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1. Resumen

En el presente trabajo se analizaron las propiedades antimicrobianas de las
nanoparticulas de plata (AgNP) y 6xido de zinc (ZnONP) en ensayos de
citotoxicidad in vitro en contra de distintos microorganismos patdgenos para el
ser humano y de importancia industrial. Los valores de concentracion
observados para su inhibicion fueron variados, siendo las AgNP de una
actividad inhibitoria mas efectiva que las ZnONP. Sin embargo el enfoque del
presente trabajo de tesis estaba aplicado a los posibles mecanismos en que
dichos metales inhiben el desarrollo y crecimiento de los microorganismos
antes mencionados. Los dafios mas evidentes fueron observados en las
micrografias obtenidas por medio de la microscopia electronica de barrido
(SEM), donde se muestra el dafio a la pared celular de la levadura Candida
albicans y de la bacteria Gram-negativa Pseudomonas aeruginosa. La actividad
enzimatica de la lipasa y de la deshidrogenasa lactica (HDL) al ser expuestas a
compuestos de plata (AgNO3; y AgNP) se vio disminuida de manera importante,
por lo que se lleg6 a la conclusion de que las interacciones entre la plata y las
enzimas son de gran relevancia para explicar el fenbmeno de inhibicion del
crecimiento de los microorganismos estudiados y puede estar relacionado con
el dafio observado por medio de SEM. No fue posible demostrar el rompimiento
de los puentes disulfuro de las proteinas, lo cual podria explicar la inhibicion
enzimatica, por lo que se debe considerar la interaccion de otros grupos
funcionales con los iones de plata liberados por las AQNP en medios acuosos.
El dafio al material genético no fue evidente, ya que no se presentd un
fraccionamiento observable del ADN de microorganismos expuestos a
tratamientos de AgNP y ZnONP, sin embargo esto no descarta una posible
interaccidén entre ambos, ya que el rompimiento de las cadenas de ADN no es
el anico medio por el cual puede haber un cambio en la composicion de los
nucleodtidos o en la expresion de genes.



2. Introduccioén

Para mejorar la calidad de vida del ser humano y aumentar su
longevidad, ha sido necesario controlar el efecto dafiino causado por los
microorganismos. Una variedad de agentes antimicrobianos y desinfectantes
se han utilizado para inhibir el desarrollo de microorganismos causantes de
diversas enfermedades, tanto para disminuir los riesgos de infeccion como para
combatir procesos patolégicos en pacientes que ya fueron infectados por
microorganismos. También se ha buscado frenar o disminuir el deterioro de
diversos materiales utilizados en la industria en sus diferentes campos, como el
textil, de construccién, alimentaria, etc., con el fin de aumentar su tiempo de
vida util o su duracién en el anaquel, y como consecuencia tener un efecto

positivo en la economia y en la salud del ser humano.

Recientemente las investigaciones se han enfocado en los
nanomateriales como una alternativa prometedora. No solamente son estos
capaces de inhibir directamente el desarrollo de bacterias y hongos, evitando
asi la degradacion de diversas materias primas (maderas, metales, concreto,
etc.), sino que ademas han demostrado ser eficientes acarreadores de drogas,
mejorando la capacidad antibidtica de la quimioterapia actual, o bien, pueden
ser utilizados en biomateriales utilizados en injertos y protesis, disminuyendo la
probabilidad de una infeccion posoperatoria que complique la salud del
paciente. De lograr una aplicacion directa de los nanomateriales
antimicrobianos en el equipo médico utilizado de manera rutinaria en los
hospitales (catéteres, sondas, etc.) también se lograria un impacto muy
importante en el sistema de salud, ya que un problema de gran relevancia es el

tiempo de hospitalizacién prolongado a causa de infecciones intrahospitalarias.

En este trabajo de tesis se midi6 la capacidad antibiética y antifungica de
las naoparticulas de 6xido de zinc (ZnONP) y plata (AgNP) en Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa Yy Candida albicans patégenos de
importancia clinica y en Coniophora eremophila, patdgeno de la madera.
Ademas se proponen mecanismos por los cuales las nanoparticulas de plata

inhiben desarrollo de dichos microrganismos.



En la actualidad, en distintas regiones del planeta, se han empezado a
identificar cepas bacterianas y fungicas con alta resistencia a los tratamientos
quimioterapéuticos, por lo que es necesario iniciar nuevos proyectos de
investigacion en busca de una alternativa a los antimicrobianos tradicionales
(Pages et al, 2009). Los nanomateriales han demostrado ser una fuente
prometedora de control de microorganismos, ya sea en la industria de la
construccion como en el tratamiento de enfermedades infecciosas. Se han
estudiado directamente como agentes inhibidores, o bien como acarreadores
que potencializan la accién de la terapia convencional basada en drogas
(Araujo et al, 2010; Hans et al, 2002; Kumari et al, 2010; Martinez-Gutiérrez et
al, 2010; Muthu et al, 2009; Pinto et al, 2006; Rahimi et al, 2010; Verran et al,
2007; Wang et al, 2010). Los nanomateriales pueden ser también un gran
adelanto en la industria, ya que el uso de esta nueva tecnologia se puede
aplicar en la fabricacion materiales, haciéndolos mas resistentes a la
descomposicion por bacterias y hongos (Dastjerdi et al, 2010; Haile et al, 2010;
Huang Z. et al, 2000; Sathishkumar et al, 2010).

Los nanomateriales incrementan el tiempo de vida de las diferentes
materias primas utilizadas en la construccion y en la fabricacion de productos
gue de otra manera estan expuestos de manera cotidiana a dicho deterioro,
como lo son por ejemplo productos de madera, concreto, pinturas, textiles y
demas, que sufren de exposicion permanente al medio ambiente (Dastjerdi et
al, 2010, Haile et al, 2010; Huang et al, 1999; Kumari et al, 2010; Sathishkumar
et al, 2010). Es posible también, aprovechar las caracteristicas de esta
tecnologia en la fabricacion de productos y materiales de uso quirdrgico y
hospitalario, que son fuente de infeccion comun debido a la capacidad de las
diferentes cepas bacterianas de formar biopeliculas en catéteres y sondas
provocando infecciones de origen nosocomial (Baveja et al, 2004; Hilderbrand
et al, 2006; Huang et al, 1999; Kumari et al, 2010; Reid et al, 1999). Basados
en todas estas caracteristicas, es fundamental seguir investigando vy
desarrollando nanomateriales para la mejora e innovacion de la tecnologia de
control de microorganismos de importancia industrial y médica, ya que los
medios convencionales han comenzado a verse rebasados por las cepas

emergentes resistentes a agentes desinfectantes y de uso quimioterapéutico.



3. Hipotesis

Las nanoparticulas de plata, el nitrato de plata y las nanoparticulas de
oxido de zinc poseen capacidad inhibitoria o0 antimicrobiana contra
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Candida albicans, y
Coniophora eremophila provocando uno o mas de los siguientes tipos de dafio

celular:
a) Fraccionamiento genémico,
b) Dafo a la estructura de la pared y/o membrana celular

c) Alteracién de la actividad enzimatica.



4. Objetivos

4.1 Objetivo General

Determinar la capacidad inhibitoria de nanoparticulas de plata y 6xido de
zinc en contra de los patdgenos humanos P. aeruginosa, S. aureus, C. albicans
y del hongo patégeno de la madera C. eremophila, y proponer un mecanismo

por el cual se realiza la citotoxicidad de los microorganismos estudiados.

4.2 Objetivos Particulares

El trabajo se dividio de acuerdo a los siguientes puntos:

» Caracterizar la microestructura de NP por medio de microscopia

electrénica y difraccion de rayos X

+ Determinar la concentracion minima inhibitoria de las nanoparticulas

contra los microorganismos en ensayos de viabilidad in vitro.

* Determinar el dafio en material genético, membrana celular, pared
celular y actividad enzimatica en los microorganismos expuestos a
AgNP, AgNO3 y ZnONP.



5. Antecedentes

5.1 Pseudomonas aeruginosa

Este patbgeno esta relacionado a infecciones de pacientes
inmunosuprimidos o inmunocomprometidos y es la causa principal de muerte
en pacientes con fibrosis quistica. Ademas es la causa mas comun de
neumonia en pacientes en terapia intensiva, adquirida a través de los
respiradores, y es responsable del 10% de los casos de infecciones
intrahospitalarias que ocurren cada afio a nivel mundial, entre los que incluye:
sepsia de heridas, otitis externa, foliculitis y diarrea infantil (Abraham et al,
2009; Fuentefria et al, 2010; Lu, Q. et al, 2010; Nigaud et al, 2010; Reid et al,
1999). Esta bacteria es resistente a una gran variedad de antibidticos, sin
embargo se sabe que generalmente es sensible a ciertos tratamientos, como lo
son: algunos p-lactimicos (ceftazidima, Imipenem) y aminoglucésidos
(Amikacina y Tobramicina). La capacidad de esta bacteria de generar
biopeliculas le confiere proteccion no solamente contra la quimioterapia
antibiética, ademas la protege de la accion fagocitica de las células del sistema
inmune innato, la accidn microbicida del suero, la opsonizacion por anticuerpos
y de la eliminacion de la bacteria mediante el movimiento de los cilios de la

mucosa respiratoria (Lu, Q. et al, 2010; Sekiguchi et al, 2005).

