuyos valores se encuentran entre los 15 mm y 17 mm, seguidos del extracto en acetona
y etanol con una eficiencia menor en la inhibicién. Aunado a ello de las 15 cepas de Pseudomonas
utilizadas ninguna de ellas era resistente a imipenem y a meropenem (Sahu, 2012). Por lo cual el
extracto de A. mexicana, obtenido con isopropanol resulta ser mas efectivo para bacterias
multirresistentes a antibiéticos, o al menos en el caso de P. aeruginosa IMP/MEM (R) que presentd
un valor de inhibicion de 19.3 mm lo cual es mayor al obtenido en el estudio que realizé Sahu (Sahu,
2012) y esto es interesante debido a que el meropenem e imipenem son antibidticos derivados de
los carbapenémicos, que resultan ser antibioticos de amplio espectro para el control de bacterias
multirresistentes (Monge, 2013; Estepa, 2017). Sin duda, seria interesante probar el efecto que tiene
el extracto obtenido con otros solventes, diferentes al isopropanol, en otras bacterias resistentes
como las B-lactamasas de espectro extendido debido a que en nuestros resultados el extracto de A.

mexicana obtenido con isopropanol resulta ser efectivo para éstas.

Actualmente, se requieren nuevas alternativas para el control de estos microorganismos. Por lo que
la biosintesis de nanoparticulas utilizando plantas podrian ser una opcién para el control de bacterias
resistentes debido a que anteriormente ya se habia reportado el uso de nanoparticulas de plata
sintetizadas con hojas de O. gratissinum, para la inhibicién del crecimiento de E. coli y S. aureus
resistentes a antibidticos, en este estudio se observé que las nanoparticulas de plata sintetizadas
con estas plantas inducen a la generacion de especies reactivas de oxigeno, que dafian a la
membrana celular y como consecuencia las bacterias mueren (Das, 2017). Ademas, nuestros
resultados muestran un espectro mayor de inhibicion en los tratamientos aplicados, ya que se
observé un efecto positivo en la inhibicion del crecimiento en bacterias productoras de B-lactamasas
de espectro extendido como K. pneumoniae BLEE (+) y E. coli BLEE (+), las cuales son las
principales causantes de bacteremias y se caracterizan por tener un arsenal de enzimas encargadas

de inhibir los mecanismos de accion de los antibiéticos (Ghafourian, 2014).

Es importante recalcar que los datos, respecto al funcionamiento que tienen las nanopatrticulas, son
con base en aquellas que son obtenidas por sintesis quimica, y los resultados obtenidos en este
trabajo difieren dado que no solamente son las nanoparticulas por si solas, sino que ademas estan
recubiertas con extracto de A. mexicana, ya que se ha observado que esta planta tiene propiedades
antibacterianas e incluso en bacterias resistentes a antibiéticos (Kumari, 2013; Sahu, 2012), como
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se mostrd en nuestros resultados en los ensayos con las cepas resistentes. Lo anterior les confiere
diferentes propiedades a las nanoparticulas sintetizadas y adn representa un reto demostrar el
mecanismo por el cual funcionan en conjunto o de qué manera estan unidos los componentes de la
planta con la nanoparticula. Y como el complejo nanoparticula-extracto interactia no solamente con
el peptidoglicano si no con otros componentes en bacterias, por ejemplo: los lipopolisacaridos en
bacterias Gram negativas y como logran atravesar el espacio periplasmico, si es por endocitosis o
si atraviesan libremente, para proceder a desestabilizar la membrana interna. Ya que como se
menciond anteriormente las nanoparticulas aqui sintetizadas estan recubiertas por una matriz de
extracto por lo cual el primer contacto con las células bacterianas esté a cargo del extracto mismo
(Das, 2017).

