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Once there was a child's dream

(Una vez hubo un suefio de nifio)

One night the clock struck twelve

(Una noche el reloj marcé las doce)

The window open wide

(La ventana abierta de par en par)

Once there was a child's heart
(Una vez hubo un corazén de nifio)

The age I learned to fly

(La edad en que aprendi a volar)

And took a step outside

(Y di un paso afuera)

Tuomas Holopainen, Nightwish, Once, Dark Chest of Wonders, 2004
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RESUMEN

Las infecciones asociadas a las bacterias han aumentado en los dltimos anos, esto
debido mayormente al uso excesivo de antibi6ticos y a la resistencia que desarrollan
los microorganismos a estos compuestos, de ahi que se busquen alternativas a los
tratamientos médicos convencionales. Las nanoparticulas (NPs), como las de plata,
6xido de zinc (Zn0O), etc., han demostrado ser una buena alternativa debido a su alta
capacidad antibacteriana asociado a su tamafio nanométrico. Dentro de las
metodologias para sintetizarlas se encuentra la quimica verde, donde el uso de

especies vegetales es uno de los recursos mas utilizados.

En este trabajo se us6 el extracto de la especie vegetal Dysphania
ambrosioides (epazote) para sintetizar las NPs de ZnO (ZnO-NPs) de diferentes
tamafios, variando la temperatura de sintesis, se evaluaron sobre cepas bacterianas
de interés médico y odontologicos, y se determiné la influencia del tamano de

particula sobre su inhibicion.

Las temperaturas de sintesis utilizadas fueron: 200, 400, 600 y 800 °C, con
las que se obtuvieron ZnO-NPs de diferentes tamafios, en promedio de 7 a 130 nm,
ademas de formas distintas dependiendo de la temperatura usada en la sintesis.
Observandose la caracteristica de que el incremento de la temperatura favorecio el

aumento del tamano de las NPs.

La caracterizaciéon de las ZnO-NPs por difraccion de rayos X (XRD),
microscopia electréonica de transmision convencional (TEM) y de alta resolucién

(HRTEM) confirm6 la presencia de la fase cristalina hexagonal del ZnO. Por



microscopia electronica de barrido por emision de campo (FESEM) se observaron
las formas obtenidas, en todas las sintesis (200, 400, 600 y 800 °C) se obtuvieron
formas cuasiesféricas y sélo a 600 y 800 °C resultaron también formas de prismas
hexagonales. Por espectroscopia infrarroja (FTIR) se identifico la senal
correspondiente a la vibracion del enlace Zn-O y por termogravimetria (TG) se

evalu6 su estabilidad, siendo las ZnO-NPs a 600 °C las mas estables.

Las pruebas antibacterianas demostraron la influencia del tamafio de
particula en la inhibicion bacteriana, las NPs de menor tamano lograron una mayor
inhibicion, apreciable con las cepas Staphylococcus aureus y Escherichia coli,
aunque todas las cepas evaluadas (Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus mutans,
Streptococcus sanguinis, Porphyromonas gingivalis y Prevotella intermedia)

fueron sensibles a las ZnO-NPs.

El estudio de acoplamiento molecular evidenci6é una interaccién favorable
entre las ZnO-NPs con las proteinas bacterianas TagF de Staphylococcus
epidermidis y AcrAB-TolC de Escherichia coli, lo que llevd a proponerlas como
posibles blancos de las NPs, y asi tener una mayor entendimiento de su mecanismo

antibacteriano.



ABSTRACT

Bacteria-associated infections have increased in recent years, due to the excessive
use of antibiotics and the resistance developed by the microorganisms to these
compounds, leading to the search for new medical treatments. Nanoparticles (NPs),
such as silver, zinc oxide (ZnO), etc., have proven to be a good option due to their
high antibacterial capacity associated with their nanometric size. Among the
methodologies to synthesize them is green synthesis, where the use of plant species

is one of the most used resources.

In this work, the extract of the plant species Dysphania ambrosioides
(wormseed) was used to synthesize different sized ZnO-NPs, besides varying the
synthesis temperature, testing them on bacterial strains of medical and dental

interest, and determining the influence of particle size on their inhibition.

The different synthesis temperatures used were: 200, 400, 600, and 800 °C,
which allowed synthesizing different sized ZnO-NPs, on average from 7 to 130 nm,
and different shapes depending on the temperature used in the synthesis.
Furthermore, it was observed that as the temperature increased, the size of the NPs

was larger.

The characterization of the ZnO-NPs by X-ray diffraction (XRD),
conventional transmission electron microscopy (TEM), and high-resolution
transmission electron microscopy (HRTEM) confirmed the presence of the ZnO
hexagonal crystalline structure. The resulting shapes were observed by field

emission scanning electron microscopy (FESEM); in all syntheses (200, 400, 600,
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and 800 °C), quasi-spherical were obtained, at 600 and 800 °C hexagonal prism
shapes also appeared. By the Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), the
vibration corresponding to the Zn-O bond was identified, and by thermogravimetry

(TG), the stability was evaluated, being the ZnO-NPs 600 °C the most stable.

The antibacterial evaluation demonstrated the influence of particle size on
bacterial inhibition; the smaller the ZnO-NPs size, the higher the inhibition. This was
observed mainly with Staphylococcus aureus and Escherichia coli strains, although
all the evaluated strains (Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus mutans, Streptococcus
sanguinis, Porphyromonas gingivalis, and Prevotella intermedia) were sensitive to

ZnO-NPs.

Furthermore, the molecular docking study showed a favorable interaction
between ZnO-NPs with bacterial proteins TagF from Staphylococcus epidermidis
and AcrAB-TolC from Escherichia coli, which led to proposing them as possible

targets of NPs, allowing a better understanding of their antibacterial mechanisms.



1. ANTECEDENTES

1.1 Infecciones generadas por bacterias
Las infecciones bacterianas tienen un gran impacto en la salud publica. Las
enfermedades pueden producirse en cualquier lugar del cuerpo y ser causadas por el

propio microorganismo o por la respuesta del cuerpo a su presencia [1].

Las bacterias se transmiten al ser humano a través del aire, agua, alimentos
o vectores vivos. Una vez que una persona esta infectada, puede o no observarse una
enfermedad clinicamente aparente y dependera de los factores del huésped para
determinar si la enfermedad se desarrollara tras la transmision de un agente
bacteriano [1]. Entre las bacterias que desarrollan infecciones en el cuerpo humano
se encuentran Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus

epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, entre otras.

Escherichia coli (Figura 1a) es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo,
de un tamano de 3 um, cominmente movil por flagelos [2]. Es un miembro
importante de la microflora intestinal normal de los seres humanos, y otros
mamiferos, pero también es la causante mas comun de infecciones agudas del tracto
urinario, asi como de sepsis en el mismo tracto. Esta asociada a la meningitis, sepsis
neonatal, y a la generacion de abscesos en varios 6rganos y tejidos. Puede provocar
enteritis aguda, es la causa general de la "diarrea del viajero”, una enfermedad
parecida a la disenteria que afecta a los seres humanos, y de la colitis hemorragica, a

menudo denominada "diarrea con sangre" [3].

()



Staphylococcus aureus (Figura 1b) es una bacteria Gram positiva de 0.5 a 1.5
um de tamaio, presenta morfologia de cocos agrupados en racimos, es inmovil,
anaerobia facultativa, se encuentra en la piel y mucosas de individuos sanos [4,5].
También es un importante patégeno bacteriano humano que provoca una gran
variedad de manifestaciones clinicas como endocarditis, infecciones en la piel,
tejidos blandos, pulmones, etc. Segiin las cepas implicadas y el lugar de la infeccidn,
estas bacterias pueden causar padecimientos invasivos y/o enfermedades mediadas
por toxinas. Los contagios son frecuentes tanto en entornos adquiridos en la
comunidad como en los hospitales y su tratamiento sigue siendo un reto debido a la
aparicion de cepas multirresistentes como la Staphylococcus aureus resistente a la

meticilina (MRSA) [6].

Staphylococcus epidermidis (Figura 1c) es una bacteria Gram positiva de 0.5
a 1.5 um de tamafo, morfologia de cocos agrupados en racimos, inmévil y su
metabolismo es anaerobio facultativo [7]. Esta presente en la piel y mucosas,
especialmente en sitios himedos como axilas, ingle, conjuntivas, etc. Es conocida
como la principal causante de las infecciones de dispositivos médicos implantados,
como los catéteres intravenosos periféricos o centrales. La queratitis ocular y la
endoftalmitis por lentes de contacto contaminadas, asi como por sondas urinarias
infectadas, la bacteriemia, la mediastinitis y otras enfermedades estan asociadas a
esta bacteria. Se considera hoy en dia un importante patdégeno oportunista.
Actualmente se le asocia como la causante mas frecuente de infecciones
nosocomiales. La existencia de una alta frecuencia de Staphylococcus epidermidis

en la microflora de la piel humana, la amplia colonizacion de las células epiteliales y

()



varios factores de virulencia, como su capacidad para formar biopelicula, son las

principales razones de estos contagios [8,9].

