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RESUMEN

El cancer de colon es uno de los 5 canceres con mayor incidencia en México y a nivel
mundial, debido a una baja prevencion y que los tratamientos disponibles son
invasivos o inespecificos. Las nanoparticulas de plata sintetizadas por via verde son
biocompatibles, han demostrado capacidad anticancerigena y funcionan como
nanoacarreadores de farmacos. Por otro lado, la lectina recombinante de Phaseolus
acutifolius tiene capacidad anticancerigena hacia el cancer de colon. El objetivo del
presente trabajo fue entrecruzar nanoparticulas de plata con albumina de suero
bovino y lectina recombinante de Phaseolus acutifolius usando genipino. Las
nanoparticulas de plata se sintetizaron mediante una infusion de Ocimum basilicum.
El efecto de la concentracion de nanoparticulas de plata, agente entrecruzante
(genipino) y albumina sérica bovina sobre el indice de entrecruzamiento se evalué
mediante un disefio factorial 23. Las mejores condiciones para entrecruzar proteina
fueron 0.3 mM -NH2 de proteina sérica bovina y 0.3 mM -NH2 de nanoparticulas de
plata. El entrecruzamiento se evidencié con una banda de absorcion a 600 nm,
bandas infrarrojas a 1011 cmy 950 cm y la desaparicion de los picos endotérmicos
de las nanoparticulas de plata, lectina recombinante y proteina sérica bovina. Los
nanocompositos de nanoparticulas de plata con lectina recombinante o con proteina
sérica bovina pesaron 30 y 50 kDa, con tamafios de 12.176 + 7.036 y 55.18 + 37.25,
respectivamente. Es posible sintetizar un nanocomposito de nanoparticulas de plata
con lectina recombinante o proteina sérica bovina usando genipino como agente
entrecruzante.



1. ANTECEDENTES

Las terapias existentes para el cancer de colon tratan inespecificamente la condicién
inflamatoria que da inicio a este padecimiento, mientras que los procesosquirirgicos
generalmente se realizan en etapas avanzadas de la enfermedad y son en
consecuencia mucho mas agresivos (Shawki y col., 2017). Es por ello necesario
desarrollar nuevos tratamientos que permitan atender el problema en etapas
tempranas del desarrollo y que ataquen a las células transformadas de forma
diferencial. Las nanoparticulas de plata (AgNPs) y la lectina recombinante (Lr) han
mostrado actividad citotoxica en lineas celulares de cancer de colon y ambas podrian
ser administradas por via oral, ofreciendo una alternativa menos invasiva para el
tratamiento de cancer de colon. El desarrollo de un nanocomposito basado en la
unién de estos componentes podria generar sinergia para el tratamiento del cancer

de colon.

El cancer de colon, en 2020, fue el cuarto cancer con mayor incidencia y el quinto de
mayor mortalidad a nivel mundial, mientras que a nivel nacional fue el tercero de
mayor incidencia con 14,901 casos estimados (International Agency for Research
on Cancer, 2020). Los factores que aumentan el riesgo de padecer cancer, tales
como factores ambientales, pueden ser disminuidos como por ejemplo con buena
alimentacion, practicando ejercicio y evitando efectos carcinogénicos como la
inflamacion de la mucosa intestinal y la activacion de rutas genotoxicas (Pan y col.,
2016; Yang y Yu, 2018. No obstante, hasta el 70 % de los casos de incidencia del
cancer de colon se pueden atribuir a errores aleatorios que ocurren durante la

replicacion del DNA por lo que no se pueden evitar (Cristian y col., 2017).
1.1. Nanoparticulas de plata

Las nanoparticulas metélicas del repertorio de nanomateriales son destacadas por
sus propiedades Opticas, antimicrobianas, magnéticas, electronicas, cataliticas
aplicadas en varias éareas de la fisica, quimica, medicina entre otros. Las

nanoparticulas metalicas son difusiones de particulas de unidades solidas con



medidas entre 10 - 1,000 nm, de las cuales las AgNPs han sobresalido por sus
aplicaciones antimicrobianas, citotoxicas, antiinflamatorias, antibacterianas, entre
otras. (Kanchi y Ahmed, 2018) Diversas investigaciones muestran el potencial de las
AgNPs como tratamiento especifico contra células cancerosas (Hemlata y col.,
2020; Jeyaraj y col., 2013) incluyendo las de cancer colorrectal (Mousavi y col.,
2020). La toxicidad y elcomportamiento farmacologico de las nanoparticulas pueden
modificarse mediante variaciones en sus propiedades fisico-quimicas como: tamafio,

composicion quimica y estructura cristalina (Buszewski y col., 2016).

Las AgNPs se pueden sintetizar usando métodos fisicos, quimicos o biolégicos. La
biosintesis aprovecha como agentes reductores a algunas biomoléculas, mismas que
también pueden fungir como agentes estabilizadores. Estos evitan la aglomeracion
y precipitacién de las AgNPs en medio acuoso, lo cual representa una ventaja para
las aplicaciones terapéuticas (Buszewski y col., 2016), asi como también definen la
estructura morfoldgica y cristalina de las AgNPs, predominando la forma circular y
estructura cubica centrada en las caras. Cabe destacar que los posibles efectos
adversos de las AgNPs han sido evaluados en diversos estudios (Hussain y col.,
2005; Rajabnia y Meshkini, 2018). Un estudio administro via oral a 60 humanos sanos
de 18 a 80 afios, con 100 a 480 pg diarios de AgNPs recubiertas con 6xido de plata
y con diametros de 5 a40 nm, en concentraciones entre 10 y 32 ppm, durante 3 a 14
dias, sin observarse cambios clinicos importantes en analisis sanguineos, urinarios

o imagenoldgicos (Munger y col., 2014).

Las AgNPs han sido propuestas como nano-acarreadores (NCs), transportando
farmacos macromoleculares que son endocitados por las células. Aplicados al
desarrollo de terapias contra el cancer, los NCs incrementan la eficiencia del
farmaco, poseen una baja toxicidad y mantienen un nivel continuo del farmaco en el
NC. Los NC que poseen grupos funcionales, como por ejemplo hidroxilo, carboxilo y
amino, los hacen tanto biocompatibles como utiles para entregas dirigidas a un sitio
en particular (Durai y col., 2014). Las AgNPs biosintetizadas poseen recubrimientos

con dichos grupos funcionales (Adelere y col., 2020; Pirtarighat y col., 2019; Solgi,



2014). La superficie de AgNPs biosintetizadas a partir de extracto de Ocimum
basilicum presentan proteinas, carbohidratos y compuestos nitrogenados en el

recubrimiento (Pirtarighat y col., 2019).

1.2. Biosintesis de nanoparticulas de plata con Ocimum basilicum.

Existen diversas metodologias para la biosintesis de AgQNPs utilizando biopolimeros,
plantas, microorganismos e incluso células humanas. La ventaja en el uso de
plantas para la biosintesis de AQNPs que seran aplicadas en el ambito de la salud
radica en que las AgNPs obtenidas estaran inmersas con otras biomoléculas que
atribuyen al vegetal sus propiedades medicinales; asimismo, su produccion es mas
sencilla a comparacion del uso de microorganismos. La biosintesis de
nanoparticulas metalicas con el uso de plantas o sintesis por via verde se divide en
3 fases: activacion, crecimiento y terminaciéon. En la fase de activacion, los iones
metalicos provenientes de una sal son reducidos de su estado de oxidacion mono o
divalente al estado de oxidacion cero por el recubrimiento de metabolitos vegetales
gue tienen esta capacidad; simultdneamente los atomos metalicos reducidos
comienzan a asociarse formando nanoparticulas metélicas conocida como etapa de
crecimiento donde se establece la morfologia de las nanoparticulas. En la fase final
de terminacién se define la morfologia de las nanoparticulas biosintetizadas ya que
son recubiertas y estabilizada por metabolitos, encontrados en extractos vegetales
cdémo son polifenoles, proteinas, acidos fendlicos, terpenoides, azlcares, entre otros.
Dependiendo de la planta utilizada para el extracto se puede obtener una
concentracion y composicion diferente de estos compuestos activos que resulta,
entre otros parametros, en el rango morfolégico de la forma de las nanoparticulas
biosintetizadas (Kanchi y Ahmed, 2018).

El uso de extractos vegetales para la biosintesis de las AgNPs permite
adicionalmente explotar al mismo tiempo las propiedades medicinales de las plantas
y de las AgNPs. Especies de plantas de la familia Lamiaceae tienen actividad
antioxidante fuerte y la especie Ocimum basilicum pertenece a esta familia. O.

basilicum también conocida como albahaca es una planta perenne originaria de Asia,



América del sur, africa y el mediterraneo, pero se le puede encontrar cultivada en
muchos paises asi que se puede conseguir con relativa facilidad. La albahaca es
usada como planta medicinal para tratar diversos malestares en preparaciones a
base de hierbas. Contienen compuestos fendlicos y flavonoides como &cido
sinapinico, acido cinamico, acido caféico (Deepay col., 2017; Teofilovi¢ y col., 2021)

importantes para la biosintesis de AgNPs.

La biosintesis de AgNPs se ha realizado principalmente con angiospermas, utilizando
partes como hojas, corteza, raices y tallos. Entre las plantas medicinales reportadas
se encuentran Boerhaavia diffusa, Tinospora cordifolia, Aloe vera, Terminalia
chebula, Catharanthus roseus, Ocimum tenuiflorum, Azadirachta indica, Emblica
officinalis y Cocos nucifera. También se ha reportado el uso de algunas especias
como Piper nigrum y Cinnamon zeylanicum; de alcaloides y aceites esenciales de

Papaver somniferum y Mentha piperita (Srikar y col., 2016).

Diversos grupos han reportado que AgNPs sintetizadas a partir de extractos
vegetales son citotoxicas sobre células cancerosas (Jeyaraj y col., 2013; Kim y col.,
2018; Munger y col., 2014). Hillegass y col. (2010) mostraron que AgNPs tuvieron
mayor toxicidad sobre células cancerosas, respecto a células no cancerosas; y una
citotoxicidad dependiente de la concentracion y el tiempo de exposicion, induciendo
apoptosis temprana, tardia y necrosis. Kim y col. (2018) mostraron una reduccion en
la viabilidad de lineas celulares de cancer de colon y de pulmon al ser expuestas a
AgNPs sintetizadas con ginseng siberiano en una concentracion de 10 pg/mL, con
un efecto citotoxico mayor al inducido por AgNPs comerciales y al inducido por el
cisplatino. Aunque no estan establecidos los mecanismos por los cuales las células
de cancer son seleccionadas por las AgNPs, se ha mostrado que estimulan la
apoptosis en dichas células mediante los mecanismos de caspasa 3, Bcl-2, Bax,
la generacion de radicales libres, la fragmentacion del ADN y el dafio de la membrana
celular (Hillegass y col., 2010; Kim y col., 2018; Munger y col., 2014; Vlasceanu y
col., 2016).



Las AgNPs biosintetizadas presentan ventajas como nanoacarreadores debido a que
han demostrado baja toxicidad, efectos citotoxicos en células cancerigenas y grupos
funcionales en su recubrimiento importantes para la conjugacion de farmacos con
actividad anticancerigena. Por lo que, las AgNPs son una opcion para el desarrollo

de nuevos farmacos en el tratamiento del cancer de colon.

1.3. Lectina recombinante de Phaseolus acutifolius.

El equipo de investigacion ha realizado estudios mostrando que una fraccion
concentrada en lectinas (FCL) de frijol Tépari induce apoptosis en células de cancer
de colon de forma diferencial (Ferriz-Martinez y col., 2015; Garcia-Gascay col., 2012;
Moreno-Celis y col., 2017). Estudios in vivo han mostrado que la FCL es capaz
de inhibir la tumorogénesis temprana en colon hasta en un 70 % con efectos
antiproliferativos y proapoptoticos (Moreno-Celis y col., 2017). La FCL tiene una baja
toxicidad y puede ser administrada via oral en dosis de 50 mg/kg, ya que retiene su
actividad hasta por 72 horas. Asimismo, a pesar de presentarse una disminucion del
10 % en el peso corporal y un incremento en los eosindéfilos, no se observo dafo
hepatico, pancreatico o renal (Ferriz-Martinez y col., 2015). Con el fin de aumentar
el rendimiento de produccion de la lectina y reducir costos se ha desarrollado una
lectina recombinante de frijol Tépari en la levadura Pichia pastoris para incrementar
el rendimiento y reducir los costos de purificacion (Martinez-Alarcén y col., 2020). La
Lr presenta actividad citotoxica sobre células de cancer de colon (Dena-Beltran y
col., 2023). Lo anterior abre la oportunidad para hacer uso de esta proteina

recombinante para el tratamiento diferencial de tumorogénesis temprana en colon.

