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Resumen

En la obtencion de nanoparticulas de plata (AgNPs) por métodos quimicos, se ha
observado que presenta inconvenientes en la modulacion de tamafio y forma, asi como la
generacion de desechos toxicos, por otro lado, con el uso de biocatalisis, podemos
disminuir la generacién de estos desechos. El uso de bacterias con fines biocataliticos ha
sido probado ampliamente, dentro de éstas, podemos encontrar algunas actinobacterias
de la familia Nocardiaceae, aunque la habilidad de Nocardia corallina no ha sido estudiada
hasta ahora para la obtencion de AgNPs, se sabe que posee el complejo enzimatico de
nitrato reductasas, las cuales son capaces de llevar a cabo la sintesis extracelular de
AgNPs, a partir de un precursor de plata presente en el medio. Paralelamente, se puede
observar el aumento de resistencia bacteriana a antibidticos por el uso inadecuado de
estos, se han registrado infecciones nosocomiales de bacterias multirresistentes, es por
eso, que la Organizacion Mundial de la Salud, ha emitido una lista de patdégenos
prioritarios para investigacion como: Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
entre otras enterobacterias. En el presente trabajo, se sintetizaron AgNPs a partir del
extracto extracelular de N. corallina. Se usaron como medios de cultivo el GYEA e ISP2 a
pH de 7.0 y 8.5, KNO3 20, 30 y 40 mM y controles, siendo los de pH 7.0 control de ambos
medios, en los que se obtuvieron tamafios menores a 10 nm, mientras que las obtenidas a
pH 8.5, obtuvieron tamafios de particula mayores a los 100 nm; se observé en todas las
muestras el plasmén de plata en el espectro UV-Vis, con un maximo de absorcion
alrededor de los 400nm. En la espectroscopia FT-IR, se pudo observar la banda
caracteristica de Ag cerca de los 1375 cm? en todas las muestras analizadas. En el
analisis realizado por TEM, se pudo observar una distribucion homogénea de tamarfios
siendo, las AgNPs obtenidas de las condiciones de pH 7.0 control de ambos medios, las
que poseen una forma cuasiesférica, mientras que las de pH 8.5 fueron amorfas. Se
caracterizo el potencial Z, el cual en todos los casos fue negativo inferior a -5mV. En la
caracterizacion microbiolégica, se observé que la mayoria de las CMI de las AgNPs de los
medios de pH 7.0 son menores a los 6.6 pg/mL, mientras que en las obtenidas a pH 8.5,

no se observoé actividad.

Palabras clave: Nanotecnologia, AgNPs, biosintesis, Nocardia corallina, actividad

antibacteriana.
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1. Introduccion

La nanotecnologia ha demostrado su versatilidad en diversas areas, que van desde
el desarrollo de materiales, hasta el disefio de formas de liberacidon modificada de
moléculas bioactivas, asi como nuevas alternativas terapéuticas. Asimismo, las
nanoparticulas metélicas, debido a sus propiedades épticas, se han utilizado para

disefiar herramientas diagnosticas precisas (Lechuga, 2010).

La sintesis de nanoparticulas metalicas, ha presentado un reto per se, ya que la
modulaciéon de tamafio y forma se ha visto como una de las principales
complicaciones, caracteristicas esenciales en su actividad biolégica, dénde el uso
de estabilizadores y moduladores, implica un mayor costo para su produccion,
ademas de una mayor generacién de residuos contaminantes, y condiciones
dificiles de alcanzar, como la temperatura y la eleccion correcta de polimeros
moduladores de tamafio y forma. Por ello, se han buscado rutas alternas de
sintesis, mediante el uso de extractos de plantas o microorganismos, con la
finalidad de mejorar la modulacién de su morfologia y reducir la cantidad de
contaminantes, asi como para mejorar su actividad antibacterial (Diaz del Castillo
Rodriguez, 2012).

Algunos miembros de la familia Nocardiaceae, han demostrado su capacidad de
reducir diferentes sales metalicas, como las de oro y plata, esto mediante la
expresion de la enzima nitrato reductasa, permitiendo la produccién eco-amigable

de nanoparticulas.

En la presente investigacion, se utilizé la cepa de Nocardia corallina B-276
(actualmente conocida como Rhodococcus ruber ATCC 31338), para sintetizar
nanoparticulas de plata (AgNPs), la cual, ha demostrado llevar a cabo el proceso
redox de diferentes compuestos organicos (Fletes & Rosas, 2015).

Por otro lado, debido a la resistencia a los antibioticos, la OMS ha emitido una lista
de patodgenos prioritarios, para investigacion de nuevas moléculas o compuestos
con actividad antimicrobiana, donde las AgNPs, podrian ser promisorias al inhibir el

crecimiento de especies bacterianas, ya que la plata, ha demostrado tener

10



actividad antimicrobiana contra diferentes bacterias multirresistentes a los
antibioticos (World Health Organization, 2021).

El objetivo de este trabajo fue la obtencién de AgNPs, mediante la utilizacién de
extractos crudos del medio de cultivo de Nocardia corallina B-276, a diferentes
valores de pH y diferentes concentraciones de KNOs afadido al medio, utilizado
como inductor de nitrato reductasa, asi como su caracterizacion fisicoquimica y su

actividad antimicrobiana.
2. Antecedentes.

2.1 Nanomateriales.
2.1.1 Definicién.

Los nanomateriales, son estructuras cuyas dimensiones varian de 1 a 100 nm,
dichos materiales, pueden estar hechos de ceramicas, polimeros, carbono,
metales, o una combinacion de dos o mas de éstos. Su uso ha abierto un nuevo
panorama enorme para la ciencia, ya que, en comparacion con los materiales
micrométricos, son capaces de cambiar su comportamiento, de solido
macroscopico a sélido cuantico, es decir, sélidos que se comportan como atomos

aislados, confiriéndoles asi, propiedades Unicas (Gutiérrez Wing, 2013).
2.1.2 Historia de los nanomateriales.

Los nanomateriales han estado presentes en la evolucién del hombre, las primeras
aplicaciones se remontan a Egipto, con el uso del plomo para tuberias (4000 a.C.),
que, por su método de fabricacion, se han encontrado rastros de nanoestructuras
de dicho metal. En Roma, la copa de Lycurgus (s. IV a.C.) tiene su interesante
cambio de coloracion de verde a rojo, por el efecto de nanomateriales de oro y
plata, asimismo, las nanoparticulas de 6xidos metélicos, eran usadas para colorear
vitrales de catedrales medievales. Las nanoparticulas de carbono, son
responsables de la dureza del acero de Damasco. Por su parte, en el nuevo mundo
también se hacia uso de esta tecnologia en las culturas Maya y Azteca, sus
pigmentos azules han probado ser resistentes al paso del tiempo, debido a que

fueron adsorbidos en nanocristales de paligorskita, un tipo de arcilla que usaban
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para realizar sus pigmentos y darles durabilidad (Luna, 2011; Honrubia, 2019;
Universidad de Burgos, 2016; UDLAP, 2021; Chiari, et al, 2008).

Faraday en 1857 inici6 el estudio de las nanoparticulas, pero hasta el afio de 1959,
el cientifico que fue premiado con el Nobel de Fisica, Richard Feynman, propuso la
elaboracion de materiales con base en un reordenamiento a nivel atomico o
molecular, ganandose el nombre de: “Padre de la nanotecnologia” (Diaz del
Castillo Rodriguez, 2012).

El término de nanotecnologia fue usado por primera vez en 1974, por el cientifico
Norio Taniguchi en su libro: “Engines of Creation”, desde su publicacion, grandes
avances han permitido el estudio de esta nueva area. En 1986, los galardonados
con el premio Nobel de fisica Rohrer y Binning, inventores del microscopio de
efecto tunel, marcaron la pauta a los microscopios de proximidad, equipos
utilizados para caracterizar y manipular diferentes objetos de tamafos
nanométricos (Serena Domingo, 2013).

Pasados algunos afios (1991), los nanotubos de carbono fueron caracterizados por
Lijima; y en 1996, los fullerenos fueron descritos por Smalley, Curl y Kroto, quiénes
recibieron el premio nobel de Quimica en ese afio. En 2010, Geim y Novoselov,
galardonados con el premio Nobel de Fisica, descubrieron el grafeno. Estas
nuevas estructuras, han demostrado su utilidad en el area de la microelectronica,
cumpliendo las predicciones de la Ley de Moore, que menciona el ritmo de
evolucion en esta area (Serena Domingo, 2013).

2.1.3 Aplicacion de nanomateriales en el area médica.

La nanomedicina, esta enfocada al desarrollo de nuevos tratamientos y métodos
diagnésticos a escala nanométrica, o que podria incrementar su eficacia al
alcanzar blancos terapéuticos de dificil acceso, procurando disminuir costos y tener

una propuesta amigable con el medio ambiente (Lechuga, 2010).

El uso de biosensores nanofotdnicos, nanoplasmoénicos o0 nanomecanicos, ha
permitido la deteccion de cualquier tipo de sustancias en tiempo real, sin la
necesidad de marcadores fluorescentes o radioactivos. Asimismo, se ha

progresado en sistemas “lab-in-a-chip” que brindan un diagnostico completo,
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basado en cambios moleculares de la composicidon, de incluso, una sola gota de

sangre del paciente (Lechuga, 2010).

En la farmacologia, se han desarrollado sistemas con nuevas formas de liberacion
de farmacos, como nanoparticulas transportadoras de farmacos, para terapias
dirigidas a receptores, células u érganos especificos, permitiendo la eliminacion de
células cancerosas, o la regeneracion de tejidos y/u 6rganos dafados, por medio
de terapias génicas de bioregeneracion, ingenieria de tejidos y también terapia
celular (Lechuga, 2010).

2.1.4 Nanoparticulas metélicas.

Las nanoparticulas metélicas, han tenido gran auge en el area de desarrollo de
nanomateriales por sus aplicaciones y su versatilidad. En el caso de las AgNPs,
han servido para el estudio de plasmones en superficies, es decir, el fendmeno que
describe el movimiento libre de electrones, detectado cuando su equilibrio es
alterado, lo que genera ondas vibracionales a frecuencias determinadas que,

permiten cargas positivas en los nucleos atémicos (Cruz, et al, 2012).

Las AgNPs han sido obtenidas comunmente por métodos diversos de sintesis
quimica, basados en reacciones redox, siendo principalmente utilizado el
borohidruro de sodio como agente reductor, que cambian el estado de oxidacién de
la plata de Ag*! a Ag®. Esos métodos generan residuos corrosivos y toxicos para el
medio ambiente, por lo que es importante desarrollar métodos de sintesis menos
contaminantes, ya que sus posibles usos en el area médica (como antibiético o

antineoplasico) (Tabla 1) son de vital importancia (Cruz, et al, 2012).
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Tabla 1.- Nanoparticulas metdlicas y sus principales aplicaciones potenciales en el area médica (Vazquez-
Mufioz & Huerta Saquero, 2014).

Nanomaterial Aplicaciones potenciales: Clinicas e

industriales

Nanoparticulas de plata Revestimiento de material quirdrgico, usos
clinicos y tratamiento de agua. Regeneracion
de quemaduras, heridas y Ulceras de pie
diabético

Nanoparticulas de Dioxido = Agente antibacterial, purificador de agua y aire
de titanio

Nanoparticulas de 6xido Heridas infectadas y pie diabético
nitrico

Otros métodos quimicos comunmente utilizados para la sintesis de AgNPs, son el
método de Sol-Gel, que consiste en una matriz polimérica, permitiendo la
modulacién de tamafio y forma de las nanoparticulas resultantes, por otro lado, la
sintesis basada en la deposicion quimica de vapor o la sintesis humeda,
representan desventajas, como la eleccion del disolvente, temperatura vy
moduladores correctos para la forma y tamafio requeridos. Los métodos fisicos, por
su parte, consisten en la molienda o desbaste del material hasta llegar al tamafio
nanomeétrico, lo que configura un reto para la obtencion de formas especificas
(Tabla 2) (Monge, 2009; Kaabipour & Hemmati, 2021).
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Tabla 2.- Ventajas y desventajas de los principales métodos de obtencién de nanoparticulas metdlicas (Zanella,

Coloidal

Reduccién foto y
radioquimica

Irradiacién con
microondas

Utilizaciéon de
dendrimeros

Solvotermal

Sol-Gel

2012).