Pseudomonas aeruginosa (Figura 1d) es un bacilo recto o ligeramente
curveado de 2 a 4 um, Gram negativo, aerobio y movil por flagelo polar [10]. Puede
causar miultiples infecciones que varian de locales a sistémicas y de benignas a
potencialmente mortales. En las tltimas décadas, esta bacteria se ha convertido en
uno de los agentes causantes mas frecuentes de enfermedades nosocomiales como
la neumonia, ademas esté involucrada en afecciones del trato urinario y del torrente
sanguineo. Los problemas cronicos de las vias respiratorias por Pseudomonas
aeruginosa son de las principales causas de morbilidad en personas con fibrosis
quistica o enfermedad pulmonar obstructiva crénica. Esto esta relacionado con su

capacidad para desarrollar rapidamente resistencia a multiples clases de antibi6ticos

[11].
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Figura 1. Especies bacterianas de interés médico. a) Escherichia coli. b)
Staphylococcus aureus. ¢) Staphylococcus epidermidis. d) Pseudomonas

aeruginosa. [tomadas de la red]

1.1.1 Bacterias asociadas a enfermedades orales

La cavidad bucal estd compuesta de diversas estructuras anatémicas, cada una de
ellas colonizada por una gran cantidad de bacterias, la biopelicula bacteriana
proverbial. Algunas de estas bacterias han sido implicadas en enfermedades bucales
como la caries y la periodontitis, que estan entre las infecciones bacterianas mas

comunes en la poblacién a nivel mundial [12].

()



Existe una gran diversidad de héabitats dentro de la cavidad bucal, esto
depende de las concentraciones de oxigeno, la disponibilidad de nutrientes, la
temperatura, la exposicion a factores inmunologicos y las caracteristicas anatémicas
[13]. Es ampliamente aceptado que algunos microorganismos bucales causan
enfermedades principalmente por una forma sinérgica o cooperativa, y que las

infecciones bucales son de naturaleza polimicrobiana [14].

Streptococcus mutans (Figura 2a) esta asociada al desarrollo de la caries, que
es el dano al esmalte del diente y puede provocar la pérdida del mismo [14]. Es una
bacteria Gram positiva en forma de cocos de 0.5 a 1 um de tamano, su metabolismo
es anaerobio facultativo y forma parte de la placa dental [15]. Su capacidad para
metabolizar rapidamente una gran variedad de azicares y generar acidos organicos
provoca la disminuciéon del pH en el ambiente bucal, con la consecuente
desmineralizacion del esmalte dental. La destruccion progresiva del esmalte hasta la
formacion de una cavidad, lleva a la invasion de la pulpa dental y de ahi a la

circulacion, por lo que también participa en la generaciéon de endocarditis [14,16].

Streptococcus sanguinis (Figura 2b) es una bacteria Gram positiva, anaerobia
facultativa, de 0.6 a 2 um de tamano, en forma de cocos. Su presencia en la boca es
usual en condiciones normales de salud debido a su capacidad para adherirse a la
saliva, por su interacciéon con proteinas de la superficie dental. Aunque también es
una de las principales causantes de endocarditis infecciosa en valvulas cardiacas, lo

que puede ser mortal [17].



X

Prevotella intermedia (Figura 2c) es un bacilo de 1 um de tamafio, Gram
negativo, anaerobio. Se le ha asociado con el desarrollo de muchas formas de
enfermedad periodontal humana, incluida la periodontitis cronica y la de apariciéon
temprana, participa de manera importante en el deterioro periodontal de los
diabéticos, asi como en la generacion de la gingivitis ulcerosa necrosante aguda [18].
Esta involucrada en el desarrollo de abscesos periamigdalinos y orales, e infecciones

pulmonares. Tiene una alta capacidad para desarrollar resistencia a los antibioticos

[19].

Porphyromonas gingivalis (Figura 2d) es considera como una de las
bacterias odontopatdgenas periodontales mas relevantes, estd implicada en procesos
infecciosos como la periodontitis cronica y agresiva debido a su capacidad para
adherirse a estas superficies y evadir el sistema inmune del huésped [20]. Es un
cocobacilo Gram negativo, no mévil, anaerobio estricto, de 1 a 3.5 um de tamano
[21]. Se le ha identificado en infecciones pulmonares como la neumonia, en
padecimientos cardiacos y recientemente se ha investigado su participaciéon en el

desarrollo del Alzheimer [21,22].



Figura 2. Especies bacterianas de interés odontoldgico. a) Streptococcus mutans.

b) Streptococcus sanguinis. ¢) Prevotella intermedia. d) Porphyromonas

gingivalis. [tomadas de la red]

Streptococcus sanguinis, Prevotella intermedia y Porphyromonas
gingivalis, en conjunto con otras especies bacterianas, forman parte de los
complejos en los que Sigmund Socransky, microbi6logo y periodoncista canadiense,
las agrup6 por su participacion en el desarrollo de la enfermedad periodontal, un
padecimiento que lleva a la destruccion de las encias y del hueso que sujeta los
dientes. Streptococcus sanguinis se encuentra en el complejo amarillo, participa en

las primeras etapas de la enfermedad, colonizando y preparando la superficie
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dentaria parala llegada de los siguientes complejos. Prevotella intermedia pertenece
al complejo anaranjado, que agrupa una gran cantidad de bacterias, e interactiian
con las cepas colonizadoras iniciales para agravar el dafio y sirven de puente con los
colonizadores tardios, que conforman el complejo rojo, donde se ubica
Porphyromonas gingivalis junto con otras dos bacterias, que desarrollan la

patologia y una respuesta inflamatoria [23,24] (Figura 3).

Actinomyces

species

V. parvula
A. odontolyticus

S. mitis
S. oralis

S. sanguls C. gracilis S

Streptococcus sp.
S. gordonii P. gingivalis

. A T. forsythia
S. intermedius S. constellatd® v E. nodatum Siniimes

E. corrodens
C. gingivalis C. showae
C. sputigena

. ochracea

A. :2,’,',‘,’!,?‘;‘ A. actino. b S. noxia

Figura 3. Diagrama de Socransky que representa la interaccion entre los complejos

microbianos. [23,24]

La proliferacion bacteriana consecuencia de una dieta rica en azicares, como

la sacarosa, aunado a una deficiente higiene bucal, favorece el desarrollo de
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patologias o procesos infecciosos como caries, gingivitis y periodontitis. Existen
muchas estrategias para reducir la acumulaciéon de placa, desde la restriccion del
consumo de azucar, hasta la vacunacion contra bacterias odontopatégenas
especificas como Streptococcus mutans o el uso de agentes antimicrobianos como
antibioticos, antisépticos o recientemente el uso de NPs en enjuagues bucales o

pastas dentifricas en conjunto con técnicas adecuadas de cepillado [25,26].

1.2 Nanoparticulas (NPs)

Las NPs se incluyen dentro de los materiales con unidades estructurales basicas
como granos, fibras, particulas u otros componentes con al menos en una dimensiéon
se encuentra en el intervalo de 1-100 nm, inclusive un intervalo mayor. Su
importancia radica en que, en el mundo nanométrico, los materiales pueden adquirir

o realzar propiedades diferentes a las que tienen a escala macroscopica [27].

Las NPs pueden ser ensambladas de tal manera que ademés de la reducciéon
del tamano, también se favorezca una mayor superficie de contacto, dando lugar a
propiedades fisicoquimicas superiores (mecanicas, eléctricas, magnéticas, Opticas,
catalitica, etc.), permitiendo el desarrollo de aplicaciones en campos tan diversos

como la medicina, electronica, informatica, etc. [28].
Las NPs pertenecen a la nanociencia que se encarga del estudio de los

fenomenos y el manejo de materiales a escala nanométrica [29] (Figura 4) e

involucra a la nanotecnologia que se enfoca en el disefio, la caracterizacién y la



aplicacion de estructuras, dispositivos y sistemas complejos mediante el control de
la forma, el tamano y las propiedades de la materia a esta escala.
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Figura 4. Escala nanométrica (1-100 nm) [tomada de www.nanova.org]

Actualmente las NPs son objeto de intensa investigacion cientifica, debido a
su amplia variedad de aplicaciones potenciales (Figura 5), en campos como el

médico, alimenticio, 6ptico, electronico, quimico, agricultura, etc. [30].
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Figura 5. Algunos campos de aplicacion de las NPs [30]

El interés que presentan las NPs se basa en que la reduccion de tamafio lleva
a nuevas propiedades no presentes normalmente en sus homologos macroscopicos,
ademas de que otras caracteristicas como lo son sus formas, sus propiedades de
superficie y fisicas, su composicion quimica, si estan recubiertas [31] (Figura 6), las

hacen muy versatiles para ser usadas en diferentes areas debido a que:

« Al reducir el tamafio se permite sintetizar estructuras con mayor relacion
superficie/volumen, es decir, hay mayor cantidad de atomos o moléculas

superficiales por unidad de volumen.

(=)



0,
L <4

L)

Aparecen propiedades tnicas de los sistemas de tamaiio reducido, el efecto
del tamano cuantico, ya que estan constituidos por un pequeno nimero de
atomos o moléculas. Los efectos cuanticos dominan el comportamiento de la
materia a escala nanométrica influyendo en sus propiedades oOpticas,

eléctricas y magnéticas.

La forma en la que se distribuyen las moléculas da lugar a diferencias

importantes en cuanto a las propiedades mecénicas.