6.7 Efecto antifungico de nanoparticulas de plata y oro, sintetizadas con extracto de A.

mexicana
6.7.1 Actividad contra C. albicans

Para determinar el efecto antimicrobiano de las nanoparticulas sintetizadas con extracto de A.
mexicana en C. albicans se realizd el mismo ensayo de difusién en placa, figura 19. Los resultados
muestran que el tratamiento con Higromicina B funciona de manera limitada, debido a que su halo
de inhibicion a dosis crecientes se encuentra entre los 5mm y 10mm, si se compara con el extracto
de A. mexicana concentrado que muestra un halo de inhibicion de 20mm, aunque es importante
sefalar que el extracto diluido a 100ppm no tiene un efecto inhibitorio por si mismo (figura 19). No
obstante, en las nanoparticulas, se puede observar un efecto positivo en el tratamiento con
biosintesis de nanoparticulas a 25°C y 80°C, cuya media del halo de inhibicion fue de 14mmy 18mm
respectivamente, presentando una diferencia significativa entre estos tres tratamientos. Aunado a
ello si se hace la comparacién con el tratamiento de la sintesis quimica de nanoparticulas que tiene
un efecto nulo, contrario a lo reportado, en el que las nanoparticulas sintetizadas de manera
tradicional inhiben el crecimiento de esta levadura (Kim,2008; Panacek,2009). A pesar de ello, este
dato no significa que todas las nanoparticulas sintetizadas de manera quimica deban tener el mismo
efecto, dado que hay variantes en la metodologia, lo que si es importante resaltar es que la
biosintesis de nanoparticulas a diferencia de la sintesis quimica no tiene un efecto téxico en

humanos o en el ambiente (Senthil, 2017).

Aungue en la biosintesis de nanoparticulas de oro se utilizé el mismo extracto de A. mexicana, no
se observo ningun efecto en la inhibicion del crecimiento de la levadura. Sin embargo, el efecto nulo
en C. albicans se puede atribuir a que se ha reportado que el oro en forma de nanoparticula no tiene

la capacidad de inducir procesos que lleven a la produccién de especies reactivas de oxigeno al
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menos de que sean de tamafio muy pequefio, del orden de 10 nm o0 menos, ya que la actividad

antimicrobiana de nanoparticulas de oro depende del tamafio y forma (Elia, 2014).

Candida albicans
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Higromicina B Sintesis verde AgNPs

Figura 19. Actividad antifungica de nanoparticulas en la levadura Candida albicans. De izquierda a derecha: Control
negativo (CN), control positivo (CP) Higromicina B (50ug/uL), extracto de A. mexicana (60uL), sintesis quimica (SQ) y
sintesis verde de nanoparticulas de plata 25°C y 80°C (60pL), sintesis quimica y verde de nanoparticulas de oro 25°Cy
80°C(60pL).

Como se ha mencionado, el extracto de A. mexicana es usado popularmente para el tratamiento de
infecciones en la piel y gastrointestinales; asi mismo se ha reportado su actividad antibacteriana
(Brahmachari, 2013). Sin embargo, no se habia reportado su uso antimicrobiano en levaduras
patdgenas como C. albicans. Cabe mencionar que ésta levadura actualmente es uno de los
principales patégenos causantes de infecciones nosocomiales las cuales pueden ser de origen
localizado o llegar a ser sistémicas (Panacek, 2009; Hoéfs, 2018) y el uso de farmacos para su
tratamiento, ya sea el uso de uno solo o en combinacion, llega a generar interacciones entre éstos
resultando en un tratamiento ineficaz o bien propicia la generacién de resistencia a antifingicos,
ademas de los efectos secundarios que estos pueden llegar a producir (Kim, 2008). El uso de
nanoparticulas recubiertas con extractos de plantas representa un método novedoso contra este tipo
de infecciones que actualmente se caracterizan por generar resistencia. Sin embargo, su aplicacion

requiere de experimentacion que avale su seguridad en humanos, utilizando protocolos aprobados
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por la FDA, asi como su uso controlado de manera que se evite lo que ocurre hoy en dia con el uso

indiscriminado de farmacos.

6.7.2 Efecto antifingico

Los hongos son los responsables de la mayor parte de las pérdidas econdémicas y su control se ha
convertido en un reto debido a que han adoptado estrategias para hacer frente a los fungicidas
volviéndose resistentes por el uso excesivo y en ocasiones debido al manejo irresponsable de estos
productos (Dean, 2012). Es por ello que se requiere el uso de otras alternativas que permitan
mantener el control de las enfermedades producidas por éstos. Por lo cual se realizaron ensayos
para probar el efecto que tiene la sintesis verde de nanoparticulas sobre el crecimiento de diferentes

hongos patégenos de plantas (figura 20).