Ventajas

Control de tamario y
forma

Dispersion estable

Alta pureza por ausencia
de reductores

Reaccion en estado
sélido y bajas
temperaturas

Muy baja dispersion de
tamafio
Método muy rapido

Modulacion exacta de
tamafo y forma

Mejora disolucion de
reactivos

Uso de agua como
disolvente

Modulacién de tamafio y
forma

Baja temperatura

Desventajas

Seleccién de condiciones
idoneas para el tamafio
deseado

Uso de moduladores

Uso de reductores corrosivos

Equipo muy costoso

Poco control de morfologia

Procesos adicionales para
retirar el dendrimero

Uso de moduladores estables
a temperaturas y presiones
elevadas

Eleccion de condiciones
ideales
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2.1.5 Biosintesis de AgNPs.

Debido a las limitaciones que presentan los métodos fisicos y quimicos para la
obtencion de nanoparticulas, la biosintesis de AgNPs, a partir de extractos de
plantas o mediante procesos microbianos, debido a los metabolitos que poseen
(proteinas, enzimas y azlcares, entre otros), permiten la reduccién de la plata en
ausencia de sustancias corrosivas, disminuyendo la generacién de contaminantes,
ademas de prescindir de temperaturas y presiones altas, asi como el uso de
polimeros moduladores del tamafio y forma; lo que favorece a la reduccién del
costo de produccion (Dhuper, et al, 2012; Barkat, et al, 2018; Kumari, et al, 2020;
Mousavi, et al, 2018).

Los métodos de biosintesis de AgNPs basados en bacterias, hongos o plantas,
utilizan complejos enziméticos diversos. Los métodos basados en bacterias pueden
ser intracelulares o extracelulares, ésta Ultima ha sido de mayor relevancia ya que
permite la sintesis de nanoparticulas sin lisar a las bacterias, asi como la
posibilidad de evitar el uso de algin compuesto o polimero estabilizador (Priyanka,
et al, 2016).

En las bacterias, se puede inducir la enzima nitrato reductasa, usando nitrato de
potasio (KNOs) como inductor, asi como reductasas extracelulares dependientes
del NADH y proteinas que son excretadas al medio de cultivo, las cuales hacen
posible la sintesis de AgNPs, misma que es dependiente de la composicién del
medio y pH (Barkat, et al, 2018; Kapahi y Sachdeva, 2019; Kumari, et al, 2017).

Las bacterias de la familia Nocardiaceae, especificamente los géneros Nocardia y
Rhodococcus, han demostrado, con el uso de enzimas, la habilidad de producir
nanoparticulas de plata, oro, selenio y telurio, cuyo tamafio de particula oscila entre
5y 100 nm. Un miembro de estas familias que ha sido utilizado es Nocardia
farcinica, para la sintesis de nanoparticulas de oro, mediante la reduccién del &cido
clorodurico a oro elemental, por medio de la enzima nitrato reductasa, enzima que
posee un nucleo de molibdeno en su sitio catalitico, con un residuo de sulfito para
poder revertir el acomplejamiento, permitiendo a su vez, la polimerizacién de las

nanoparticulas. Sin embargo, es necesaria la induccion de la enzima, para que se
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exprese de forma periplasmica, donde la presencia del ion nitrato, promueve la
maquinaria necesaria para reducirlo a nitrito, integrandose al ciclo del nitrégeno.
Otro ejemplo de la utilizacion de miembros de la familia Nocardiaceae, es Nocardia
meditarrenie-5016, usando AgNOs como precursor, usando tanto la biomasa como
el sobrenadante, para la obtenciébn de nanorod de plata como tratamiento
anticancerigeno, otro caso, es el uso de Nocardia sp. OX5 , usando nitrato de
plata, que sirvi6 para la obtencibn de AgNPs con actividad antibacteriana
(Presentato, et al 2019; Sparacino-Watkings, et al, 2014; Koénen-Adgizel, et al,
2018; Kuang et al, 2018; Tischler, et al, 2017; Subbaiya, et al, 2015).

En este sentido, N. corallina B-276, ha demostrado expresar la enzima nitrato
reductasa, misma que ha sido caracterizada en su secuencia de aminoacidos
(a.a.), encontrando dos subunidades: alfa, una flavoproteina con 1235 restos de
a.a. y beta, con 552 restos de a.a., de igual forma, se sabe que necesita una
proteina chaperona de 214 residuos de a.a. con nucleo de molibdeno para la
actividad catalitica, asi mismo, se ha reportado que puede polimerizar la subunidad
alfa, para reducir sulfito de manera dependiente de NAD* (nicotinamina adenina
dinucledtido), lo que hace a esta flavoproteina una nitrato/sulfito reductasa
bifuncional, asi como presentar actividad catalitica en la oxidacion de alcoholes, y
en la reduccién enantioselectiva de aldehidos y cetonas, debido a la presencia de
oxido reductasas, observando que la actividad biocatalitica del microorganismo, es
afectada por el pH del medio, debido a que esto puede alterar la interaccion entre
aminoacidos y su sustrato (Kuang, et al 2018; Lee, et al 2018, Manjarrez, et al,
2020; Tischler, et al, 2017).

Lo anterior, permite proponer que las enzimas que contiene N. corallina, son
capaces de sintetizar AQNPs de manera extracelular, cuya eficiencia dependera del
pH y composicién del medio de cultivo, los cuales, a su vez, seran factores
importantes para la modulacién de tamafio y forma de las AgNPs, cabe sefialar,
que no hay estudios anteriores sobre el uso de esta cepa para la sintesis de
AgNPs.
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2.2 Caracterizacion fisicoquimica de las nanoparticulas de plata.
2.2.1 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR).

El espectro electromagnético tiene utilidad en el analisis quimico; el IR, que va de
una longitud de onda de 12800 hasta 10 cm%, se ha utilizado para la determinacién
de grupos funcionales y asi, poder realizar la caracterizacién de una molécula. El
espectro de IR se divide en tres regiones por su longitud de onda: el IR lejano,
medio y cercano. Para el analisis instrumental se utiliza la region media (4000-500
cm) porque, en ese rango las moléculas, especialmente organicas, presentan
absorcion. El analisis por FT-IR, tiene como fundamento, un modelo que implica las
vibraciones inherentes de los enlaces presentes en una molécula, en los cuales, al
pasar el haz de luz, se presentard una vibracion especifica, debido a que cada
enlace presenta diferente energia y, por lo tanto, pueden darse vibraciones como
las de aleteo, estiramiento, tijereteo y doblamiento como se puede observar en la
Figura 1 (Skoog, et al, 1971).
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Figura 1.- Movimientos vibracionales de enlaces moleculares detectados en espectroscopia infrarroja (fuente:

http://cambioclimaticoenergia.blogspot.com/2014/06/por-gue-hay-gases-de-efecto-invernadero.html).

Los equipos cuentan en la actualidad, con sistemas que les permite convertir las
sefales captadas (interferograma), en porcentaje de transmitancia usando la
transformada de Fourier (FT-IR) (Figura 2). Para hacer un correcto analisis, es

necesario cumplir ciertos requisitos para la muestra: se requiere que esté
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totalmente seca, tener las sefiales de fondo (aire), con la menor cantidad de

diéxido de carbono y de humedad posibles (Skoog, et al, 1971).
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Figura 2.- Esquema de las partes de un equipo de analisis de espectroscopia infrarroja de haz de luz sencillo y
doble (fuente: http://navarrof.orgfree.com/Docencia/Analisisinstrumental/UT2/UV2.htm).

La caracterizacion de AgNPs es de gran relevancia, se ha descrito que la
espectrometria infrarroja, permite identificar el ion de plata con una banda cerca de
1377 cm? (Figura 3, Tabla 3), asi como la presencia de diversos grupos
funcionales como 1450 y 1043 cm™ (N-H y C-N de aminas), 1377 cm* (N=0), 1240
cm? (C-N), 2856 cm™ (O-H), 2921-2856 cm™* (C-H), 1743 cm™ (C-C no conjugado,
C=0), 1631 cm™ (C-N y C-C), que podrian corresponder a diversos metabolitos
residuales de la sintesis, como acidos grasos, lipidos, o restos del medio de cultivo

(Escobar Falconi, 2015; Zea Alvarez, et al, 2019).
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Figura 3: Espectro FT-IR de AgNPs obtenidas por biocatalisis (Kumari, et al, 2016).
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Tabla 3.- Grupos funcionales y la localizacion de su banda en FT-IR para caracterizacion de AgNPs (Zea
Alvarez, et al, 2019).
Longitud de Grupo funcional

onda (cm™)

2.2.2 Espectrofotometria Ultravioleta/Visible (UV/Vis).

Para determinar la presencia de las AgNPs de manera preliminar, se utiliza otra
seccién del espectro electromagnético: UV/Vis (100-800 nm), asociado a las
transiciones electronicas, que existen entre diferentes niveles energéticos en
ciertos grupos funcionales, o atomos de una molécula, permitiendo caracterizar a la

molécula (Skoog, et al, 1971).

Especificamente, los analisis realizados por varios grupos de investigacion, han
caracterizado que las AgNPs exhiben longitudes de onda con maxima absorcion en
el rango de 395-450 nm, indicando la presencia del plasmén de plata, es decir, los
electrones libres de la Ultima capa de valencia de un sélido conductor, en este caso
la plata, que involucra la onda electromagnética del haz de luz incidente y este pool
electrénico, disipando la energia de manera dependiente del area superficial de la
particula. Se ha descrito que la longitud de onda es desplazada dependiendo del
tamafio de la nanoparticula (Figura 4) (Escobar Falconi, 2015; Vidal, et al, 2008).
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Figura 4.- Espectro UV/Vis de AgNPs (modificada de:
https://www.sigmaaldrich.com/MX/es/product/aldrich/730785).

2.2.3 Microscopia Electronica de Transmision (TEM).

Este tipo de microscopia, a diferencia de la Optica que utiliza la luz para la
ampliacion de objetos hasta 100 veces su tamario, utiliza un haz de electrones de
200 keV (Figura 5). El haz de electrones se produce en la fuente de iluminacion
paralela a la muestra, se originan entonces, efectos elasticos inversos, al tiempo
que, al chocar con una superficie conductora, genera una interferencia (contraste
de fase), lo que da la imagen al detector por electrones secundarios y Augier, asi
como rayos X, esto se debe a que, cuando los electrones colisionan con la
superficie de la muestra, parte del haz es dispersado selectivamente, luego pasan
a través de una lente para enfocar la imagen final, en escala de grises que
corresponden al grado de dispersién. Otra de las aplicaciones que podemos
observar en este tipo de analisis, son las imagenes en campo obscuro, ya que
permiten observar con mayor nitidez la superficie, debido a la mejor resolucién del
haz de electrones dispersado; otro analisis que se puede realizar con esta misma
tecnologia es el analisis del patron de difraccion de electrones, que es Unico de
cada elemento, lo cual ayuda a hacer una caracterizacion no definitiva de la
composicion del analito. Esta tecnologia, permite hacer la determinacién de la
morfologia de la superficie de materiales, como lo son las AgNPs, tanto en campo

claro, como campo obscuro, permitiendo determinar su forma exacta y hasta un
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aproximado de su composicion elemental, con la obtencién de los patrones de

difraccion (Universitat d'Alacant, 2022).