Las NPs presentan mayor area superficial en comparacion con su homologo
macroscopico en volumen, por lo que se considera que al disminuir el
tamano se obtiene un nuevo material. Esto hace, que el material sea méas

reactivo.
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Figura 6. Propiedades y caracteristicas de las NPs [31]

1.3 Actividad antibacteriana de las NPs

En los dltimos anos, el nimero de infecciones asociadas con bacterias resistentes a
los antibi6ticos han aumentado. Los antibidticos actiian inhibiendo las sintesis de
pared celular, proteinas y acidos nucleicos, o alterando funciones de la membrana
celular y el metabolismo bacteriano. Las bacterias son capaces de desarrollar
rapidamente mecanismos de resistencia a través de multiples vias que incluyen la
alteracion o inactivacion del antibiotico, la modificacion de la diana o una via

metabolica para evitar su efecto danino, solo por mencionar algunos /32].



Las NPs se basan en mecanismos antibacterianos completamente diferentes
a los de los antibioticos tradicionales, proporcionando una alternativa convincente.
Para todas las variedades de NPs, el mecanismo antibacteriano no se comprende del
todo. La superficie especifica de las NPs aumenta a medida que disminuye el tamafio
de particula, lo que permite una mayor interaccion del material con el entorno. La
composicion quimica, la concentracion, el tamano y la forma de las NPs son algunas

de las variables mas relevantes que influyen en la actividad antibacteriana /32,33].

La capacidad antibacteriana de las NPs se centra en que debido a su tamano
nanométrico presentan una mayor relacion volumen/superficie, lo que les
proporciona una interaccién considerablemente mas grande con las estructuras
microbianas y asi ejercer su actividad antibacteriana, ademas de que llevan a la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), que son moléculas altamente
oxidantes, y liberacion de iones lo que afecta a proteinas y al ADN de las bacterias,
aunado a que éstas no han desarrollado mecanismos de resistencia muy eficientes

contra las NPs [33,34].

Las NPs metalicas y de oxidos metalicos son de las mas estudiadas por su
estabilidad y bioseguridad, las NPs de plata (Ag-NPs), 6xido de zinc (ZnO-NPs),
oxido de cobre (CuO-NPs) entre otras, han atraido una atencién especial porque se

les han comprobado una alta efectividad antibacteriana [35].

Las Ag-NPs son las mas estudiadas y de las que se tiene mayor conocimiento
de su mecanismo de accién antibacteriano, tienen la desventaja de no ser tan
biocompatibles, afectando a células normales del organismo si se busca su aplicacion

en seres humanos [36].

(=)



Otras NPs con actividad antibacteriana son las CuO-NPs, estas ejercen su
actividad por la liberacién de Cu2+, ademas poseen una baja solubilidad en agua, lo
que permite una liberacién sostenida de iones Cu2+ para uso a largo plazo, estas

también presentan el inconveniente de que los iones Cu2* afectan a las células sanas

del cuerpo /37].

Las ZnO-NPs tienen un amplio espectro de actividad antimicrobiana hacia
diferentes bacterias, hongos y virus debido a su mayor area superficial, mayor
capacidad de absorcidn, cristalinidad y transmision, estas tienen la ventaja de ser

maés biocompatibles /38].

1.3.1 Mecanismo de acciéon antibacteriano de las NPs

El mecanismo antibacteriano de las NPs no estd completamente desarrollado, pero
se han descrito varios procesos (Figura 7); uno de ellos indica que las NPs
interactian con la pared celular bacteriana causando perturbaciones en las
funciones de la membrana celular como la destruccion de su integridad, el
desacoplamiento de la cadena de transporte electrénico inhibiendo la respiracion
celular, provocando finalmente su muerte. La carga global de la membrana y pared
de las células bacterianas es negativa debido al exceso de grupos carboxilicos que
estan disociados, las NPs tienen generalmente una carga positiva, como resultado,
las cargas opuestas entre las NPs y estas estructuras generan una fuerte atraccion

electrostaticas, produciendo un dano debido a su acumulacion [34].



Otro de los mecanismos es mediante la generaciéon de ROS, que incluyen al
radical hidroxilo (*OH), peroxido de hidrégeno (H20-) y el radical anién superoxido
(*O2), como resultado de la activacion de las NPs por la luz visible y ultravioleta. Las
NPs activadas reaccionan con las moléculas de agua (H-0) donde estan suspendidas,
separandolas en ‘OH y protones (H+). Las moléculas de O- disueltas en el medio se
transforman en *O-, que a su vez reacciona con los H+ para generar HO-'.
Posteriormente, esta especie interactia con electrones produciendo aniones de
peroxido de hidrogeno (HO2"), el HO2 reacciona con los H+ para producir moléculas
de H20-. El ‘OH y *O-" estan negativamente cargados por lo que no pueden penetrar
a la célula bacteriana hasta que no se debilite su integridad, permaneciendo en
contacto directo con la superficie externa de la bacteria causando dafio. El H2O- si

puede penetra y ejercer su accion tanto adentro como afuera del microorganismo

[34,38].

Las NPs que ingresan a la bacteria interaccionan con las proteinas, enzimas y
el ADN, lo que tienen efecto significativo en la inhibiciéon de su metabolismo y la
ruptura del sistema enzimatico, este dafno se ve incrementado cuando las NPs liberan

iones de manera sostenida [39].
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Figura 7. Mecanismo de accion antibacteriano de las NPs [tomada de

www.nanowerk.com/spotlight/spotid=32188.php]

La accion antibacteriana dependera de factores como el tamafio y la forma de
las NPs, su composicion quimica, el recubrimiento, su carga superficial potencial y
la concentracion, las que estan en el intervalo de tamafo de 1-10 nm han mostrado

tener la mayor actividad antibacteriana /40].

Las propiedades antibacterianas de las NPs se han utilizado, por ejemplo,
para revestir superficies que evitan la adhesién microbiana y asi reducir la formacién

de biopelicula [41] ademés se han desarrollado nanocompuestos y agentes de union
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a dentina que contienen NPs con una potente actividad antibacteriana en su

aplicacion odontologica [42].

1.4 Quimica verde

La quimica verde tiene como propdsito el promover las tecnologias quimicas
innovadoras que reduzcan o eliminen el uso y la generaciéon de sustancias peligrosas
en el disefo, fabricacion y empleo de productos quimicos. Consiste en reducir al
minimo o de ser posible eliminar por completo la contaminacién producida en
procesos de elaboracion, evitando al maximo el consumo y desperdicio de materias
primas no renovables, asi como el empleo de materiales peligrosos o contaminantes
en la fabricacion de productos. Paul J. Anastas, considerado el padre de la quimica
verde, la define como “una filosofia de trabajo que implica la utilizacion de
herramientas y caminos alternativos que prevengan la contaminacién”,
refiriéndose tanto al disefio de la estrategia sintética como al tratamiento de los

posibles productos secundarios que se devengan de dicha ruta [43-45].
Los doce principios basicos de la quimica verde son [44]:
1. Es mejor evitar los residuos que tratarlos o limpiarlos una vez formados.

2. La ruta sintética debe ser disenada con el objetivo de maximizar la

incorporacion de la materia prima usada en el producto final.



10.

11.

La metodologia sintética debe procurar generar el nimero minimo de

sustancias toxicas para el ser humano y el ambiente.

Los productos quimicos disefiados deben ser eficaces e inocuos.

El uso de sustancias auxiliares (disolventes) seguras o evitarlas en lo posible.
Los requerimientos energéticos de la ruta sintética también deben ser
tomados en cuenta y minimizados. Las reacciones deben llevarse a cabo a

temperatura ambiente y presion atmosférica normal cuando sea factible.

Las materias primas deben ser renovables cuando sea técnica y

econOmicamente favorable.
La reduccion de subproductos.

El uso de catalizadores en las reacciones.

Los productos quimicos deben ser disenados de modo que al final de su vida

util se descompongan en compuestos inocuos.

La metodologia analitica debe ser usada para poder controlar los procesos,

evitando la formacién de sustancias peligrosas.
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12. Las sustancias y su estado fisico deben ser elegidas con cuidado de modo que

se eviten potenciales situaciones de riesgo como explosiones o fuegos.

1.4.1 Mecanismo de sintesis de NPs por quimica verde

Para generar NPs se distinguen dos enfoques [46] (Figura 8):
% “Top-Down” o de arriba-abajo: enfoque que desarrolla las NPs mediante
técnicas fisicas como la molienda o la abrasiéon de un material.

% “Bottom-Up” o de abajo-arriba: enfoque en el que las NPs se producen a partir
de “nanobloques” de 4tomos o moléculas dando lugar a agrupaciones mas

complejas. En este enfoque se distinguen tres alternativas:

e Sintesis quimica. Método para producir moléculas o particulas mediante

la reaccion entre las sustancias usadas como materia prima.

e Autoensamble. Técnica en la que los &tomos o moléculas se ordenan a si

mismas mediante interacciones fisicas y/o quimicas.

e Ensamble posicional. Los atomos, moléculas o sus agregados son
manipulados deliberadamente y posicionados uno por uno. Este método
es extremadamente laborioso y no es conveniente como proceso

industrial.

(o)



De las metodologias que estan teniendo relevancia en la obtencion de NPs,
dentro del enfoque “bottom-up”, se encuentra la sintesis por quimica verde (Figura
6). El uso de especies vegetales es uno de los recursos maés utilizados para llevar a
cabo este procedimiento. Varios metabolitos de las plantas, incluyendo terpenoides,
polifenoles, azucares, alcaloides y proteinas, juegan un papel importante en la

sintesis de NPs actuando de manera conjunta [46-48].
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Figura 8. Enfoques generales para la sintesis de NPs [32]



En particular, la fuente del extracto vegetal es un factor importante que
influye en su morfologia y tamafio, debido a que las diferentes concentraciones de
los metabolitos en los extractos de las plantas dan lugar a las diferencias en las NPs
sintetizadas, ademas de que dependen de otros factores como la concentracion del

ion metalico, pH, tiempo y temperatura de reaccion [47,48].