La formacion de biopeliculas aumenta la capacidad de los
microorganismo a resistir condiciones estresantes del medio ambiente, gracias
lo cual P. aeruginosa puede permanecer por largos periodos de tiempo en
ambientes humedos y acuosos, disemindndose hasta entrar en contacto con
cepas portadoras de plasmidos de resistencia antibiética. Su importancia como
patdgeno nosocomial esta relacionada con ésta capacidad de sobrevivir en
suelo, agua, plantas, material quirdrgico, superficies, ropa, jabones, utensilios e
incluso soluciones desinfectantes (Abraham et al, 2009; Fuentefria et al, 2010;
Hocquet et al, 2003). La formacion de biofilmes esta relacionada son la
capacidad de coordinacion de los microorganismos que lo conforman, esta
coordinacion es conocida como Sensibilidad Quérum (QS por sus siglas en

inglés).



Por medio de este mecanismo las bacterias regulan su densidad celular,
resultando en la coordinacion de diferentes funciones, incluida la conjugacion
de plasmidos y de los factores de virulencia (Lu, Q. et al, 2010; Nigaud et al,
2010).

La importancia de P. aereuginosa radica en su resistencia intrinseca a
diferentes tipos de antibidticos y a la capacidad de adquirir resistencia a
virtualmente cualquier otro tipo de antibidtico que siga siendo un tratamiento
efectivo contra este patdégeno. MexAB-OprM es el sistema de bombeo de flujo
mas importante en la multiresistencia de esta bacteria, ya que le confiere la
capacidad de expulsar de su citoplasma no solamente los antibiéticos de
importancia médica, sino también detergentes, colorantes, solventes organicos
y desinfectantes. Pseudomonas también posee la capacidad de degradar o
alterar la estructura quimica de las sustancias antibidticas. Todas estas
caracteristicas son conferidas por los diversos genes de resistencia a
antibioticos adquiridos por la bacteria (Hirakata et al, 2009; Hocquet et al, 2003;
Pages et al, 2009).

5.2 Staphylococcus aureus

Es la causa principal de infecciones de piel y tejido blando a nivel
mundial. La variedad de patologias de las cuales se considera a S. aureus
como agente causal puede ir desde infecciones de poca importancia, como la
foliculitis menor o la produccion de forinculos, hasta la invasion de tejidos mas
profundos, como en el caso del carbunco, neumonia y sepsis (Gould, 2009). Se
relaciona también a infecciones intrahospitalarias y se ha identificado como
agente causal en infecciones de heridas quirtrgicas e infecciones por uso de
catéteres y sondas. La incision y drenaje de los abscesos generalmente es
tratamiento suficiente para las infecciones leves, pero también es necesaria
una terapia antibidtica, sin embargo este microorganismo ha ido adquiriendo

resistencia con el paso del tiempo (Gould, 2009).

Entre las cepas de mayor relevancia podemos destacar a
Staphylococcus aureus resistente a Meticilina (MRSA por sus siglas en inglés)
y se le relaciona con la produccion de la toxina Leucocidina Panton Valentine

(PVL), la cual es uno de sus factores de virulencia mas importantes. La



resistencia a los antibioticos es un problema de salud de importancia mundial y
su prevalencia se ha visto incrementada de manera importante. En diferentes
partes del mundo, la resistencia a Meticilina ha aumentado en altos porcentajes
en periodos de tiempo relativamente cortos, como es el caso de Taiwan, que
en el afio de 1986 la prevalencia de dicha cepa era de 26.3%, y en el afio 2006
se calculo en 74.6%. También han ido emergiendo nuevas cepas con
resistencia media y completa a la vancomicina (VISA y VRSA por sus siglas en
inglés) (Hsueh et al, 2009; Huang V. et al, 2010).

Desde la década de los 80 se han empezado a detectar cepas
multiresistentes a drogas (MRSA) y se ha reportado resistencia una gran
variedad de antibidticos como por ejemplo: macrélidos, lincosamidas,
rifampicina, trimetropim/sulfametoxasol y tetraciclina. Dichas cepas se han
vuelto endémicas de hospitales, principalmente en paises en vias de
desarrollo, como el caso de Brasil. Los factores de riesgo para su transmision
incluyen materiales punzocortantes, prolongada hospitalizacibn y uso de
antibiéticos, transmisioén a través del personal médico y propagacion a través
del medio ambiente hospitalario (Gould, 2009; Hsueh et al, 2009; Spirandelli et
al, 2009).

La deteccién de infecciones causadas por MRSA se ha reportado
también en comunidades extrahospitalarias, como el caso de indigentes,
prisiones, cuarteles militares y guarderias (Spirandelli et al, 2009). Los
pacientes a los cuales se les ha catalogado como portadores de cepas MRSA
se consideran posibles fuentes de infeccién, por lo que se recomienda el
monitoreo de pacientes con alto riesgo de portar esta cepa. Estos pacientes
deberan ser confinados de preferencia con otros portadores de cepas
resistentes, medida que no es realizada en hospitales con escasos recursos
(Spirandelli et al, 2009).

5.3 Candida albicans
Es un organismo en forma de levadura que puede cambiar su morfologia
a pseudohifa, lo cual aumenta sus caracteristicas patolégicas. Se encuentra
como flora normal transitoria en la piel humana, el tracto digestivo, cavidad oral,

faringe, esofago, vagina y demas membranas mucosas, motivo por el cual el



espectro de infecciones que provoca es muy amplio. Tales enfermedades
pueden ir desde una simple infeccion cutdnea, o bien puede provocar casos
muy complicados, como en el caso de pacientes con inmunodeficiencias,

diabetes y linfomas (Angiolella et al, 2009; Villamizar et al, 2009).

La candidiasis es una de las infecciones enddgenas causadas por
hongos mas frecuentes, y provocada por el desarrollo excesivo de flora normal
fungica. Es también la cuarta causa de infecciones intrahospitalarias a nivel
mundial, debido a su capacidad de ser transmitido a través de protesis,
catéteres o al ser transmitido por el personal médico (Miceli et al, 2009;
Villamizar et al, 2009).

La habilidad de Candida albicans de formar biofilmes en material médico
es un factor de virulencia que la capacita para causar enfermedades en
humanos en el ambiente hospitalario. La formacion de biopeliculas representa
un gran reto para el tratamiento de infecciones causadas por esta levadura
(Kurtulmus et al, 2010; Miceli et al, 2009). Sin embargo en muchos pacientes
con biomateriales o catéteres relacionados con infecciones de Candida, el
cambiar o remover el material infectado es un riesgo alto. Se han propuesto
tratamientos preventivos de dichos materiales consistentes en soluciones de
altas concentraciones de tetraciclinas y anfotericina B, que en estudios
recientes muestran una reduccion en el desarrollo del microorganismo. Sin
embargo, el uso de nanomateriales puede ser también una medida eficaz y
confiable, por lo que es necesario estudiar su efecto como material antifingico,

con posibles usos en el area médica (Kurtulmus et al, 2010).

5.4 Coniophora eremophila
La degradacién de madera ha sido un problema que ha acompafiado al
hombre a través de la historia. Las finas obras de arte, los edificios, muebles y
artefactos han sido blancos de los hongos que infestan y deterioran la madera.



A menudo los tratamientos quimicos que se utilizan para prevenir este tipo de
problema son causa también de dafio, por lo que se han desarrollado medidas
alternativas para evitar el desarrollo de hongos dichos materiales, esta
tecnologia sigue en proceso de desarrollo y es un oportunidad para desarrollar
técnicas que involucren nanoparticulas en el campo de la industria maderera
(He et al, 2010; Tavzes et al, 2001).

Los hongos, en especial los basidiomicetos y ascomicetos son la causa
mas importante del deterioro y decoloracién de la madera. Estos hongos
despolimerizan y metabolizan los polisacarido de la madera, dejando residuos
de color café, que son los que le confieren la apariencia tipica a la madera en
descomposicion (Irbe et al, 2006; Ray et al, 2009). La presencia de humedad,
como la aportada por tuberia que gotea, es la razén mas frecuente de la
descompostura de madera en materiales de construccion, y uno de los hongos
mas frecuentemente relacionados a la infestacion de la madera es Coniophora
puteana conocida comunmente como el hongo de las bodegas (Korpi et al,
1999; Voda et al, 2003). A este hongo se le identifica en dafios y deterioro de
edificios en Estados Unidos de Norteamérica y Europa. Este hongo prevalece
principalmente en pisos de madera y en construcciones que estan en contacto
directo con el concreto y que carece de un aislamiento adecuado, lo que
provoca que la madera se humedezca favoreciendo el desarrollo del hongo.
Debido a la germinacion de esporas y la activacion de los micelios, este tipo de
hongos requiere de una alta humedad relativa para poder utilizar los sustratos

presentes en la madera (Korpi et al, 1999).

5.5 Diferencias estructurales de los modelos biol6gicos de bacterias y
hongos.

El proposito de estudiar microorganismos pertenecientes a diferentes
géneros y especies radica en probar el potencial inhibitorio de amplio espectro
de las nanoparticulas de plata y 6xido de zinc. Si bien esta actividad ha sido
probada reiteradamente, es necesario estudiar los mecanismos a travées de los
cuales ejercen su accion antibittica y antifiungica. Por este motivo es que se
eligieron representantes que pertenezcan a las bacterias Gram-positivas (S.
aureus), Gram-negativas (P. aeruginosa), hongos levaduriformes (C. albicans)

y hongos filamentosos (C. eremophila), ya que es posible que la configuracion
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de sus paredes celulares, o su condiciébn de unicelulares o multicelulares
puedan ejercer influencia en su respuesta a los diferentes tratamientos
(Angionella et al, 2009; Braun V, 2015; Malanovic et al 2016).