Figura 5.- Esquema de Microscopio electronico de transmision (fuente:
https://es.wikipedia.org/wiki/Microscopio_electr%eC3%B3nico_de_transmisi%C3%B3n ).

2.2.4 Potencial Z.

El potencial Z indica la carga que presenta una particula en solucion, lo cual

permite determinar su estabilidad (Betancur, et al, 2012).

Para la estabilidad de una suspension, es necesario el correcto balance de
atraccion-repulsién originado en la doble capa, por ejemplo, si tuviéramos un
ndcleo con carga negativa, habria una capa de iones de la carga opuesta, a ésta le
llamariamos la capa de Stern, seguiria una capa difusa con ambas cargas y luego
los iones en solucion. Entre el nucleo y la capa de Stern (Figura 6), se daria una
atmosfera cargada que provocaria un potencial eléctrico, que sera relativo a la
solucion en que estén suspendidas las nanoparticulas, es donde la teoria de DVLO
(Derjaguin, Landau, Verwey y Overbeek) explica, mediante fuerzas de Van der
Waals, la repulsion entre las particulas, teniendo como limitante, la tendencia a
aglomerarse para hacer de estas fuerzas electrostaticas, una mayor para vencer la
fuerza de repulsion entre ellas, dando como resultado una energia neta de
interaccion, la cual, solo sera el referente para determinar cuanta energia necesitan

para vencer y formar el aglomerado, ya que al estar en suspension, deben ser
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contempladas la masa y velocidad con la que se mueven las nanoparticulas y asi,
determinar si la energia cinética sobrepasa el umbral, para permitir el “choque”
entre las nanoparticulas, lo que significa, que nanoparticulas con potencial Z
distante de cero ya sea positivo 0o negativo el valor, tendran mayor repulsion que
las que estan cercanas al cero, como podemos observar en AgNPs que poseen
valores menores a -15mV, que demuestran estabilidad en solucion hasta por

meses (Sandoval et al, 2022; Batalla Mayoral et al, 2014).

Particula

Capade Stern
Capa Difusa

lones en equilibrio
con la solucién

Figura 6.- Diagrama de capa de Stern (fuente: https://www.researchgate.net/figure/Figura-12-Potencial-zeta-de-
una-particula_fig3 263180788 ).

2.3 Antibidticos y resistencia antimicrobiana
2.3.1 Perspectiva General.

Los antibiéticos son moléculas bioactivas que poseen un efecto téxico contra
bacterias, éstos se consideran como uno de los descubrimientos mas importantes
de la historia de la humanidad. El uso de agentes terapéuticos se remonta hasta el
s. Il a.C. con Galeno, cuando us6 productos naturales para restablecer los
“humores” descritos por Hipdcrates en el s. IV a.C., esto abrié una nueva forma de

tratar enfermedades (Sierra Benitez, et al, 2019).

El uso de agentes terapéuticos externos no vio un avance formal hasta el s. XllI,
cuando se empieza a dar el surgimiento de los apotecarios en Inglaterra y
Alemania, quienes eran los encargados de la dispensaciéon y preparacion de los

compuestos galénicos de la época. Con la llegada de los estudios de Paracelso,
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sobre la extraccion de principios activos de plantas en el s. XVI, se empez6 a
dilucidar que eran solo algunos compuestos los responsables de la accion
terapéutica, y ademas fue el responsable de introducir el concepto de “dosis”
(Sierra Benitez, et al, 2019).

En el s. XIX con la introduccién de la Teoria Microbiana de la Enfermedad, por
Louis Pasteur, que permitia determinar la causa subyacente de las enfermedades,
llevando asi, a la utilizacién de agentes especificos para cierta patologia, marcando
la pauta para el desarrollo de agentes antibacterianos. Por su lado, Joseph Lister,
fue uno de los primeros en probar la teoria de Pasteur, mediante experimentos que
lo llevaron a desarrollar, métodos de antisepsia en la cirugia, con el objeto de
destruir agentes patogénicos, ademas del desarrollo de moléculas bioactivas

dirigidas a 6rganos especificos (Sierra Benitez, et al, 2019).

En 1881, el médico Robert Koch, fue de los primeros en introducir medios para el
crecimiento de microorganismos y asi poderlos caracterizar, permitiendo asi,
distinguir entre diferentes agentes patdgenos y su aislamiento, logrando identificar
a los responsables del célera y tuberculosis. La aportacion que hizo Gram (1882),
fue la tincibn con cristal violeta y safranina a las bacterias, lo que permite
diferenciarlas entre Gram positivas y Gram negativas, convirtiéndose en una de las

técnicas mas utilizadas para la clasificacién de éstas (Volcy, 2008).

En 1889, Paul Vuillemin presento la descripcion del fenébmeno contraintuitivo de la
época, denominado “influencias antibidticas”, con el que se empez6 a estudiar la
produccion por otros microorganismos de sustancias capaces de inhibir, hasta
aniquilar otros organismos. En 1920, Alexander Flemming, descubrié una sustancia
activa secretada por Penicillium notatum, la cual habia inhibido el crecimiento de
una cepa de Staphylococcus aureus, misma que seria conocida como penicilina.
Selman Waksman, descubrié la estreptomicina, y propuso en 1941 el término
antibiotico. En adicion, E. Freudenreich describié a la piocianasa como la primera
molécula con actividad antibacteriana obtenida naturalmente, la cual es producida
por Pseudomonas aeruginosa, desafortunadamente, su inestabilidad y toxicidad

impidieron su uso en humanos (Acufia, 2002; Sierra Benitez, et al, 2019).
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La busqueda de nuevos compuestos antibioticos, llevo a descubrir otros derivados
de microorganismos como la estreptomicina, gramicidina, cloranfenicol,
clortetraciclina, eritromicina, vancomicina, cefalotina, cefaloridina y cefalexina, entre
otras. En paralelo, el desarrollo por sintesis quimica, también daba algunas
propuestas para la problematica del tratamiento de infecciones bacterianas, como
los derivados de sulfas, y también la ruta semisintética daba otras oportunidades
como la metil penicilina, asi, el primero de éstos ultimos en llegar al mercado, fue la

trimetoprima en los afios 70°s (Figura 7) (Belloso, 2009).

1955 1963 1978 1986
1937 1941 1954 1961) 1964 1969 1977|1980 1983 (1996 1999 2003
| ‘ ‘ | ‘ | ‘ ‘ | Linelzniida !
| Colistina | Meticilina Cefal&tinaJPiperadina Laptnmicina Tiqagiz:it:;'alma
————
Sulfonamidas Penicilina Vancomicina Gentamicina Fosforicina Ciprofloxacna Teixobactina
Acido Ceftriaxona

clavuldnico  Imipenem

Figura 7.-Cronologia del descubrimiento e introduccioén en la terapéutica de los principales antibidticos durante
el Siglo XX (Quifiones, 2017).

2.3.2 Resistencia a antibio6ticos.

El uso incorrecto de antibiéticos, asi como la falta de apego terapéutico, han
facilitado la adquisicion de diversos mecanismos adaptativos de las bacterias,
como la produccion de beta-lactamasas, desarrollo de bombas de eflujo, entre
otros, generando un problema de salud importante conocido como: “resistencia
antimicrobiana”, el cual, se ha acentuado en las décadas recientes, al reducir la
eficacia de la mayoria de los antibioticos conocidos. La OMS ha impulsado la
investigacion y desarrollo de nuevas moléculas o compuestos quimicos, que
puedan inhibir el crecimiento de patdégenos multirresistentes a los antibiéticos
(MDR, por sus siglas en inglés), emitiendo una lista de patégenos prioritarios, entre

las que destacan bacterias como: Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
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aureus, Escherichia coli y Salmonella typhimurium. Con base a lo anterior es
necesario contar con nuevos compuestos, que permitan combatir la actual “crisis
de resistencia a los antibidticos”, y es aqui, donde las AgNPs pueden ser una
opcion viable para esa finalidad (World Health Organization, 2020; Merck Sharp &
Dohme Corp. MSD, 2020; Polanco, et al, 2013; Quifiones, 2017).

Un ejemplo de la pérdida de sensibilidad a los antibiéticos, por parte de las
bacterias multirresistentes, son los estudios realizados por Betran, et al, 2020, que
mencionan una resistencia por parte de Escherichia coli, superior al 20%, contra
ciprofloxacino y amoxicilina, en infecciones urinarias en contagios nosocomiales;
Solano, et al, 2019, mencionan la inefectividad de tratamientos basicos contra otitis
media. Otro caso, son los perfiles de resistencia publicados por Choque Dia, 2020,
en el que se evidencia la resistencia en urocultivos tomados en el Hospital Carlos
Alberto Seguin Escobedo, donde el uso de antibiéticos como el acido nalidixico,
ampicilina y ciprofloxacino, resulta ineficiente en mas del 50% de los casos,

llegando a 89.7% en el caso de Escherichia coli.
2.4 Nanoparticulas como antimicrobianos.
2.4.1 Posibles campos de utilizacion.

Lo anterior hace evidente la necesidad de crear nuevos compuestos con actividad
antimicrobiana, y es ahi, donde la nanotecnologia esta cobrando mayor relevancia.
Diversos grupos de investigacion han demostrado que las nanoparticulas metélicas
(6xido de zinc, oro, plata, cobre, etc.) poseen citotoxicidad baja, y una actividad
antibacteriana resaltable contra cepas productoras de B-lactamasas de espectro
extendido, como Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli y Staphylococcus
aureus meticilina resistentes (Ali, et al, 2016).

2.4.2 Mecanismos de accidon propuestos para las nanoparticulas de plata.

Los mecanismos de accidén antibacteriana propuestos para las AgNPs descritos
hasta el momento (Figura 8), incluyen al estrés oxidativo producido por los iones de
plata, mediante la generacidon de especies reactivas de oxigeno (ERO’s); la
inhibicion de procesos de respiracion mediante la inactivacion de la coenzima Q; la

interaccibn con el azufre de la membrana bacteriana que modifican su
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permeabilidad, que aunado al mecanismo de “squeezing”, es deformada hasta la
lisis. Por otro lado, los iones de plata pueden unirse a grupos fosfato de ADN,
impidiendo su replicacion, incluso las AgNPs son capaces de inactivar la enzima
fosfomanosa isomerasa, inhibiendo la glucolisis (Coutifio, et al, 2017; Simén, 2020;
Ivask, 2014; Marin-Llera, et al, 2012).

Nanoparticulas metdlicas
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Figura 8. Mecanismo de accién propuestos para nanoparticulas metalicas. A) Dafio a la pared celular; B)
Liberacién de iones metélicos; C) Dafio en proteinas y estrés oxidativo (fuente:
https://www.researchgate.net/figure/FIGURA-2-Mecanismo-de-accion-de-las-nanoparticulas-sobre-celulas-
bacterianas_figl 326611458).

2.5 Principales bacterias farmacorresistentes.

En 2017, la OMS emiti6 la primera lista de patdgenos prioritarios, debido a su
elevada resistencia a los antibioticos, es imprescindible desarrollar nuevas

moléculas que puedan inhibir su crecimiento.

La lista de patégenos muestra una agrupacion por relevancia: critica, elevada y
media. La agrupacion critica incluye a Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa y bacterias de la familia Enterobacteriaceae, resistentes a
carbapenémicos. La categoria elevada, esta integrada por Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Helicobacter pylori, Campylobacter spp, el género
Salmonella y Neisseria gonorrhoeae, mientras que la categoria media esta
conformada por Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae y Shigella
spp. (World Health Organization, 2017).
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2.5.1 Pseudomonas aeruginosa.