La salida de un proton del grupo hidroxilo de los terpenoides da como
resultado la formacion de estructuras resonantes capaces de una mayor oxidacién.
Este proceso va acompanado de la reduccién activa de iones metalicos, seguida de la

formaciéon de NPs [47].

Los flavonoides son un gran grupo de compuestos polifendlicos que pueden
quelar y reducir activamente los iones metalicos en NPs al contener varios grupos
funcionales capaces de la formaciéon de estas estructuras. Las transformaciones
estructurales de los flavonoides igualmente generan protones que reducen los iones
metalicos para formar NPs por lo que estan involucrados en la nucleacién, etapa

inicial de su formacion y una mayor agregacion [47].

Los azucares presentes en los extractos de plantas también pueden inducir la
formacion de NPs. Los monosacaridos tales como la glucosa pueden actuar como
agentes reductores, el grupo aldehido del aztcar se oxida en un grupo carboxilo a
través de la adicion de grupos hidroxilo que a su vez conduce a la reduccion de iones

metalicos y a la sintesis de las NPs [47].

Las proteinas facilitan la formacién de NPs a partir de iones metalicos debido

a su alta actividad reductora y potencial para atraer iones metalicos a las regiones de

()
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una molécula responsable de la reduccion, pero su actividad quelante no es excesiva.
Los aminoacidos de una proteina pueden influir en gran medida al tamano, la
morfologia y la cantidad de NPs que se generan por lo que desempenan un papel

muy importante en la determinacién de su forma y rendimiento [47].

En general, el mecanismo de sintesis incluye las siguientes fases [47] (Figura
9):
1. Faseinicial: obtencion del medio de reaccién, que es el extracto, generalmente

acuoso, de una o varias partes de la planta y adicion de los iones metalicos.

2. Fase de activacion: en la cual ocurren la reducciéon de iones metéalicos y

nucleacion.

3. Fase de crecimiento: donde las pequefias NPs adyacentes se fusionan
espontaneamente en particulas de mayor tamaiio formando agregados, esta
fase se ve influenciada por factores como temperatura, concentracion y tipo

de metabolitos, pH, tiempo de la reaccion, etc.

4. Fase de terminacion: donde se determina la forma final de las NPs y los
compuestos en el extracto ayudan a estabilizarlas quedandose adheridas a

ellas y ayudan a potenciar sus propiedades biolbgicas.
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Figura 9. Mecanismo de sintesis de NPs por quimica verde [47]

1.5 Oxido de zinc (ZnO)

El ZnO es quimicamente inerte, poco soluble en agua, ademas de que posee alta
resistencia mecéanica y baja toxicidad. Es util como matriz para transportar y
estabilizar farmacos, posee propiedades terapéuticas sobre las irritaciones y heridas
superficiales por su efecto astringente y antibacterial. Para las lesiones y quemaduras
en piel se aplica en polvo y en cremas sobre la parte afectada, quedando una fina
capa protectora. En el proceso de cicatrizacion el Zn forma parte de las

metaloproteinasas implicadas en la reparacion celular en el sitio de la lesion por

()
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degradacion de colageno y facilitan la migracion de queratinocitos. La
administraciéon de ZnO tanto oral como tépica a personas con niveles bajos de este
compuesto en sangre y tejidos, mejora los procesos de regeneracion celular y

aceleran la reparacion de heridas en la piel [49].

Posee alta absorcion Optica a los rayos ultravioleta A (315-400 nm) y
regiones del ultravioleta B (280-315 nm) lo que es beneficioso en la respuesta

antibacteriana y como protector solar en cosméticos [49].

En cuanto a su actividad antibacteriana, el ZnO en su tamafio nanométrico o
ZnO-NPs de entre 25-40 nm han mostrado efecto antibacteriano contra
Staphylococcus aureus, Proteus mirabilis, Serratia marcescens y Citrobacter
freundii [50], ZnO-NPs de entre 15-37 nm han inhibido el crecimiento de bacterias
como Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae,
Enterococcus faecalis y Shigella flexneri [51], ZnO-NPs de aproximadamente 30 nm
han mostrado efecto antibacteriano sobre Staphylococcus aureus, Escherichia coli
y Salmonella spp [52], ZnO-NPs de 57 nm han inhibido el crecimiento de

Pseudomonas aeruginosa [53].



2. JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido al interés médico que tienen las ZnO-NPs por sus propiedades
antibacterianas, se continda la btisqueda de procesos eficientes de sintesis con el
menor impacto posible al ambiente, siendo la quimica verde una alternativa a los
métodos clasicos de sintesis que permiten solventar estos problemas. De ahi el
interés en profundizar en las caracteristicas que presentan las ZnO-NPs sintetizadas
por quimica verde, asi como adquirir un mayor entendimiento de la influencia del

tamano de particula sobre sus propiedades antibacterianas.

3. OBJETIVO GENERAL

Sintetizar ZnO-NPs de diferentes tamanos por el método de quimica verde y evaluar

sus propiedades antibacterianas en funcion del tamafio de particula.
3.1 Objetivos particulares

« Sintetizar las ZnO-NPs empleando el método de quimica verde, utilizando el
extracto acuoso de la especie vegetal Dysphania ambrosioides como medio

de sintesis, variando la temperatura a la que se realiza la reaccion.

« Caracterizar las ZnO-NPs sintetizadas a través de difraccion de rayos X
(XRD), microscopia electronica de barrido por emisién de campo (FESEM),
espectroscopia por dispersion de energia de rayos X (EDS), microscopia

electronica de transmision convencional (TEM) y de alta resolucion

()



(HRTEM), espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) y

termogravimetria (TG).

« Evaluar las propiedades antibacterianas de las ZnO-NPs sintetizadas de
diferente tamano de particula por el método de difusiébn en disco y

determinacidon de la concentracion minima bactericida.

% Determinar los modos de union entre las ZnO-NPs y proteinas bacterianas,

como posibles blancos, mediante un estudio de acoplamiento molecular.

4. HIPOTESIS

Al variar las condiciones de sintesis por quimica verde de las ZnO-NPs, se obtendran
NPs de diferentes tamafnios de particula lo que influirA en sus propiedades

antibacterianas.



5. DESARROLLO EXPERIMENTAL

5.1 Materiales

Los materiales usados para la sintesis de las ZnO-NPs y su caracterizacion fueron
hojas secas de la especie vegetal Dysphania ambrosioides obtenidas
comercialmente, nitrato de zinc hexahidratado al 99.0 % (Zn(NOs3)226H-0)
comprado de Meyer y rejillas de cobre de 300 mesh cubiertas de carbon. Para las
pruebas antibacterianas se usaron agar soya tripticasa (TSA) y caldo soya tripticasa

(TSB) comprados de BD Bioxon, sangre de cordero desfibrinada y agua desionizada.

5.2 Sintesis por quimica verde de las ZnO-NPs

Para la sintesis se utilizo la especie vegetal Dysphania ambrosioides y se sigui6 el
siguiente procedimiento [54,55] (Figura 10). La planta se lavé con agua y se dejo
secar, una vez seca se molio. Se tomaron 10 g del material seco molido y se colocaron
en 100 mL de agua desionizada, se dejo macerar por 1 h a temperatura ambiente,
transcurrido el tiempo, la mezcla se colocod en agitacién por 2 h a 40 °C y 50 rpm.

Terminado el proceso, el extracto acuoso se separ6 del material vegetal por filtracion.

La reaccion se realiz6 a cuatro temperaturas: 200, 400, 600 y 800 °C. Para
ello, se mezclaron 20 mL de extracto obtenido anteriormente con 1.5 g de
Zn(NO3)2+6H-0, se dejaron en agitacion durante 10 min a temperatura ambiente,
después de la agitacion, la mezcla se coloco en una mufla durante 1 h ala temperatura

ala que se realizo la reaccion, después del tiempo, se saco de la mufla y se dejo enfriar
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a temperatura ambiente. El sélido resultante de cada reaccion se lavo por triplicado

con agua desionizada y se dejo secar por 24 h.

20 ml extracto +

Agitacién (10 min/T amb)

\
[600 oc|

00 °C 800 °C

Nanoparticulas de ZnO
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1.5 g de Zn(NO;), | e J | 200°C

1) Macerar en 100 ml H,0 (1 h/T amb) . 1) Sintesis en mufla (1 h) n 400 °C
2) Agitacién (1 h/40 °C/50 rpm) “

600 °C

o s00°C

Solido sintetizado

Figura 10. Procedimiento para la sintesis por quimica verde de las ZnO-NPs de

diferente tamano de particula.

5.3 Caracterizacion

Los soélidos resultantes de las reacciones a diferentes temperaturas fueron

caracterizados por XRD, FESEM, EDS, TEM, HRTEM, FTIR y TG para determinar

los tamanos de particula obtenidos, formas resultantes, estructura cristalina,

confirmar la sintesis y su estabilidad

La caracterizacion por XRD se realiz6 utilizando un difractémetro de rayos X

Bruker AXS D8 Advance operado a un voltaje de 40 kV, una corriente de 30 mA con




radiaciéon Cu Ka (1.541 A), entre los angulos 260 de 4°-110° para analizar la estructura

cristalina. Los resultados fueron analizados usando el Powder Diffraction File (PDF)

#891397 para el ZnO.