1.4. Entrecruzamiento de nanoparticulas de plata

El uso de las AgNPs como NC requiere del uso de un agente entrecruzante para unir
biomoléculas a las AgNPs. Los agentes entrecruzantes interconectan moléculas a
través de grupos funcionales de polimeros de forma quimica, fisica y enzimatica,
aumentando el tamafio de las moléculas y proporcionando mayor estabilidad (Reddy
y col., 2015).



La clasificacion de los agentes entrecruzantes segun su origen se divide en
sintéticos, como glutaraldehido, p-benzoquinona, polietilaminas, glicerol diglicidil éter
entre otros, y naturales como genipino, pectina y &cido citrico (Liu y col., 2016). A
pesar de la gran variedad de agentes entrecruzantes disponibles el glutaraldehido es
de los mas comunmente usados porque puede reaccionar tanto con proteinas como
carbohidratos ademas de mejorar la estabilidad de propiedades mecanicas (Reddy
y col., 2015). Sin embargo, el uso del glutaraldehido en materiales biomédicos es
limitado por su alta toxicidad por lo que se ha propuesto su reemplazo por un agente
de entrecruzamiento quimico de origen natural. Shahgholian y col. (2017)
demostraron el potencial del genipino (Gnp) para reemplazar al glutaraldehido por la
estabilidad que confiere a la estructura de las nanoparticulas y modulando el
comportamiento de liberacion en un patron determinado. EI Gnp ha demostrado
proporcionar incluso mayor estabilidad a nanocompositos ante altas temperaturas,
pH y tiempos de almacenamiento prolongados que los entrecruzados por
glutaraldehido, de manera que representa una excelente opcién para el
entrecruzamiento de proteinas (Liu y col., 2016).

El Gnp (metil-1-hidroxi-7-(hidroximetil)-1,4a,5,7a-tetrahidrociclopentalc] piran-4-
carboxilato) es un monoterpenoide de tipo ciclopentano sin color hasta diez mil veces
menos toxico que el glutaraldehido. EI Gnp es obtenido de forma natural
principalmente de la fruta de la planta de gardenia (Gardenia jasminoides Ellis) a
partir de la hidrélisis de genipdsido. El genipdsido es un compuesto usado en la
medicina tradicional Oriental con el que tratan inflamacion, trastorno hepatico y
dolores de cabeza, también es usado como colorante de alimentos en las comidas
asiatica (Pizzolitto y col., 2020; Tokareva y col., 2017). El Gnp reacciona con los
grupos amino primarios lo que provoca un cambio del color a azul causado por la
oligomerizacion de genipino unido a aminas (Figura 2). Tiene buena
biocompatibilidad, es seguro y de muy baja toxicidad, incluso el resultado de su
interaccién con proteinas y polisacaridos es de baja toxicidad (Tokarevay col., 2017;
Zeng y col., 2015).



El mecanismo de reaccion entre el Gnp y los grupos amino depende
mayoritariamente del pH en el que se lleve a cabo la reaccion y afecta la estructura
del nanocomposito entrecruzado (Figura 2). A pH acido, se produce un enlace corto
en donde solo hay una molécula de Gnp en cambio a pH neutro y basico se pueden
encontrar estructuras con dos y hasta 4 residuos de Gnp, aumentando el nimero

conforme incrementa la basicidad (Tokareva y col., 2017).

Segun lo descrito por Tokareva y col., (2017), ocurre un ataque nucleofilico por grupo
amino en la posicion 3 de la molécula Gnp abriendo el anillo y reciclandolo en
seguida, formando un anillo dihidropiridina (Figura 1), cuando el pH de la reaccién es
acido ocurre una reaccion de sustitucion de la molécula de metanol por un grupo

amino de un radical.
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Figura 1. Esquema del mecanismo de reaccién de entrecruzamiento del Gnp a pH
acido.
A pH neutro y en presencia de oxigeno la reaccion puede tomar diferentes
mecanismos de reaccién como los propuestos por Pizzolitto y col., (2020), para la
primer ruta, se propone una oxidacién de dos moléculas de Gnp después del ataque
nucleofilico y la sustitucion por un grupo amino (G-N) que conduce al compuesto 2(G-

N)ox (Figura 2). Por otro lado, ademas de la oxidacion G-N podria sufrir una



deshidratacion dando como resultado el entrecruzamiento 2(G-N)dox, €n cualquiera
de los dos casos los compuestos finales 2(G-N)ox Y 2(G-N)dox muestran una banda
de absorcién caracteristica alrededor de los 600 nm (Neves y col., 2022; Pizzolitto y
col., 2020; Tokareva y col., 2017).
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Figura 2. Esquema de mecanismo de reaccion del entrecruzamiento de Gnp en
PBS apH 7.4y 37 °C.



En la presente investigacion se pretende que los grupos R mostrados en la Figura 2
sean sustituidos por las AgNPs biosintetizadas con O. basilicum que poseen grupos

amino y la proteina, ya sea la albumina sérica bovina o la lectina recombiante.

Adicionalmente a su actividad como agente entrecruzante, el Gnp también presenta
efecto anticancerigeno en lineas celulares de cancer gastrico, mediante la supresion
de la via Stat3/Mcl-1 provocando disfuncion mitocondrial induciendo asi apoptosis
(Joy col., 2019). En el trabajo realizado por Razi y col. (2018) el Gnp fue usado para
mejorar la estabilidad de un complejo de tamafio nanométrico de quitosano y
caseinato en donde ademas potencid la actividad anticancerigena in vitro en la
linea celular de céncer cervical humano HelLa. Por estas razones el Gnp sera
evaluado como el agente entrecruzante entre AgNPs y Lr. La estandarizacion del

meétodo se realizard usando albumina sérica bovina (BSA), Gnp y AgNPs.

Se ha usado Gnp para formar enlaces entre los grupos funcionales amino (-NHz) que
recubren nanoparticulas magnéticas de quitosano con los que se encuentran
disponibles en el BSA (Shahgholian y col., 2017) Basado en esto se pretende usar
la BSA en las primeras etapas de estandarizacion del entrecruzamiento de AQNPs y
Lr para disminuir el tiempo y costo invertidos en la produccién y purificacién de la Lr.

1.5. Justificacion

Las lectinas son moléculas que presentan efectos selectivos y diferenciales sobre
células cancerigenas. Lectinas de Phaseolus acutifolius provocan la induccion de
apoptosis e inhibiciébn de tumorogénesis temprana en cancer de colon. Actualmente
se cuenta con la metodologia para producir una lectina recombinante con potencial
terapéutico. Existen evidencias que muestran la capacidad de lectinas de generar

sinergia al ser administradas con medicamentos anticancerigenos.

Las AgNPs han mostrado efectos toxicos diferenciales sobre células cancerigenas
respecto a tejido sano, prevaleciendo la induccién de apoptosis. Ademas, las AgNPs

no han inducido cambios clinicos adversos sobre humanos sanos. Las AgNPs



elaboradas por biosintesis son mas estables en medio acuoso, respecto a las
nanoparticulas desnudas, por lo que permiten desarrollar aplicaciones terapéuticas,
ademas la presencia en ellas de grupos funcionales las hace biocompatibles.
Adicionalmente, la biosintesis de nanoparticulas de plata a partir de plantas puede
ser realizada a temperatura y presion ambiente ademas el proceso de sintesis es
sencillo, barato, no dafia el ambiente y puede ser facilmente escalable (Adelere y
col., 2020; Malik y col., 2014).

Otros grupos de trabajo han mostrado el efecto sinérgico de las nanoparticulas de
plata con medicamentos para el cancer y metabolitos como ATP. Lo anterior abre la
posibilidad de que las AgNPs entrecruzadas con lectinas recombinantes tengan un
potencial biomédico para el tratamiento de cancer mediante la induccion selectiva de

apoptosis de células de cancer de colon respecto a las células sanas.
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2. HIPOTESIS

Las nanoparticulas de plata se pueden entrecruzar con la lectina recombinante de

frijol Tépari usando genipino.
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3.1.

3. OBJETIVOS

General

Entrecruzar nanoparticulas de plata con albumina de suero bovino y lectina

recombinante de Phaseolus acutifolius usando genipino.

3.2.

Especificos

Sintetizar por via verde nanoparticulas de plata con Ocimum basilicum.
Establecer el efecto de la concentracién de grupos amino, la preincubacién
con genipino, la temperatura, la concentracion de genipino y el tiempo de
reaccion para el entrecruzamiento de nanoparticulas de plata con proteina
bovina de suero albumina usando genipino como agente entrecruzante.
Optimizar el entrecruzamiento de nanoparticulas de plata con proteina bovina
de suero albumina usando diferentes concentraciones de genipino como
agente entrecruzante mediante un disefio factorial 23.

Caracterizar por tamafio, estructura, grupos funcionales, estabilidad térmica y
propiedades Opticas los nanocompositos de nanoparticulas de plata
entrecruzadas con la lectina recombinante y con proteina bovina de suero

albumina usando las condiciones Optimas previamente determinadas.
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4. METODOLOGIA
4.1. Materiales

El nitrato de plata (AgNOs) # 209139, nanoparticulas de plata (0.02 g/L) estabilizadas
con citrato (tamafio de 10 nm, forma esférica, banda de absorcion a 395 nm) #
730785, solucion de ninhidrina al 2 % (NHD) # N7285 y glicina # 410225 fueron
obtenidos de Sigma Aldrich, USA. Extracto de polvo genipino de gardenia de pureza
> 98 % # 6902-77-8 Hunan Insen Biotech, China. Proteina albumina sérica bovina
(~66 kDa) # 9048-46-8 Gold-Bio, USA.

4.2. Métodos
De forma general la metodologia consistié en las siguientes etapas:

e La sintesis y caracterizacion por via verde de las AgNPs que se describen en
la seccion 4.2.1y 4.2.2

e La sintesis de la lectina recombinante se describe en la seccion 4.2.3

e La cuantificacion de proteina y grupos amino en las AgNPs, BSA y Lr se
describen en la seccion 4.2.4 y 4.2.5, respectivamente.

e lLas pruebas preliminares para determinar las condiciones del
entrecruzamiento como la concentracion de grupos amino, temperatura,
preincubacién con genipino, concentracion de genipino, el tiempo de reaccion
y el pretratamiento de las AgNPs con urea se describen en la seccién 4.2.6.
En estas secciones se destaco el uso de las bandas de absorcion alrededor
de los 400 y 280 nm como seguimiento de la sintesis del nanocomposito.

e Partiendo de las condiciones determinadas en el punto anterior se establecio
un disefio experimental 23 empleado para optimizar el entrecruzamiento de
AgNPs y BSA, lo cual se describe en la secciéon 4.2.7.

e Finalmente, las técnicas realizadas para la caracterizacion de los
nanocompositos obtenidos de la reaccion de entrecruzamiento con los valores

optimos para BSA o AgNPs, Lry Gnp se describen en la seccién 4.3.8.
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4.2.1. Biosintesis de nanoparticulas de plata

Las AgNPs se prepararon usando una infusiéon de Ocimum basilicum. La hoja fresca,
cosechada el mismo dia que se realiz6 la biosintesis de AgNPs, se adquirié de la
empresa FreshQro ubicada en Plomeros 51-A Pefiuelas, Querétaro, Querétaro. La
infusidn se prepar6 con 1 g de hoja de albahaca fresca lavada con agua y jabon, se
hirvié durante 2 min en 10 mL de agua destilada después la reaccion se detuvo en
bafo de hielo. La infusion se filtré con papel de poro fino al vacio y se ajusté el pH a
12 usando NaOH 1 M. Se esterilizé en autoclave a 120 °C y 15 psi durante 15 min e
inmediatamente se agregd 1 mL de una soluciéon 63 mM estéril de nitrato de plata
para obtener una concentracion final de 1 mM. Se dej6 agitando a 160 rpm por 24
horas protegido de la luz. La absorbancia de las AgNPs se midié en un rango de
longitudes de onda de 200 — 800 nm en espectrofotometro GENESYS 10S UV-Vis.