Esta bacteria es un bacilo Gram negativo con morfologia colonial puntiforme, lisa,
con bordes reglares en agar especifico Cetrimide, con la produccién de una
coloracion verdosa caracteristica de la especie, de igual forma se puede
caracterizar en agar McConkey con crecimiento de color blanquecino, ya que son
incapaces de utilizar la lactosa, dan positivo para la prueba bioquimica de
citocromo peroxidasa, citrato, gluconato, glucosa, malato y manitol, pero negativo a
arabinosa, fenilacetato, maltosa y manosa; produce B-hemolisis, y puede crecer a
42°C, produccion de piocianina y pioverdina en los medios King A y King B
respectivamente. En algunas especies de Pseudomonas es una bacteria aerobia
(Callico, et al, 2004).

Es un patdégeno oportunista, capaz de causar infecciones nosocomiales, las cuales
pueden conducir a sepsis y muerte de los pacientes infectados, esta bacteria posee
una versatilidad resaltable, caracterizada por su capacidad de crecer a un rango
amplio de temperaturas (4 a 42°C), su capacidad de adhesion a diferentes
superficies, establecimiento de biopeliculas, asi como su capacidad de tolerar
bajas concentraciones de oxigeno y nutrientes escasos. Esto aunado a su enorme
capacidad adaptativa, que le ha otorgado la posibilidad de producir metalo-3-
lactamasas, la produccion de biofilm selectivamente permeable, entre otros
(Ochoa, et al, 2013).

2.5.2 Escherichia coli.

Es un bacilo Gram negativo, corto que posee flagelos para darle motilidad, de
colonias circulares, bordes regulares, opacas y convexas en agar sangre,
bioquimicamente lo podemos caracterizar como catalasa positivo, oxidasa
negativo, nitrato positivo, indol positivo, lisina descarboxilasa positivo, productor de
gas, fermentadores de glucosa y lactosa, anaerobio facultativo, en su superficie
presentan antigeno O (somatico) en la parte externa de los lipopolisacaridos,
poseen de igual forma antigenos K de envoltura y H (flagelares).Esta bacteria vive
de manera normal en el microbiota intestinal, aunque puede llegar a adquirir un
comportamiento patégeno. Esta bacteria  puede llegar a volverse patdgeno

afectando principalmente tres sistemas: urogenital, digestivo y nervioso central
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clasificAndose por las enfermedades que provocan como diarrogénicas,

uropatdégenas y causantes de meningitis (Gonzales, 2013).

Se ha descrito que E. coli, ha desarrollado sistemas de produccion de
betalactamasas de espectro extendido, mutaciones para cambiar la enzima diana,
bombas de eflujo para tetraciclinas, inactivacion enzimatica por acetilacion del
cloranfenicol, entre otros (WHO, 2021; Mosquit, et al, 2011).

2.5.3 Salmonella typhimurium.

Salmonella typhimurium es una enterobacteria, que puede crecer en un rango de
pH 4-8, y temperaturas entre 8-45°C, con morfologia colonial puntiforme, de bordes
lisos, convexa, transparentes con punto negro en el centro en medio XLD, ademas,
posee flagelos y es anaerobia facultativa fermenta glucosa, es negativo para indol,
lactosa, y urea, pero lisina y ornitina positivo.  Esta bacteria Gram negativa es
responsable de la fiebre tifoidea, y se puede encontrar con mayor frecuencia en
Asia, Africa y Sudamérica, donde el acceso al agua potable es limitado, siendo
paises en vias de desarrollo con mayor retraso los principales afectados por dicha
enfermedad. La transmisién de Salmonella es fecal-oral principalmente, incluyendo
también alimentos contaminados (ORPHANET, 2021).

Este patdégeno ocasiona infecciones intracelulares, principalmente en los
macrofagos y su diseminacion por el organismo, es mediante los vasos
sanguineos, lo cual puede conducir a la muerte del hospedero. De los mecanismos
de resistencia, podemos encontrar los plasmidos, o mutaciones en el cromosoma
para la generacion de resistencia a diferentes antibioticos (Rios, et al, 2019; Flores
Aguilar, 2003).

2.5.4 Staphylococcus aureus.

Es un coco Gram positivo sin movilidad, capaces de colonizar sitios diversos en
sus hospederos, se puede describir como anaerobia facultativa, capaz de
sobrevivir en ambientes con mas del 7% de NaCl, siendo el medio de crecimiento
sal-manitol o Chapman que los hacen casi selectivos, se pueden observar como
colonias puntiformes blanquecinas, opacas, de borde regular convexas en ambos

agares; en las pruebas bioquimicas son catalasa positivo y coagulasa positivo, asi
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como la produccion de fosfatasa alcalina. Este patdgeno es capaz de establecer
biopeliculas, secretar toxinas, hemolisinas, superantigenos, entre otras (Cervantes,
et al, 2014).

Las infecciones causadas por este microorganismo, se producen con frecuencia
después de lesiones cutaneas, tienden a ser supurativas con abscesos y penetrar
en el organismo hasta el sistema nervioso central, tracto urinario y sistema
respiratorio. Se ha descrito que S. aureus, presenta resistencia por beta-
lactamasas y la sobreproduccion de estas enzimas, asi como la modificacion de
proteinas de uniébn a la penicilina. Las primeras cepas MRSA (meticilino
resistentes, por sus siglas en inglés), fueron reportadas a finales de la década de
los 60’s, se logré identificar un mecanismo de resistencia, la produccion de la
proteina PBP2a que funciona como el resto de las PBP’s, estas enzimas siguen
formando la pared celular de la bacteria, aln con la presencia de antibioticos

betalactamicos (Cervantes, et al, 2014; Torroba, et al, 2000).
3 Planteamiento del problema.

La elevada resistencia a los antibiéticos exhibida cada vez por mas especies
bacterianas, se ha convertido en un problema grave en los sistemas de salud
internacionales, por lo que es crucial el desarrollo de estrategias y herramientas
gue permitan combatir esta problematica. Entre las opciones mas destacadas, se
encuentran las AgNPs, cuya sintesis quimica, suele generar una gran cantidad de
sustancias contaminantes, por lo que su obtencibon mediante extractos
extracelulares de N. corallina y AgNOs como precursor, podrian representar una
opcion eco-amigable, que ademas colabore en la batalla contra la multirresistencia
a los antibidticos, siendo imprescindible evaluar la actividad antimicrobiana de las

AgNPs sintetizadas.

4 Pregunta de investigacion.

¢ Es posible sintetizar AQNPs, con actividad antibacteriana, utilizando los extractos

extracelulares de N. corallina?
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5 Hipotesis.

Los extractos extracelulares de N. corallina permitirdn la sintesis de AgNPs, con
actividad antibacteriana, variando condiciones de pH y composicién del medio de

cultivo.
6 Objetivos.

General.

° Sintetizar y caracterizar AgNPs, obtenidas a través de los extractos
extracelulares de N. corallina, a partir de AgNOs y determinar su actividad
antibacteriana de las AgNPs.

Particulares.

° Obtener extractos de N. corallina de los medios GYEA e ISP2 a pH 7.0y 8.5,
con diferentes concentraciones de inductor (KNOs 20, 30, 40 mM) y control
(sin agente inductor)

° Sintetizar las AgNPs a partir de AgNOs, usando extractos de N. corallina,
variando pH de 7.0 y 8.5 de los medios de cultivo GYEA e ISP2 y
concentracion de inductor (KNOs 20, 30, 40 mM) y control.

° Determinar, en funcion de los medios GYEA e ISP2, como la variacion del
pH 7.0y 8.5, influyen en el tamafio y forma de las AgNPs

° Caracterizar el tamafio y la forma de las AgNPs, mediante técnicas
espectroscopicas y microscopicas.

° Determinar la actividad antibacteriana de las AgNPs contra P. aeruginosa
(ATCC 27853), S. aureus (ATCC 43300, 29213, 25923), E. coli (ATCC
25922) K. pneumoniae (ATCC 700603) y S. typhimurium (ATCC 14028),

mediante la técnica de Kirby-Bauer y la concentracidon minima inhibitoria.

7 Metodologia.
7.1 Obtencion de los caldos de fermentacion de N. corallina B-276.

N. corallina B-276 se sembro en caldo nutritivo y se dejé en crecimiento por 48 h a

2810.5°C en agitacién orbital a 230 rpm, del caldo se tomé una asada y se sembr6
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por estria cruzada en medio de agar Muller-Hinton. Las placas fueron incubadas a
28°C durante 5 dias, observando la aparicion de colonias puntiformes de bordes
regulares redondos, convexas de color salmoOn-naranja, caracteristicas de N.
corallina, se buscaron bacilos largos pseudofilamentosos en forma de “Y”, Gram

positivos.

Colonias aisladas de las placas fueron inoculadas en 10 mL de caldo de GYEA (10
g/L de glucosa, 10 g/L de extracto de levadura) e ISP2 (10 g/L de glucosa, 10 g/L
de extracto de malta, 1 g/L de extracto de levadura) pH 7.0 con diferentes
concentraciones de KNOs3 (20mM, 30mM y 40mM) y sin inductor (control), e
incubadas a 28°C durante tres a cinco dias. El cultivo resultante, fue resembrado
en placas del mismo medio e incubado bajo las mismas condiciones, con el
objetivo de obtener colonias aisladas. Una colonia aislada fue inoculada
nuevamente a caldo del mismo medio, e incubado a las mismas condiciones
descritas anteriormente, hasta alcanzar una turbidez equivalente al tubo 0.5 de la
escala de McFarland, equivalente a 1.5x108 unidades formadoras de colonias
(UFC)/mL (Hernandez, 2018; Arellano, 2020).

A continuacion, se inocularon caldos de medio GYEA e ISP2, a diferentes
concentraciones de KNOs (20 mM, 30 mM y 40 mM) y control; ajustando el pH a
7.0 y 85, con un inéculo al 1% v/v y una densidad o6ptica de 0.5 unidades
McFarland de N. corallina y se incubé a 28°C, en una incubadora con agitador
rotatorio de 230 rpm, durante 2 dias, para asegurar la presencia de enzimas nitrato

reductasa y del complejo de éxido reductasas.

Cada medio se elabord por triplicado. Se consideraron controles negativos los
medios GYEA e ISP2, con las mismas condiciones de pH, sin la adicion de KNOs.
asi como la actividad reductora que pueda presentar el caldo de fermentacion

(Shanmugasundaram, et al, 2017).

El cultivo resultante fue sometido a centrifugacion de 8000 rpm durante 10 minutos.

El sobrenadante fue conservado a 4°C en viales sellados, hasta su uso posterior.
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7.2 Cuantificacion de proteinas totales de los extractos de N. corallina.

Se centrifugd el caldo de fermentacion a 800 rpm para separar la biomasa del
sobrenadante. Se realiz6 la cuantificacion de proteinas, de acuerdo con el método
establecido por Bradford (1976) usando el sobrenadante del caldo de fermentacion,
se utilizd 1 mL de la muestra con 200 pL del reactivo de Bradford, la curva de
calibracion se realizé utilizando diferentes concentraciones de albumina sérica

bovina.
7.3 Sintesis extracelular de las nanoparticulas de plata.

A 50 mL de AgNOs 1 mM fueron afiadidos 50 mL del extracto crudos de la
fermentacion de N. corallina obtenido de los diferentes medios. La mezcla fue
incubada a 40°C por 48 h. La reduccion de la plata fue identificada mediante el

cambio de coloracién de la mezcla, de amarillo palido a café-rojizo.