El tamano promedio de cristal fue calculado con la féormula de Debye—

Scherrer.
D=K A/Bcos0

Donde: D- tamafnio promedio de cristal; K- factor de forma usualmente
tomado como 0.9; A- la longitud de onda de la radiacion de los rayos X (k= 1.541 A)
para AkaCu; 0- angulo de difraccion de Bragg; B- el ancho de la linea a la mitad de la

altura maxima expresado en radianes.

Para el analisis por FESEM, la muestra se mont6 en un portamuestras de
aluminio con cinta de carbono conductora. Se utiliz6 un microscopio electronico de
barrido por emisién de campo JEOL, modelo JSM7800F con resoluciéon de 0.7 nm,

equipado con una microsonda OXFORD para analisis por EDS.

En el estudio por TEM se utilizé un microscopio electronico de transmision
JEOL modelo JEM 2010 FEG, con resolucién de 0.19 nm, equipado con una
microsonda modelo Voyager marca NORAN para anélisis por EDS. Las mediciones
de la distancia interplanares se registraron en imagenes de HRTEM utilizando la

transformada rapida de Fourier (FFT) en el software Digital Micrograph de GATAN.

En el experimento de FTIR se us6 un espectrofotometro FTIR Bruker Tensor
27 en laregiéon de nimero de onda de 4000-500 cm, el anélisis de realiz6 colocando

las muestras en pastillas de bromuro de potasio (KBr).



En la caracterizacion por TG se us6 un termoanalizador marca TA
Instruments modelo SDT Q600 bajo una atmosfera de aire usando una rampa de

temperatura de 10 a 800 °C con un incremento de 10 °C/min.

5.4 Evaluacion antibacteriana

Para determinar la influencia del tamafio de particula de las ZnO-NPs sobre sus
propiedades antibacterianas, se realizaron las pruebas de difusiéon en disco y
determinacion de la concentracion minima bactericida. Se evaluaron varias cepas de
interés médico y odontologico, que para fines de estos ensayos se clasificaron en

aerobias y anaerobias (Tabla 1).

Tabla 1. Especies bacterianas utilizadas

Tipo Gram positivas Gram negativas
Staphylococcus aureus Escherichia coli
(ATCC 25923) (ATCC 33780)
Aerobias
Staphylococcus epidermidis =~ Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 14990) (ATCC 43536)
Streptococcus sanguinis Prevotella intermedia
(ATCC 10556) (ATCC 25611)
Anaerobias
Streptococcus mutans Porphyromonas gingivalis
(ATCC 25275) (ATCC 33277)

ATCC: coleccidon americana de cultivos tipo
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5.4.1 Prueba de difusiéon en disco

Se utiliz6 el método de Kirby-Bauer [56,57] para evaluar las ZnO-NPs de diferentes

tamafios a las concentraciones de 81400 ug/mL (1 M) y 40700 pug/mL (0.5 M).

En condiciones de esterilidad, se prepararon las suspensiones de las ZnO-NPs
a las concentraciones a evaluar usando agua desionizada y se mantuvieron en

agitacion en todo momento.

Se ajust6 cada bacteria a una densidad Optica de 1y se cultivaron en placas
con los medios de cultivo: TSA para las bacterias aerobias y TSA con 5 % de sangre
de cordero desfibrinada para las bacterias anaerobias. Se colocaron los discos de
papel filtro de 6 mm de didmetro sobre los medios de cultivo previamente sembrados

con las bacterias (Figura 11).

Se tomaron 5 uL de las suspensiones de las ZnO-NPs (agitacion constante) y
se distribuyeron sobre el disco de papel filtro, por duplicado. Como control positivo
se usaron 5 uL de clorhexidina (2100 pg/mL) y como control negativo 5 puL. de TSB
estéril (0 ug/mL). Se incubaron a 35 °C durante 18 a 24 h para las bacterias aerobias
y durante 48 a 72 h a la misma temperatura y en condiciones de anaerobiosis para
las bacterias anaerobias. Después de los periodos de incubaciéon se midieron los

halos de inhibicién generados.



Clorhexidina
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Figura 11. Distribucién de los discos de 6 mm de didmetro.

5.4.2 Concentracion minima bactericida (MBC)

La determinacion de la MBC se realiz6 por el método de microdilucién en caldo de

cultivo en placas de 96 pocillos [57].

Se prepararon las suspensiones de las ZnO-NPs haciendo diluciones seriadas,
partiendo de la concentracion 81400 ug/mL (1 M) hasta la concentracion 5088
ug/mL (0.063 M), se colocaron 100 uL de cada suspension en los pocillos, por
duplicado. Como control positivo se utilizaron 100 pL de clorhexidina (2100 pg/mL)
y 100 uL de TSB estéril como control negativo (0 ug/mL). Cada pocillo con ZnO-
NPs y controles se inocul6 asépticamente con 10 pL de suspension bacteriana a una
concentracion de 107 bacterias/mL. Las placas con pocillos se incubaron bajo
agitacion a 180 rpm durante 24 h a 35 °C para bacterias aerobiasy 72 h para bacterias

anaerobias a la misma temperatura y bajo condiciones de anaerobiosis.



Después de los tiempos de incubacién, se transfirié el contenido de los
pocillos a placas con TSA o TSA con 5 % de sangre de cordero desfibrinada segtn el
tipo de bacteria y se incubaron en las mismas condiciones especificadas
anteriormente, pasado el tiempo, visualmente se observd a que concentraciones

hubo o no crecimiento bacteriano.

La MBC se define como la concentracion mas baja de ZnO-NPs capaz de
eliminar el 99.9 % del in6culo bacteriano después del periodo de incubacién (no se

observa crecimiento bacteriano).

El analisis estadistico fue mediante un analisis de varianza (ANOVA) de dos
vias con prueba post hoc de Tukey, se consideraron diferencias estadisticamente

significativas con p < 0.05.

5.5 Acoplamiento molecular

La estimacion del modo de union entre las ZnO-NPs y la enzima TagF,
encargada de la sintesis de los polimeros de acidos teicoicos en Staphylococcus
aureus 'y Staphylococcus epidermidis [58], y de la proteina AcrAB-TolC, que es una
bomba de expulsidon que transporta vectorialmente diversos compuestos con poca
similitud quimica en Escherichia coli [59], se realizO mediante un analisis de
acoplamiento molecular usando el software AutoDock 4.2. Para el procesamiento de
las ZnO-NPs se usaron los softwares Avogadro y MGL Tools 1.5.6, las proteinas
seleccionadas fueron trabajadas con los software MGL Tools 1.5.6 y UCSF Chimera

1.15. Las imagenes fueron generadas en el software Pymol en ambos casos.



Las ZnO-NPs fueron generadas en el software de Avogadro asignando un
tamafio de 5 x 5 x 5 A, se agregaron cargas de Marsilli-Gasteiger a las ZnO-NPs en
el software MGL Tools 1.5.6. Las estructuras cristalizadas de las proteinas utilizadas
fueron tomadas de la base de datos de proteinas (PDB); polimerasa TagF (PDB ID:

3L7I) y de la bomba AcrAB-TolC (PDB ID: 5NG5).

Para el analisis con la polimerasa TagF se seleccion6 la cadena A, los residuos
de disolventes fueron removidos en el software UCSF Chimera 1.15, hidrogenos
polares y cargas de Kollman fueron agregados en MGL Tools 1.5.6, el tamafo de
cuadricula fue de 60 x 60 x 60 A con un espacio de 0.375 A y centro en x: -146.318,
y: 85.608 y z: 13.278 cubriendo todos los aminoacidos del sitio catalitico de la
enzima, se asignaron los parametros predeterminado de AutoDock 4.2 y se
seleccionaron los algoritmos genéticos Lamarckianos. Para el ensayo con la bomba
AcrAB-TolC se consideraron las cadenas A, B, D, E, Gy H de la proteina, los residuos
de disolventes fueron igualmente removidos en el software UCSF Chimera 1.15, se
agregaron hidrogenos polares y cargas de Kollman en MGL Tools 1.5.6, el tamafio de
cuadricula fue de 120 x 104 x 88 A con un espacio de 0.375 A y centro en x: 200.504,
y: 200.518 y z: 198.92, se asignaron los parametros predeterminados de AutoDock

4.2y se seleccionaron los algoritmos genéticos Lamarckianos.
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6. RESULTADOS

6.1 Sintesis por quimica verde de las ZnO-NPs

Los so6lidos obtenidos a las diferentes temperaturas de sintesis, a 200 °C (ZnO-NPs
200 °C), 400 °C (ZnO-NPs 400 °C), 600 °C (ZnO-NPs 600 °C) y 800 °C (ZnO-NPs

800 °C), fueron de color blanco de diferentes tonalidades (Figura 12).

Figura 12. Sblidos obtenidos de las distintas sintesis.

6.2 Difraccion de rayos X (XRD)

La caracterizacion por XRD de los distintos solidos (Figura 13) mostro6 las reflexiones
de Bragg indicadas para el ZnO en la tabla del PDF #891397, los valores 20 fueron
de 31.74°, 34.38° 36.21°, 47.49°, 56.54°, 62.78°, 66.30°, 67.87°, 69.00°, 72.47°,
76.87°, 81.28°, y 89.50°, que corresponden a las reflexiones del ZnO con indices (1 0

0),(002),(101),(102),(110),(103),(200),(112),(201),(004),(202),(10
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4)y (2 0 3) respectivamente en todas las sintesis realizadas, est4 tabla también indica

que la estructura cristalina del ZnO es hexagonal.
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Figura 13. Patrones de XRD de las distintas ZnO-NPs, se observan los planos

cristalinos correspondientes al ZnO en todas las sintesis.