Nuestros datos revelaron que las nanoparticulas de plata sintetizadas con extracto de A. mexicana
inhibieron el crecimiento en A. alternata. R. solani, C. gloesporioides, y F. oxysporum, dicha actividad
es variable dependiendo de qué hongo se trate, de manera que no se tiene una inhibicién
homogénea que permita tener una medicion cuantitativa (figura 20). Por ejemplo, en F. oxysporum
se observo que, si hay inhibicién, pero méas bien retarda el crecimiento, dado que no se aprecia de
manera directa una inhibicién de crecimiento como se observa en R. solani, esto a pesar de que el
tiempo de incubacién fue de 7 dias para ambos hongos (figura 20a, 20d), de manera que se podria

tratar de un efecto fungistatico por parte de las nanoparticulas.
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Figura 20. Actividad antifingica de nanoparticulas de plata y oro en hongos fitopatégenos. Se sembré un disco de 5 mm
de micelio del hongo indicado, se incubé a temperatura de 28°C. De izquierda a derecha: control negativo agua (CN),
control positivo (CP) fungicida comercial Benomilo 50(100ug/uL), tratamiento con nanoparticulas de plata sintesis
qguimica y sintesis verde 100uL (AgNPs), tratamiento de nanoparticulas de oro sintesis quimica y verde 100uL (AuNPs) y
extracto de A. mexicana 100pL. Las placas se fotografiaron a los 2 dias para S. rolfsii y R. solani, a los 7 dias para A.
alternata, C. gloesporioides y F. oxysporum. El experimento se realizé por triplicado.
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Nuestros resultados indican que las nanoparticulas de oro sintetizadas de manera quimica y por
sintesis verde no tuvieron un efecto alguno en la inhibicion del crecimiento de estos hongos. Sin
embargo, con las particulas de plata si se observo un resultado positivo excepto en el caso de S.
rolsfii, el cual crecid sin ninguna restriccion en el tratamiento tanto de nanoparticulas sintetizadas via
quimica y de la biosintesis, figura 20e, puesto que las placas fueron fotografiadas una vez que el
hongo cubrié por completo toda la superficie de la caja en la condicion control (sin adicién). Un
aspecto importante de considerar es que dependiendo del estadio del hongo la respuesta podria ser
diferente. Es decir, ¢ cudl pudiera ser el efecto de estas particulas en la germinacién de esporas del
hongo? dicho analisis es interesante de ser realizado. Ademas, se utilizé el fungicida comercial,
Benomilo 50, como control positivo el cual tiene un mecanismo de accién por contacto directo con
la pared celular de los hongos y es de amplio espectro razén por la cual se utiliza en el control de
varias enfermedades de origen fungico en plantas. Sin embargo, los resultados muestran que no es
efectivo para S. rolsfii y A. alternata, en nuestras condiciones experimentales con un tiempo de
incubacion de 2 y 7 dias respectivamente, ya que su eficacia se ve disminuida en R. solani siendo
favorecida la inhibicion del crecimiento en éste hongo por la biosintesis de nanoparticulas de plata
(AgNPs), en donde las fotografias se tomaron 2 dias después de su incubacion por lo que si se
compara con el control o con el tratamiento con fungicida comercial, resulta mejor la eficiencia por
parte de las nanoparticulas de plata, figura 20b, de manera que es en este hongo en donde se
aprecia de mejor manera la inhibicion del crecimiento por parte de la sintesis verde, aunado a ello
la sintesis quimica de nanoparticulas de plata también indica claramente un efecto positivo. Sin
embargo, la sintesis verde de nanoparticulas tiene la ventaja de que su obtencion es menos costosa

y se considera no téxica para humanos y animales (Elia, 2014).