La mezcla de reaccién se centrifugd a distintas velocidades, con la finalidad de
remover componentes del medio o particulas grandes. Inicialmente, se centrifug6 a
8000 rpm por 10 min, el sobrenadante fue recuperado y centrifugado a 10000 rpm
durante 35 min, cuyo pellet se lavo con solucion amortiguadora de fosfatos (PBS)
0.1 X y fue recuperado centrifugandolo a 14000 rpm por 35 min, se realizaron otros
dos lavados mas con agua estéril y se concentraron las AgNPs obtenidas
repitiendo el Gltimo paso de centrifugacion. Las AgNPs obtenidas para los ensayos
microbiolégicos fueron resuspendidas en agua estéril, mientras que, las utilizadas
para la caracterizacion, se resuspendieron en 200 uL de buffer de PBS 0.1X,
ambas se almacenaron en viales sellados a temperatura de 4°C y sin exponerse a

la luz para su posterior uso (Shanmugasundaram, et al, 2017).
7.4 Caracterizacion fisicoquimica de las nanoparticulas de plata.

7.4.1 Caracterizacion de las nanoparticulas de plata por espectrofotometria
UV/Vis.

Se tomd 1 mL de la solucién concentrada de AgNPs (seccion 8.3) y se coloc6 en la

celda de cuarzo. Se utilizé una solucion de referencia de AQNOs 1 mM preparada
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en la seccion 8.3 para observar la sintesis de las AgNPs, se utilizd agua destilada
como blanco. Se obtuvo un barrido de la solucién de las AgNPs, a una longitud de
onda que va de 300 nm a 700 nm en un equipo marca Beckman Coulter DU730

UV-Vis Spectrophotometer.
7.4.2 Caracterizacién morfoldgica de las nanoparticulas de plata por TEM.

Las muestras fueron preparadas mediante aspersion de la suspension de AgNPs
en buffer de PBS 0.1 X, sobre rejillas de cobre cubiertas por colodion, se coloco
una capa de carbon y se pusieron a secar al vacio. Una vez secas las muestras se
determiné la morfologia de las AgNPs, mediante la técnica de TEM en un equipo

JEOL modelo Jem-2010F con el programa Digital Micrograph versién 3.7.0.
7.4.3 Caracterizacion de las nanoparticulas de plata por FT-IR.

El analisis por FT-IR se realiz6 en un equipo IRAffinity-1 Shimadzu. La solucion
concentrada de AgNPs fue centrifugada a 14000 rpm por 15 min; se descart6 el
sobrenadante, el pellet se dej6é secar en una estufa a 37°C por 48 h, se elaboraron

tabletas de KBr al 10% de AgNPs para su analisis.
7.4.4 Tamafo de Particula de las nanoparticulas de plata.

El analisis dispersiéon de luz dinamica, (DLS, por sus siglas en inglés), de todas las
AgNPs, se realiz6é con un sistema DLS Zetasizer Nano ZS90 equipado con un laser
verde (532 nm, 4 mW) y un detector de fotodiodo de avalancha (APD) (eficiencia
cuantica >50 % a 532 nm) (Malvern Instruments Ltd. Inglaterra). La intensidad de la
luz de dispersion medida, se muestra como velocidad de recuento de los fotones,
con una unidad de recuento de kilociclos por segundo (kcps). Debido a las
diferentes intensidades de luz dispersada de AgNPs con diferentes tamarios, la
potencia del rayo laser incidente, debe ajustarse para obtener una velocidad 6ptima
de conteo de los fotones. La potencia del laser incidente, se ajustdé a niveles
especificos segun fue necesario mediante el uso de un atenuador incorporado. Se
utilizé el software Malvern DTS versién 5.10 para procesar y analizar los datos.
Todos los tamafios de nanoparticulas promedio informados, se basan en

promedios ponderados de intensidad de luz dispersada. Para cada suspension de
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muestra, se realizaron dos mediciones de DLS, con un tiempo de ejecucion fijo de

20 s. El angulo de dispersion se fijé en 90°.
7.4.5 Potencial Z de las nanoparticulas de plata.

La medicion del potencial Z, se realizé en una celda capilar curva a 25°C. Se
resuspendieron 5 mL de la solucién concentrada de AgNPs en una solucién de
NaCl (2x102 M) como electrolito para la medicion, se le afadi6 PBS 0.1X a
diferentes valores de pH (5.5, 7.3 y 7.5). La muestra fue agitada por 30 min, se
determind el pH final para observar si se presentaba una variacién en éste. Todas
las determinaciones se hicieron por triplicado en un equipo Zetasizer nano zs90
(Czajkowska — Kosnik, et al, 2015; Mohammed, et al, 2014).

7.5 Prueba de Kirby-Bauer y determinacién de la concentracion minima

inhibitoria (CMI) de las nanoparticulas de plata sintetizadas.

Las cepas de referencia de P. aeruginosa (ATCC 27853), S. aureus (ATCC
43300 29213, 25923), E. coli (ATCC 25922) K. pneumoniae (ATCC 700603) y S.
typhimurium (ATCC 14028), almacenadas en viales de gelosa especial a 4°C, en
el cepario bacteriano del Laboratorio de Bacteriologia Experimental, del Instituto
Nacional de Pediatria (LBE-INP), fueron inoculadas en 3 mL de caldo nutritivo e
incubadas a 37°C durante 18-24 h. El cultivo resultante, fue sembrado por estria
cruzada en placas de agar Mduller-Hinton, con la finalidad de obtener colonias

aisladas.

Las colonias aisladas de cada cepa fueron inoculadas en 3 mL de caldo nutritivo, e
incubadas a 37°C hasta alcanzar una turbidez equivalente al estandar 0.5
McFarland, correspondiente a absorbancias entre 0.08-0.1 a una longitud de onda
de 625 nm.

Se tomd6 una asada del caldo de cultivo ajustado a 0.5 McFarland, cada cepa fue
inoculada en cajas Petri por estria masiva, colocando sensidiscos de 6mm de
didmetro cargados con 10 uL de sol. de AgNPs, ajustadas a una concentracion

aproximada de 1 pg/10uL en peso humedo.
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El cultivo bacteriano ajustado a 0.5 McFarland, fue diluido en una relacién 1:10 con
solucion salina, del cual se tomaron 10 pL para ser depositados en micropozos
independientes, de una placa de 96 micropozos, se realizaron pruebas con
diluciones seriadas de AgNPs, usando soluciones de concentracién aproximada de
13.3, 6.6, 3.3, 1.65, 0.825 pug/mL de peso humedo, siguiendo los criterios y
recomendaciones del CLSI (Clinical Laboratories Standard Institute), por sus siglas
en inglés) en su documento MO7, bajo la rubrica “método de microdilucién en
caldo” (CLSI, 2018).

7.6 Andlisis estadistico de la actividad antimicrobiana de las nanoparticulas

de plata.

Para evaluar las condiciones de la sintesis de las nanoparticulas, en las que se
presenta la mejor actividad antibacteriana, se llevé a cabo, una comparacion de
medias, para determinar las diferencias entre los halos de inhibicion, de las
diferentes condiciones de cada medio, eligiendo las que presentaran mayor halo de
inhibicion. Para la prueba de CMI, se procedid a realizar el analisis de
homocedasticidad de las muestras de medio GYEA e ISP2 a pH de 7.0 y 8.5
control; se realizo la prueba no paramétrica de Mann-Whitney, para determinar si
existia una diferencia estadistica entre las condiciones. Se utilizé como programa
estadistico GraphPad Prism, version 8.0.1 asi como para graficar, de igual forma
se utilizé el programa Excel 360, ver. 20, para graficar los espectros UV-Vis y FT-
IR.

8 Resultados y discusion de la determinacién fisicoquimica y de actividad

antimicrobiana de las nanoparticulas de plata.
8.1 Cultivo y aislamiento de N. corallina.

Un vial de N. corallina del Laboratorio de Biotransformaciones UAM-X, fue
sembrado por estria cruzada en placas de agar GYEA pH 7.0, e incubadas a 28°C
durante 48 h. Colonias aisladas fueron tefiidas mediante tincion de Gram,
identificando una contaminacion del cultivo con bacilos Gram negativos (Figura 9),
por lo cual, una colonia aislada fue inoculada en caldo nutritivo, e incubada a

28+0.5°C durante 48 h bajo agitacién orbital constante a 230 rpm. EIl cultivo
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resultante fue sembrado por estria cruzada en placas de agar Miiller-Hinton,
incubadas a 28+0.5°C durante 48 h. Se realizo tincion de Gram de las colonias
aisladas, para verificar la presencia/ausencia de contaminacion. Este proceso fue
repetido aproximadamente 10 ocasiones, hasta visualizar en las placas de agar,
una morfologia colonial Unica que correspondiera a N. corallina (Figura 10).

Figura 9.- Cultivo de N. corallina contaminado con bacilos Gram negativos, visto al microscopio (100x).

Figura 10.- Cultivo de N. corallina tefiido mediante la técnica de Gram, aislado sin contaminacién, visto al

microscopio (100x).
8.2 Sintesis de las nanoparticulas de plata.

Se observo la sintesis de AgNPs en los medios GYEA e ISP2 a pH 7.0 y 8.5 control
y KNOs 20, 30, 40 mM, gracias al cambio de coloracién del medio de amarillo a
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café-rojizo, esto debido a la reduccion del metal que pasa de Ag*! a Ag° (Figura
11).

Figura 11.- Cambio de coloraciéon de medios de fermentacion. A) medios antes de la fermentacion, B) medios
después de la fermentacioén
Rajegaonkar, et al, 2018, usando actinobacterias aisladas de la ciudad de Jalana,
India, obtuvieron AgNPs usando incubacion a 30°C en agitacién, con el mismo
precursor de plata que en este trabajo, pero con la diferencia de usar 3 dias mas
en la sintesis, es decir, ellos utilizaron 5 dias en la obtencion de sus AgNPs. En la
revision presentada por Esquivel-Figueredo, et al, 2021, hacen referencia a
diversas biosintesis usando Lactobacillus sp., Shewandella oneidensis,
Pseudomonas antarctica, Pseudomonas proteolytica, Arthrobacter gangotriensis,
Pseudomonas mandelli y Psychrobacter sp., en los cuales se pudo observar la

reduccion de la plata.
8.3 Cuantificacién de proteinas totales de los extractos de N. corallina.

Se realizé una curva de cuantificaciébn de proteinas totales, basada en el método
de Bradford, obteniendo una curva de calibraciéon con albumina sérica bovina, que
se expreso por la ecuacién y=0.0665x+0.1776, con un coeficiente de determinacion
de 0.9932. La curva de calibracion permitié calcular la cantidad de proteinas totales
presentes en las muestras, en un rango de 0.3-1.2 pg/mL. (Figura 12).
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Figura 12.- A) Curva de calibracién de cuantificacién de proteinas totales; B) Concentracion de proteinas
totales de los medios GYEA e ISP2 pH 7.0 y 8.5, control y KNO3z 20, 30, 40 mM de N. corallina
Con base a los resultados obtenidos, se pudo observar que se reduce la cantidad
de proteinas totales conforme aumenta la cantidad de KNOs en el medio, siendo
probable, que se deba a la induccién de estrés oxidativo causado por dicho agente,

y que puede producir especies reactivas de nitrogeno (Camps, 2010).

8.4 Caracterizaciéon por espectrofotometria UV/Vis de las nanoparticulas de
plata.

Las AgNPs fueron resuspendidas en PBS 0.1X. Los analisis espectrales,
exhibieron picos maximos de absorbancia de 395-398 nm para las AgNPs
sintetizadas a pH 7.0, en contraste, las obtenidas a pH 8.5 mostraron picos
maximos en un rango de 395 a 400 nm, caracteristicos del plasmon de plata
(Figura 13), debido a lo anterior, se puede hacer una inferencia de tamafio para las
AgNPs obtenidas de los medios de pH 7.0 de aproximadamente entre 10-50 nm de

diametro, mientras que las obtenidas de pH 8.5, se estima un tamafio de 80-150
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nm, tamafnos aproximados que no se distancian mucho de los resultados obtenidos

en la determinacion de tamafo de particula por DLS.
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Figura 13.- Espectros UV-Vis de AgNPs obtenidas de los medios A) GYEA pH 7.0 control y KNOs 20, 30, 40
mM; B) ISP2 pH 7.0 control y KNOs 20, 30, 40 mM; C) GYEA pH 8.5 control y KNOs 20, 30, 40 mM; D) ISP2 pH
8.5 control y KNOs 20, 30, 40 mM.