El tamano promedio de cristal determinado por la ecuacion de Debye—
Scherrer (Tabla 2) permitié observar que el tamano promedio del cristal aument6

conforme la temperatura de sintesis se incremento.

Tabla 2. Tamainos promedio de cristal (+ desviacion estandar) calculados con la

ecuacion de Debye-Sherrer

ZnO-NPs Tamaiio promedio

de cristal (nm)

ZnO-NPs 200 °C 6.74 (£3.17)

ZnO-NPs 400 °C 10.10 (+2.68)
ZnO-NPs 600 °C 16.37 (+3.53)
ZnO-NPs 800 °C 29.53 (£5.90)

6.3 Microscopia electronica de barrido por emision de campo

(FESEM)

Por FESEM se observé que las ZnO-NPs 200 °C fueron de forma cuasiesférica
(Figura 14a), el intervalo del tamafio de particula fue de 4 a 10 nm con promedio de

7 nm.



Las ZnO-NPs 400 °C (Figura 14b) fueron de forma cuasiesférica, el tamano

de particula fue de 4 a 24 nm con promedio de 14 nm.

Las ZnO-NPs 600 °C (Figura 14c) presentaron dos formas, cuasiesféricas y
prismas hexagonales, el intervalo del tamafio de las particulas cuasiesféricas fue de
12 a 45 nm con promedio de 22 nm y los prismas hexagonales fueron de 20 a 100 nm

con promedio de 70 nm.

En las ZnO-NPs 800 °C (Figura 14d) resultaron dos formas, igual que en las
ZnO-NPs 600 °C, formas cuasiesféricas y prismas hexagonales, el intervalo del
tamafio de las particulas cuasiesféricas fue de 50 a 200 nm con promedio de 130 nm,

los prismas hexagonales fueron de intervalo de 30 a 140 nm con promedio de 90 nm.
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Figura 14. Imégenes por FESEM de las distintas ZnO-NPs sintetizadas. a) Las
formas cuasiesféricas de las ZnO-NP 200 °C. b) Las formas cuasiesféricas de las
ZnO-NPs 400 °C. ¢) Las formas cuasiesféricas (flechas rojas) y prismas hexagonales
(flechas amarillas) de las ZnO-NPs 600 °C. d) Las formas de los prismas hexagonales

(flechas amarillas) y cuasiesféricas (flechas rojas) de las ZnO-NPs 800 °C.



6.4 Microscopia electronica de transmision (TEM)
Por TEM (Figuras 15y 16) se analizo la cristalinidad de las NPs y se determin6 que

los planos cristalinos y distancias interplanares en todas las ZnO-NPs correspondian

al ZnO usando como referencia la tabla del PDF #891397.

En las ZnO-NPs 200 °C (Figura 15a) se observaron las formas cuasiesféricas
y algunas irregulares, en el anélisis de la imagen por HRTEM de estas NPs (Figura
15b), la FFT confirmd la presencia de los planos cristalinos correspondientes al ZnO

ademas de las distancias entre estos planos.

En las ZnO-NPs 400 °C (Figura 15c) se observaron también las formas
cuasiesféricas de estas NPs, que son de tamafio mayor, se confirm6 la presencia de
los planos cristalinos y la distancias interplanares correspondientes al ZnO en el

andlisis de la imagen por HRTEM (Figura 15d).

Las ZnO-NPs 600 °C presentaron dos formas; cuasiesféricas y formas
alargadas correspondientes a los prismas hexagonales (Figura 16a), en el anélisis que
se hizo por FFT de ambas formas obtenidas (Figuras 16b y 16e) se determino la
presencia de planos cristalinos y sus distancias interplanares correspondientes al

7ZnO.

Se realiz6 el mismo tratamiento con las ZnO-NPs 800 °C y se observaron las
formas cuasiesféricas, asi como los prismas hexagonales (Figura 16c¢), el analisis por
FFT (Figuras 16d y 16f) de ambas formas obtenidas a esta temperatura, confirmé la
presencia del ZnO al determinarse los planos cristalinos y distancias interplanares

correspondientes a este compuesto.

()
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Estos analisis apoyaron a la confirmacion de la sintesis del ZnO y se pudo
apreciar la estructura cristalina hexagonal de este compuesto lo cual confirmo6 el

analisis realizado por XRD.

001

101

Figura 15. Imagenes obtenidas por TEM de las ZnO-NPs sintetizadas a 200 y 400
°C. a) Se observan las formas cuasiesféricas de las ZnO-NPs 200 °C, encerradas en
circulos rojo se enmarcan algunas de ellas. b) Analisis de las ZnO-NPs 200 °C por
HRTEM con resolucién atémica en direccidon [010], se inserta el correspondiente
analisis de la FFT con las distancias interplanares calculadas. ¢) Se presentan

encerradas en circulos rojos algunas de las ZnO-NPs 400 °C de forma cuasiesférica.
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d) El anélisis de las ZnO-NPs 400 °C por HRTEM en direcciéon [010], se inserta el

correspondiente anélisis de la FFT con las distancias interplanares calculadas.

Figura 16. Imégenes obtenidas por TEM de las ZnO-NPs sintetizadas a 600 y 800

°C. a) Se observan las formas cuasiesféricas (circulos rojos) y los prismas



hexagonales (cuadrados azules) de las ZnO-NPs 600 °C. b) El analisis de las ZnO-
NPs 600 °C cuasiesféricas con resolucion atomica en direccion [010], se inserta el
correspondiente analisis por FFT con las distancias interplanares correspondientes.
¢) Laimagen muestra las ZnO-NPs 800 °C de forma cuasiesférica (circulos rojos) y
prismas hexagonales (cuadrados azules). d) Nanoparticula con resolucion atémica
en direcciéon [010] con su respectivo andlisis por FFT de las ZnO-NPs 800 °C de
forma cuasiesférica, se insertan las distancias interplanares calculadas. ) El analisis
de las ZnO-NPs 600 °C con forma de prisma hexagonal en direccion [010], se inserta
el correspondiente anélisis de la FFT con las distancias interplanares calculadas. f)
El anélisis de las ZnO-NPs 800 °C con forma de prisma hexagonal en direccion
[010], se inserta su anilisis por FFT con las correspondientes distancias

interplanares calculadas.

6.5 Espectroscopia por dispersion de energia de rayos X (EDS)

El anélisis por EDS de las ZnO-NPs mostr6 que los porcentajes atbmicos del Zny O
en todos los casos fueron cercanos al 50 % (Tabla 3), lo que permiti6 establecer una
proporcion 1:1 de ambos elementos y apoy6 la confirmacion de la sintesis de ZnO a

las distintas temperaturas.

Se observaron otros elementos (Figura 17) como lo son el C (0.09 %), P (0.04
%), S (0.02 %) y Cl (0.02 %) que seguramente provinieron de la especie vegetal
utilizada, peros sus porcentajes atbmicos no modificaron la proporcién 1:1 del Zn y

O.
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Tabla 3. Porcentajes atomicos (% at) del Zny O
ZnO-NPs Zn (% at) O (% at)
ZnO-NPs 200 °C 49.58 50.42
ZnO-NPs 400 °C 50.76 49.24
ZnO-NPs 600 °C 52.68 47.32
ZnO-NPs 800 °C 53.40 46.60
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Figura 17. Resultados por EDS de las ZnO-NPs sintetizadas a diferentes

temperaturas donde se observan las senales del Zn, O y de otros elementos.
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6.6 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

Los espectros FTIR de las ZnO-NPs sintetizadas a las distintas temperaturas

mostraron (Figura 18) la senal a 505 cm™ que corresponde a las vibraciones del

estiramiento del enlace Zn-O en todos los casos. Las otras sefiales pertenecen a los

grupos funcionales de los compuestos organicos provenientes del extracto vegetal;

la sefial a 1000 cm! es debida a las vibraciones del estiramiento C-C, a 1383 y 1328

cm se le atribuye al enlace C-OH y C-NH respectivamente, a 2988 cm-! corresponde

al enlace C-H y la sefial a 3427 cm, que aparece s6lo en las ZnO-NPs 200 °Cy ZnO-

NPs 400 °C, se le asigna al estiramiento del enlace O-H [60-64].
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Figura 18. Espectros de FTIR de las ZnO-NPs sintetizadas, se indican las

vibraciones obtenidas en cada espectro.
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6.7 Termogravimetria (TG)

Por TG se analiz6 el comportamiento de las ZnO-NPs sintetizadas al incremento de

temperatura para evaluar su estabilidad a esta condicion (Figura 19).

En las ZnO-NPs 200 °C se observaron 3 pérdidas de peso, una del 6.65 % a
100 °C, la otra de 8.40 % a partir de los 150 °Cy finalmente una pérdida del 11.30 %
alrededor de los 400 °C, después del proceso se perdi6 el 25 % del peso inicial de

estas NPs.

Las ZnO-NPs 400 °C fueron mas estables que las de 200 °C, se observo una
pérdida del 0.94 % a los 100 °C después se mantuvieron estables hasta los 550 °C
donde hubo una pérdida del 9.41 % de su peso, al final del proceso se perdi6é poco

mas del 10 % del peso inicial.