A pesar de ello, el fungicida comercial utilizado fue eficaz para la inhibicién del crecimiento de C.
gloesporioides y F. oxysporum, de igual manera la sintesis verde y quimica de nanoparticulas de
oro no muestran ningln efecto en la inhibicibn en comparacion con a sintesis verde y quimica de
nanoparticulas de plata, las cuales si muestran un efecto positivo y después de 7 dias de incubacién,
C. gloesporioides y F. oxysporum, no presentaron crecimiento alrededor de toda la caja indicando
asi una inhibicion del crecimiento y el posible efecto fungicida de las nanoparticulas de plata

sintetizadas con extracto de A. mexicana, figura 20 e y 20 d.

Sin embargo, dado que la resistencia antimicrobiana va en aumento ya sea por el manejo
inadecuado de productos para el control de hongos fitopatégenos o por la falta de regulacién, es
necesario la bisqueda de otras alternativas que permitan el manejo y control de las enfermedades
en cultivos agricolas. Se sabe que algunos componentes de A. mexicana podrian tener un efecto en
la inhibicién de la germinacion de esporas y el crecimiento de las hifas, esto porque se aislé y purificd

un componente propio de la planta, la dehidrocolamina, con éste compuesto se realizaron pruebas
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para observar el efecto sobre el crecimiento de hongos y se comprob6 que éste es el responsable
de presentar la actividad antifungica debido a que inhibe la germinacion de esporas (Singh, 2009).
De igual manera, se han reportado alcaloides con posible actividad antifingica como la protopina y
barberina (Singh, 2009; 2010). A pesar de ello no hay un efecto por parte del extracto de A. mexicana
por si solo, pero si existe un efecto en conjunto con las nanoparticulas de plata por lo que pueden
ser una alternativa para el control de estos hongos.

Las diferencias en la eficiencia de la actividad antifingica por parte de la sintesis verde de
nanoparticulas puede ser atribuida a que existen hongos que tienen mejor tolerancia al estrés, lo
cual esta dado por la composicion en la membrana y pared celular, que es la barrera primaria de
proteccién frente al ambiente que tienen los hongos, si bien los componentes principales de la pared
celular son la quitina y los glucanos, polimeros de glucosa unidos por enlaces B(1-3) y B(1-6), hay
diferencias en la concentracion de éstos en cada hongo dependiendo de la especie debido a que
se ha observado que las enzimas encargadas de la sintesis de la pared celular difieren de un hongo
a otro, dependiendo del ambiente en donde se encuentren, de manera que pueden modificar la
estructura o composicion de acuerdo al nivel de dafio, ya sea un dafio quimico o un estimulo fisico,
detectado por receptores en la pared celular, puesto que es una estructura con alta plasticidad (Gow,
2017). Ademaés, los hongos tienen la habilidad de inducir respuestas para revertir estos efectos
negativos, por ejemplo; S. cerevisiae y C. albicans tienen enzimas que estan implicadas en la
reparacion de la pared celular, conocidas como “Crh” y su funcion es la de unién en los enlaces entre
la quitina y los glucanos, ya que se han observado niveles altos del ARNm de ésta enzima en
respuesta al dafio en la pared celular (Munro, 2013). Es por ello que a pesar de que existen estos
mecanismos de reparacién, hay hongos que son mas sensibles al dafio y otros que son mas
tolerantes debido a la conformacién de su pared celular que son estructuras esenciales para
mantener la viabilidad celular y morfolégica, debido que para los hongos patégenos de humanos la
pared celular debido la conformacioén estructural logra evadir la respuesta inmunitaria que de manera
similar ocurre en hongos patégenos de plantas ya que al ser detectados por receptores en la células
vegetales se inducen respuestas de defensa locales y sistémicas que en algunos casos resultan ser
ineficientes (Gow, 2017).

Por ejemplo, S. cerevisiae tiene una organizacion de la pared celular distinta debido a que la quitina
se concentra en la region mas proxima a la membrana plasmatica, mientras que A. fumigatus tiene
melanina como un componente esencial y presenta mayor proporcién de quitina en comparacion
con otros componentes. En cambio, hay hongos en los cuales la melanina no se encuentra presente,
por ejemplo Schizosaccharomyces pombe (Munro, 2013; Free, 2013) y en este caso en particular
es importante considerar que la melanina es un factor de virulencia como es el caso de Cryptococcus

neoformans (Gow 2017). Aunado a ello es importante sefialar que la estructura de la pared celular

54



es variable dependiendo de las condiciones ambientales y a la exposicion a agentes que producen
un dafio en ella por lo cual se presentan estas variaciones estructurales y conformacionales (Gow,
2017).