Escobar Falconi, 2015, describe la relacién entre el pico maximo de absorbancia de
las AgNPs, con su tamafio de particula. Ha sido descrito en las ecuaciones de
Maxwell, que la absorbancia del plasmoén del metal, en este caso de la plata, va a
ser dependiente de diversos factores, como lo es el tamafio de la nanoparticula
analizada, forma y del medio en que se realice la medicion, incluso, se puede
observar esta relacion de tamafo/pico maximo de absorcion en la ficha técnica de
las nanoparticulas comerciales de Sigma Aldrich (Figura 5), por lo anterior, se
puede inferir que en los medios de pH 7.0, se puede obtener una caracterizacion
preliminar de las AgNPs, con un tamafio promedio entre 10 y 50 nm, mientras que
en los medios de pH 8.5 se observa el desplazamiento del pico maximo de
absorcion a la derecha, por lo cual, se puede inferir un mayor tamafio de 50 a 100
nm (Cruz et al, 2011; Campbell & Xia, 2007; Xia & Halas, 2005).
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En la literatura, se pueden observar diversos estudios realizados con biosintesis
para la obtencibn de AgNPs, teniendo tamafos de particula mayores a los
obtenidos en este proyecto, por ejemplo, Ahmed, et al, 2020, usaron el
sobrenadante del cultivo de Bacillus subtilis para la obtencion de AgNPs, en su
trabajo, obtuvieron el maximo de absorcion del plasmén de plata en 410 nm,
correspondiendo a un tamafio de 5-50 nm de diametro, en su mayoria esféricas.
Ajani, et al, 2021, para la biosintesis de AgNPs por Nocardia sp., obtuvieron un
méaximo de absorcion a 600 nm, reportando nanoparticulas de mayor tamafio
aproximadamente 150 nm. Goel, et al, 2021, usaron una actinobacteria aislada
(Streptomyces sp.), con la cual sintetizaron nanoparticulas con un maximo de

absorcion de 433 nm, con un tamafio de particula de 42.5 nm.
8.5 Caracterizacion por FT-IR de las nanoparticulas de plata.

Los andlisis por FT-IR, exhibieron una banda cercana a los 1377 cm,
correspondiente a la sefal de plata descrita por Escobar Falconi, 2015 y Zea
Alvares, et al, 2017; se observé, ademas, la banda en 3500 cm™, correspondiente
al grupo -OH, también fueron visibles las bandas cerca de 1730, 1250 cm™
correspondientes a grupos C=0 y C-C=C, asi como sobre tonos correspondientes
a sales inorganicas cerca de los 500 cm™ (Figura 14; tabla 4) (Shriner, et al, 2003).

Tabla 4.- Sefiales y grupos funcionales observados en FT-IR
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Figura 14.- Espectros IR-FT de AgNPs de medio A) GYEA pH 7.0 control B) ISP2 pH 7.0 control C) GYEA pH
8.5 control D) ISP2 pH 8.5 control

Las sefiales organicas visualizadas, podrian corresponder a restos de los medios

de cultivo utilizados en la sintesis de AgNPs, sugiriendo pasos adicionales de

lavado. Estas sefiales que se presentan a 1730, 1250 y 3500 cm?, pueden deberse

a la identificacién de acidos grasos, que probablemente provengan de restos de los

extractos de levadura, malta e inclusive macromoléculas de la misma bacteria, los

cuales pudieron haber quedado incrustados en la sintesis bottom up, que se podria

suponer que se llevo a cabo en la obtencidon de las AgNPs.

8.6 Caracterizacion por TEM de las nanoparticulas de plata.

Las AgNPs visualizadas por TEM, mostraron diferencias morfologicas, que se
presume, fueron causadas por las diversas condiciones de sintesis, tanto de la
composicién del medio, como del pH utilizado. En la Figura 15, se observaron las
AgNPs del medio ISP2 pH 7.0 control, con tamafos de particula menores a 100

nm, asi como los aglomerados que éstas forman, con morfologia cuasiesférica; en
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la Figura 16 de campo oscuro, se muestra que no existe en la superficie caras
definidas ni angulos, lo que llevé a deducir que su morfologia es relativamente

homogénea aproximandose a lo esfeérico.

Figura 15.- AgNPs obtenidas del medio ISP2 pH 7.0 control, en campo claro.

Figura 16.- AgNPs obtenidas del medio ISP2 pH 7.0 control, campo oscuro.
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En la Figura 17, se observan AgNPs sintetizadas en medio GYEA pH 7.0 control,
presentando un tamafio menor a los 10 nm de diametro, asi como una morfologia
uniforme con tendencia esférica. En la Figura 18, en campo oscuro, se visualizé de
mejor manera, que la superficie no presentd una cantidad abundante de defectos,

lo que hace suponer que, poseen una forma cuasi esférica.

Figura 17.- AgNPs obtenidas del medio GYEA pH 7.0 control, campo claro.

Figura 18.- AgNPs obtenidas del medio GYEA pH 7.0 control, campo oscuro.
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En la Figura 19, se puede observar las AgNPs obtenidas del medio ISP2 pH 8.5
control, con un tamafio mayor a 50 nm aproximadamente y una morfologia oval con

una superficie con evidencia de defectos.

Figura 19.- AgNPs obtenidas del medio ISP2 pH 8.5 control, campo claro.

En la Figura 20, se observan las AgNPs obtenidas del medio GYEA pH 8.5 control,
asi como los aglomerados que formaron estas; su morfologia se pudo describir
como amorfa, con gran cantidad de defectos en la superficie, pero observando la
Figura 21, se pudo apreciar una morfologia de “flor” y el principio de formacion de
caras, suponiendo que, con mayor tiempo de reaccion, se hubieran podido
observar AgNPs poliédricas, teniendo como estimado de tiempo de reaccion

Optimo, el reportado por Rajegaonkar, et al, 2018.

45



Figura 21.- AgNPs obtenidas del medio GYEA pH 8.5 control, campo oscuro.

Con base en las Figuras obtenidas, podemos suponer que con mas tiempo de
reaccion, se podria haber obtenido una mejor definicion en la morfologia de la
superficie de las nanoparticulas, obteniendo caracteristicas totalmente poliédricas,

o formando nanoparticulas mas aproximadas a lo esférico, ademas, de manera
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general, se encontro que las AgNPs sintetizadas a pH 7.0, tanto en medio GYEA e
ISP2, presentan morfologias con tendencias esféricas y de menor tamafio, lo cual
es destacable al ser el primer estudio de sintesis de AgNPs, mediante extractos
extracelulares de N. corallina, ya que otros autores que han usado otras especies
del mismo género, han obtenido nanoparticulas entre 20 a 150 nm de didmetro con
morfologias variadas, de igual forma, se logré la modulacion de un tamafio menor
a las reportadas por Pereyra, J., et al, 2018, ya que las obtenidas por dicho autor,
fueron sintetizadas utilizando Streptomyces sp. y obtuvieron tamafos de AgNPs
entre 17 a 99 nm de diametro con morfologia irregular, asi mismo, se puede
observar que las AgNPs obtenidas en presente trabajo, lograron una mayor
aproximacion a la forma esférica, esto en comparacion a los trabajos de Oves, et
al, 2013, que las obtuvieron de forma cubica con los extractos extracelulares de
Stenotrophomonas maltophilia, con tamafio mayor a 10 nm, asi como las
triangulares y hexagonales obtenidas de los extractos intracelulares de
Pseudomonas stutzeri por Klaus, et al, 1999, de 20 a 100 nm, o los nanoplatos
obtenidos con Morganella psychrotolerans por Ramanathan, et al, 2011, con

tamafnos mayores a 20 nm.
8.7 Potencial Z y tamafio de particula de las nanoparticulas de plata.

Los datos generados con la difraccion laser y potencial Z, permitié6 determinar el
tamafio de nanoparticula, definido entre 1-3.05 nm para los medios de GYEA e
ISP2 pH 7.0, a su vez que exhibieron valores de -8 a -5mV de potencial Z,
demostrando asi, su estabilidad en solucion de PBS 0.1X, ya que se consideran
gue valores alejados de 0, pueden propiciar menor floculacién. En contraparte, las
nanoparticulas obtenidas de los medios GYEA e ISP2 pH 8.5 mostraron valores

mayores de tamafo y un potencial Z menor (Tabla 5).
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Tabla 5.- Tamafio de particula y potencial Z de las AgNPs obtenidas de los medios GYEA e ISP2 pH 7.0y 8.5,
control
Muestra Tamafio de particula | Potencial Z (mV)
(d.nm)
ISP2 pH 7.0 control 3.044+0.4143 -5.07+4.02

ISP2 pH 8.5 control 107.07+19.78 -18.18+1.57

El uso de N. corallina en la biosintesis de AgNPs, a diferencia de las sintesis

quimicas reportadas en la literatura, mostr6 mayor heterogeneidad de tamafos de
las AgNPs, asi como la necesidad del proceso de extraccion del medio; otros
articulos como Kumari, et al, 2016, hacen referencia a la extraccion por
centrifugacion, sin embargo, reportaron un tamafio promedio cerca de los 36 nm,
Mohammed, et al, 2014, mencionaron un tamafio promedio de 10 a 25 nm, a
diferencia de las recuperadas en la presente sintesis, donde se obtuvieron
nanoparticulas menores a 5 nm, de los medios GYEA e ISP2 pH 7.0 control y en
los medios GYEA e ISP2 pH 8.5 control, se recuperaron nanoparticulas de mas de

100 nm, mediante el proceso de “tamizaje” realizado por centrifugacion diferencial.

De manera similar, se pudo determinar el valor del potencial zeta en medio de PBS
0.1X, que fue parecido a las obtenidos por Kumari, et al, 2016, y Ronquillo de
Jesus, et al, 2018, siendo menores a -5 mV, los que concluyeron que las AgNPs

poseyeron una estabilidad prolongada en solucién acuosa.

8.8 Actividad antibacteriana de las nanoparticulas de plata.

La actividad antibacteriana exhibida por las AgNPs sintetizadas en la presente
investigacion, mostrd ser heterogénea para las especies bacterianas analizadas, lo

cual podria deberse no solo a las caracteristicas de las nanoparticulas, sino a las
diferencias propias de cada bacteria, como la constitucién de su pared celular,
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membrana celular, actividad bioquimica, resistencia intrinseca, entre muchos otros

factores.

8.8.1 Actividad antibacteriana de las nanoparticulas de plata vs Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853).