Las ZnO-NPs 600 °C fueron las mas estables, no hubo pérdida de peso hasta

aproximadamente los 550 °C donde se perdio el 11.61 %.

Las ZnO-NPs 800 °C tuvieron un comportamiento similar a las ZnO-NPs 400
°C, alos 100 °C hubo una pérdida del 1.71 % de su peso inicial, aproximadamente a
los 250 °C hubo otra del 1.01 % y una del 9.41 % a los 550 °C, al final del tratamiento

hubo una pérdida total aproximadamente del 12 %.

En la secciéon de discusion se explica y analiza a que se deben cada una de las

pérdidas de peso presentadas por las ZnO-NPs.
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Figura 19. Termogramas de las ZnO-NPs sintetizadas a diferentes temperaturas.

6.8 Resumen de los tamanos obtenidos de las ZnO-NPs

Al comprobarse la sintesis de las ZnO-NPs y al determinar los tamanos obtenidos, se
observo el comportamiento que, al incrementar la temperatura de sintesis, el tamano
de las NPs fue mayor, ademas de que a partir de los 600 °C aparecié una nueva

forma, los prismas hexagonales conservando la tendencia de a mayor temperatura,

mayor tamano (Figura 20).
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Figura 20. Tamano promedio de las ZnO-NPs a las distintas temperaturas de

sintesis.

6.9 Prueba de difusion en disco

Mediante esta prueba se evaluaron las ZnO-NPs de diferente tamafo a dos
concentraciones, 40700 y 81400 ug/mL, este ensayo mostr6 que hubo inhibicion de
todas de las cepas bacterianas evaluadas tanto Gram positivas como Gram negativas
(Figura 21 y Tabla 4), se observo que el didmetro del halo generado fue de mayor
didmetro conforme el tamafio de las NPs disminuia, al igual que a mayor
concentracion, mayor inhibicién. La bacteria mas resistente fue Pseudomonas
aeruginosa, se logré su inhibicion solo a la concentraciéon mas alta y con las ZnO-

NPs de menor tamaiio, las cepas Streptococcus sanguinis y Prevotella intermedia
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fueron las més sensibles al obtenerse los halos de inhibicion de mayor diAmetro con
ambas concentraciones y con todas las ZnO-NPs inclusive mayores a los obtenidos
con la clorhexidina. Los halos de inhibicion generados por las ZnO-NPs fueron en la

mayoria de los casos de menor didmetro que los producidos por el control

clorhexidina.
ZnO-NPs 200 °C ZnO-NPs 400 °C ZnO-NPs 600 °C ZnO-NPs 800 °C Clorhexidina
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ZnO-NPs 200 °C ZnO-NPs 400 °C ZnO-NPs 600 °C ZnO-NPs 800 °C [2100 ngimL]
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Figura 21. Resultados de las medidas promedio y desviacion estandar de los halos
de inhibicién generados por las ZnO-NPs en las especies bacterianas utilizadas. Se
incluyen los 6 mm de didmetro del disco. ¢ (cuasiesféricas), ph (prismas

hexagonales).
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Tabla 4. Imégenes de las pruebas de difusion en disco evaluando las distintas

ZnO-NPs sobre las especies bacterianas utilizadas

Cepa ZnO-NPs ZnO-NPs ZnO-NPs ZnO-NPs

bacteriana 200 °C* 400 °Cee 600 °Ceee0 800 ‘(e 00

Staphylococcus

aureus

Staphylococcus

epidermidis

Escherichia coli

Pseudomonas

aeruginosa
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Streptococcus

mutans

Streptococcus

sanguinis

Porphyromonas

gingivalis

Prevotella

intermedia

C (clorhexidina), o (0 pg/mL), 1 (81400 pg/mL) y 0.5 (40700 ug/mL).
Cuasiesféricas: 4-10 nm (e); cuasiesféricas: 8-24 nm (ee); cuasiesféricas: 12-45 nm
(eee); cuasiesféricas: 50-200 nm (eeee); prismas hexagonales: 20-100 nm (¢):

prismas hexagonales: 30-140 nm (¢ ¢).



6.10 Concentracion minima bactericida
Con esta prueba se demostr6 que el tamafio de particula si influy6 en el valor de la

MBC (Tabla 5 y Figura 22), a menor tamaio, la MBC fue mas baja, esto se observo

en las cepas Staphylococcus aureus y Escherichia coli.

Staphylococcus epidermidis, Porphyromonas gingivalis y Prevotella
intermedia fueron las mas sensible a las ZnO-NPs, no hubo influencia en el tamafio
de particula, todas la ZnO-NPs eliminaron estas cepas a la concentracion mas baja

evaluada.

Streptococcus sanguinis también fue sensible a las ZnO-NPs, no se observo
influencia del tamafio de particula con las ZnO-NPs de menor tamatfio, con las de

mayor tamano (50-200 nm) se observo un incremento en la MBC.

Con Streptococcus mutans también se observé influencia del tamafo de
particula, con las ZnO-NPs mas pequeinas (4-10 nm y 8-24 nm) se obtuvo la MBC a
la concentraciébn mas baja evaluada, con las ZnO-NPs de mayor tamafio se

incremento6 la MBC.

Pseudomonas aeruginosa fue la mas resistente a las ZnO-NPs, la MBC fue la
mas alta, s6lo las ZnO-NPs de menor tamano (4-10 nm) lograron eliminarla a una

menor MBC.

En todos los casos, la MBC obtenida con las ZnO-NPs fue mayor que la de la
clorhexidina usada como control. Estos resultados coincidieron con los obtenidos en

la prueba de difusion en disco.



Tabla 5. Concentraciones minimas bactericidas en ug/mL de las distintas ZnO-

NPs sobre las especies bacterianas utilizadas

Cepa ZnO-NPs ZnO-NPs ZnO-NPs ZnO-NPs Clorhexidina
bacteriana 200 °C 400 °C 600 °C 800 °C (control)
Staphylococcus 20350 20350 40700 81400 2100
aureus
Staphylococcus 5080 5080 5080 5080 2100
epidermidis
Escherichia coli 10175 20350 40700 81400 2100
Pseudomonas 40700 81400 81400 81400 2100
aeruginosa
Streptococcus 5080 5080 10175 10175 2100
mutans
Streptococcus 5080 5080 5080 10175 2100
sanguinis
Porphyromonas 5080 5080 5080 5080 2100
gingivalis
Prevotella 5080 5080 5080 5080 2100
intermedia
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Figura 22. Grafica que representa las diferencias entre las concentraciones
minimas bactericidas en pg/mL de las ZnO-NPs de diferentes tamafios de particula
sobre las cepas bacterianas evaluadas. ¢ (cuasiesféricas), ph (prismas hexagonales).

Significancia P<0.001(¥).




6.11 Acoplamiento molecular
De acuerdo a los resultados de las pruebas antibacterianas, las bacterias
Staphylococcus epidermidis y Escherichia coli fueron sensibles a las ZnO-NPs, por
lo que se realizo el analisis de acoplamiento molecular para observar el posible modo
de unidén de las ZnO-NPs a la polimerasa TagF de Staphylococcus epidermidis y la
bomba AcrAB-TolC de Escherichia coli, consideradas posibles dianas

antibacterianas.

Con la polimerasa TagF se obtuvo el valor de energia libre de unién de -7.54
Kcal/mol, una constante de inhibicion (Ki) de 2.99 uM ademas de que las ZnO-NPs
formaron puentes de hidrogeno con los aminoécidos arginina 548 e histidina 584
(Tabla 6 y Figura 23a) siendo este tltimo aminoacido parte del dominio catalitico de

esta enzima [58].

Con la bomba AcrAB—TolC la energia libre de union fue de -7.36 Kcal/mol, la
Ki fue de 4.02 uM y las NPs formaron puentes de hidréogeno con los aminoacidos
glutamina 71 y treonina 177 de la porcion AcrA, encargada de interactuar con el

espacio periplasmico de esta bacteria [59] (Tabla 6 y Figura 23b).



Tabla 6. Resultados del acoplamiento molecular de las ZnO-NPs con las proteinas

TagF de Staphylococcus epidermidis y AcrAB—TolC de Escherichia coli

Energia Constante
) libre de de cq s
Proteina Puentes de hidr6geno
union inhibicion
(Kcal/mol)
(nM)

TagF -7.54 2.99 arginina 548 e histidina 584
AcrAB-TolC -7.36 4.02 glutamina 71y treonina 177
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Figura 23. Modos de uniéon de las ZnO-NPs con proteinas bacterianas. a)
Simulacion de los modos de uniéon de las ZnO-NPs a la proteina TagF de
Staphylococcus epidermidis, el acercamiento muestra los puentes de hidrégeno que
hacen las ZnO-NPs con la arginina 548 e histidina 584. b) Simulacion de los modos
de unién de las ZnO-NPs a la proteina AcrAB-TolC de Escherichia coli, el
acercamiento muestra los puentes de hidrégeno que hacen las ZnO-NPs con la

glutamina 71 y treonina 177.



~. DISCUSION

El ZnO es uno de los minerales mas versatiles que se encuentran en la corteza
terrestre [65]. Es un compuesto inorganico, polar, no toxico, cristalino y seguro.
Tiene propiedades antiinflamatorias y de cicatrizacion de heridas sobre todo en su

tamano nanométrico [66,67].