5.5.1 Estructurade la pared celular de las bacterias Gram-positivas.

Las bacterias Gram-positivas se caracterizan por su gruesa capa de
peptidoglucanos, la cual confiere a la célula proteccién en contra de factores
hostiles del medio ambiente. La pared bacteriana también confiere estabilidad a
la estructura celular de los microorganismos, por lo que es un elemento de alta
importancia para su supervivencia. También es importante como factor de
virulencia, ya que las moléculas de adhesion o estructuras accesorias como la
capsula, generalmente dependen de la integracibn al peptidoglucano
(Malanovic et al 2016).

Al mismo tiempo, las enzimas encargadas de regular el metabolismo y la
sintesis de la pared celular son blanco de algunos antibidticos, como los
betalactamicos y la vancomicina. Tanto si la integridad de la pared bacteriana
se ve afectada o no por los componentes de las nanoparticulas podriamos

inferir un posible mecanismo de accion antimicrobiana. (Malanovic et al 2016)

5.5.2 Estructura de la pared celular de las bacterias Gram-negativas.

Los microorganismos Gram-negativos tienen una pared celular mas
compleja que la que podemos observar en los Gram-positivos. Por ejemplo,
entre la membrana celular y la capa de peptidoglucanos podemos observar un
espacio periplasmatico en el cual se almacenan enzimas relevantes para el
metabolismo de la bacteria. También existe otro componente, la membrana
externa, en el cual encontramos a la endotixina LPS (lipopolisacéarido) y
proteinas como las porinas, las cuales juegan un papel muy importante en la
patologia y resistencia bacteriana de dichos microorganismos. El tipo de dafio
que observemos en la estructura celular de las bacterias Gram-negativas
también pueden ser una pista para la proposiciébn del mecanismo de accién
antimicrobiano de las nanoparticulas utilizadas en este trabajo. (Braun V,
2015).
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5.5.3 Estructura de la pared celular de las células fungicas.

A pesar de que las células de los hongos también poseen una pared
celular, es muy diferente a la que encontramos en las bacterias. Entre sus
componentes se encuentran la quitina y las manoproteinas que generan una
gran resistencia mecanica que mantiene la integridad de la estructura celular.
Los mecanismos antimicoticos pueden tener como blanco componentes de la
membrana celular, como el ergosterol, o bien inhiben la sintesis de la pared
celular. Al igual que el caso de las bacterias, observar el tipo de alteraciones
celulares arrojara datos necesarios para dilucidad el mecanismo de accion de

las nanoparticulas como agentes antifungico (Angionella et al, 2009).

5.6 Nanoparticulas de plata

Historicamente, la plata ha sido siempre reconocida como un agente
anti-microbiano y ha sido estudiada exhaustivamente, y ha sido usada como
tratamiento de infecciones y para evitar la putrefaccion. Recientemente la plata
ha captado de nuevo la atencion de los investigadores por sus propiedades
antimicrobianas multifuncionales, principalmente en su forma de nano-
particulas. Se han desarrollado varios métodos para la produccion de
nanoparticulas de plata: reduccién fotocatalitica, procesos de reduccion
quimica, reduccién fotoquimica o radioquimica, por mencionar algunos, e
incluso se ha llegado a utilizar la biosintesis para la producciéon de nano-
particulas de plata (Dastjerdi et al, 2010; Kumari et al, 2010; Martinez-Gutiérrez
et al, 2010).

La plata es un agente relativamente seguro, si lo comparamos con
algunos de los compuestos antimicrobianos organicos cuyo uso ha sido
relegado debido a la alto toxicidad que producen al cuerpo humano, sin
embargo se ha evitado su uso debido a los dafios que provoca en el
organismo. Se considera que la plata es un producto versatil, ya que puede ser
utilizado como agente antibacteriano en diferentes productos y ademas su
actividad antimicrobiana es de amplio espectro y su efecto puede apreciarse a

bajas concentraciones.
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También se ha demostrado que la plata tiene la capacidad de prevenir la
formacion de biopeliculas, y esta caracteristica también se ha sugerido en
iones y nanoparticulas de plata. Las nanoparticulas de plata son un
desinfectante no téxico y cuya efectividad se potencializa gracias a su
capacidad de distribucion en las superficies (Dastjerdi et al, 2010;
Sathishkumar et al, 2010).

Su mecanismo antimicrobiano se puede explicar brevemente de la
siguiente manera: el ion destruye la membrana celular o pasa a través de esta,
uniéndose al grupo —SH de las enzimas intracelulares, lo que provoca una
inhibicion del crecimiento de las bacteria y su posterior destruccidon. Los iones
metélicos también catalizan la produccion de radicales libres de oxigeno que
oxidan la estructura molecular de la célula. Los iones de plata pueden llevar a
la desnaturalizacion de proteinas y la muerte celular debido a que reaccionan
con residuos de aminoacidos en proteinas y se unen a los grupos sulfidrilo,
amino, imidazol, fosfato y carboxilo de las proteinas membranales o
enzimaticas, lo cual ademas también puede bloquear la respiracion celular. La
plata también inhibe procesos oxidativos, provoca flujo de metabolitos e
interfiere con la replicacién del ADN. Para que se pueda apreciar eficiencia de
la plata como agente antimicrobiano se requiere de concentraciones
nanomolares de nanoparticulas de plata, mientras que los iones de plata

requieren de concentraciones micromolares (Dastjerdi et al, 2010).

5.6.1 Estudios toxicoldégicos con nanoparticulas de plata
La plata ha sido usada desde tiempos inmemorables en su forma
metalica, o en combinacion con nitratos y sulfadiazina en el tratamiento de
qguemaduras e infecciones bacterianas. Pero debido a la implementacion de
antibioticos, el uso de la plata habia sido relegado completamente. Sin
embargo, con el surgimiento de cepas resistentes a drogas y a los avances en
nanotecnologia la plata esta siendo estudiada de nuevo como un posible

agente antimicrobiano de amplio espectro (Rai et al, 2009).

Los usos potenciales de las nanoparticulas de plata son muy variados,
dependiendo del tratamiento utilizado en su preparacion o bien su capacidad

de incorporarse a materiales de uso medico industrial y sanitario. Por ejemplo,
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se demostrado que el uso de nanoparticulas de plata en soluciones para lentes
de contacto disminuye significativamente el desarrollo de bacterias en dichas
soluciones o en la superficie misma de los lentes, el efecto antimicrobiano ha
sido medido en bacterias que mas frecuentemente causan infecciones a tejidos
oculares, como el caso del Staphylococcus aureus y Pseudomonas

aueruginosa (Willcox et al, 2010).

Se ha medido también la capacidad inhibitoria de las nanoparticulas de
plata contra Pseudomonas aeruginosa en superficies de titanio, ya que este
material es muy comunmente utilizado en la fabricacion de protesis dentales.
Ademas de haber mostrado una buena actividad microbicida en contra de esta
bacteria, posee la cualidad de ser facilmente incorporado a las superficies de
titanio, lo que hace de las nanoparticulas de plata un excelente candidato para
la mejora de las protesis dentales (Flores, et al. 2010).

Se han incorporado nanoparticulas de plata en forma de nanocristales
con quitosano y se ha empleado en el vendaje de heridas en estudios con ratas
de laboratorio, o que permite una reparacién mas rapida de los tejidos. El estar
combinado con el quitosano presenta una ventaja con respecto a las diferentes
preparaciones de la plata, y es que sus niveles sanguineos son
significativamente menores de los que normalmente presenta (Lu et al, 2008).

Las nanoparticulas de plata también se han utilizado en el saneamiento
de agua en sistemas de purificacion, logrando con éxito inhibir la formacién de
biopeliculas de Pseudomonas aeruginosa hasta en un 60% utilizando
concentraciones de plata de 10pug/mL, de dicha masa solamente el 50% de las

bacterias sobreviven el tratamiento (Dror-Ehre et al, 2010).

La actividad antimicrobiana de las nanoparticulas de plata se puede
incrementar al conjugarlas con otros compuestos, como es el caso del Dodecil
sulfato de sodio (SDS), ya que la actividad de las nanoparticulas de plata en
ensayos con Pseudomonas aeruginosa se empieza a presentar a
concentraciones de 5ug/mL en preparaciones bacterianas de 10’ unidades

formadoras de colonias (UFC) (Jyothi et al, 2009).
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Todos los estudios sugieren que las nanoparticulas de plata presentan
actividad antimicrobiana, lo que es posible que también presenten actividad
antifingica y contra la formacion de biofilmes, También es necesario continuar
la investigacion del mecanismo citotoxico de estas nanoparticulas para poder

explicar este proceso.

5.7 Nanoparticulas de zinc

Recientemente, el 6xido de zinc ha demostrado ser altamente atractivo
debido a su sobresaliente aplicacion en celdas solares, sensores, emisores de
rayos UV, y muchas otras aplicaciones mas. Las nanoparticulas de zinc
ofrecen ciertas ventajas sobre la plata, ya que es de un costo menor y por ser
capaces de bloquear emisiones UV. Se ha investigado la actividad
antimicrobicida de las nanoparticulas de zinc en telas de algodon expuestas al
sudor. Ha mostrado tener durabilidad, ain en presencia de un 100% de
humedad en las telas en condiciones alcalinas y acidas. La actividad

microbicida es mayor al ser expuesta a la iluminacion (Dastjerdi et al, 2010).