Las AgNPs sintetizadas se centrifugaron a 2,900 x g por 20 min a 4 °C para eliminar
materia organica y las AgQNPs agregadas. El sobrenadante recuperado se centrifug6
a 131,986 x g por 10 min a 4 °C y se recupero6 la pastilla para concentrar las
nanoparticulas de menor tamafio. Las nanoparticulas de plata se lavaron y
resuspendieron en 15 mL de amortiguador de fosfatos 1x (PBS, formula por litro: 8 g
NacCl, 0.2 g KClI, 1.45 g NazHPOa4, 0.24 g KH2PO4) pH 7.4 concentrando la muestra
34.77 veces.

El porcentaje de rendimiento de AgNPs en el sobrenadante tras la centrifugacion a
2,900 x g se calculé como:

o (concentracion en sobrenadante) — (concentracién inicial)
% rendimiento = * 100

concentracion inicial

El porcentaje de rendimiento de AgNPs en la pastilla tras la centrifugacion a 131,986

X g se calculo resuspendiendo la pastilla en 15.5 mL de amortiguador de fosfatos 1x.
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4.2.2. Caracterizacion de las nanoparticulas de plata

La concentracion de las AgNPs se determindé mediante una curva de calibracion
elaborada a partir de una solucién estandar de AgNPs de 10 nm estabilizadas con

citrato y con absorbancia maxima a 395 nm.

Una dilucién 1:10 se ultrasonicé por 10 min y se montd sobre una rejilla de cobre

lacey carbdn para analizar en microscopia eléctrica de transmision (TEM).

La caracterizacion de la superficie de las nanoparticulas de plata se determiné
mediante el método de Bradford (Krohn, 2011) para la cuantificacién de proteinas; el
analisis de ninhidrina (NDH) y espectrometria infrarroja con transformada de Fourier
para la cuantificacion de grupos amino e identificacion de grupos funcionales. Los
principales grupos funcionales que se buscaron son los grupos amino primario de las

proteinas (Ebrahimzadeh y col., 2020).
4.2.3. Lectina recombinante

La lectina recombinante (Lr) se obtuvo del grupo de trabajo del Laboratorio de
Biologia Celular y Molecular de la Facultad de Ciencias Naturales, UAQ-Campus
Juriquilla. Es una lectina recombinante de frijol Tépari producida en Pichia pastoris.
P. pastoris transformada se crecio en medio YPG liquido (extracto de levadura 12.5
g/L, peptona 25 g/L, dextrosa 15 g/L, biotina 0.4 mg/L, y fosfato de potasio 0.1 M) pH
6 por 48 h después sé centrifug6 para precipitar el paquete celular y el sobrenadante
sé filtr6 a través de papel filtro de poro fino. El sobrenadante se diluyé en
amortiguador de fosfatos y se hizo fluir en columnas de niquel, después las columnas
sé lavaron con gradientes ascendientes de imidazol hasta recuperar la Lr. La Lr
presenta actividad citotoxica sobre células de cancer de colon (Martinez-Alarcén y

col., 2020; Palmerin-Carrefio y col., 2021).
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4.2.4. Determinacion de proteinas totales por ensayo de Bradford

La concentracion de proteina en el liofilizado de Lry en el recubrimiento de las AgQNPs
fue determinado mediante el método de Bradford (1976). Diez pL de cada estandar,
muestra o diluyente (blanco) se coloc6 en el pocillo correspondiente de una placa de
microtitulacién de 96 pocillos. Posteriormente se dispensaron 200 uL de reactivo de
Bradford (0.01 % p/v azul de Coomasie G-250, 4.7 % p/v de etanol al 95 % y 8.5 %
p/v de acido fosférico al 85 % p/v). La mezcla se agitdé 8 segundos y se incubd a
temperatura ambiente durante 10 min. Justo antes de leer, se volvi6 a mezclar la
placay luego se midio la absorbancia a 595 nm. La curva estandar se elabor6 de 0.1
a 0.6 g/L con BSA (Krohn, 2011).

4.2.5. Cuantificacion de grupos amino con ninhidrina

Los grupos amino primarios en las muestras de BSA, Lr y AQNPs fueron medidos por
medio del ensayo de ninhidrina (NHD). Basados en la concentracion de grupos amino
obtenidos se establecieron las relaciones de estos reactivos para el entrecruzamiento

con Gnp, acorde a lo descrito por (Shahgholian y col., 2017; Zatorski y col., 2020).

La NHD (2,2-dyhydroxy-1,3-indanedione) es un quimico destacado y ampliamente
usado para la determinacién colorimétrica de aminoacidos. Reacciona con los grupos
a-amino libres para producir un aldehido, diéxido de carbono y NHD reducido
mediante una reaccién de tres pasos. El uso de NHD depende de la formacién de un

color purpura con funcionalidad amina (Shahgholian y col., 2017).

La curva estandar se elaboro con glicina de 0.005 a 0.035 mg/L, ya que ésta provee
una concentracion precisa de grupos amino, disuelta en amortiguador de acetatos
50 mM pH 4.5, por triplicado. A 50 pl de muestra se afiadié una solucién de ninhidrina
en etanol al 2 % en relacion 1:1 v/v. La solucion se incub6 en bafio maria por 20 min.
Una vez a temperatura ambiente las muestras, se afladieron 500 ul de isopropanol

al 50 % v/v. La absorbancia se midié a 570 nm.
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4.2.6. Evaluacion de las condiciones para el entrecruzamiento de nanoparticulas de

plata con albumina de suero bovino.

4.2.6.1. Efecto de la concentracion de grupos amino sobre el entrecruzamiento de
AgNPs con BSA.

Tras determinar la concentracion de grupos amino, se preparé en PBS 900 uL de
una solucion 1 mM de grupos amino de AgNPs y 1 mM de grupos amino de BSA.
Posteriormente se afiadieron 100 pL de una solucién 0.1 % de Gnp en DMSO. La
mezcla se agité en vortice de 9 a 10 segundos cada 10 min durante 2 horas segun
la metodologia de (Diaz-Hernandez y col., 2018). El ensayo se repitié con soluciones
a 0.1 mM y 0.075 mM de grupos amino. El primer y segundo ensayo se realizaron
con AgNPs con bandas de absorcion caracteristicas a 400 nm y 388 nm,
respectivamente indicando diferentes distribuciones de tamafo. Al finalizar el

entrecruzamiento se obtuvo un barrido de 200 a 800 nm para cada muestra.

4.2.6.2. Efecto de la preincubacién con genipino y de la temperatura sobre sobre
el entrecruzamiento de AgNPs con BSA.

La adicién de genipino se evalu6é en un solo paso, por separado con las AgNPs y
BSA, asi como en etapas sucesivas. Los ensayos se realizaron a temperatura
ambiente, entre 20y 23 °C, y a 37 °C.

La adicion de genipino se evalud en un solo paso descrita en el apartado anterior se
repitié a 37 °C.

La adicion de genipino por separado con las AgNPs y BSA consistié en preincubar
durante 2 horas agitando en vortice durante 10 s cada 10 min por separado las
AgNPs con genipino y el BSA con genipino, ambas mezclas se unificaron y se
procedio a mezclar nuevamente. Cincuenta pL de una solucién 0.1 % de genipino en
DMSO se adicionaron a 450 pL de una solucion de AgNPs 0.2 mM -NH2 y se agit6
en vortice durante 10 s cada 10 min durante 2 h. Este procedimiento se repitié para

una solucién de BSA. Ambas soluciones se mezclaron en un tubo a temperatura

17



ambiente con las condiciones antes descritas. El procedimiento se repitio a 37 °C

para evaluar el efecto de la temperatura sobre el entrecruzamiento.

La adicion de genipino en etapas sucesivas consistio en preincubar por 2 horas 0.2
mM -NHz AgNPs con genipino y posteriormente se adiciond BSA a la mezcla y se
agité en voértice durante 10 s cada 10 min durante 2 h. Finalmente se realizé un
barrido de 200 a 800 nm.

4.2.6.3. Efecto de la concentracion de genipino y el tiempo de reaccién sobre el

entrecruzamiento.

Esta prueba se realizé con tres ensayos. El primer ensayo consistié en evaluar la
preincubacion de AgNPs y BSA con genipino, en el segundo ensayo solo se
preincubaron las AgNPs con genipino y posteriormente se adicion6 BSA a la mezcla
y en el tercer ensayo se incubaron las AgNPs, BSA y genipino a la par como se
describe a continuacion. Todos los ensayos se realizaron a temperatura ambiente.
Cada uno de los ensayos previamente descritos se realizdé con dos concentraciones
de genipino, 0.1 y 1 %. En todos los ensayos se ajusto la concentracion de AQNPs y
BSA a una concentracion final 1 mM -NHa.

A 450 pL de AgNPs 0.2 mM -NH: se le afiadieron 50 pL de una solucion de genipino
en DMSO al 1y 10 %, la mezcla se agit6 en vortice durante 10 s cada 10 min durante
2 h. La misma reaccion se realiz6 sustituyendo las AgNPs con BSA. Después ambas
soluciones se conjuntaron y se mezclaron a temperatura ambiente durante 6 h en las
condiciones descritas previamente. El segundo ensayo se realiz6 con 764 pL de
AgNPs con concentracion final 1 mM -NH2 en 1,000 puL al que se le agreg6 100 pL
de solucién 1y 10 % de genipino en DMSO y se agité en vortice durante 10 s cada
10 min durante 2 h a temperatura ambiente. Al finalizar este procedimiento se
agregaron 136 pL de una solucion de BSA para alcanzar una concentracion final 0.1
mM -NHz y se repitié el proceso de entrecruzamiento por 6 h. El tercer ensayo
consistio en mezclar ANPs 0.1 mM de -NH2, BSA 0.1 mM de -NH2 y genipino al 0.1

o al 1 %, el volumen final de reaccion fue de 1 mL y las dos mezclas se agitaron en
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vortice durante 10 s cada 10 min durante 8 h, monitoreando la absorbancia de 200 a

800 nm cada 2 horas.
4.2.6.4. Efecto del pretratamiento de AgNPs con urea sobre el entrecruzamiento.

Las AgNPs fueron pretratadas al entrecruzamiento con urea con el fin de incrementar
el nUmero de grupos amino en su superficie y asi favorecer el entrecruzamiento. La
concentracion de urea a utilizar para el pretratamiento de las AgNPs y el tiempo de
incubacion se determiné incubando 0.1 mM -NH2 de AgNPs con urea al 1, 0.1y 0.01
% a 1,000 rpm durante 4 h a temperatura ambiente. El ensayo de entrecruzamiento
se realizo con 0.1 mM -NH2 de AgNPs con urea al 1 % a 1,000 rpm durante 2 h.
Posteriormente las AgNPs se preincubaron con genipino al 1 % y se agit6 en vortice
durante 10 s cada 10 min durante 2 h, de la misma forma se preincub6 0.1 mM -NH2
de BSA con genipino al 1 %; se prepararon 500 puL de cada mezcla y se unificaron
mezclando en vortice durante 10 s cada 10 min durante 6h. Finalmente se registro la

absorbancia de 200 a 800 nm.
4.2.7. Optimizacién del entrecruzamiento de nanoparticulas de plata con BSA.

La concentracion AgNPs, Gnp y BSA adecuada para realizar el entrecruzamiento se
evaludé con un disefio factorial 23 como se muestra en la seccién 4.3 junto a un control
negativo en las mismas condiciones exceptuando el genipino. Las AgNPs fueron
ultrasonicadas por 10 min después se agreg6 urea al 10 % para una concentracion
final del 1 % y se agitaron a 1,000 rpm a temperatura ambiente durante 2 h. Las
AgNPs pretratadas con urea y el BSA se mezclaron para obtener una solucion
homogénea. Después la solucion AgNPs+BSA y el Gnp al 5 % en DMSO o
simplemente DMSO, para el control negativo, fueron mezclados en vértice cada 10
min de 9 a 10 segundos durante 6 horas en amortiguador de fosfatos 1 x pH 7 segun
la metodologia de Diaz-Hernandez y col., (2018) y Pizzolitto y col., (2020). Las
muestras fueron centrifugadas a 11,650 x g y la absorbancia del entrecruzado se
midi6é en un rango de 300 a 800 nm para visualizar el desplazamiento hacia el IR de

la banda de absorcion causado por el aumento de tamafio de las AQNPs ademas de
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la banda a 600 nm. Las muestras se analizaron por electroforesis para identificar el

entrecruzamiento de AQNPs-BSA o entre las AgNPs.