Se realiz6 la prueba de Kirby-Bauer (Figura 22), y se observé que las condiciones
de los medios GYEA e ISP2 a pH 8.5 con control y KNO3 20, 30, 40 mM, no
presentaron actividad, mientras que las de los medios GYEA pH 7.0, solo
presentaron actividad las condiciones control y KNO3 40 mM, y las de ISP2 pH 7.0,

mostraron actividad en todas las condiciones de KNOs 20, 30, 40 mM y control.
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Figura 22.- Halos de inhibicién de las AgNPs de los medios GYEA e ISP2 pH 7.0 y 8.5, control y KNOs 20, 30,
40 mM vs P. aeruginosa (ATCC 27853).
La CMI de las AgNPs sintetizadas de los medios GYEA e ISP2 pH 7.0, mostraron
la inhibicion total del crecimiento con 3.3 pug/mL, en contraste a los medios GYEA e
ISP2 pH 8.5 que no exhibieron inhibicién a las concentraciones evaluadas (Figura
23). Los datos obtenidos, no presentaron una distribucion normal, por lo que se
empleo la prueba no paramétrica de Mann-Whitney, para determinar diferencias
entre ambos medios de dicho pH, obteniendo un valor p=0.8368, lo que indica que

no hay diferencia significativa entre ellos.
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Figura 23.- CMI de las AgNPs de los medios GYEA e ISP2 pH 7.0 y 8.5 control vs P. aeruginosa (ATCC
27853).
La inhibiciébn del crecimiento bacteriano, a una concentracion baja de AgNPs
sintetizadas a pH 7.0, concuerda con lo reportado por Soberén, 2011, también
explica la capacidad que tiene, tanto la membrana celular, como el biofilm que
produce esta cepa, para ser atravesada por moléculas i6nicas pequefias, 0
sustratos ionicos en fase acuosa. Adicionalmente, la concentracion requerida de
AgNPs obtenidas a pH 8.5, para inhibir el crecimiento de esta bacteria, podria ser
superior a los 1000 mg/mL, conforme a la descripcion de Martinez-Gutiérrez et al,
2013, que establecié una CMI de 1000 mg/mL de AgNPs esféricas de 50 nm de
diametro. Akram Raza, et al, 2016, determiné la mejor actividad con las AgNPs
esféricas, teniendo un halo de inhibicion de 14 mm, siendo aproximadamente lo
obtenido en este trabajo de 10-13 mm de diametro; de igual forma, observaron que
las AgNPs que no tenian forma esférica, su actividad fue disminuida

considerablemente, asi como las de mayor tamafio. Morones, et al, 2005,
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determinaron que la actividad antibacteriana se llevaba por dafio a la membrana
celular, asi como la concentracion necesaria para inhibir el crecimiento de la
bacteria en 75 pg/mL. Kumari, et al, 2017, también reportaron el efecto de
diferentes formas y tamafos de AgNPs, siendo las que presentaron la mejor
actividad, las de forma esférica entre 2-5 nm de didmetro. Yu-Guo, et al, 2017,
determinaron que la actividad de las AgNPs sobre P. aeruginosa, se debia a la
inhibicion de la deshidrogenasa de la cadena respiratoria, con una CMI de 1 pg/mL,
esto probablemente debido al efecto del potencial Z de 25.5 mV en las AgNPs, ya
que las obtenidas por dichos autores en sintesis con quercetina tenian un tamafio
de 11 nm, un tamafio mas grande al obtenido por otros investigadores, pero con
un efecto mayor en la prueba de CMI, siendo que las AgNPs del medio GYEA a pH
7.0 control poseen un tamafo de 1.42+0.2897 nm, pero con un potencial Z de -
8.451£5.64 mV.

8.8.2 Actividad antibacteriana de las nanoparticulas de plata vs Escherichia
coli (ATCC 25922).

Se realiz6 la prueba de Kirby-Bauer, y se observé que las condiciones de los
medios GYEA e ISP2 pH 8.5 control y KNOs c20, 30, 40 mM, no presentaron
actividad, mientras que las de los medios GYEA pH 7.0, solamente presentaron
actividad las condiciones control y KNOs 40 mM y las de ISP2 pH 7.0, mostraron

actividad en todas las condiciones de KNOs 20, 30, 40 mM y control (Figura 24).
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Figura 24.- Halos de inhibicién de las AgNPs de los medios GYEA e ISP2 pH 7.0 y 8.5, control y KNO3 20, 30,
40 mM vs E. coli (25922)
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Se determind el punto de corte para el medio GYEA pH 7.0 control en 3.3 pg/mL y
en el medio ISP2 pH 7.0 control en 13.3 pg/mL, no se observo inhibicion en las
muestras de pH 8.5 de ambos medios (Figura 25). Para el primer grupo se realizo
la prueba de homocedasticidad, se determind que no correspondia a una
distribucion normal con un valor de p<0.001, por lo cual, se realiz6 la prueba de
Mann-Whitney, para determinar diferencias entre los grupos, esta mostré6 que no

existian con un valor p=0.3268.
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Figura 25.- CMI de las AgNPs de los medios GYEA e ISP2 pH 7.0 y 8.5 control vs E. coli (ATCC 25922).

Se sabe de igual manera, como ocurre con otras enterobacterias, que E. coli en la
caracterizacion bioquimica es nitrato positivo, por lo cual posee enzimas Oxido
reductasas, pero no es capaz de inhibir la acciéon de los iones metalicos como
ocurre con la cepa de S. aureus (ATCC 29213), lo cual explicaria la sensibilidad a
las AgNPs, siendo las del medio GYEA pH 7.0 control, las de mayor eficacia por su

menor tamafio. Un estudio realizado por Martinez-Castafion, et al, 2008, compar6
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tres diferentes tamafos de AgNPs de 7, 29 y 89 nm, y realiz6 la prueba de
microdilucion para determinar la CMI, teniendo como mejor resultado las AgNPs de
7 nm, con un valor de corte de 6.25 pg/mL, se puede observar que es
correspondiente a lo obtenido en el analisis del presente estudio ya que las AgNPs
con mejor actividad fueron las de menor diametro. En otro estudio realizado por
Kumari, et al, 2017, se probaron AgNPs de diferente forma y tamafo, siendo las
que presentaban una mejor actividad antibacteriana contra ésta cepa, las que
poseian menor tamafo y forma esférica, también Morones, et al, 2005, determind
que las AgNPs, que presentaban mejor efecto antibacteriano, son las menores a 15
nm de diametro, de la misma forma, determiné que se unian a la membrana celular
modificando su permeabilidad, asi como la respiracion, ademas de interaccionar
con compuestos que tuvieran azufre y fosforo, por la accion de iones libres de
plata. Xi-Feng, et al, 2016, prob6 AgNPs biosintetizadas, menores a 25 nm y
obtuvieron una CMI de 8 pg/ml, asi como Akram Raza, et al, 2016, obtuvieron un
halo de inhibicién de 6.2 mm de diametro en la prueba de Kirby-Bauer, teniendo en

este trabajo, un maximo aproximado de 7 mm de diametro en el halo de inhibicién.

8.8.3 Actividad antibacteriana de las nanoparticulas de plata vs Klebsiella
pneumoniae (ATCC 700603).

Se realiz6 la prueba de Kirby-Bauer, y se observé que las condiciones de los
medios GYEA e ISP2 pH 8.5 control y KNOs 20, 30, 40 mM, no presentaron
actividad, mientras que las de los medios GYEA pH 7.0, solo presentaron actividad
las condiciones control y KNO3 40 mM y las de ISP2 pH 7.0, mostraron actividad en
todas las condiciones de control y KNOs 20, 30, 40 mM (Figura 26).
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Figura 26. Halos de los medios GYEA e ISP2 pH 7.0 y 8.5, control y KNO3z 20, 30, 40 mM vs K. pneumoniae
(ATCC 700603).
Se determind la CMI de las AgNPs del medio GYEA e ISP2 pH 7.0 control, en 3.3
pg/mL, de igual forma, se determin6 en los medios de pH 8.5 control, en 6.6 pg/mL
para el medio GYEA y en 3.3 ug/mL para el medio ISP2 (Figura 27). Se realizo la
prueba de homocedasticidad, para determinar si se seguia una distribucion normal
para cada grupo, se obtuvieron valores de p<0.001 para los dos pH, en ambos
casos se determinG que no se seguia una distribucién normal, por lo cual, se optd
por elegir la prueba de Mann-Whitney, determinandose que no hubo variacion entre
las muestras en ambos pH, teniendo un valor de p=0.3065 para los medios de pH
7.0 y de p=0.5628 para las obtenidas del pH 8.5.
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Figura 27. CMI de las AgNPs de los medios GYEA e ISP2 pH 7.0 y 8.5 control vs K. pneumoniae (ATCC
700603).
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Se observo aparicion de colonias aisladas dentro del halo de inhibicion a las 24 h,
lo que hace suponer que tiene la capacidad de desarrollar resistencia, una de las
explicaciones posibles, puede ser la presencia de siderdforos descritos por Holden,
et al, 2016, y Namikawa, et al, 2022, éstos quelantes han sido utilizados con fines
de biorremediacién, un ejemplo de ello, es la utilizacion por Beltrdn-Pineda, et al,
2016, para guelar metales como cadmio, cromo y mercurio para el tratamiento de
aguas residuales, otra propuesta para el desarrollo de resistencia, podrian ser las
bombas de eflujo, lo que hace suponer que el mecanismo de accion de las AgNPs,
seria por la ruta de la liberacion de iones de plata, inhibiendo asi, la formacion de
ERO’s como lo describe Coutifio, et al, 2017, en uno de los posibles mecanismo de
accion de las AgNPs, esta inferencia la podemos sustentar en el trabajo de Tsung-
Ying, et al, 2021, que caracterizaron el mecanismo de accién de las AgNPs en dos
partes: la primera es la adherencia y la internalizacién de las nanoparticulas y la
segunda, la produccién de ERO's por la liberacién de iones de plata de las AgNPs,
desacoplando la cadena de electrones; en ese mismo trabajo caracterizaron sus
AgNPs entre 6.2-7.5 nm, obteniendo puntos de corte para la CMI de 5 mg/mL. En
el trabajo realizado por Bernardo-Mazariegos, et al, 2018, probaron sus AgNPs
biosintetizadas en una concentracion de 100 mg/mL, obteniendo un halo de
inhibicion de 8.3 mm, lo que indica que se obtuvo una mejor actividad
antibacteriana de las AgNPs sintetizadas en los medios GYEA e ISP2 pH 7.0
control, ya que se requiere una concentracién 10 veces menor para obtener el
mismo halo de inhibicion. En otro trabajo realizado por Alotaibi, et al, 2022,
encontraron una CMI de 128 pg/mL, lo que representa una concentracién 39 veces

mayor a la utilizada en esta investigacion.

8.8.4 Actividad antibacteriana de las nanoparticulas de plata vs
Staphylococcus aureus MRSA (ATCC 43300).

Se realizo la prueba de Kirby-Bauer, y se observé que las condiciones de los
medios GYEA e ISP2 pH 8.5 control y KNO3 20, 30, 40 mM, no presentaron
actividad, mientras que las de los medios GYEA pH 7.0, solo presentaron actividad
las condiciones control y KNO3 40 mM y las de ISP2 pH 7.0, mostraron actividad en
todas las condiciones de control y KNOs 20, 30, 40 mM (Figura 28).
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Figura 28.- Halos de inhibicién AgNPs de los medios GYEA e ISP2 pH 7.0 y 8.5, control y KNOs 20, 30, 40 mM
vs S. aureus (ATCC 43300 MRSA).
Se observé una CMI para los medios GYEA e ISP2 pH 7.0 control de 6.6 pug/mL
(Figura 26), de igual manera, se determind que no presentan una distribucion
normal mediante la prueba de homocedasticidad con una p<0.001. Se realiz6 el
analisis por Mann-Whitney, el cual demostré que no hay diferencias entre los
medios de sintesis, con un valor p=0.3561. Para los medios GYEA e ISP2 pH 8.5
control, se observd crecimiento bacteriano a todas las concentraciones usadas de

AgNPs en el ensayo.

& aureus (ATCC 43300 MRESA}

B GYEAoH Y
B SPzpHT

0,05
b 041Z5D.825 165 33 &8 1313

AgNPs  {paimL}

5 aureads (ATCC 43300 MRSA)

0.5
E SYEA pA 535

a1 _ | — N e R

0.3

Abs

0.2

Q.1

0.0-
0 0828 148 330 650 1330

AgNPs  {ugifmL)y

56



Figura 29.- CMI de las AgNPs de los medios GYEA e ISP2 pH 7.0 y 8.5 control vs S. aureus (ATCC 43300
MRSA).