Se ha podido producir diferentes tipos de arreglos de nano-particulas,
como por ejemplo nanotubos o nanocables, siendo los nanobastones los que
tienen mejor adherencia por las telas (Dastjerdi et al, 2010). Sin embargo, adn
gueda mucho trabajo de investigacion por realizar referente a la actividad
microbicida de las nanoparticulas de zinc y plata y sus posibles usos en la

industria y en la medicina (Dastjerdi et al, 2010).

5.7.1 Estudios toxicoldégicos con nanoparticulas de zinc
El 6xido de zinc es un aditivo comun en los materiales de construccion y
tiene usos ceramicos y aplicaciones como semiconductor o como pigmento. Se
ha usado como 6xido de zinc (en concentraciones de 20mg/L) en estudios de
citotoxicidad contra Bacillus subtilis, Escherichia coli y Pseudomonas

fluorescens (Jiang et al, 2009).

Estudios recientes muestran que el 0xido de zinc podria ser utilizado
como un potente fungicida de uso agricola. La actividad antifungica del 6xido
de zinc fue probada contra hongos patdgenos de postcosecha Botrytis cinérea
y Penicillium expansum. El tamafio de las moléculas de zinc vario de 70 a 15

nm y su actividad fue mas efectiva a concentraciones mayores de 3 mmol/L.
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Estos resultados sugieren que el 6xido de zinc puede tener aplicaciones como
fungicida de uso comercial (He et al, 2010). Otro uso industrial probable para el
oxido de zinc, es como componente en formulaciones de pinturas de interiores,
ya que ha demostrado ser un agente fotocatalitico en presencia de luz
ultravioleta (UV) ya que posee un amplio espectro antimicrobiano en contra de
bacterias relacionadas con su deterioro, como Escherichia coli, Staphylococcus
aureus y Pseudomonas aeruginosa, y mostré actividad antifingica contra

Aspergillus niger y Penicillium chrysogenum (Hochmmanova et al, 2010).

Sin embargo aun queda mucho trabajo de investigacion relacionado con
la capacidad microbicida y antifingica del oOxido de zinc, asi como los

mecanismos por los cuales provoca la lisis celular.

6. Materiales y métodos

6.1 Obtencién de nanoparticulas
Las nanoparticulas de plata y 6xido de zinc utilizadas en este trabajo de
tesis fueron amablemente proporcionadas por la compafia minera Pefioles
(Torredn, Coahuila). Las soluciones de trabajo de nanoparticulas fueron
preparadas adicionando una cantidad conocida de polvo de AgNP a 50 mL de
agua desionizada, la mezcla fue sonicada a temperatura ambiente hasta lograr
su completa homogenizacion (10-30 minutos). Para evitar su oxidacién, las

mezclas fueron almacenadas a -20°C hasta su uso posterior.

6.1.1 Caracterizacion de las nanoparticulas

Las particulas ZnONP y AgNP fueron caracterizadas en el centro de
investigacibn de materiales avanzados (CIMAV) mediante microscopia
electrénica de barrido JSM7401f para determinar tamafio y forma de las
nanoparticlas, y para determinar su composicion quimica se utiliz6 el modo
STEM del mismo equipo. También se determiné su composicion por medio de
patrones de difraccion de rayos X fueron registrados con un difractometro GBC-
difftech MMA (Dandenong, Australia) (Martinez-Gutiérrez et al, 2010).
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6.2 Cultivos bacterianos

Se realizaron cultivos de S. aureus, P. aeruginosa, C. albicans y C.
eremophila. Las cepas fueron obtenidas mediante el centro global de
materiales bioldgicos ATCC. Las cepas bacterianas se mantuvieron en agar
Mueller Hinton, mientras que C. albicans y C. eremophila se mantuvieron en
agar Sabouraud. Los cultivos bacterianos y de C. albicans se incubaron a 37°C
y 5% de CO,y 100 RPM por 24 horas en caldo nutritivo antes de su uso en los
ensayos de viabilidad. El cultivo de C.eremophila se realiz6 a temperatura

ambiente (24° C) durante nueve dias antes de realizar los experimentos.

6.2.1 Ensayos de viabilidad
Estos se llevaron a cabo en los laboratorios de nanotoxicologia del
CIMAV. En éstos se determiné la capacidad antibidtica de los nanomateriales
al exponer a las diferentes cepas bacterianas a la presencia de ZnONP y
AgNP. Se determinaron las UFC por medio de ensayos en placas de 96 pozos
y en cajas Petri con agar sélido, el porcentaje de inhibicibn se obtuvo por
conteo de unidades formadoras de colonias (UFC).

Para los ensayos de viabilidad se utlizaron medios minimos
enriquecidos con extracto de levadura, vitaminas y minerales (elementos traza).
Para las bacterias se utiliz6 medio de cultivo M9, mientras que para las
levaduras se utiliz6 medio de cultivo Lee. Ambos medios se utilizaron en su
version liquida y sélida de acuerdo a las necesidades de los ensayos. La

formulacion es la siguiente:
Medio minimo M9:
Para preparar una alicuota de sales M9 en 800 mL de agua se adicion®:

= 649 Na2HPO4-7H20
= 159 KH2PO4

= 2.5g NaCl

= 5.0g NH4CI

Se mezcld hasta disolver y se ajustd6 a 1000 mL con agua destilada,

posteriormente se esterilizé en el autoclave (15 minutos a 15 libras de presion).
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Para preparar la solucién de trabajo se midieron 700 mL de agua destilada
estéril y se adicionaron 200 mL de sales M9. Posteriormente se agregan
soluciones estériles de 2 mL de MgSO4 1M, 20 mL de glucosa al 20% (o
alguna otra fuente de carbon), 100 mL de CaCl2 1M y se ajusté a 1000 mL con

agua destilada.
Medio minimo Lee:

Para preparar un litro de solucibn de medio minimo Lee se adicionaron los

siguientes componentes a 1000 mL de agua destilada:

e KH2PO4 0.25%
e MgSO4 0.20%
e (NH4)2S04 0.5%
e NaCl 0.5%

La mezcla se esterilizo en el autoclave (15 minutos a 15 libras de presion) y
posteriormente se adicion6é dextrosa al 0.25% (esteril) como fuente de
carbohidratos. Ambos medios minimos fueron posteriormente adicionados con
una solucion de vitaminas (ATCC) y de elementos traza (ATCC) para
complementar los nutrientes necesarios para el desarrollo de los

microorganismos.

6.2.1.1 Preparacion de muestras paralos ensayos de viabilidad.

Se prepararon soluciones de 1x10® bacterias/ml utilizando caldo nutritivo
(Sigma). Para preparar soluciones de 1x10® levaduras/ml se utilizé caldo
Saburoud. El ajuste de las concentraciones bacterianas y de C. albicans se
realizaron mediante medicion de densidad Optica (D.O.) utilizando un
espectrofotometro, y utilizando una longitud de onda de 600nm para las
bacterias y 560nm para las levaduras, ajustando la lectura a un valor de 0,1
D.O.

El desarrollo de micelios de Coniophora sp. se realizd en placas agar

Sabouraud de donde se tomaron las muestras necesarias para los ensayos.
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6.3 Ensayos de inhibicion in vitro

6.3.1 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (MIC) de
los tratamientos con ZnONP y AgNP contra P. aeruginosa y S.
aureus y C. albicans en medio de cultivo liquido.

Para estos ensayos se utiliz6 un amplio rango de concentraciones de
ambos tratamientos con nanoparticulas y se realizaron en placas de 96 pozos
estériles con fondo plano y tapa. Se colocaron 50 uL de medio de cultivo
minimo previamente enriquecido en concentracion 4X en cada uno de los

pozos de tratamientos y controles.

En base a esto se adicion6 agua destilada estéril y solucion de
nanoparticulas, los volimenes se ajustaron de acuerdo a la concentracion
deseada de tratamientos. Finalmente se adicionaron 20 uL de la solucién de
microorganismos previamente ajustada a una concentraciéon de 1x10°® m.o/mL
para lograr un volumen total de 200 pL en cada uno de los pozos. Como
controles negativos se utilizaron 3 pozos en los cuales no se adicionaron
tratamientos. Los controles positivos fueron adicionados con 5 upg/mL de
Gentamicina para S. aureus y P.aeruginosa, mientras que para C. albicans se
utilizaron 0,2 mg/mL de Anfotericina B. Como control de esterilidad se utilizaron
pozos con medio de cultivo sin indculo. Las placas se incubaron a 37°C durante
24 horas. Se consideré que la CMI era la concentracion a la cual no se observé

crecimiento de los microorganismos.

6.3.2 Determinacion de la concentracion minima bactericida (MIB) y
dosis letal 50 DLsp de los tratamientos de ZnONP y AgNP contra
S.aureus, P. aeruginosay C. albicans en medio liquido.

A partir de las placas de 96 pozos utilizadas para le determinacion de
CMI se obtuvieron las muestras para determinar la CMB y DLsy. Para
determinar la CMB se utilizé el contenido de los pozos con tratamientos de
nanoparticulas que no mostraron crecimiento de microorganismos y se

colocaron sobre una placa de agar Muller Hilton.
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Se utilizé un asa de dispersidon bacteriolégica para distribuir
completamente el contenido del pozo y se dejé secar, después se incubaron
los agares a 37°C durante 24 horas. Se consider6 como CMB aquella
concentracion de nanoparticulas en la cual no se observd crecimiento de

colonias bacterianas.