A partir de los resultados obtenidos en la prueba anterior se establecieron las
condiciones para realizar el entrecruzamiento de las AgNPs con la Lr.

4.2.8. Caracterizacion de las nanoparticulas de plata entrecruzadas con BSA y

lectina recombinante

La absorbancia del nanocomposito AgNPs@Lr se midié en un rango de longitudes
de onda de 200 — 800 nm en espectrofotbmetro GENESYS 10S UV-Vis. El peso
molecular de los nanocompositos AgNPs@Lr y AQNPs@BSA se analiz6 mediante
un gel de electroforesis desnatuaralizante (SDS-PAGE). La morfologia de las AQNPs-
Lr se determind mediante un analisis por microscopia electrénica de transmision
(TEM) en un microscopio JEOL modelo JEM-1010 a 80 kV, las imagenes se tomaron
con una camara digital ORIUS GATAN.

La identificacion de los grupos funcionales en la superficie de las nanoparticulas de
plata entrecruzadas con lectina recombinante sera investigada por espectrometria
de infrarrojo con transformada de Fourier (FT-IR) usando un espectrofotbmetro
Perkin—Elmer equipado con un accesorio de Reflectancia Total Atenuada Universal
(U-ATR, Shelton, CT, EUA). Las muestras se leyeron 25 veces en un intervalo de
4,000 a 550 cm™® con una resolucion de 4 cm™. La estabilidad térmica del
entrecruzado se realizd mediante el analisis de calorimetria diferencial de barrido que
se realizo en el equipo DSC Q2000, celdas de aluminio, atmosfera N2, con una rampa
de calentamiento de 10 °C/min hasta alcanzar 300 °C partiendo de 10 °C. El analisis
se realiz6 pesando 5 mg de Lectina recombinante, 9.1 mg de albumina de suero
bovino, 6.5 mg de nanoparticulas de plata, 4.6 mg de genipino, 6.6 mg de AQNPs@Lr
y 4.8 mg de AgNPs@BSA usando como referencia un crisol vacio.
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4.3. Disefo experimental

El efecto de la concentracion de BSA, AgNPs y Gnp con tres niveles se evalu6
mediante un disefio factorial 22 completo con tres réplicas. El BSA se utiliz6 como
sustituto de la Lr debido a que la produccion y purificacion de este reactivo es de
costo elevado y bajo rendimiento, una vez estandarizado el proceso de
entrecruzamiento se implementé las condiciones de sintesis con la Lr. Las variables
de respuesta fueron la concentracion de AgNPs y absorbancia a los 600 nm en el
sobrenadante del entrecruzado centrifugado a 12,000 rpm. La concentracion de Gnp
al 1 % pl/v se establecio acorde a lo reportado en experimentaciones previas. El

disefio experimental se muestra en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Disefio factorial 23 variando Lr, Gnp y AgNPs. El valor a = 1.682.

Corrida | BSA [mM -NHz] | Gnp [%] | AgNPs [mM -NHz]
1 0.1 1 0.1
2 0.1 15 0.1
3 0.3 1 0.1
4 0.3 15 0.1
5 0.1 1 0.3
6 0.1 15 0.3
7 0.3 1 0.3
8 0.3 15 0.3
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. Biosintesis de nanoparticulas de plata

La biosintesis de las AgNPs se evidencié mediante un cambio en la coloracién. La
infusion de las hojas de O. basilicum tenia un color amarillo con turbidez, el cual
adoptd una coloracion café claro una vez ajustado el pH a 12. Después de agregar
la solucion de nitrato de plata (AgNOs) se observé un cambio a color a café oscuro
como se muestra en la Figura 3. El color café es caracteristico de la presencia de
AgNPs (Adelere y col., 2020; Ebrahimzadeh y col., 2020; Pirtarighat y col., 2019).

L3

Figura 3. Coloracion de la infusién de O. basilicum en el proceso de sintesis de las
nanoparticulas de plata. Infusién amarilla obtenida de O. basilicum (A), después del
cambio de pH la infusién cambid a color café (B) y terminando la agitacion con

AgNO:s la solucion era café oscuro (C).

La sintesis de AgNPs se corroboré mediante la presencia de una banda a 387 nm
como se muestra en la Figura 4. Lo anterior coincide con lo reportado en la literatura
donde las AgNPs biosintetizadas con Ocimum basilicum presentan una banda entre
400 y 450 nm (Deepa y col., 2017; Kanchi y Ahmed, 2018; Malapermal y col., 2017;
Pirtarighat y col., 2019) aunque también se ha reportado absorbancias hasta 393 nm
en AgNPs recubiertas de fructosa y de 372 nm con sintesis mediada por cascara de
granada (Mehata, 2021).

La banda de absorcion del plasmén de resonancia permite estimar el tamafio de las
AgNPs, ya que un desplazamiento hacia longitudes de onda mayores corresponde a

un incremento en el tamafo y un desplazamiento hacia el ultravioleta corresponde a
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un menor tamafio (Srikar y col., 2016), la absorbancia maxima de las AgNPs al
finalizar la ulltacentrifugacion se desplazé hasta a los 397 nm como se puede ver en
la Figura 4 se pierde una parte importante de AQNPs de menor tamafio que no se
encuentran en suspension. El rendimiento de las AgNPs tras el proceso de
centrifugacion a 2,900 x g fue del 40 %, la concentracion de AgNPs biosintetizadas

y concentradas se determin6 en 0.674 g/L.
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—Infusion de albahaca

Figura 4. Espectro Uv-Vis de AgNPs biosintetizadas por O. basilicum. Absorbancia
de la infusion de albahaca al término de la agitacion (rosa), del sobrenadante
después de la centrifugacién a 2,900 x g (verde), de la pastilla resultante de la

centrifugacion (café), de la pastilla resultante de la ultracentrifugacion resuspendida

en amortiguador de fosfatos 1x (azul) y de la infusién de albahaca sin nitrato de
plata (rojo).

5.2. Caracterizaciéon de las nanoparticulas de plata

La Figura 5 muestra la micrografia de la pastilla desechada tras la centrifugacion a
2,900 x g. Las AgNPs mostraron forma irregular, tamafio medio de 22 nm £ 17 nmy

formacion de aglomerados de 10 a 50 nm. El causante de la aglomeracion de las
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AgNPs podria ser el elevado pH (12), como se ha demostrado por Mehata (2021) y
Srikar y col. (2016).

Histograma de Diamero
Normal

Frecuencas
g
=3

Diamero

Figura 5. Izquierda: Micrografia obtenida por TEM de las AgNPs en la pastilla
después de la centrifugacién a 2,900 x g durante 20 minutos. Derecha: Histograma
de distribucion de 6,087 nanoparticulas de tamafio medio de 22 nm + 17.

La micrografia que se muestra en la Figura 6 mostro las AgNPs recuperadas en la
pastilla tras la ultracentrifugacién, con AgNPs predominantemente esferoidales cuyo
tamafio sigue una distribucién normal con media de las 3.4 + 1.0 nm. Asi, se concluye
que el proceso de centrifugacién elimind las AgNPs de mayor tamafio y los
aglomerados sedimentados, logrando el objetivo de obtener AgNPs en suspension,
no aglomeradas y de menor didmetro. Un menor diametro incrementa la toxicidad de
las AgNPs (Miranda y col., 2022), lo cual permitira reducir la cantidad de AgNPs para
su futura aplicacion en ensayos de citotoxicidad. Asimismo, AgNPs de menor tamafo
poseen una mayor superficie disponible para la union de biomoléculas que
nanoparticulas de mayor tamafo, por lo que podria esperarse una mayor

concentracion de proteinas en la superficie de las AgNPs tras el entrecruzamiento.

El tamafio de las AgNPs obtenidas es menor que el reportado mediante biosintesis
con O. basilicum por Malapermal y col. (2017) y Deepa y col. (2017), lo cual se

atribuy6 al cambio de pH en la infusidbn que no sé realizo en ninguno de los casos.
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Algunas ventajas reportadas de la sintesis de AgNPs en medios basicos son la rapida
tasa de crecimiento, monodispersidad, tamafio pequefio y mejora en el proceso de

reduccion (Srikar y col., 2016).

Histograma de Diametro
Noemal

Figura 6. Izquierda: Micrografia obtenida por TEM de las AgNPs del sobrenadante
después de la centrifugacién a 2,900 x g durante 20 minutos y ultracentrifugadas a
131,986 x g por 10 minutos. Derecha: Histograma de distribucién de 355

nanoparticulas de tamafio medio de 3.4 £ 1.0 nm.

La espectroscopia FTIR Y Raman se realizaron para determinar e identificar los
grupos funcionales y a su vez los compuestos que constituyen al recubrimiento y

estabilizaciéon de las AgNPs.

El espectro FTIR de las AgNPs se muestra en la Figura 7. La banda a 2131 cm™ se
atribuyé a la presencia del triple enlace C=C. La banda a 1394 cm™ indica la tensién
C-C en anillos de compuestos aromaticos y las bandas a 1251 y 1066 cm* al
estiramiento de C-O en acidos carboxilicos, alcoholes, esteres, entre otros, estas
bandas se atribuyen a alcoholes, fenoles y flavonoides provenientes de la infusion
de O. basilicum, que se ha reportado son moléculas que reducen y estabilizan las
AgNPs (Al-Khafaji y col., 2023; Jacob y col., 2019; Pirtarighat y col., 2019). La banda
de absorcion a 1638 cm™ y la banda a 3293 cm* se atribuyen a la flexiéon y tension
del enlace amida |, respectivamente, que indica la presencia de proteinas
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interactuando con las AgNPs (Deepa y col.,, 2017; Malapermal y col., 2017;
Pirtarighat y col., 2019).
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Figura 7. Espectro FTIR de las AgNPs sintetizadas por via verde a partir de la
infusion de O. basilicum y concentradas por ultracentrifugacion a 131,986 x g por

10 minutos.

El espectro RAMAN de las nanoparticulas se muestra en la Figura 8. La banda a 236
cm? corresponde la vibracion elastica de Ag-N y Ag-O, que indican que la
estabilizacion de las AgNPs ocurre mediante la interaccibn con grupos amino,
formando enlaces amida, éter 6 carboxilo; dichos grupos se atribuyen a proteinas
originarias de la infusién de O. basilicum (Joshi y col, 2018). Las bandas a 1356,
1531 y 1554 cm corresponden a las vibraciones elasticas simétricas y asimétricas
del grupo carboxilo C=0O lo que sugiere el enlace directo del grupo COO- a la
superficie de las AgNPs (Kora y col, 2012; Sambalova y col, 2017).
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Figura 8. Espectro Raman de las AgNPs sintetizadas por via verde a partir de la
infusion de O. basilicum y concentradas por ultracentrifugaciona 131,986 x g por 10

minutos.

5.3. Evaluacion de las condiciones para el entrecruzamiento de nanoparticulas de

plata con albumina de suero bovino.

5.3.1. Efecto de la concentracién de grupos amino sobre el entrecruzamiento de
AgNPs con BSA

Determinacion de la concentracion de proteina y grupos amino.

La concentracion de grupos amino se determiné en las AgNPs concentradas, BSA 'y
Lr, como se muestra en el Cuadro 2. Un primer lote de AgNPs fue entrecruzado de
forma inicial con BSA, este lote poseia una mayor concentracion de grupos amino

con relacion a las AgNPs y de mayor tamafo por su absorbancia maxima a 404 nm.

Nanoparticulas con menor tamafio tienen una mayor capacidad de unirse a proteinas
debido a su extensa area de superficie (Barbir y col., 2021) sin embargo Bekdemir y
col., (2019) han demostrado que la interaccion de proteinas disminuye con
nanoparticulas ultrapequefias (1 — 3 nm) hasta incluso evitar la formacion del

recubrimiento de las AgNPs por proteinas. Debido a la importancia del tamafio de las

27



nanoparticulas en el trabajo se decidié continuar con el proceso de sintesis del

segundo lote.