Por lo anterior, las nanoparticulas podrian estar provocando un dafo fisico y conduciendo a una
modificacion en la estructura de la pared celular, de tal manera que inhiban en funcion del dafio y
composicion misma de la pared del hongo en cuestién, debido a que se ha reportado la inhibicion
del crecimiento y la deformacion de las hifas en Rhizoctonia y Sclerotium, esto en respuesta a dosis
crecientes de nanoparticulas de plata (Min, 2009; Ouda, 2014). Ademas, se ha observado la
disminucion en la germinacion de esporas en hongos fitopatégenos como Colletotrichum coccodes
y Monilinia sp, patogeno del durazno, cuando se aplican tratamientos a concentraciones menores
de nanoparticulas de plata sintetizadas con leche de vaca que es otra alternativa para la sintesis de
las mismas (Lee, 2013). Se especula que las nanoparticulas de plata pueden causar un dafio
respiratorio en las células de igual manera provocan un dafio fisico, o bien se acumulan en la pared
celular del hongo provocando la deformacion de las hifas (Ouda, 2014). También se ha observado
que las nanoparticulas de plata biofabricadas con metabolitos de Serratia sp. reducen los signos de
enfermedad en plantas de trigo infectadas por Bipolaris sorokiniana, por lo que su aplicacion podria

ir mas alla de solamente ensayos in-vitro (Mishra, 2014).

6.8 Analisis termogavimétrico (TGA) de la sintesis verde de nanoparticulas de plata y del

extracto de A. mexicana

Para determinar cuantitativamente la masa de materia organica proveniente del extracto de A.
mexicana, presente alrededor de las nanoparticulas de plata; se llevé a cabo un analisis
termogavimétrico (TGA); se seleccionaron las nanoparticulas de plata, sobre las de oro, debido a
que estas fueron las que presentaron un mejor efecto antimicrobiano. El andlisis TGA determina la
influencia que tiene la temperatura en la descomposicion de una muestra, debido a que se registra
la pérdida de peso de la muestra como consecuencia de que ésta se calienta a diferentes

temperaturas conforme al tiempo (Manals-Cutifio, 2011).

Los resultados muestran que el extracto de A. mexicana se mantiene estable en el rango de
temperatura de 50°C a 200°C, posteriormente hay una pendiente negativa en el rango de 250°C a
350°C indicando de manera mas pronunciada la descomposicion, figura 21. Este dato indica que,
en el proceso de sintesis verde a 25°C y 80°C de nanoparticulas de plata, pudieran estar presentes
componentes importantes que le proporcionen las propiedades antimicrobianas anteriormente
descritas, dado que muestra estabilidad hasta los 200°C, indicando la pérdida de algunos
componentes, teniendo una pendiente de 0 a los 500°C, lo cual indica que el extracto se

descompuso en su totalidad y el material restante corresponde a las cenizas. A pesar de esto,
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desconocemos cuales son los compuestos que se unen o estan presentes en la matriz del extracto
que recubre a las nanoparticulas.
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Figura 21. Analisis termogavimétrico del extracto de A. mexicana. Se sometieron 26mg de extracto seco y se monitoreo
su descomposicion en el rango de temperatura de 50°C a los 800°C durante aproximadamente 80 minutos