La actividad antibacteriana, se pudo observar en los medios de pH 7.0 control,
siendo de especial interés la cepa de S. aureus MRSA (ATCC 4300) ya que
permite pensar que la forma del mecanismo de accién, no es por via de inhibicién
de transpeptidasas, como lo es la meticilina G+, y lleva a creer que puede ser por
via de desacoplamiento de cadena de electrones, o con la generacion de especies
reactivas de oxigeno, como lo menciona Coutifio, et al, 2017, para describir su
mecanismo de accion en el interior de la célula procariota. En el trabajo publicado
por Nanda, et al, 2009, obtuvieron AgNPs sintetizadas con S. aureus, éstas
presentaron un halo de inhibicibn contra MRSA de 17.5mm, en otro estudio
realizado por Paredes, et al, 2014, obtuvieron una CMI de 10 pg/mL, con sus
AgNPs sintetizadas por una reduccion con quitosano. En otro trabajo realizado por
Ansari, et al, 2015, encontré una CMI entre 11 a 45 pg/mL de las AgNPs, contra
cepas MRSA de aislados clinicos, de igual manera, pudieron observar que tienen
actividad, en la inhibicion de la produccién de biofilm por parte de la cepa.

8.5 Actividad antibacteriana de las nanoparticulas de plata vs Staphylococcus
aureus (ATCC 25923).

Se realiz6 la prueba de Kirby-Bauer, y se observé que las condiciones de los
medios GYEA e ISP2 pH 8.5 control y KNOs 20, 30, 40 mM, no presentaron
actividad, mientras que las de los medios GYEA pH 7.0, solo presentaron actividad
las condiciones control y KNO3 40 mM y las de ISP2 pH 7.0, mostraron actividad en
todas las condiciones de control y KNOs 20, 30, 40 mM (Figura 30).
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Figura 30.- Halos de inhibicién AgNPs de los medios GYEA e ISP2 pH 7.0 y 8.5, control y KNOs 20, 30, 40 mM
vs S. aureus (ATCC 25953)

En el caso de las AgNPs obtenidas del pH 7.0 control, tanto GYEA como ISP2,

tuvieron un punto de corte en 3.3 pg/mL (Figura 31), se realizO la prueba de

homocedasticidad mostrando una distribucion no normal, con un valor p<0.001; se

realizd de la misma forma la prueba de Mann-Whitney y no se observaron

diferencias entre ambos medios, obteniendo un valor de p=0.5338; de igual forma,

para los medios de pH 8.5 no se observd inhibicion.
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Figura 31.- CMI de las AgNPs de los medios GYEA e ISP2 pH 7.0 y 8.5 control vs S. aureus (ATCC 25953).

Se sabe que el mecanismo por el cual podrian tener su efecto antibacteriano las
AgNPs, es por la liberacion de iones de plata, esto por lo observado contra la cepa
de K. pneumoniae (ATCC 700603), lo cual seria consistente con la actividad
presentada contra la cepa de S. aureus, ya que para ambos medios de pH 7.0

control, poseen una CMI muy baja, toda vez que dicha cepa, no posee alguna
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enzima capaz de inhibir la accion de los iones para desacoplar la cadena
respiratoria. Martinez-Castafion, et al, 2008, también probaron las AgNPs contra
esta cepa de S. aureus, siendo el mejor resultado obtenido con las nanoparticulas
de 7 nm de diametro, con una CMI de 7.5 pg/mL, poco mas del doble de lo
obtenido con las AgNPs del medio GYEA pH 7.0 control. En un estudio realizado
por Barabadi, et al, 2021, encontraron la CMI para las AgNPs, comerciales
utilizadas en su estudio y las biosintetizadas, en 4 y 8 ug/mL respectivamente, lo
que equivale aproximadamente entre 2 a 4 veces la concentraciéon requerida de las
obtenidas de los medios GYEA e ISP2 pH 7.0 control.

8.8.6 Actividad antibacteriana de las nanoparticulas de plata vs
Staphylococcus aureus (ATCC 29213).

Se realiz6 la prueba de Kirby-Bauer, y se observé que las condiciones de los
medios GYEA e ISP2 pH 8.5 control y KNO3 20, 30, 40 mM, no presentaron
actividad, mientras que las de los medios GYEA pH 7.0, solo presentaron actividad
las condiciones control y KNOs 40 mM y las de ISP2 pH 7.0, mostraron actividad en
todas las condiciones de control y KNOs 20, 30, 40 mM (Figura 32).
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Figura 32.- Halos de inhibicién AgNPs de los medios GYEA e ISP2 pH 7.0 y 8.5, control y KNOs 20, 30, 40 mM
vs S. aureus (ATCC 29213).

Se observé el punto de corte para el medio GYEA pH 7.0 control en 6.6 pg/mL,

mientras que para el medio ISP2 del mismo pH se observé en 13.3 pg/mL (Figura

33), se realizo la prueba de homocedasticidad teniendo un valor p<0.001, lo cual

indica que los datos obtenidos no siguen una distribucion normal, motivo que llevé

a realizar la prueba no paramétrica de Mann-Whitney, asi se observo que no hay
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diferencias entre ambos medios con un valor p=0.6991. Para las AgNPs obtenidas

con los medios GYEA e ISP2 pH 8.5 control, no hubo actividad antimicrobiana.
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Figura 33.- CMI de las AgNPs de los medios GYEA e ISP2 pH 7.0 y 8.5 control vs S. aureus (ATCC 29213)

Esta cepa sensible a meticilina genotipificada por Soni, et al, 2015, es usada para
control de calidad en ensayos de laboratorio, debido a dicha sensibilidad, no se han
observado mecanismos de resistencia, como bombas de eflujo para iones
metalicos, o cualquier otro tipo de mecanismo de resistencia, lo cual daria la
explicacion a la actividad de nuestras AgNPs. En un trabajo presentado por
Alotaibi, et al, 2022, con AgNPs de un tamafio promedio de 51 nm, presentaron
una CMI de 256 pg/mL. En el trabajo presentado por Dos Santos, et al, 2021,
hacen el comparativo con AgNPs totalmente esféricas y cuasi esféricas, teniendo
una CMI para la primera de 0.8 pg/mL, y para el resto entre 3.1 y 6.3 ug/mL, misma
situacion que observamos con las AgNPs del presente trabajo, ya que las que mas

se aproximan a la forma esférica, presentaron la menor CMI. En otro estudio
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publicado por Devanesan, et al, 2018, se observé un halo de inhibicion de 19 mm
en promedio, para la cepa de S. aureus, con una concentracién de 75 pg de AgNPs

obtenidas a partir de Punica granatum.

8.8.7 Actividad antibacteriana de las nanoparticulas de plata vs Salmonella
typhimurium (ATCC 14028).

Se realiz6 la prueba de Kirby-Bauer, y se observd que las condiciones de los
medios GYEA e ISP2 pH 8.5 control y KNOs 20, 30, 40 mM, no presentaron
actividad, mientras que las de los medios GYEA pH 7.0, solo presentaron actividad
las condiciones control y KNO3 40 mM y las de ISP2 pH 7.0, mostraron actividad en
todas las condiciones de control y KNOs 20, 30, 40 mM (Figura 34).

5. typhimurivm (ATCC 14028)
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Figura 34.- Halos de inhibicién AgNPs de los medios GYEA e ISP2 pH 7.0 y 8.5, control y KNOs 20, 30, 40 mM

vs S. typhimurium (ATCC 14028).
Se determiné la CMI para las condiciones de pH 7.0 control en 6.6 pg/mL para el
medio GYEA y de 13.3 ug/mL para el medio ISP2 (Figura 35), se realizé la prueba
de homocedasticidad, la cual obtuvo un valor de p<0.001, lo que muestra una
distribucion no normal, se realizé la prueba no paramétrica de Mann-Whitney y se
determind, que no hay diferencias significativas entre los medios con un valor
p=0.8834. Las AgNPs de la condicién de pH 8.5 control no presentaron ninguna
actividad.

61



5. typhimuriumt (ATCC 14028)

1.0+
. SYEApHT

03 _ = =3 |S5F2pHT

0.6+

Abs

0.4+

0.2

oop-R LML e
0 04250825 165 3.3 66 133

AgNPs [pg/mL]}

5. typhimurium (ATCC 14028)

1.0+
_ . GYEApH a5

0.8+ = IsF2pH LS

0.6+

Abs

0.4+

0.2+

0.0-
o 0825 1.6F 330 660 1330

AgNPs  {pgimL}

Figura 35.- CMI de las AgNPs de los medios GYEA e ISP2 pH 7.0 y 8.5 control vs S. typhimurium (ATCC
14028).
Para S. typhimurium, se han descrito mecanismos de resistencia antibiética como
lo es la expresion de los genes tetA y tetB, para proteccion ribosomal contra
tetraciclinas, evitando asi su accion, los mecanismos descritos de dichos genes no
solo se limitan a dicho protector, sino también a bombas de eflujo para la expulsion
del farmaco ionizado, mecanismo también utilizado en su resistencia contra
lincomicina, como lo han reportado Marti, et al, 2006, y Stahl, 2017, en cambio, no
se han observado mecanismos efectivos contra plata coloidal, o contra algun ion
metalico utilizado, por tal motivo, se creé que esa podria ser una de las posibles
explicaciones para observar la actividad de las AgNPs. Se sabe que esta cepa de
Salmonella posee complejo de nitrato reductasa (NapA, NarG y NarZ) de manera
constitutiva, lo que lleva a pensar, que agentes antibacterianos comunes, como el

nitrato de plata, no tendrian actividad contra ella, aunque iones metélicos libres,
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como el caso del posible mecanismo de accion de las AgNPs del presente estudio,

tendrian actividad antimicrobiana observable (Arroyo Reyes, et al, 2018).

En el trabajo realizado por Losasso, et al, 2014, se probaron AgNPs entre 6 y 8 nm

de diametro con forma cuasi esférica, encontrdndose una CMI de 20 pug/mL. En el

trabajo de Kapadia, et al, 2021, se usaron AgNPs de 44-66 nm de diametro,

obteniendo una CMI de 10.14 pg/mL, por otra parte, el trabajo de Thakur, et al,

2022, presenta la obtencién biosintética de AgNPs, con una CMI de 97 pg/mL de

las obtenidas a partir de los extractos metandlicos de eucalipto.

9 Conclusiones.

Se obtuvieron AgNPs con actividad antibacteriana contra todas las cepas
propuestas, a partir de los extractos extracelulares obtenidos de N. corallina, a
partir de los diferentes medios de cultivo;

Las AgNPs obtenidas de los medios GYEA e ISP2 pH 7 control, tuvieron un
tamafio promedio entre 1 y 4 nm de diametro, mientras que las de los medios
GYEA e ISP2 pH 8.5 control, tuvieron un tamafio mayor de los 100 nm;

Se determin6 que las AgNPs obtenidas de los medios GYEA e ISP2 pH 7.0
control, presentaron actividad antimicrobiana con CMI entre 3.3 y 13.3 ug/mL,
las obtenidas de los medios de pH 8.5, solo presentaron actividad contra la

cepa de K. pneumoniae ATCC 700603 con una CMI entre 3.3y 6.6 pg/mL.

1 Perspectivas.

Realizacion de estudios de tamizaje metabdlico, para determinar los
metabolitos antioxidantes responsables de la sintesis de las AgNPs;

Estudio con cepas multirresistentes y cepas silvestres para determinar la
actividad antibacteriana de las AgNPs, asi como la comparacion contra
antibiéticos de referencia;

Estudios de citotoxicidad in vitro;

Aumento en el tiempo de la reaccion de reduccion.
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