Cuadro 2. Contenido de proteina y grupos amino en AgNPs concentradas por
ultracenrtrifugacion a 131,986 x g por 10 minutos, soluciones de 10 g/L de BSA o Lr
en amortiguador de fosfatos pH 7.4. El valor presentado es la media + la desviacion

estandar calculado con tres replicas.

Concentracion de proteina | Concentracion de grupos
(g/L) amino (mM)
AgNPs concentradas 0.76 £ 0.02 0.87 £ 0.03
BSA 10 7.34+0.41
Lr 0.62+0.01 1.27 + 0.08

El espectro UV-Vis obtenido del barrido de la mezcla AQNPs+BSA+Gnp se muestra
en la Figura 9, asi como los espectros de los reactivos a concentracion 1 mM -NHz y
una solucion AgNPs+BSA usada como control negativo. Las AgNPs, BSA y
AgNPs+BSA presentaron una banda de absorcién a 280 nm caracteristica de grupos
fendlicos que no es visible en el espectro del genipino (Mehata, 2021). Entre 400 y
450 nm se observo la absorbancia de la resonancia de plasmon de superficie
presente en todas las muestras que contienen AgNPs (Pirtarighat y col., 2019). La
banda a 411 nm en AgNPs@BSA 1 mM -NH: present6 un desplazamiento hacia el
infrarrojo de 7 nm respecto al control negativo, lo cual representa el aumento de
tamano de las AgNPs por la unién con el BSA. Este desplazamiento coincide con lo
reportado por Ananth y col.,, (2011) quienes estabilizaron AgNPs con alcohol
polivinilico con BSA adsorbido a la superficie, provocando el desplazamiento de la

banda de absorcién de las nanoparticulas de 420 nm a 443 nm.
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El entrecruzamiento se demostré con la presencia de bandas a 600 nm y 280 nm en
el BSA@Gnp@AgNPs. La primera es caracteristica de la unién de dos Gnp
previamente enlazados con un grupo amino unido a un radical; mientras que la
segunda corresponde a la uniéon de un grupo amino con una sola molécula de

genipino (Pizzolitto y col., 2020).
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Figura 9. Espectro UV-Vis del entrecruzamiento. Soluciones 1 mM -NH2 de AgNPs
y BSA, 0.1 % Gnp, mezcla de 1 mM -NH2 AgNPs y 1 mM -NHz de BSA
(AgNPs+BSA), entrecruzados de AgNPs y BSA (AgNPs@BSA) a1y 0.1 mM -NH:2
de ambos reactivos y 0.1 % Gnp, respectivamente.

Los espectros de absorcion UV-Vis de los entrecruzados AQNPs@BSA 0.1y 1 mM -
NH2 se muestran en la Figura 9. Después de 2 h de entrecruzamiento la banda a 404
nm incrementoé su intensidad desde 0.373 hasta 0.413 u.a. para 0.1 mM -NHz2, esto
indica el entrecruzamiento de una sola molécula de genipino con el grupo amino de
BSA o AgNPs como reporta Pizzolitto y col. (2020). La presencia de una banda
alrededor de 388 nm indica el entrecruzamiento de una molécula de Gnp con un
grupo -NH2 (Neves y col., 2022), en este caso dicha banda no es distinguible debido

a que se sobrepondria con la banda a 404 nm. El incremento en la absorcion a 404
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se puede atribuir al entrecruzamiento, de forma similar a lo reportado por Caba-
Flores y Achilli, (2015) quienes mostraron un incremento en la banda de absorcion
caracteristica de las nanoparticulas de oro a 520 nm después de entrecruzarlas con
BSA por irradiacion gamma.

La ausencia de la banda a 600 nm no significa que no hay entrecruzamiento; la banda
podria presentar una sefal débil por la baja concentracion de grupos amino en la
reaccion, por lo que seria indistinguible de la cola de la banda centrada a 404 nm.
Por lo anterior, se decidi6 utilizar con indicativo del entrecruzamiento la absorbancia

de la banda a 404 nmy 280 nm.

5.3.2. Efecto de la preincubacién con genipino y de la temperatura sobre el
entrecruzamiento de AgNPs con BSA

La adicién de genipino se evalu6é en un solo paso, por separado con las AgNPs y
BSA, asi como en etapas sucesivas. Los ensayos se realizaron a temperatura

ambiente y a 37 °C y se muestran en la Figura 10.

Todos los nanocompositos mostraron una banda de absorcién a 404 nm, que se
atribuye a la presencia de AgNPs (Kumar y col., 2020; Mehata, 2021).

Los ensayos en un paso mostraron una banda a 404 nm correspondiente a las
AgNPs, la cual fue mayor para el nanocomposito que para el control negativo con

valores de 0.521 y 0.431 u.a., respectivamente; evidenciando el entrecruzamiento.

Los ensayos realizados por separado mostraron una intensidad de absorbancia
mayor al realizar el entrecruzamiento a 37 °C respecto al realizado a temperatura
ambiente, con valores de 0.584 u.a y 0.509 u.a., respectivamente. Este aumento
indica mayor entrecruzamiento, como se menciono con anterioridad. La banda a 397
nm observada en el control negativo se desplaz6 hasta los 403 nm después de
realizar el entrecruzamiento (AgNPs@BSA), lo cual indica un crecimiento en el
tamafio de la particula. El control negativo y el entrecruzado en un paso realizado a
temperatura ambiente mostraron la misma absorbancia a 280 nm de 0.277 u.a.,
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mientras que la reaccion realizada a 37 °C incrementé a 0.334 u.a., indicando la
union de un Gnp con un grupo -NH: (Alhosseini y col., 2017). La reaccion en un paso
a 22 °C mostré una banda a 600 nm de 0.219 u.a., lo que indico el entrecruzamiento
entre dos Gnp, cada uno con un radical. Dado que esta banda no se observo en el

resto de las muestras, se utilizaron estas condiciones para los siguientes ensayos.

Los nanocompositos obtenidos por etapas sucesivas a 22 °C y 37 °C mostraron una
mayor y menor intensidad en la banda a 403 nm respecto al control negativo
(AgNPs+BSA), con valores de 0.59y 0.477 y 0.547 u.a., respectivamente; mostrando
gue la formacion de un nhanocomposito se favorece a 22 °C. El entrecruzamiento de
un -NHz con un radical, visualizado en el espectro UV-Vis como el incremento en la
absorbancia a 280 nm, se observé en mayor magnitud a 22 °C que a 37 °C y al
control negativo, con valores de 0.324, 0.28 y 0.295 u.a., respectivamente.

El entrecruzamiento por separado a 37°C y en etapas sucesivas a 22°C permitio
mayor entrecruzamiento de las AQNPs con BSA que el método en un paso a 22°C,
esto se vio reflejado en el aumento de la intensidad de la banda a 404 nm de 0.045
y 0.052 u.a. respectivamente. El incremento en la temperatura de reaccion de 22 °C
a 37 °C favorecio el entrecruzamiento, mostrado por la absorbancia a 404 nm, solo

en el ensayo por separado por lo que la temperatura no se aumento.

La mayor absorcion a 404 nm se observo en el entrecruzamiento en etapas sucesivas
a 22 °C seguido por un paso a 37 °C con una diferencia minima por esta razon se

decido hacer los ensayos a temperatura ambiente.
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Figura 10. Espectro UV-Vis de entrecruzamiento a diferentes temperaturas
adicionando el genipino en un solo paso junto a el BSA y AgNPs, por separado al
BSA y a AgNPs y adicionado en etapas sucesivas (primero genipino con AgNPs y

después adicion de BSA). EI BSA y AgNPs en concentracién 0.1 mM -NHz.

5.3.3. Efecto de la concentracién de genipino y el tiempo de reaccion sobre el

entrecruzamiento

El aumento en la concentracion de genipino de 0.01 a 0.1 y 1 % se propuso por que
la concentracion de grupos amino en las AgNPs fue de 0.1 mM, 10 veces menor a lo
reportado por Pizzolito y col. (2020); esperando asi favorecer el entrecruzamiento al
emular sus condiciones de entrecruzamiento. El tiempo de reaccidn se prolong6 para
aumentar la probabilidad de interaccion entre el genipino y grupos amino, ya que se
ha reportado el incremento de la banda a 600 nm, indicador del entrecruzamiento,

en tiempos de reacciéon de hasta 24 h (Kahoush y col., 2021)

En las Figuras Figura 11 a Figura 16 se muestran los espectros de absorcion de los
controles negativos (AgNPs+BSA) y los ensayos de entrecruzamiento de 0 a 8 6 10
h. En todos los ensayos se observé una menor absorbancia alrededor de los 404 nm
en el tiempo inicial respecto al tiempo final del control negativo. El proceso de
agitacion durante 10 h del control negativo resuspendio AgNPs que se encontraban

agregadas incrementando la absorbancia.
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El entrecruzamiento en un solo paso con 0.1y 1 % de Gnp se muestra en las Figuras
Figura 11 y Figura 12, respectivamente. El entrecruzado con adicién de 0.1 % de
Gnp en un solo paso mostro una absorbancia méaxima a 400 nm, la cual incrementé
de 0.301 hasta 0.867 u.a. a las 10 h respecto al control negativo (AgNPs+BSA) en
este mismo periodo de tiempo. El entrecruzamiento con 1 % de genipino alcanzé la
maxima absorbancia a 401 nm después de 8 h de reaccion con 1.118 u.a.; 1.15 veces
mayor a la absorbancia maxima registrada a las 10 h con 0.1 % de genipino. La
banda a los 600 nm se observod a partir de las 8 h en el ensayo con genipino al 0.1
% y a las 6 h en el ensayo con genipino al 1 %, evidenciando el entrecruzamiento
(Kahoush y col., 2021; Neves y col., 2022).
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Figura 11. Espectro UV-Vis del entrecruzado AQNPs@BSA con adicion de genipino

al 0.1 % en un paso a diferentes horas. La concentracion de BSA y AgNPs fue 0.1
mM -NHz.

33



1.15 AgNPs+BSA 10 h

© 0.95 ——0h
2

——2h
§ 0.75

——6h
S8 0.55
S ——8h
0
£ 0.35 10h

0.15

250 300 350 400 450 500 550 600 650 700
Longitud de onda (nm)

Figura 12. Espectro UV-Vis del entrecruzado AgNPs@BSA con adicion de genipino
al 1 % en un paso a diferentes horas. La concentracion de BSA y AgNPs fue 0.1
mM -NHo2.

Los entrecruzados obtenidos con adicion por separado de genipino al 0.1y 1 % se
muestran en las Figura 13 y Figura 14, respectivamente. La maxima absorbancia a
404 nm se mostro tras 4 y 6 h de reaccion, para los ensayos con 0.1y 1 % de Gnp,
respectivamente; con 1 % de Gnp se obtuvo un valor 1.18 veces mayor que con 0.1
% de Gnp.

El ensayo con Gnp a 0.1 % mostré que el entrecruzamiento termina después de 4 h,
tras las cuales se alcanzé la maxima absorbancia a 400 nm; mientras que el ensayo
a 1l % de Gnp alcanzo la maxima absorbancia a las 6 h con un incremento
despreciable respecto a las 4 h. EI BSA@Gnp al 0.1y 1 % mostraron una banda casi
imperceptible a 380 nm, la cual es caracteristica de la unién del genipino a un grupo
amino. La banda a 380 nm no se observé en AQNPs@Gnp porque se traslapa con la
banda de las AgNPs a 400 nm.

La banda a 600 nm, caracteristica del entrecruzamiento se observé tras 4y 6 h en

los ensayos con 0.1y 1 % de Gnp.
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Figura 13. Espectro UV-Vis del entrecruzado AgNPs@BSA con adicion de genipino
al 0.1 % por separado a diferentes horas. La concentracién de BSA y AgNPs fue

0.1 mM -NHa.
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Figura 14. Espectro UV-Vis del entrecruzado AGQNPs@BSA con adicion de genipino
al 1 % por separado a diferentes horas. La concentracion de BSA y AgNPs fue 0.1
mM -NHo2.