De la misma manera se llevé a cabo el andlisis para la biosintesis de nanoparticulas de plata a 25°C
y 80°C, cuyos resultados se muestran a continuacion. En la biosintesis de nanoparticulas de plata a
25°C es posible apreciar que comienza una pendiente negativa en el rango de 200°C cuyo resultado
coincide con la pendiente del extracto de A. mexicana por lo que las nanoparticulas de plata pueden
mantener la matriz de extracto y ésta comienza a descomponerse y a perder sus propiedades
pasando los 200°C. Sin embargo, la biosintesis aqui realizada se llevd a cabo a temperaturas
menores a 100°C. Posteriormente se vuelve a mostrar nuevamente una pendiente negativa la cual
comienza a los 450°C, esto puede atribuirse a que es el punto en el que el extracto se descompone
por completo dado que en los resultados de TGA para el extracto, éste decae a los 500°C y el

contenido sobrante da lugar a la plata, la cual nunca se descompone totalmente, solamente se funde.
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Figura 22. Analisis termogavimétrico de nanoparticulas de plata sintetizadas con extracto de A. mexicana. Sintesis verde
de nanoparticulas de plata a 25°C (a) y 80°C(b). Se monitoreo la descomposicion de la sintesis verde de nanoparticulas

en el rango de temperatura de 50°C a 800°C durante 80 minutos.

A diferencia de la biosintesis a 25°C de nanoparticulas de plata, los resultados de TGA para la
biosintesis a 80°C indican solamente una pendiente la cual inicia alrededor de los 200°C y decae
completamente a los 500 °C de manera que lo sobrante da lugar a la plata misma, indicando una
pérdida de componentes propios del extracto convirtiéndolos en cenizas y materia volatil. Debido a
estos resultados se puede concluir que el extracto de A. mexicana le proporciona cierta estabilidad
a las nanoparticulas de plata dado que su descomposicién coindice con los picos observados en el
analisis de TGA del extracto, esto por la presencia de una pendiente negativa en la biosintesis de
nanoparticulas de plata lo cual indica la disociacién y conversion en cenizas de los componentes
organicos propios del extracto, con un porcentaje de 83.28%, que recubren a las nanoparticulas
(Khalil, 2014)..

Con el analisis termogavimétrico, se obtuvieron los valores para conocer cuanto extracto se
consumié y cuanta plata se obtiene de la sintesis verde, tabla 2. Se puede observar que para la

sintesis verde a 25°C se obtiene un porcentaje menor de extracto en comparacién con la sintesis

57



verde a 80°C la cual presenta mayor contenido de extracto, a pesar de que la sintesis verde de

nanoparticulas de plata se realiz6 a volumenes 1:1.

Tabla 2. Valores de materia organica y plata obtenida en la sintesis verde de nanoparticulas de plata

Extracto Masa total | Materia volatil Ceniza
A. mexicana 25.49 mg 77.05 % 22.95%
Sintesis verde Masa total | Materia volatil Extracto Plata
25°C AgNPs 26.27 mg 9.77 mg 12.52 mg 13.75 mg
47.65% 52.34%
80°C AgNPs 16.75 mg 10.8 mg 13.95 mg 2.79 mg
83.28% 16.71%

Sin embargo, a pesar de que los resultados de la tabla 2 indican que, en efecto, el extracto
isopropandlico de A. mexicana esta acoplado a las nanoparticulas ain se desconoce cuénto
extracto y cuantas nanoparticulas se tienen en la solucién acuosa de las mismas que fue aplicada a
los ensayos en microorganismos, dado que no se sabe cuantas nanoparticulas se pueden formar
en el proceso de sintesis debido a que se pierden componentes pertenecientes al extracto por lo
cual es necesario la estandarizacion de un método que permita tener el conocimiento de cuantas
nanoparticulas se forman y de esta manera poder realizar una relacién de qué cantidad de éstas
esta presente en los ensayos en bacterias y si es extrapolable para la comparacién en cuanto al

efecto de los antibioticos.

6.9 Discusién general

Los resultados obtenidos en el presente trabajo mostraron que las nanoparticulas de plata
sintetizadas con el extracto isopropandlico de A. mexicana, tienen un efecto inhibitorio en el
crecimiento de bacterias sensibles y resistentes a antibidticos (figura 18). De igual manera se
observa un efecto en el crecimiento de hongos fitopatdgenos (firgura 20) y levaduras de interés
medico como lo es C. albicans (figura 19) de tal manera que el efecto con las nanoparticulas
obtenidas mediante sintesis quimica se observan valores de inhibicion por debajo de la sintesis
verde. Aunado a ello, es interesante el efecto que presentan las nanoparticulas producidas via
sintesis verde en levaduras patégenas de humanos, esto debido a que actualmente los tratamientos
para las infecciones que provocan resultan ineficientes y es importante sefialar que C. albicans es
de los microorganismos que tiene mayor incidencia en las infecciones nosocomiales por lo que es