Para la determinacion de la DL50 se utilizaron pozos con
concentraciones menores a la CMI y los controles negativos. A partir de éstas
se realizaron diluciones seriadas 1:10 en tubos Eppendorff estériles de 1,5 mL.
Todos los tubos se homogenizaron durante 20 segundos utilizando un vortex y
se colocaron en agar Muller Hinton tres muestras de 10 uL de cada uno de los
tubos de acuerdo a la metodologia de conteo de UFC por método en gota
(Herigstad, et al 2001) y se incubaron a 37°C por 24 horas. Se realiz6 el conteo
de colonias y se compararon con el control sin tratamientos. Se descartaron
todas las diluciones en las cuales se contaron mas de 30 colonias por gota. Se
design6 como DL50 a todas las concentraciones de nanoparticulas en las
cuales el crecimiento de microorganismos fue 50% menor en comparacion al

control.

6.3.3 Determinacién de MIC de ZnONPy AgNP contra P. aeruginosa, S.
aureus, y C. albicans en medio de cultivo sélido.

Para estos ensayos se utilizé medio de cultivo minimo enriquecido
solidificado con agarosa. Los tratamientos, previamente ajustados a las
concentraciones deseadas, se adicionaron y homogenizaron a los medios
antes de su solidificacion. Los controles negativos se prepararon en ausencia
de tratamientos. Todas las cajas Petri se dejaron incubar a 37°C por 24 horas
para comprobar su esterilidad. Se colocaron 200 uL de solucion bacteriana con
una concentracién de 1000 UFC/mL, lo que equivale a una cantidad de 200
UFC en cada placa de agar. Después de una incubacion a 37°C por 24 horas
se procedié a contar las UFC de todas las placas y se compararon con los

controles.
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6.3.4 Determinacion de la MIC de ZnONP y AgNP contra C. eremophila
por medicion de crecimiento radial.

Los ensayos de viabilidad de C. eremophila se realizaron en cajas Petri
con medio de cultivo minimo enriquecido Lee, a los cuales se les adicionaron
tratamientos de ZnONP y AgNP a diferentes concentraciones, un control
negativo sin tratamientos y un control positivo de Anfotericina B a una
concentracion de 2 pug/mL. Las inoculaciones de C. eremophila se realizaron
colocando en todos los agares un in6culo de 0.25cm? obtenido a partir de un
cultivo fresco. Las placas fueron incubadas a temperatura ambiente por 9 dias.
El crecimiento radial fue medido cada tercer dia durante todo el periodo de
incubacion. Cada experimento se realizd por triplicado (Avila-Sosa et al, 2010;
Portillo-Ruiz et al, 2005).

6.4 Identificacion del mecanismo inhibitorio

Para determinar el mecanismo por el cual las nanoparticulas de plata y
oxido de zinc causan dafio a la célula bacteriana se utilizaron diversos
métodos. Para determinar si existe fraccionamiento del ADN se utilizd la
electroforesis en geles de agarosa al 1%, para detectar dafos en la estructura
de las células se utiliz6 la microscopia electrénica de barrido y de transmision,
y para determinar inhibicion del sistema enzimatico de la célula se determind la
pérdida de capacidad funcional de las enzimas de origen comercial

deshidrogenasa lactica y lipasa.

6.4.1 Determinacién de dafio al material genético
Para determinar el dafio generado al ADN se realizaron ensayos en
volimenes de 50 mL de medio minimo, con el objetivo de obtener suficiente
biomasa. Se incubaron inéculos de 1x10’ m.o./mL en presencia de los
tratamientos con nanoparticulas durante 24 horas a 37°C y 200 RPM. Se
trabajé con una concentracion de 4 ug/mL de AgNP y 100 pg/mL de ZnONP
para P. aeruginosa y S. aureus. En el caso de C. albicans se trabajé con 100

ug/mL de ambas nanoparticulas.

Terminada la incubacién, se recuper6 1,5 mL del medio y se
centrifugaron a 10,000 rpm durante 5 minutos, se elimind el sobrenadante y se

trabajo con el precipitado para la extraccion del ADN (Wizard genomics)
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(Matallana-Surget et al, 2010), y el fraccionamiento al ADN se observd por
medio de geles de agarosa al 1% y bromuro de etidio (0,1 mg/mL), como buffer
de corrida se utilizé el buffer TAE (40mM TRIS-Acetato y 1mM de EDTA), y se
realizd la electroforesis durante 30 minutos. Se considerd la aparicion de
fracciones de ADN de menor peso molecular como indicador del dafo al
material genético y se comparé con microrganismos no expuestos a los

tratamientos con nanoparticulas (Enzmann et al, 1999).

6.4.2 Determinacién del dafio estructural de la pared y la membrana

celular

6.4.2.1 Preparacion de muestras para microscopia electrénica de
transferencia

Para obtener la cantidad de muestra suficiente se realizaron ensayos en
presencia y ausencia de los tratamientos en volumenes de 50 mL en matraces
Erlenmeyer de 250 mL. En el caso del hongo filamentoso, se tomaron muestras
del ensayo en medio sdlido con un sacabocados y se depositaron en un tubo
Eppendorf. A todas las muestras se les adicion6é un mililitro de glutaraldeido al
2,5%, se homogenizaron y se dejaron reposar por dos horas para los
microorganismos y cuatro horas para el hongo filamentoso. Se centrifugaron
los tubos y se elimind el glutaraldehido con dos lavados de buffer de

cacodilatos al 0,1M.

En este paso la muestra se puede almacenar a 40C para su posterior
uso. Dentro de la campana de extraccion se adicionaron 0,3 ml de tetradxido
de osmio al 1% a cada una de las muestras y se dejaron incubar por 1 hora
para las muestras de microorganismos y 2 horas para la muestra de hongos
filamentosos. Se centrifugaron las muestras y elimind el sobrenadante, se

realizd un lavado con buffer de cacodilatos.

A continuacion se procedié a realizar la deshidratacion de la muestra
usando alcoholes a diferentes graduaciones y acetona pura. El proceso se
realiz6 exponiendo la muestra durante 15 minutos en cada solucion, cuyas
concentraciones fueron las siguientes: 70%, 85%, 95% y alcohol absoluto,
finalmente las muestras fueron expuestas durante 15 minutos a acetona sin

diluir.
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Una vez deshidratadas las muestras se pasaron a una capsula de
microscopia y se adicion6 una mezcla que contenia 50% de resina y 50% de
acetona, lo cual se dej0 reposar por 24 horas a temperatura ambiente.
Terminada la incubacion, se centrifugaron las muestras y se eliminé el
sobrenadante. Después se llenaron las capsulas con resina y se dejaron curar
a 60°C por 48 horas, lo cual provoca la solidificacion de la resina. A partir de
este punto la muestra fue llevada a procesar al microtomo y posteriormente fue
observada en un microscopio electronico de transmision Phillips CM200
(Amézaga-Madrid et al, 2002, 2003).

6.4.2.2 Preparacion de muestras para microscopia electronica de
barrido

Al igual que las muestras de la metodologia anterior, por medio de la
centrifugacion se obtuvieron botones de células expuestas a tratamientos. En el
caso del hongo filamentoso, se tomaron muestras del ensayo en medio sdlido
con un sacabocados y se depositaron en un tubo Eppendorf. Se adicion6 un
mililitro de glutaraldeido al 2,5% en el cual se procedi6 a homogenizar la
muestra y se dejo reposar por una hora. Se centrifugaron los tubos y se eliminé
el glutaraldehido. Se realizaron dos lavados con buffer de cacodilatos al 0,1M a

4000 RPM durante 5 minutos y se procedio a deshidratar la muestra.

Dicha deshidratacion es similar a la utilizada para muestras de
microscopia de transmision, sin embargo en este caso no se utiliza acetona. El
proceso se realiz6 exponiendo la muestra durante 15 minutos en cada
concentracion gradual de alcohol, las concentraciones utilizadas fueron: 70%,
85%, 95% y alcohol absoluto.

La muestra se resuspendid en el alcohol absoluto y fue colocada en un
papel filtro, el cual se doblé y se grapo para no permitir la pérdida de las
células. Los papeles filtro fueron colocados entonces en la camara del equipo
de secado a punto critico de CO,, la cual se habian colocado previamente diez

mililitros de alcohol absoluto.

Se procedié a cerrar la camara e iniciar el secado, exponiendo las
muestras a CO; liquido y permitiendo su salida purgando el alcohol y el agua

contenida en las células. Una vez que la camara se llend, se procedio a subir la
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temperatura a 31°C y la presién a 110 atm. Las muestras se colocan entonces
en un portamuestras con adhesivo y reciben un bafio de oro antes de proceder

a observarlas en el microscopio electrénico.

6.4.2.3 Observacion mediante microscopia electronica de barrido de
biopeliculas generadas por microorganismos patégenos
expuestos a AgNP
Se observé que en varios de los cultivos en matraces Herlenmeyer para
microscopia electronica los microorganismos formaron una biopelicula que
captaba AgNP, aislandolas del medio y permitiendo el desarrollo de los
microorganismos patégenos. Debido a que esto podria ser un mecanismo de
defensa por parte de las bacterias, se decidid observar dichas biopeliculas y
comprobar la composicién de los cimulos contenidos en ellas. Por medio del
modo STEM del microscopio electronico de trasmision se analizaron dichas

muestras para comprobar su composicién quimica.