El espectro de absorcién UV-Vis del entrecruzado por con adicién de genipino al 0.1
y 1 % en etapas sucesivas se muestra en las Figura 15 y Figura 16. La maxima
absorbancia en los ensayos de entrecruzamiento a 400 nm se alcanzé alas6 hy 4

h con Gnp al 0.1y 1 %, alcanzando valores de 0.805 y 0.972 u.a., respectivamente.
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En ambas reacciones de entrecruzamiento hubo un cambio en la absorbancia

maxima de las AgNPs determinada a 403 nm,
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Figura 15. Espectro UV-Vis del entrecruzado AQNPs@BSA con adicion de genipino
al 0.1 % en etapas sucesivas a diferentes horas. La concentracion de BSA y AgNPs
fue 0.1 mM -NHa.
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Figura 16. Espectro UV-Vis del entrecruzado AQNPs@BSA con adicion de genipino
al 1 % en etapas sucesivas a diferentes horas. La concentracion de BSA y AgNPs
fue 0.1 mM -NHa.

El entrecruzado con genipino al 1 % a las 2 h tiene una intensidad en la banda de las
AgNPs similar a la del entrecruzado con genipino al 0.1 % a las 6 h, con valores de
0.924 y 0.805 u.a., respectivamente. Los entrecruzados con Gnp al 0.1y 1 % a partir
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de las 4 hy 2 h, respectivamente, mostraron una banda a 600 nm, la cual no esta en
AgNPs@Gnp, indicando que las AgNPs no se entrecruzan entre si, pero si lo hacen
con el BSA.

Los ensayos de entrecruzamiento con Gnp al 1 % mostraron mayor entrecruzamiento

(banda a 400 nm) que con Gnp al 0.1 %.

Los ensayos con Gnp al 1 % alcanzaron en menor tiempo valores de absorcién
similares a los obtenidos con Gnp al 0.1 % tras el tiempo final de incubacién; por lo
gue se selecciond la concentracion de 1 % de Gnp para ensayos posteriores. El
ensayo de entrecruzamiento en etapas sucesivas presentd menor absorcion
alrededor de 404 nm que los otros dos ensayos, por ello se descartd. La absorbancia
alrededor de 404 nm en el ensayo en un paso con Gnp al 1 % tras 6 h fue similar a
la obtenida en el ensayo por separado con Gnp al 1 % tras 4 h (mas 2 horas de
preincubacion) con valores de 1.08 y 1.16 u.a., respectivamente. Dado que el ensayo

en un paso es mas sencillo, se opté por utilizar esta metodologia
5.3.4. Efecto del pretratamiento de AQNPs con urea sobre el entrecruzamiento

El tratamiento con urea que se presenta a continuacién se propuso para aumentar la
cantidad de grupos amino en la superficie de las AQNPs de tal forma que se favorezca
el entrecruzamiento con BSA. Las Figura 17 aFigura 19 muestran los espectros de
absorcion de una solucién 1 mM -NHz de AgNPs adicionadas con 1, 0.1y 0.01 % de

urea a diferentes tiempos de incubacion, respectivamente.

La banda de absorcion de las AgNPs a 397 nm con pretratamiento de urea al 1 %
incrementd respecto a las AgNPs sin adicion de urea, aunque presentd la
absorbancia maxima de 0.962 u.a. a las 3 h, la diferencia respecto a la absorbancia
a las 2 h de incubacion fue minima con un valor de 0.928 u.a. La banda a 350 nm a
las 0 h indico la formacion de una segunda distribucion de nanoparticulas de menor
tamafio; después de 1 h de agitacion a 1,000 rpm (Thermo Shaker Incubator MS-100

RT) con urea ya no se observa esta banda debido a que se traslapa con la banda a
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397 nm de mayor intensidad. Los tratamientos con urea al 0.1 y 0.01 % también

mostraron esta banda a 350 nm a las O h.

Los pretratamientos con urea al 1, 0.1 y 0.01 % mostraron un corrimiento en la banda
de absorcion de las AgNPs de 397 nm a 398, 394, y 395 nm, respectivamente. Los
corrimientos al ultravioleta indican la interaccion AgNPs-Urea, acorde a lo reportado
por Aliy col., (2018) e Ismail y col., (2022). Los tratamientos con 0.1y 0.01 % de urea
mostraron una disminucion en la intensidad de la banda de absorcion de las AgQNPs
después de 2 hy 1 h, respectivamente, lo que se interpreta como la aglomeracién o
disminucién de las AgNPs (Ashraf y col, 2013) Las bandas a 394 y 395 nm se
ensancharon, lo cual se ha reportado como la aglomeracién de las AgNPs (Ashraf y
col., 2013; Liu y col., 2017).

La urea al 1 % fue seleccionada como el pretratamiento para aumentar la cantidad
de grupos amino teniendo en cuenta que fue la banda con la mayor absorbancia a
397 nm, indicando una mayor concentracion de AgNPs (Deepa y col., 2017), asi
como una banda de absorcién estrecha que corresponde a nanoparticulas estables
y monodispersas (Kumar y col., 2020). El tiempo seleccionado fue de 2 h, ya que

posteriormente no se observo incremento en la banda a 397 nm.
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Figura 17. Espectro UV-Vis del pretratamiento de AgNPs con Urea al 1 %. Las
AgNPs 0.1 mM -NH2fueron mezcladas con urea al 1 % a 1,000 rpm y se midio su

absorbancia cada hora durante 4 horas.
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Figura 18. Espectro UV-Vis del pretratamiento de AgNPs con Urea al 0.1 %. Las
AgNPs 0.1 mM -NHz fueron mezcladas con urea al 0.1 % a 1,000 rpm y se midié su
absorbancia cada hora durante 4 horas.
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Figura 19. Espectro UV-Vis del pretratamiento de AgNPs con Urea al 0.01 %. Las
AgNPs 0.1 mM -NH2fueron mezcladas con urea al 0.01 % a 1,000 rpm y se midio
su absorbancia cada hora durante 4 horas.

El entrecruzado con las condiciones seleccionadas previamente, AgNPs 0.1 mM -
NH2, temperatura ambiente, mezclado de BSA y Gnp al mismo tiempo, Gnp al 1 %,
6 h de tiempo de reaccion y preincubacion de urea al 1 %, se muestran en la Figura
20.
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El nanocomposito tuvo una absorbancia maxima a 402 nm de 1.509 u.a. que
representa 0.429 u.a. mas que el mismo proceso sin urea, de forma similar la banda
a 600 nm increment6 0.229 u.a. Indicando una mayor produccion de nanoparticulas
y entrecruzamiento (Deepa y col., 2017; Neves y col., 2022; Pirtarighat y col., 2019).
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Figura 20. Espectro UV-Vis del nanocomposito AQNPs@BSA. Entrecruzamiento
con pretratamiento de urea al 1 % de las AgNPs, adicionando Gnp y BSA al mismo

tiempo, genipino al 1 % y mezclando durante 6 h.
5.4. Optimizacion del entrecruzamiento de nanoparticulas de plata con BSA.

Las nanoparticulas de plata biosintetizadas con la infusiéon de O. basilicum se
entrecruzaron con BSA utilizando un disefio factorial 2¥. Los modelos de prediccion
para el efecto de la concentracion de genipino, AQNPs y BSA se ajustaron a una
ecuacion polinomial de primer grado con una R? = 99.22 para la absorbancia a 600
nm que indica entrecruzamiento y R? = 97.77 para la concentracion de AgNPs. Las
condiciones de soluciones globales en ambos casos tanto para maximizar la banda
a 600 nm y la concentracion de AgNPs en el nanocomposito fueron las mismas,
genipino al 1 %, 0.3 mM -NHz en BSA y 0.3 mM -NH2 en AgNPs.
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En el Cuadro 3 se muestran los resultados promedio obtenidos del disefio
experimental 23 de las dos respuestas, la absorbancia maxima a 600 nm (A600) y la
concentracion de nanoparticulas en el entrecruzado (AgNPs g/L sobrenadante). Las
combinaciones con la mayor absorbancia a 600 nm son las que se realizaron con 0.3
mM -NH2 AgNPs y BSA mientras que la combinaciéon con mayor concentracion de
AgNPs en el entrecruzado fue con genipino 1 %, BSA 0.3 -NH, mM y AgNPs 0.3 -
NH, mM.

Cuadro 3. Resultado de las variables experimentales en el disefio experimental

factorial 2° de la optimizacion del entrecruzamiento de AgNPs con BSA por

genipino.
Promedio de la Promedio
concentracion o de o
. Valores de Desviacion | Desviacion
Corrida . de AgNPs en absorbancia
variable estandar estandar
sobrenadante a 600 nm
(g/L) (u.a.)
Genipino 1 %,
BSA 0.1 NH,
1 0.014 0.0012 0.086 0.0029
mM, AgNPs 0.1
NH, mM
Genipino 1.5 %,
BSA 0.1 NH,
2 0.002 0.0001 0.081 0.0017
mM, AgNPs 0.1
NH, mM
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Continuacion del Cuadro 3.

Promedio de '
Promedio
la
: o de o
_ Valores de concentracion | Desviacion | Desviacion
Corrida _ ) absorbancia )
variable de AgNPs en | estandar estandar
a 600 nm
sobrenadante
(u.a.)
(g/L)
Genipino 1 %,
BSA 0.3 NH, mM,
3 0.020 0.0030 0.201 0.0141
AgNPs 0.1 NH,
mM
Genipino 1.5 %,
BSA 0.3 NH, mM,
4 0.008 0.0011 0.210 0.0045
AgNPs 0.1 NH,
mM
Genipino 1 %,
BSA 0.1 NH, mM,
5 0.023 0.0011 0.101 0.0031
AgNPs 0.3 NH,
mM
Genipino 1.5 %,
BSA 0.1 NH, mM,
6 0.006 0.0013 0.090 0.0031

AgNPs 0.3 NH,
mM
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Continuacion del Cuadro 3.

AgNPs 0.3 NH;

mM

Promedio de '
Promedio
la
- o de —
_ Valores de concentracion | Desviacion | Desviacion
Corrida _ ) absorbancia )
variable de AgNPs en | estandar estandar
a 600 nm
sobrenadante
(u.a.)
(9/L)
Genipino 1 %,
BSA 0.3 NH, mM,
7 0.025 0.0005 0.228 0.0095
AgNPs 0.3 NH,
mM
Genipino 1.5 %,
BSA 0.3 NH, mM,
8 0.008 0.0008 0.222 0.0044

El Cuadro 4 muestra el analisis de varianza (ANOVA) del entrecruzamiento medido

como absorbancia a 600 nm. La concentracion de grupos amino en el BSA y las

AgNPs tuvieron un efecto significativo sobre la variable de respuesta A600; de

manera similar a lo observado para la concentracion de AgNPs en el sobrenadante.

El porcentaje de genipino tuvo significancia al usar la concentracion de AgNPs en el

sobrenadante como variable de respuesta como se muestra en el Cuadro 5. Las
interacciones AgNPs - BSA y AgNPs — Genipino tuvieron un efecto significativo en la

concentracion de AgNPs en el nanocomposito. En cuanto a las interacciones de dos

términos en A600 ninguna tuvo efecto significativo y en ambos casos la interaccion

triple no tuvo efecto significativo en la respuesta.
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Cuadro 4. Andlisis de varianza del nivel de entrecruzamiento medido como la

absorbancia a 600 nm del sobrenadante de las muestras del disefio experimental.

Fuente GL | SC Ajust. | MC Ajust. | Valor F | Valor p
Modelo 7 | 0.095815 | 0.013688 | 290.46 | 0.000
Lineal 3 | 0.095389 | 0.031796 | 674.72 | 0.000
% Genipino 1 | 0.000057 | 0.000057 1.21 0.288
mM -NH2 BSA 1 | 0.093875 | 0.093875 | 1992.04 | 0.000
mM -NH2 AgNPs 1 | 0.001457 | 0.001457 | 30.92 | 0.000
Interacciones de 2 términos 3 | 0.000404 | 0.000135 2.86 0.070
% Genipino*mM -NH2 BSA 1 | 0.000108 | 0.000108 2.30 0.149
% Genipino*mM -NH2 AgNPs 1 | 0.000187 | 0.000187 3.97 0.064
mM NH2 BSA*mM -NH2 AgNPs 1 | 0.000108 | 0.000108 2.30 0.149
Interacciones de 3 términos 1 | 0.000022 | 0.000022 0.47 0.504
% Genipino*mM -NH2 BSA*mM -

NHz AgNPs 1 | 0.000022 | 0.000022 0.47 0.504
Error 16 | 0.000754 | 0.000047

Total 23 | 0.096569

GL: grados de libertad, SC Ajust.: suma de cuadrados ajustada, MC Ajust.: media

de los cuadrados ajustada, nivel de significancia: p < 0.05
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Cuadro 5. Analisis de varianza de la concentracién de nanoparticulas de plata

entrecruzadas al nanocomposito medidas en el sobrenadante a 395 nm.