necesaria la busqueda de nuevas alternativas para su control (Hofs, 2016).
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A pesar de que se utilizé el mismo extracto para la sintesis de nanoparticulas de oro, éstas no
presentaron efecto inhibitorio en los microorganismos aqui utilizados por lo que tal vez no tengan el
tamanfo ni la forma adecuada para provocar dicho efecto, ya que se tienen reportes de que las
nanoparticulas de oro producidas via sintesis verde pueden presentar actividad antimicrobiana

dependiendo de la forma y tamafio que tengan (Elia, 2014; Patil, 2017).

En estudios previos ya se habia reportado el efecto antimicrobiano de los extractos metandlicos y
etanodlicos de A. mexicana (Sahu, 2012). Sin embargo, no se habia realizado una cuantificacion de
los componentes fendlicos por lo que nuestros datos indican resultados preliminares para la
cuantificacién de taninos, fenoles totales y la actividad antioxidante y nuestros datos indican valores
altos de dichos componentes comparados con el estudio realizado por Tovar (Tovar, 2013) en donde
cuantificaron taninos y compuestos fendlicos de distintas plantas. A pesar de ello, es necesaria una
caracterizacién con métodos mas sensibles, por ejemplo, mediante HPLC o RMN, esto debido a que
tiene propiedades antimicrobianas y a que se han caracterizado compuestos con potencial
antimicrobiano que pueden ser utilizados en el control de hongos patogenos de plantas o bacterias
de interés médico, incluso aquellas resistentes a los antibiéticos (Bhattacharjee, 2010; Brahmachari,
2013, Sahu, 2012).
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7.- Conclusiones

La sintesis verde de nanoparticulas de plata con el extracto de A. mexicana puede ser una
futura alternativa para el control de microorganismos patdgenos en plantas y humanos.

El extracto de A. mexicana, obtenido con isopropanol, permite una cuantificacion mayor de
flavonoides, taninos, fenoles totales, asi como la capacidad antioxidante, en comparacion
con lo previamente reportado.

Las nanoparticulas de plata sintetizadas con extracto de A. mexicana, obtenido con
isopropanol, inhiben el crecimiento de bacterias, no resistentes y resistentes a antibioticos,
patégenas de humanos, asi como en la levadura C. albicans.

El extracto de A. mexicana, obtenido con isopropanol, no tiene efecto alguno en el
crecimiento de los hongos utilizados en este estudio.

El extracto de A. mexicana, obtenido con isopropanol, inhibe el crecimiento de bacterias
sensibles y resistentes a antibiéticos, asi como en la levadura C. albicans.

La sintesis verde de nanoparticulas de plata con extracto de A. mexicana inhibe el
crecimiento, in vitro, de R. solani, A. alternata, F. oxysporum y C. gloesporioides.

La sintesis verde de nanoparticulas de oro sintetizadas con extracto de A. mexicana,
obtenido con isopropanol, no tiene efecto alguno en el crecimiento de los microorganismos

probados en este estudio.
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8.- Perspectivas

e Caracterizar el extracto de A. mexicana mediante otros métodos analiticos mas sensibles
como el HPLC y RMN.
o Extraer los metabolitos de A. mexicana utilizando solventes distintos al isopropanol vy

cuantificar taninos, flavonoides, fenoles totales y probar su actividad antimicrobiana.

e Estandarizar un método que permita la identificacion de cuantas nanoparticulas se obtienen

en el proceso de sintesis verde.

¢ Realizar ensayos con la sintesis verde de nanoparticulas de plata, sintetizadas con extracto
de A. mexicana, que permitan determinar el efecto que tienen en la germinacion de esporas
en hongos.

e Produccién de nanoparticulas utilizando una mezcla de extractos de A. mexicana,
obtenidos con solventes diferentes al isopropanol.

o Desarrollo de un sanitizante acoplando la sintesis verde de nanoparticulas de plata con
extracto de A. mexicana.
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