6.5 Medicion de la actividad enzimatica
Los ensayos de actividad enzimatica solamente se llevaron a cabo con
AgNP, ya que las ZnONP no mostraron una importante actividad inhibitoria en

contra los microorganismos estudiados.

6.5.1 Actividad de la lipasa expuesta a AgNP por medio de un método
colorimétrico comercial

Para medir la inhibicibn de la actividad enzimatica de la lipasa en

presencia de tratamientos de nanoparticulas se utilizé el reactivo marca

Randox, el cuales un método colorimétrico para la medicion de triglicéridos

mediante la medicion de la absorbancia de los productos de las reacciones

enzimaticas de la lipasa y la peroxidasa. Es in método indirecto que se basa en

el calculo de glicerol libre para la determinacién de triglicéridos.
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Principio:

Triglicéridos + H20 (lipasa) —glicerol + acidos grasos

Glicerol + ATP (GK) —glicerol-3-fosfato + ADP

Glicerol-3-fosfato + O2 (GPO) — dihidroxiacetona fosfato + H202

2H202 + 4-aminoantipirina + 4 clorofenol (POD) — quinoneimina + HCL +
4H20

Componentes Concentraciones en la Prueba:

Reactivo 1 (Tampdn): Tampodn Pipes 40 mmol/l, pH 7,4, 4-clorofenol 5,4 mmoll/l,
lones de magnesio 5,0 mmol/l, ATP 1,0 mmol/l, Peroxidasa 20,5 U/ml, [EC
1.11.1.7; Rébano, 25°C], Glicerolquinasa 20,4 U/ml, [EC 2.7.1.30; Microbial,
25°C], Glicerol-3-fosfato oxidasa 21,5 U/ml, [EC 1.1.3.21; Microbial, 25°C],
Acida Sddica 0,05 %.

Reactivo 2 (Enzima): 4-aminoantipirina 0,4 mmol/l, Lipasas [EC 3.1.1.3;
Microbial, 25°C] 2150 U/ml, Azida Sodica 0,05 %.

Reactivo 3 (Patron): 2,29 mmol/l (200 mg/dl).

6.5.2 Actividad de la lipasa contenida en lisados bacterianos y
expuesta a AgNP por medio de la medicién del pH

De manera complementaria se realizaron ensayos en los cuales se

lisaron células de P. aeruginosa. Las muestras consistieron en soluciones

bacterianas de 1mL que fueron expuestas a 25mL de cloroformo. La solucion

se agit6é vigorosamente durante 15 minutos.

La solucién de sustrato se preparo al colocar 5 mL de sustrato de lipasa (Sigma
Chemical Co., USA) y 10 mL de solucion Buffer Tris HCL (pH 7.2) en matraces
Erlenmeyer de 50 mL. Las AgNP fueron adicionadas en los frascos control y de
prueba (Concentracion final de 5 pg/mL) por triplicado y se mantuvieron en
agitacion magnética hasta la realizacion del ensayo. Para medir la actividad
catalitica de la lipasa se adicionaron alicuotas de 1 mL de lisado de P.
aeruginosa a todos los matraces. Se utilizé una muestra de cada matraz para

medir la actividad enzimatica a diferentes tiempos (10, 20 y 30 min.). Para
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detener la reaccion enziméatica se adicionaron 10 mL de acetona a la mezcla.
Entonces se procedié a medir el pH utilizando un pHmetro automatico (Thermo
scientific Irion 2-star plus).

La actividad de la lipasa, al liberar acidos grasos acidifica ligeramente el
medio, por lo que una baja en el valor de pH se consider6 como evidencia de
qgue la enzima no esta siendo inhibida, mientras que un valor constante de pH
nos indica que la actividad enzimatica no se esté llevando a cabo. Este método

es una variante de la técnica reportada por Tembhucar (Tembucar et al, 2012).

7. Resultados

7.1 Caracterizacion de las nanoparticulas

El tamafio y forma de laso nanoparticulas se determin6 por medio de la
microscopia electrénica de barrido y pudimos confirmar que las nanoparticulas
estdn compuestas por plata y Oxido de zinc, ademas de que se pudieron
observar las distintas formas geométricas que las componen, gracias a la
microscopia electronica de barrido (Figura 1). También se pudo analizar su
composicién quimica gracias al analisis en difraccion de rayos X, confirmando
la fase cristalina de las nanoparticulas (cubica para AQNP y hexagonal para el
ZnONP) (Martinez-Gutiérrez et al, 2010).
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Figura 1.- Microscopia electronica de barrido, en la cual se observa A)
Nanoparticulas de plata a una resolucién de 100KX, con un rango de tamafio de
19.7 a 41.9 nm. B) Nanoparticulas de Oxido de Zinc, con un rango de tamafo de
14.3a44.5 nm.



7.2 Ensayos de viabilidad in vitro

En la tabla 1 podemos apreciar los valores determinados en ensayos en

placas de 96 pozos con medio minimo M9:

MIC de AgNP | MIC de AgNP | MIC de ZnONP | MIC de ZnONP
Microorganismo en medio | en medio | en medio | en medio

acuoso solido acuoso solido
Pseudomonas MIC 7,0 pg/mL MIC 1,0 pg/mL No se observa | No se observa
aeruginosa inhibicion inhibicion
Staphylococcus MIC 5,5 pg/mL MIC 2,0 pg/mL No se observa | No se observa
aureus inhibicién inhibicion

Tabla 1.- Comparacion entre las MIC de las nanoparticulas en ensayos realizados
en medio liqguido y medio sdlido contra S. aureus y P. aeruginosa.

En las Figuras 2 y 3 se muestran los valores de viabilidad determinados
en ensayos en medio soélido en placas de 96 pozos con medio minimo Lee para
C. albicans y C. eremophila respectivamente, en presencia de los tratamientos

de plata y 6xido de zinc:

Porcentaje de viabilidad Candida albicans expuesta a

AgNPy ZnONP
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Figura 2.- Porcentaje de viabilidad y citotoxicidad de Candida albicans ATCC

102312 en presencia de nanoparticulas de platay 6xido de zinc en medio soélido.
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Porcentaje de viabilidad de Coniophora eremophila
ATCC 64458 en presencia de nanoparticulas de plata
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Figura 3.- Porcentaje de viabilidad y citotoxicidad de Coniophora eremophila
ATCC 64458 en presencia de nanoparticulas de plata proporcionadas por

Pefioles

7.3 Determinacion de dafio al material genético
En la figura 4 se muestran los resultados de la electroforesis en geles de
agarosa del material genético de los diferentes microorganismos (S. aureus, P.
aeruginosa, C albicans y C. eremophila) después de ser expuestos a los

tratamientos con nanoarticulas de plata y 6xido de zinc.

Determinacion del dafio genético a microorganismos
expuestos a nanoparticulas de platay ZnO
12 3 45 6 7

1. P.aeruginosa control, 2. P.aeruginosa vs plata, 3. P.aeruginosa vs ZnO,
4. C.albicans control, 5. C.albicans vs plata 6. C.albicans vs ZnO,
7. Marcador de peso molecular
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Figura 4.- Determinacion del dafio al material genético de los microrganismos
expuestos a nanoparticulas de plata y 6xido de zinc por medio de la

electroforesis en gel de agarosa con bromuro de etidio.
7.4 Dafio estructural de las paredes y membranas celulares

7.4.1 Microscopia electrénica de barrido (SEM)
Por medio de analisis SEM se analizaron muestras de los diferentes

microorganismos de acuerdo a lo explicado en la metodologia.

7.4.1.1 Micrografias de P. aeruginosa expuesta a tratamientos de
AgNP

LEI 20kVY  X20,000 WD 8.0mm 1um

Figura 5.- Comparacién entre una muestra de P.aeruginosa control (A) y una
muestra expuesta a nanoparticulas de plata (B). Las invaginaciones en la
membrana son mas obvias en las células expuestas a AgNP, sin embargo los
tratamientos con ZnONP no mostraron diferencias con respecto al control sin

tratamiento (resultados no mostrados).
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7.4.1.2 Micrografias de S.aureus expuesto a tratamientos de AgNP

LEI 20kv  X20,000 WD80mm Tum CIMAV SE SEM LEI 20kV  X20,000 WD 8.0mm Tum

Figura 6.- Microscopia electrénica de transmision de las muestras de S. aureus
control (A), expuestas a AgNP (B) y a ZnONP (C). Como puede observarse en las
imagenes, no hay diferencia en la estructura de los tres grupos de bacterias.

7.4.1.3 Micrografias de C. albicans expuesta a los tratamientos con
AgNP y ZnONP
En la Figura 7 podemos comparar el resultado de la exposicion de
C.albicans (7A) a los tratamientos con AgNP (7B) y ZnONP (7C).

Figura 7.- Comparacion entre una muestra de C.albicans control (A) y una

muestra expuesta a nanoparticulas de plata (B) y de ZnONP (C). Tanto en B,
como en C se puede observar el dafio extenso en la pared celular de las

levaduras.
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Figura 8.- Microscopia electronica de transmision de las muestras de C.

eremophila control (A), expuestas a AGNP (B) y a ZnONP (C). En ninguno de los

tratamientos se observan alteraciones a la estructura de las células fungicas.