Fuente GL | SC Ajust. | MC Ajust. | Valor | Valor p
F
Modelo 7 | 0.001488 | 0.000213 | 100.03 | 0.000
Lineal 3 | 0.001424 | 0.000475 | 223.44 | 0.000
% Genipino 1 | 0.001190 | 0.001190 |560.02 | 0.000
mM -NH2 BSA 1 | 0.000108 | 0.000108 | 51.00 | 0.000
mM -NH2 AgNP 1 | 0.000126 | 0.000126 | 59.31 | 0.000
Interacciones de 2 términos 3 | 0.000063 | 0.000021 | 9.90 | 0.001
% Genipino*mM -NH2 BSA 1 | 0.000001 | 0.000001 | 0.49 0.494
% Genipino*mM -NH2 AgNP 1 | 0.000040 | 0.000040 | 18.84 | 0.001
mM NH2 BSA*mM -NH2 AgNP 1 | 0.000022 | 0.000022 | 10.37 | 0.005
Interacciones de 3 términos 1 | 0.000000 | 0.000000 | 0.18 | 0.680
% Genipino*mM -NH2 BSA*mM
NH> ANP 1 | 0.000000 | 0.000000 | 0.18 0.680
Error 16 | 0.000034 | 0.000002
Total 23 | 0.001522

GL: grados de libertad, SC Ajust.: suma de cuadrados ajustada, MC Ajust.: media
de los cuadrados ajustada, nivel de significancia: p < 0.05

La ecuacion de la variable respuesta A600 (ecuacion 2) sugiere que la interaccion
entre las AgNPs y el BSA tiene el mayor impacto positivo en la reaccién de
entrecruzamiento y la triple interaccion % Gnp, mM -NH2 BSA y mM -NHz2 AgNPs
corresponde al mayor impacto negativo en la respuesta del entrecruzamiento. La

ecuacion 3 de la variable respuesta AgNPs g/L en sobrenadante muestra que mM -
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NH2 AgNPs es la variable con mayor impacto positivo en la concentracion de AgNPs
en el entrecruzado mientras que la interaccion doble mM -NH2 BSA, mM -NH2 AgNPs
expresa el mayor impacto negativo. El genipino presentd la variable con el menor
impacto y en particulas con un impacto negativo en ambas ecuaciones por lo que la

concentracion se mantendra fija en 1 %.

Asoo = 0.0408 —0.0162 x1 +0.381x2 +0.079 x3 + 0.162 x1*x2 — 0.035 x1*x3
+ 0.692 x2*x3 — 0.383 X1*X2 *X3

Ecuacioén 2

Concentracion de AgNPs (g/L) en nanocomposito = 0.02242 - 0.01750 x1
+0.0425 x2 + 0.1192 x3 — 0.0017 xa*x2 — 0.0617 X1*x3 — 0.158 x2*x3 + 0.050 X1*X2*X3

Ecuacion 3
Doénde x1 = % Genipino, x2 = mM -NH2 BSA y x3 = mM -NH2 AgNPs

La Figura 21 muestra la grafica de la respuesta de entrecruzamiento, medido como
absorbancia a 600 nm y la respuesta concentracion de nanoparticulas en el
nanocomposito (sobrenadante). Se observa que dichas graficas coinciden con el
modelo predicho para maximizar las variables de respuesta que es 0.3 mM -NHzde
BSA, y 0.3 mM -NH2 de AgNPs que estimd una respuesta de 24.67 mg AgNPs/ L

sobrenadante y absorbancia de 0.1878 u.a. a 600 nm.
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Figura 21. Grafica de contorno para el entrecruzamiento de mM -NHz AgNPs, mM -
NH2 BSA maximizando la respuesta A600 de entrecruzamiento y la concentracion
de AgNPs en el entrecruzado como AgNPs g/L sobrenadante. Valores fijos
genipino 1 %. Las lineas diagonales muestran el incremento en el grado de
entrecruzamiento y las lineas curvas muestran la concentracion de nanoparticulas

de plata en el nanocomposito.

La Figura 22 muestra la electroforesis desnaturalizante dodecilsufato sédico en gel
de poliacrilamida (SDS-PAGE) de los niveles del disefio experimental. En este gel se
puede observar que la banda del BSA no aparece en ninguna de las muestras
entrecruzadas reafirmando que la diferencia de concentracién de 1 a 1.5 % de
genipino no influyd de forma significativa en el nivel de entrecruzamiento. Teimouri y
Kasapis (2020) obtuvieron resultados similares evaluando el porcentaje de
entrecruzamiento del BSA usando de 0 a 4 % de genipino. La diferencia del
porcentaje de entrecruzamiento entre el 1y 1.5 % que obtuvieron es de 83 a 86 %,

respectivamente.
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Figura 22. SDS-PAGE al 10 % del disefio experimental 23. Gel Izquierdo, carril 1
marcador de peso molecular (MPM), carril 2 Lr, carril 3 BSA, carril 4,5,6,7,8,9y
10 nanocomposito de la corrida 1, 3, 4, 5, 6, 7, 8, respectivamente. Gel derecho,
carril 1 MPM, carril 2 nanocomposito de la corrida 2, carril 3, 4,5, 6, 7, 8,9,y 10
control negativo de la corrida 1, 2, 3,4,5,6, 7,y 8.

5.5. Caracterizacién de las nanoparticulas de plata entrecruzadas con BSA y

lectina recombinante.
5.5.1. Analisis por espectroscopia UV-Vis

Una vez evaluadas las condiciones de entrecruzamiento y optimizado la
concentracion de AgNPs, BSA y genipino se realizd el entrecruzamiento con la
lectina recombinante. La Figura 23 muestra el espectro UV-Vis del entrecruzado
AgNPs@Lr que muestra la banda a 600 nm que indica el entrecruzamiento (Neves y
col., 2022), ademas de la banda de las AgNPs a 395 nm y otra distribucion de tamafio
de nanoparticulas mas pequefias a 344 nm similar a lo reportado por (Gonzéalez y
col., 2014).
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Figura 23. Espectro UV-Vis del entrecruzamiento de 0.3 mM -NHz2 AgNPs y Lr con
genipino al 1 %. Barrido de absorbancia de 300 a 700 nm del sobrenadante de la
solucién de entrecruzamiento AgQNPs@Lr. La solucion del entrecruzado se diluyo %

Vveces en agua.

5.5.2. Analisis de geles de electroforesis SDS-PAGE.

La Figura 24 muestra el gel de electroforesis SDS-PAGE al 13 % con muestras de
BSA, Lr, AQNPs@BSA y AgNPs@Lr. La muestra de Lr (carril 2) mostro dos bandas,
la primera de 33 kDa correspondiente a la Lr y la segunda a 28 kDa, se observa
sobrelapada con la de 33 kDa, pero se puede observar mas claramente en la Figura
22, corresponde a una proteina co-purificada que se obtiene cuando la levadura
crece en un medio que se usa glicerol crudo como fuente de carbono (Palmerin-
Carrefio y col., 2021). En el carril 3 del entrecruzado AQNPs@Lr se observaron dos
bandas. La banda observada a 30 kDa se atribuy6 a los siguientes entrecruzados:
AgNPs@Lr, AgNPs@proteina copurificada. La formacion del entrecruzado
Lr@proteina copurificada se descartd ya que el peso molecular esperado seria de

alrededor de 60 kDa, dicha banda no se observo en el gel. La banda a 26.5 kDa se
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atribuyo al entrecruzamiento AQNPs@AgNPs, la banda se observo claramente con
el color café de las AgNPs antes de la tincion con azul de bromofenol donde la banda

es apenas perceptible.

La banda del monémero de BSA en el carril 4 se observé a 63 kDa, dicha banda ya
no se observa en el carril 5 correspondiente al entrecruzado AgNPs@BSA lo que
indicé que toda la proteina BSA se entrecruzé. La banda de 50 kDa en el carril 4 se
atribuy6é al entrecruzado AgNPs@BSA, especificamente al mondémero de BSA
entrecruzado con AgNPs; el menor tamafio de esta banda respecto al BSA se
atribuyo a las cargas negativas de las AQNPs (Deepay col., 2017), lo cual incremento
la migracion de las proteinas hacia el polo positivo. Lo anterior coincide con lo
reportado por Lee y col. (2019) quienes demostraron que la migracion de una
proteina puede aumentar dependiendo de la cantidad de cargas negativas que el
SDS le aporte. Las bandas alrededor de 94, 165 kDa asi como el barrido de mayor
tamafio observado en el carril 5 se atribuyeron a dimeros, trimeros y agregados de
BSA entrecruzados con AgNPs similar a lo obtenido por Schakowski y col., (2019).
Las AgNPs en el carril 6 mostraron una banda a 35 kDa de color café, debido al color
tan intenso de las AgNPs no se observé una banda azul atribuible a proteinas en su

recubrimiento.
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Figura 24. SDS-PAGE al 13 %, carril 1 marcador de peso molecular (MPM), 2 Lr, 3
AgNPs@Lr, 4 BSA, 5 AgNPs@BSA, 6 AgNPs.

5.5.3. Analisis por microscopia electrénica de transmision

La Figura 25 muestra la micrografia del nanocomposito AgNPs@BSA. Las
AgNPs@BSA mostraron formas esferoidales, tamafio medio de 55.18 nm + 37.25
nm. El andlisis de varianza de un solo factor que se muestra en la Cuadro 6 mostré
diferencia significativa entre las tres muestras; siendo las de mayor tamafo las
AgNPs@BSA seguidas por las AQNPs@Lr y al final las AgNPs. El incremento en el
tamafio de las AgNPs se debié a la union del BSA y Lr a las AgNPs (Kota y col.,
2017). La Figura 26 muestra la micrografia del entrecruzado AgNPs@Lr. Las
AgNPs@Lr mostraron formas esferoidales, tamafio medio de 12.176 + 7.036 nm. Las
AgNPs@BSA son de mayor tamafo que las AgNPs@Lr porque el BSA de 63 kDa
es mas grande que la Lr de 33 kDa, ademas la Lr en AQNPs@Lr no se entrecruzo
con otras Lr como se observé en el SDS-PAGE en la Figura 24, mientras que el
nanocomposito AQNPs@BSA si mostro bandas de mayor tamafio que indicaron el
entrecruzamiento de aglomerados de BSA. Sin embargo, el nanocomposito

AgNPs@Lr se acumuld en agregados de alrededor de 55 nm.

51



Histograma de diametro

\

] 0 150 180
Diametro (nm)

Figura 25. Izquierda: Micrografia obtenida por TEM del hanocomposito
AgNPs@BSA en el sobrenadante de la solucién centrifugada a 11,650 x g.
Derecha: Histograma de distribucion de 142 particulas de tamafio medio de 55.18
nm + 37.25.