7.4.2 Microscopia electronica de transmision (TEM)

La presencia de NPs en el citoplasma de las bacterias no fue evidente,
sin embargo, como se menciond antes, esto se debe a que el didametro de las
NP usada es mas grande. Sin embargo el analisis elemental mostré pequefias
cantidades de plata dentro de las células (0.75% de peso). Esto puede ser
explicado por la liberacién de iones por parte de las NP, ya que se piensa que
es el mecanismo por el cual son capaces de causar inhibicion en los diferentes
tipos de células.

En C. albicans, a pesar de haber mostrado resistencia a la inhibicion por
AgNPs podemos observar la presencia de dichas particulas en su citoplasma
(Figura 9), lo cual puede explicarse también con el tamafio de las NP, ya que
se ha reportado que las células eucariotas son mas sensibles a las de diametro
mayor, mientras que las bacterias son mas sensibles a las NP de diametros del

rango de los 10 nm.
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Figura 9.- Internalizacién de AgNP en el citoplasma de C. albicans. A) Las
nanoparticulas rodean las células en el exterior de su pared. B) Dentro del
citoplasma se pueden observar las AgNP, a pesar de que no lograron inhibir

completamente el crecimiento de las levaduras.

7.4.3 Analisis de biopeliculas por medio de la microscopia electrénica
de barrido

Durante los ensayos con mayor volumen de medio acuoso se observo

que las bacterias producian una biopelicula que capturaba a las NPs, por lo
gue se decidié analizar dicho material para confirmar si este material biolégico
contenia restos de los metales. Para esto se llevaron a cabo analisis SEM
acoplados con EDS para estudiar cimulos de color oscuro que se sospechaba
que eran las AgNPs atrapadas en un material secretado por los
microorganismos (Figura 10). El andlisis elemental (Figura 10B) confirmé la
presencia de AgNP capturado en un compuesto a base de carbono,

presumiblemente orgénico.

La presencia de la biopelicula reduce la exposicion de los
microorganismos a las NPs, lo que se correlaciona con una CMI mas elevada
en medios liquidos. La secrecion de exopolisacéaridos es un mecanismo bien
conocido de defensa de los microorganismos en contra del medio ambiente y
los agentes quimicos, incluidos los antibiéticos (Flores et al, 2016; Thomas et
al, 2016).
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7.5 Medicion de la actividad enzimatica

7.4.2 Medicién de la actividad enzimatica de lipasa y DHL comerciales por
medio de una técnica colorimétrica

Debido a que la interaccion de los iones metéalicos con las enzimas es un
posible mecanismo de inhibicion por parte de AgNP se llevaron a cabo ensayos
en los cuales se expusieran diferentes enzimas constitutivas tanto a las NPs

como al AgNO3, como se explica en la metodologia.

Element Weight %  Atomic %

C 4.77 10
o 39.78 61.32
Na 7.64 8.20
Mg 0.77 0.78
P 13.21 10.51
K 2.19 1.38
Ca 1.56 0.96
Ag 29.99 6.86
Total 100

Electron Image 1

Spectrum 1

B

ull Scale 205 cts Cursor: 4 638 (4 cts) ke'|

Figura 10. Analisis SEM de los exopolisacaridos obtenidos después de exponer
a S. aureus a AgNP. A) muestra la micrografia de la biopelicula producida por las
bacterias después de la exposicion al tratamiento. B) muestra el analisis
elemental que confirma la composicion del material capturado en la biopelicula.

En la figura 11A se muestra la reduccion de la actividad de la muestra de
lipasa comercial, en la cual se confirma que los iones de plata tienen mayor
poder inhibitorio que las AgNP en si. Se sabe que las AgNP pierden
aproximadamente del 10 al 30% de su volumen en forma de Ag’, y dichos

iones son los que interactian con las enzimas, interrumpiendo procesos como
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la formacion de paredes celulares o la actividad metabdlica de las células
(Cong et al, 2011). La inhibicién de la Lipasa (Figura 11B) confirma la actividad
no discriminativa de los iones de interactuar con cualquier enzima, ya que su

composicién quimica es similar.

A B,
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5 0.04 = 0.06
0.03 0.04
0.02
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0.01
» 0
Control AgNP AgNO3 Control AgNP AgNO3

Figura 11. Actividad enzimética de la dehidrogenasa lactica y la lipasa expuestas
a AgNP y AgNO;. A) muestra la actividad de DHL y B) de la lipasa, las cuales
fueron determinadas por métodos colorimétricos con medicion de densidad
Optica (D.O.). En ambos casos se puede observar que el control no tratado
presenta una actividad mayor que sus contrapartes expuestas a la plata. Sin
embargo, AgNO3 presenta una mayor actividad inhibitoria en contra de las dos

enzimas.* p < 0.05.

Para confirmar la actividad inhibitoria en enzimas bacterianas se decidié
probar con lisados celulares de P. aeruginosa, sin embargo el método de
medicion fue por medio de la medicion de pH. En este caso también se observo
qgue AgNP es capaz de reducir la actividad enzimatica de la lipasa, y la

inhibicién incrementa con el tiempo de exposicion (Figura 12).

Debido a que se tienen referencias por predicciones en programas de
simulacion de reacciones quimicas, es posible que la plata se una a los
puentes disulfuro de las enzimas, provocando cambios en su conformacion
tridimensional, lo que explicaria su actividad inhibitoria y su poca selectividad a

la hora de unirse a las enzimas.
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Figura 12. La medicién de los valores de pH de los lisados de P. aeruginosa
expuesta a AgNPs. Como se explica en materiales y métodos, las variaciones de
pH indican que el lisado expuesto a las AgNPs durante 30 minutos presenta una

disminucién estadisticamente significativa de la actividad de la lipasa. *p<0.05.

Para demostrar esto se realizaron ensayos en los cuales se colocaron
proteinas proteinas (inmunoglobulinas) (Figura 13) y péptidos (insulina) (Figura
14) conformadas por dos o mas cadenas unidas por puentes disulfuro, se
expusieron a las nanoparticulas de plata, y se realizaran electroforesis en geles
de poliacrilamida con la técnica PAGE nativa para observar si hay separacion

de las subunidades de dichos compuestos.

Anticuerpos
Ac vs AgNO;
Acvs AgNP
Ac vs ZnONP
Acvs DTT

©
£
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<

Figura 13.- Gel de poliacrilamida de una muestra de anticuerpos monoclonales

de conejo anti IgA, en los cuales no se observa fraccionamiento de las proteinas.
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Contrario a lo esperado, no hubo fraccionamiento de las cadenas de
anticuerpos, ya que no hay diferencia entre el control sin tratamiento (carril 2) con el
resto de las muestras tratadas. En el ensayo con Insulina comercial se obtuvo un
resultado similar, en el cual no se logrd observar ningun tipo de fraccionamiento de las
cadenas de péptidos, expuestas a AQNP y AgNO; a 37°C.

Control AgNO; AgNP  AgNO;  AgNP
30min 30 min 60 min 60 min

Figura 14.- Gel de poliacrilamida de una muestra de insulina humana comercial,

en los cuales no se observarompimiento de los puentes disulfuro.

Estos resultados nos indican que la interaccion de los iones de plata no
se llevan a cabo con los grupos tiol de las cisteinas que conforman los puentes
disulfuro, o que al menos no son interacciones lo suficientemente fuertes para
romper dicho tipo de enlace. Presumiblemente las interacciones se llevan a
cabo con algun otro grupo funcional, se recomienda realizar estudios para
determinar si en realidad son las atracciones electroestaticas que se ven

afectadas por la presencia de la plata.

8. Discusiones:
8.1 Ensayos de viabilidad in vitro.

8.1.1 Citotoxicidad de las nanoparticulas de plata proporcionadas por
Pefioles en medio liquido contra S. aureus ATCC 29213 y P.
aeruginosa ATCC 15442.

Las nanoparticulas de plata fueron las Unicas que presentaron actividad
inhibitoria contra las bacterias, especialmente en medio sélido, ya que las MIC
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fueron mucho menores que las observadas en medio liquido. Mientras que el

oxido de zinc no mostré ningun tipo de inhibicion en medios liquidos o sélidos.

8.1.2 Citotoxicidad de las nanoparticulas de plata y 6xido de zinc en
medio sélido contra Candida albicans ATCC 10231

Las nanoparticulas de plata inhibieron el crecimiento de la levadura en

su totalidad a una concentracion de 140ug/mL en medio sélido, lo cual confirma
que la precipitacion de nanoparticulas disminuye en gran medida la actividad
inhibitoria, ya que en medio liquido la misma concentracion de nanoparticulas
se consideraba como DL50. En medio sélido también la DL50 requiri6 de
menos cantidad de nanopatrticulas, siendo su valor final de 60ug/mL (Figura 1).
En el caso de las nanoparticulas de ZnO, se logré una inhibicion del 62,5%

utilizando una concentracion de 140ug/mL, y una DL50 de 80ug/mL (Figura 2).

Todo esto concuerda con los estudios realizados por Zhaoxia en el 2010,
quien propone que en medio liquido, las nanoparticulas tienden a aglomerarse,
lo que afecta negativamente su actividad inhibitoria. También es congruente
con lo propuesto por Liu en el 2009, quien menciona que en medio soélido se
puede evitar la disminucién de dicha actividad, ya que las nanoparticulas se

mantienen dispersas.