Cuadro 6. Analisis de varianza de un solo factor de los tamafios de particula de las
nanoparticulas de plata y los nanocompositos con lectina recombinante y albumina

sérica bovina. Las medias que no comparten una letra son significativamente

diferentes.
Desviacion
Factor N Media Agrupacion
estandar
AgNPs@BSA 142 | 55.18 | 37.25 A
AgNPs@Lr 1,152 | 12.176 | 7.036 B
AgNPs 355 | 3.2959 | 0.9646 C
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Figura 26. Micrografia obtenida por TEM del hanocomposito AQNPs@Lr en el
sobrenadante de la solucién centrifugada a 11,650 x g. Derecha: Histograma de

distribucion de 1,152 particulas de tamafio medio de 12.176 + 7.036 nm.
5.5.4. Analisis FTIR

La Figura 27 muestra el espectro FTIR de las AgNPs, BSA y el entrecruzado
AgNPs@BSA. El espectro del BSA mostré6 bandas a los 3277 y 3151 cm
correspondientes a la tension N-H y O-H. Las bandas a 2960, 2929 cm™ y 2870 cm-
! se atribuyeron a la tension C-H de CHz y CHs, respectivamente. Las bandas a 1640
y 1535 cm se atribuyeron a amidas | y Il, respectivamente. La banda a 1259 cm!
indic6 el estiramiento del enlace C-O de fenoles y la banda a 1053 cm™ mostr6 el
estiramiento de un alcohol primario. La banda a 850 cm indic6 la presencia de
compuestos aromaticos fuera del plano de tensién y la banda a 698 cm™ mostré el
aleteo fuera de plano de grupos NHz y NH (Alhazmi, 2019; Emadi y col., 2017; Guo
y col., 2019). El espectro de AgNPs@BSA mostré una reduccion en la intensidad de
las bandas de tension N-H a 3293 cm asi como en la banda amida | a 1634 cm™.
Este espectro mostré dos bandas no observadas en las muestras de AQNPs y BSA
gue se atribuyeron al entrecruzamiento. La primera a 1011 cm, la cual representa
la tension del enlace C-N, donde el N esta de forma terciaria debido a la reaccion de
la lisina con el genipino. La segunda banda a 950 cm™ se atribuy6 a la tensién C-H
en el anillo heterociclico producido en el entrecruzamiento (Wang y col., 2013).
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Figura 27. Espectro FTIR de AgNPs (naranja), BSA (verde) y AQNPs@BSA (azul)
presente en el sobrenadante de la solucion centrifugada a 11,650 x g.

La Figura 28 muestra el espectro FTIR de la Lr, AQNPs y AgNPs@Lr. El espectro
FTIR de la Lr mostré las siguientes bandas: 3147 cm™ correspondiente a la tension
N-H y O-H, 2925 cm atribuida al estiramiento del enlace O-H de alcohol, 2852 cm™?
correspondiente a la vibracién de estiramiento de CH2 y CHs, 2406 y 1646 cm
correspondientes a la vibracion de flexion de N-H y C=0, 1593 cm atribuido a la
vibraciéon de estiramiento N-H y grupos aromaticos, 1456 cm correspondiente al
grupo CHzs en lipidos/proteinas y COO- de aminoacidos, 1260 cm atribuido a
vibraciones de estiramiento C-O; 1051, 939 y 859 cm™ correspondientes a
vibraciones de estiramiento C-O de alcohol primario y vibraciones de flexion C-H
respectivamente (Thummajitsakul y col.,, 2023). El espectro del entrecruzado
AgNPs@Lr, de forma similar a AQNPs@BSA, mostro una menor intensidad de las
bandas a de tensiéon N-H/O-H a 3338 cm™ y la banda amida | a 1638 cm™. También

se observo el surgimiento de bandas a 1011 y 951 cm! mencionadas anteriormente.
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Figura 28. Espectro FTIR de AgNPs (naranja), Lr (verde) y AQNPs@Lr (azul)
presente en el sobrenadante de la solucion centrifugada a 11,650 x g.

5.5.5. Calorimetria diferencial de barrido.

La estabilidad térmica del entrecruzado fue determinada usando calorimetria
diferencial de barrido. La Figura 29 muestra el termograma de la Lr, AgNPs, Gnp y
el entrecruzado AgNPs@Lr. La transicion vitrea en la Lr tiene lugar a los 151.98 °C,
el pico endotérmico a 154.44 °C se atribuye a la temperatura de fusion de la proteina
co-purificada con la Lr, la baja intensidad del pico refiere al componente menor, y a

188.3 °C se determiné la temperatura de fusion de la Lr.

El termograma de las AgNPs muestra 3 picos endotérmicos a 41.48, 89.97 y 103.05
°C. Los 3 picos se atribuyen al punto de fusion de compuestos termolabiles en el
recubrimiento de las AgNPs como aceites esenciales en los que se encuentran
terpenos como el linalool que es el principal aceite esencial de O. basilicum en hojas
(Slougui y col., 2022). Ninguno de estos picos se atribuyé a cambios de la plata en
las nanoparticulas porque la temperatura de fusion de la plata se observa a 960 °C
(Rodriguez-Feélix y col., 2022).
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El termograma del genipino mostré un pico endotérmico a 123.4 °C similar a lo
reportado por Mallick y col. (2015) que reporto el pico endotérmico de la temperatura
de fusion del genipino a los 120 °C. La sefial observada entre 200 y 250 °C se asocia

al reordenamiento térmico de los anillos ciclicos del genipino (Dimida y col., 2015).

La temperatura de fusion en AQNPs@Lr se observd con un pico endotérmico a los
134.8 °C. Los picos endotérmicos observados en el termograma de las AQNPs y Lr
desaparecen, lo que indica que dichos compuestos no se encuentran de forma
independiente. La temperatura de fusion del nanocomposito Lr@AgNPs se desplazé
a menor temperatura con respecto a la de la Lr a 188.3 °C. La temperatura de fusion
de la Lr en AgNPs@Lr disminuy6 debido a la presencia de DMSO que actiua como
agente desnaturalizante provocando dicho desplazamiento (Magsumov y col., 2019).
Resultados similares fueron obtenido por Rossos y col. (2021) al desplazarse el pico
endotérmico de la temperatura de fusion del hidrogel polimérico a menores

temperaturas después del entrecruzamiento con AgNPs.
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Figura 29. Termograma DSC de 5 mg de Lr (verde), 6.5 mg de AgNPs (café), 4.6

mg de Gnp (rosa) y 6.6 mg del entrecruzado AgQNPs@Lr (azul) secado a 35 °C por

72 h. Las muestras se depositaron en celdas de aluminio, atmosfera N2, rampa de
calentamiento de 10 a 300 °C con incremento de 10 °C/min.

56



La Figura 30 muestra los termogramas del BSA, AgNPs, y el entrecruzado
AgNPs@BSA. El termograma de la BSA presenta la transicion vitrea a 128.39 °C, un
pico enddtermico a 188.47 °C correspondiente a la temperatura de fusién y la sefial
endotérmica a los 258.03 °C corresponde a la temperatura de degradacion. La
temperatura de fusion del BSA se encuentra alrededor de los 220°C sin embargo,
esto pudo cambiar por la interaccion del BSA con los agregados de mayor tamafio

gue se pueden observar en la Figura 22 (Kim y col., 2019).

El termograma de AgNPs@BSA mostro cinco picos endotérmicos a 90.68, 129.33,
183.99, 215.11 y 226.54 °C. Los 5 picos se atribuyen a la temperatura de fusion de
los diferentes entrecruzados obtenidos como se muestran en el SDS-PAGE en la
Figura 24, siendo los picos a 90.68, 129.33 y 183.99 °C las temperaturas de fusion
correspondientes a las bandas de 50, 94 y 165 kDa y los picos a 215.11y 226.54 °C
las temperaturas de fusidn correspondientes a los agregados de tamafios mayores a
165 kDa.
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Figura 30. Termograma DSC de 9.1 mg de BSA (verde), 6.5 mg de AgNPs (café),
4.6 mg de Gnp (rosa) y 4.8 mg del entrecruzado AQNPs@BSA (azul) secado a 35
°C por 72 h. Las muestras se depositaron en celdas de aluminio, atmosfera N2,

rampa de calentamiento de 10 a 300 °C con incremento de 10 °C/min.
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La citotoxicidad de las AgNPs depende de la concentraciéon administrada, por lo que
se deben realizar estudios en torno a la concentracion administrada. Las AgNPs
sintetizadas por via verde presentan biocompatibilidad y excelente selectividad hacia
células cancerigenas, lo que las hace candidatos potenciales para el tratamiento de

diferentes canceres (Tadele y col., 2021).

La investigacion in vitro de Vega-Rojas y col., (2021) indica que la lectina
recombinante, o péptidos derivados de la digestion de la proteina, interactian con la
membrana intestinal, lo que permite su internalizaciébn o absorcidon parcial. Las
AgNPs presentes en el nanocomposito AQNPs@Lr podrian aumentar, en células de
cancer de colon, la absorcion y acumulacién de la Lr, reduciendo la viabilidad celular
a comparacién de la capacidad citotdxica especifica de la lectina o las AgNPs por si
solas (Miranda y col., 2022; Siddiqgi y col., 2018). Las AgNPs sintetizadas a partir de
Ocimum americanum incrementaron la cantidad de células de cancer en la fase
Go/G1 del ciclo celular (Manikandan y col., 2021), de forma similar al mecanismo
reportado por Dena-Beltran y col., (2023) de la Lr. Por lo anterior se espera que la
union de las AgNPs sintetizadas a partir de Ocimum basilicum a la Lr incremente su

efecto antiproliferativo ante células de cancer.

La citotoxicidad de las AgNPs es inversamente proporcional a su tamafio induciendo
mayor estrés oxidativo en células tumorales a menores concentraciones (Miranda y
col., 2022; Siddiqgi y col., 2018). El tamafio de 12.176 + 7.036 nm del nanocomposito
AgNPs@Lr incrementa la superficie de contacto respecto a particulas de mayor
tamafio, por lo que se esperaria un aumento en su capacidad citotoxica. También se
ha reportado que la actividad anticancerigena de las AgNPs incluye disfuncion de
proteinas de membrana, estrés del reticulo endoplasmico, apoptosis por disrupcion
de la membrana, disfuncion de la mitocondria, dafio al acido desoxirribonucleico
(ADN) e inhibicién del ciclo celular (Miranda y col., 2022). EI aumento de la
citotoxicidad de la lectina recombinante por su union a las AgNPs significaria que se
puede reducir la concentracion de lectina administrada para obtener los mismos

resultados reduciendo algunos efectos secundarios en el tracto digestivo que se
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reportaron al administrar la fraccion concentrada de lectina, como la hipertrofia
pancreatica y la atrofia de las vellosidades y criptas intestinales (Pita-Lopez y col.,
2020). Es necesario evaluar la citotoxicidad in vitro e in vivo del nhanocomposito
AgNPs@Ler.

6. CONCLUSIONES

Las nanoparticulas de plata se pueden sintetizar a partir de una infusién de Ocimum
basilicum que poseen grupos amino en su superficie necesarios para el
entrecruzamiento por genipino con otras proteinas. La cantidad de grupos amino
puede variar entre los diferentes lotes de sintesis de nanoparticulas de plata. El
meétodo de sintesis produjo nanoparticulas con tamafio de 3.4 nm. La cantidad de
grupos amino es directamente proporcional al entrecruzamiento, resultando en
mayor producciéon de nanocompositos. El entrecruzamiento a 37 °C y la adicion por
separado de las nanoparticulas de plata, la aloiumina sérica bovina y el genipino, no
incrementan la produccién de nanocompositos. El tiempo de entrecruzamiento
aumenta la cantidad de nanocomposito producido. La concentracion de grupos
amino en la albumina sérica bovina fue la variable con mayor efecto sobre el
entrecruzamiento seguido de la concentracion de grupos amino en las nanoparticulas
de plata. El incremento en la concentracion de genipino de 0.01 a 1 % favorece el
entrecruzamiento mientras que de 1 a 1.5 % no incrementa el entrecruzamiento. La
adicion de urea al 1 % en las nanoparticulas de plata incrementa la concentracion de
nanoparticulas de plata, reduce la agregacion y favorece el entrecruzamiento con la
albumina de suero bovino y la lectina recombinante. Los hanocompositos muestran
enlaces genipino-grupo amino. El entrecruzamiento reduce la estabilidad térmica de
la proteina debido a la presencia de dimetilsulfoxido que actia como agente
desnaturalizante. Las nanoparticulas de plata sintetizadas por via verde y la lectina
recombinante como componentes activos del nanocomposito le brindan potencial
para su uso médico, ya que de forma individual tienen actividad citotdxica selectiva

y biocompatibilidad. El entrecruzamiento produce un nanocomposito de mayor
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tamano al de las nanoparticulas de plata; sin embargo, su tamafio es menor a 20 nm,

haciéndolo candidato para inducir citotoxicidad selectiva.
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