8.1.3 Citotoxicidad de las nanoparticulas de plata contra
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 en medio M9 sélido
En el caso de las nanoparticulas de plata a bajas concentraciones
observamos que la inhibicibn en medio sélido permanece en rangos de CMI
similares, ya que los tratamientos presentaron inhibicion a las mismas
concentraciones (1-2ug/mL) (Tabla 1). Esto es debido a que bajas
concentraciones de nanoparticulas en medio liquido no provoca precipitaciones
a corto plazo, por lo que el poder inhibitorio permanece intacto, esto es claro en
medio de cultivo con baja concentracion de sales y proteinas (Zhaoxia et al
2010).
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8.1.4 Citotoxicidad de las nanoparticulas de plata contra Coniophora
eremophila ATCC 64458 por medio de crecimiento radial en placas
de agar Lee

Al igual que en los ensayos realizados contra bacterias, las muestras de
Pefioles mostraron un comportamiento diferente. A pesar de que las CMl y la
DL50 aumentaron, la reproducibilidad del experimento otorga més confianza
sobre estos nuevos resultados, ya que la variacion de concentraciones de
nanoparticulas de plata es mucho menor. Se observé a una concentracion de

30ug/mL obtenemos la DL50 (Figura 3).

Sin embargo al momento de escribir el presente reporte esta en proceso
el ensayo en que se utilizaron concentraciones mayores de nanoparticulas (50,
60, 80 y 100 ug/mL), pero dadas las tendencias observadas, es probable que

se determine la CMI a dichas concentraciones.

8.2 Determinacién de dafio al material genético

No se detectdé fraccionamiento del material genético de los
microorganismos (P. aeruginosa, S. aureus y C. albicans) por medio de la
técnica de gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio (Figura 4), sin embargo
esto no es prueba definitiva de que los iones metalicos no interactiien con el
material genético de las células expuestas a los tratamientos con AgNP y
ZnONP, y debido a la naturaleza quimica del ADN, es muy probable que los
iones positivos de la plata interactien con los iones fosfato de los puentes
fosfodiéster que unen a las ribosas de los diferentes acidos nucléicos. También
es posible una interaccion con las bases nitrogenadas, especialmente con los
atomos de oxigeno que forman parte de los puentes de hidrogeno que unen a
ambas cadenas de ADN. También es necesario realizar mas investigaciones
qgue involucren la regulacion de la expresion génica en células expuestas a

dichos tratamientos.
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8.3 Dafio estructural de las paredes y membranas celulares

8.3.1 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

El dafio a la pared y membrana celular es otro mecanismo de inhibicion
comun de los antibiéticos comerciales, por lo que era necesario estudiar un
posible efecto similar por parte de las nanoparticulas, cuya inhibicion ya hemos
demostrado en los ensayos de viabilidad/citotoxicidad. La microscopia SEM es
ideal para este tipo de analisis en particular, ya que por su naturaleza permite
obtener imagenes de alta definicion de las superficies celulares, lo cual genera
informacion especifica sobre las alteraciones estructurales mencionadas. En
base a esto se disefiaron los ensayos explicados a detalle en la metodologia y

cuyos resultados analizaremos a continuacion.

8.3.1.1 Ensayos con P. aeruginosa expuesta a AgNP y ZnONP
Como se menciona en la introduccioén, los microorganismos gramnegativos
poseen una estructura caracteristica que los difiere de las bacterias Gram-

positivas y las células fungicas.

La pared celular de bacterias como P. aeruginosa es delgada y sus
mecanismos de resistencia y adaptacion al medio ambiente estdn mas
relacionadas con su metabolismo y con la integridad de su membrana celular, y
en base a estudios similares (Grigor'eva et al, 2013; Li et al, 2008) podemos
predecir que es la membrana celular la que debe de sufrir la mayor parte de los

dafos estructurales.

Debido a que la presencia de ZnONP no mostrd inhibicion del crecimiento
de las bacterias, tanto Gram-positivas como Gram-neagtivas, los resultados de
la microscopia electrénica no se consideraron relevantes, por lo que solamente

se muestran los resultados con AgNP.

Los experimentos mostraron que la exposicion de P. aeruginosa a AgNP
resultd en la presencia de invaginaciones en la membrana celular (Figura 6B).
A pesar de que las invaginaciones se observan también en células no
expuestas, posiblemente debido al proceso de deshidratacion durante la
preparacion de la muestra (Figura 6A), esta alteracion estructural es mas obvia

y pronunciada en las células expuestas a los tratamientos. Ademas de los
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resultados obtenidos en este estudios también se ha reportado dafios muy
similares en otras especies de bacterias gram-negativas, como E. coli y S.
typhimurium en presencia de nanoparticulas metalicas (Grigor'eva et al, 2013;
Li et al, 2008). Basandose en dicha informacién, y en el hecho de que sabemos
gue los tratamientos de AgNP inhiben el desarrollo de dichos microorganismos
podemos inferir que el dafio observado es significativo en las membranas
celulares bacterianas e interfiere con el crecimientos y reproduccion de P.

aeruginosa.

8.3.1.2 Ensayos con S. aureus expuesta a AgQNP y ZnONP.

Los resultados del analisis SEM para las muestras de S. aureus, a pesar de
gue en los ensayos de viabilidad/citotoxicida su crecimiento fue inhibido por los
tratamientos, no muestran evidencia de que la integridad de su pared celular
haya sido comprometida de alguna manera (Figura 7), sin embargo, Grigor'eva
et al mostraron que las AgNP de un didmetro de 8 a 10 nm si pueden
introducirse en las células gram-positivas, causando dafos estructurales, por lo
cual podemos proponer que la integridad de la célula depende en parte de la
internalizacion de las nanoparticulas al citoplasma, y que si bien la liberacion
de iones plata al medio de cultivo impide la reproduccién de la bacteria, no

afecta la estructura de la pared celular bacteriana.

Otra posibilidad es que la cantidad de iones por parte de las AgNP no es lo
suficientemente alta para que se puedan observar cambios evidentes que

puedan ser interpretados como dafos estructurales.

8.3.1.3 Ensayos con C. albicans expuesta a AQNP y ZnONP.

En el caso de ambos microorganismos fangicos se observd una inhibicion
del crecimiento en presencia de ambas nanoparticulas, por lo que se decidié
estudiar el efecto en la integridad de su estructura celular por medio de la
microscopia electrénica de barrido. Se observdé que la exposicion de C.
albicans a AgNP y ZnONP resultd en dafio severo a la estructura de su pared
celular (Figura 5). Las cicatrices de gemacion siguen estando presentes en las
células del control no expuesto (Figura 5A), en contraste las células expuestas
muestran interrupcion del proceso de gemacion con dafio estructural de la

pared celular (Figura 5B y 5C). Las microscopias electronicas de barrido nos
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proporcinan la evidencia necesaria para proponer un mecanismo de accion de
las AgNP en el cual la interaccion resultante inhibe los rocesos metabdlicos
responsables de mantener la integridad fisica de las paredes celulares de las

células levaduriformes, mas especificamente de C. albicans.

Estudios similares han evaluado la susceptibilidad de la integridad de la
membrana celular de Saccharomyces cerevisiae expuesta a nanoparticulas
metélicas, por medio de la densitometria de flujo, sin embargo este trabajo
muestra imagenes de microscopia electrénica de lo que solamente se habia
demostrado de forma indirecta, ademas de que en dichos estudios no se

menciona el uso de AgNP (Otero-Gonzalez et al, 2013).

8.3.1.4 Ensayos con C. eremophila expuesta a AQNP y ZnONP.

C. eremophila tampoco mostré6 dafio estructural en sus paredes o
membranas celulares al ser analizados por microscopia electronica (Figura 8).
Sin embargo, el interés de estudiar la inhibicion de dicho organismo radica en
las pocas referencias que lo mencionan a pesar de ser un importante patbgeno
de la madera. Debido a que no todos los microorganismos hayan mostrado
dafio estructural, a pesar de haber sido inhibidos por las NP, nos indica que la
alteracion de la pared y membrana celular no es su principal mecanismo de
inhibicion, y podria en cambio ser el resultado de un mecanismo mas general

gue afecta a todo tipo de células (eucariotas y procariotas).

9. Conclusiones

Los resultados de este trabajo muestran que las AgNPs son tdxicas
contra los microorganismos estudiados. La evidencia indica que los
mecanismos para la inhibicion del crecimiento fueron diferentes para los
distintos microorganismos debido a que su estructura celular es diferente. El
dafio estructural fue confirmado solamente en C. albicans y P. aeruginosa,
tratadas con AgNPs. En los demas microorganismos, es posible que el

mecanismo de inhibicion sea por via enzimatica.

A pesar de que ZnONP mostr6 dafio a la pared celular de C. albicans, no

mostré actividad inhibitoria importante en contra de ningun otro
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microorganismo, por lo que se decidié continuar el analisis de los mecanismos

de inhibicion de la plata solamente.

Un mecanismo de defensa por parte de los microorganismos en contra
de las AgNP es la formacion de biopeliculas, lo cual se confirm6 debido a una
menor actividad inhibitoria por parte de las AgNP en presencia de los

exopolisacaridos.

La inhibicién de la actividad catalitica de las enzimas fue mas importante
por parte del AgNO3, ya que el potencial de Ag® (que es liberado también por
las AgNPs) para interactuar con proteinas y enzimas es mayor que el de las
AgNPs. Por lo que se concluye que los dafios observados y la inhibicién

enzimatica es llevada a cabo principalmente por dicho ion.

A nuestro saber, este es el primer reporte de la actividad inhibitoria de
AgNPs en contra del hongo patdgeno de la madera C. eremophila, y los
resultados sugieren que la plata puede ser utilizada para evitar el deterioro de
los productos de madera.
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