Las ZnO-NPs se encuentran en productos de cuidado personal, pinturas,
catalizadores, ademéas de que son utilizadas con propésitos médicos [68,69] siendo

sus propiedades antibacterianas de las mas estudiadas [70-72].

Una de las metodologias que estan cobrando relevancia para sintetizar las
ZnO-NPs es por procesos de quimica verde, donde generalmente se utilizan extractos
de plantas como medio reductor [73]. En este trabajo se uso el extracto de la especie
Dysphania ambrosioides, conocida coloquialmente como epazote, que es empleada
en la medicina tradicional en infusiones o decocciones de las hojas y raices, asi como
su aceite esencial para su uso como antihelmintico, antiparasitario, etc. Entre los
componentes se han identificado productos de naturaleza monoterpénica (C10) y
sesquiterpénica  (C15), principalmente ascaridol, asi como limoneno,
transpinocarveol, aritasona, - pineno, mirceno, alcanfor y a-terpineol ademas de
compuestos fenolicos como flavonas y flavonoles, la mayoria de ellos derivados de

quercetina y kaempferol [74,75].

El mecanismo de sintesis de las ZnO-NPs (Figura 24) utilizando el extracto de
Dysphania ambrosioides se ha asociado a la accion de los polifenoles que acttian

como agentes de ligadura. El ion zinc (Zn2+) forma compuestos de coordinacion, en
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la mayor parte de ellos la unidad estructural fundamental es el Zn2+* central rodeado
por cuatro grupos coordinados dispuestos espacialmente en las esquinas de un
tetraedro regular. Los grupos hidroxilo (-OH) aromaticos presentes en los
polifenoles se unen con el Zn2+y forman un complejo coordinado llamado elegato de
zinc que es estable. Este sistema sufre descomposicion directa por encima de las 200

°C lo que conduce a la liberacion de las NPs del sistema complejo [76].

Los flavonoides, terpenoides, taninos, aztucares reductores etc., presentes en
esta especie vegetal, tienen la caracteristica de poseer -OH que, al perder electrones,
rodean al Zn2+, formando el complejo, después de este proceso, los iones OH- se
oxidan a grupos carbonilo, los grupos carbonilo estdn involucrados en la
estabilizacion de las NPs, la sintesis se favorece silas moléculas que participan tienen

al menos dos -OH en posicién orto y para [74-76].

Los aminoacidos tienen influencia en determinar el tamafio, la morfologia y
la cantidad de NPs que se generan [47], dependiendo del tipo de aminoacidos
presentes en el extracto y de su concentracion, junto con las condiciones de reaccion
dan lugar a NPs con diferentes morfologias [76], como se observo en este trabajo

donde se sintetizaron formas cuasiesféricas y prismas hexagonales (Figura 24).
El proceso de quimica verde permitié la sintesis de NPs con el uso de

sustancias no toxicas tanto para el humano como al ambiente, en comparacion con

otras metodologias de sintesis, por ejemplo, precipitacion, emulsion, sol-gel, entre

()
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otras, donde se llegan a utilizar sustancias peligrosas como el hidréxido de amonio o

el surfactante bromuro de cetiltrimetilamonio [65].
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Figura 24. Mecanismo propuesto de sintesis por quimica verde de las ZnO-NPs

usando el extracto de Dysphania ambrosioides.



La estructura cristalina hexagonal correspondiente al ZnO se confirmo con el
estudio por XRD, las posiciones de las reflexiones indexadas coincidieron con la fase
del ZnO en las NPs obtenidas en las cuatro condiciones de sintesis, las intensidades
fueron distintas, lo cual esta relacionado al tamaio del cristal, el tamano promedio
de cristal se calcul6 con la ecuacién de Debye-Scherrer y se comprob6 que a mayor
temperatura se increment6 de tamafio los cristales. Estos resultados fueron
apoyados por el andlisis de las imagenes de HRTEM, donde se determiné la
presencia de los planos cristalinos correspondientes al ZnO en los cuatros tamafios
de NPs usando como referencia la tabla PDF #891397 correspondiente a este

compuesto.

A través de las imagenes de FESEM y TEM se observo que se obtuvieron ZnO-
NPs de diferentes tamafios y formas dependiendo de la temperatura de sintesis. A
200 y 400 °C se obtuvieron NPs de 7y 14 nm en promedio respectivamente, ambas
de forma cuasiesférica, a 600 y 800 °C se obtuvieron NPs de 22 y 130 nm en
promedio respectivamente en el caso de las formas cuasiesféricas y los prismas
hexagonales fueron en promedio de 70 y 90 nm en ambas temperaturas. Estos
resultados coincidieron con las sintesis de ZnO-NPs usando otras especies vegetales,
por ejemplo, con Pandanus odorifer se sintetizaron ZnO-NPs esféricas de
aproximadamente 90 nm a 400 y 600 °C [77]. Con la especie Medicago sativa
sintetizaron ZnO-NPs cuasiesféricas de 10 nm usando una temperaturas de 110 °C
[78]. ZnO-NPs de 25-90 nm de forma esférica se sintetizaron con las especie
Trianthema portulacastrum [79]. Con la especie Solanum torvum resultaron ZnO-

NPs de 30-40 nm de forma esférica a un temperatura de 60 °C [80]. Trifolium

()



pratense permitié sintetizar ZnO-NPs cuasiesféricas de 100-190 nm usando una
temperatura de 400 °C [81]. Con la especie Brassica oleracea sintetizaron ZnO-NPs
de 14-17 nm a 450 °C [82]. ZnO-NPs de 20-40 nm se sintetizaron con la especie
Berberis aristata [83]. Con la especie Limonia acidissima se sintetizaron ZnO-NPs
de 12-45 nm de forma esférica usando una temperatura de 80 °C [84]. Con Aloe vera
e Hibiscus sabdariffa se sintetizaron ZnO-NPs de 9-18 nm en formas de prismas
hexagonales [85], muy semejaste a las obtenidas en este trabajo. Y con Punica
granatum se sinetizaron ZnO-NPs de 32.98 nm y 81.84 nm usando temperaturas de
600 y 700 °C respectivamente /86], sus formas fueron cuasiesféricas y hexagonales,
este resultado coincidi6 con los obtenido en este estudio, al aumentar la temperatura
de sintesis se increment6 el tamafio de las NPs y surgieron nuevas formas. La especie
vegetal y la temperatura de sintesis tienen influencia importante en el tamano y las

formas de las NPs que se obtienen.

El crecimiento de la estructura con forma de prisma hexagonal y cuasiesférica
de las ZnO-NPs se debe a la presencia de los iones zincato (Zn(OH),4)?- procedentes
de la interaccién del Zn2+ con los iones OH- en el extracto de la planta. Cuando la
disolucion que contiene los iones zincato se calienta, se convierte lentamente en
ZnO. Este fen6meno se produce porque la estructura cristalina del ZnO es construida
gradualmente por los iones OH-, y actia como un cristal polar. Cuando las particulas
se saturan, el nucleo de ZnO crece, dando lugar a NPs de forma esférica o
cuasiesférica. El tratamiento térmico proporciona suficiente energia calorifica para
la nucleacion de los atomos, mejora la movilidad de la superficie y permite que estas

estructuras se coloquen en la superficie de los cristales hexagonales previamente



formados, lo que conduce a la formaciéon de la estructura en forma de prisma
hexagonal. Los compuestos orgéanicos participan en los centros de nucleacion,
estabilizdndolos, influyendo también en las formas resultantes y definiendo el

tamafo nanométrico [87,84].

Los resultados de EDS apoyaron la confirmacion de la sintesis del ZnO, por
los anélisis de XRD y HRTEM, al estar los porcentajes atobmicos del Zn y el O en
proporcion 1:1. Se observo una tendencia que, a mayor temperatura de sintesis, el
porcentaje atobmico del Zn aumento y el del O disminuy9, esto es debido a que, a altas
temperaturas, varios compuestos organicos se degradan, estos compuestos tienen O
en su estructura por lo que al degradarse ya no participan en la reaccién, el Zn se va
a unir a las moléculas orgéanicas restantes y de ahi que se encuentre en mayor
proporcion [89]. El aumento de la temperatura provoca la liberacion del O

superficial, lo que también genera una disminucién de su porcentaje atémico [90].

La influencia de la temperatura en el tamafio de las particulas se explica por
el fendbmeno denominado “maduraciéon de Ostwald”, en donde las particulas mas
pequenas se redisuelven debido a su alta solubilidad y a la energia superficial dentro
de la disoluciéon, a mayores temperatura hay mas colisiones de estas particulas
redisueltas, lo que permite que las particulas mas grandes crezcan ain mas y
reprecipiten en particulas de mayor tamafo, es decir, consiste en el crecimiento de
NPs grandes a expensas de las méas pequenas a través de la transferencia de materia
de las particulas pequenas a las méas grandes impulsadas por la estabilidad
dependiente del tamano de particula [91,92]. Este comportamiento se confirmo al

analizar las iméagenes obtenidas y al determinar el tamafio de las ZnO-NPs en cada
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condicién de sintesis, y se observo que el tamafio de las NPs aumento al incrementar

la temperatura.

La caracterizacion por FTIR de las ZnO-NPs sintetizadas por quimica verde a
diferentes temperaturas mostraron la sefial de la vibracion correspondiente al enlace
entre el Zn y el O en todas la sintesis, lo que apoy0 a la confirmacién en la obtencion
del ZnO, ademas de que aparecieron otras sefiales atribuidas a los compuestos

organicos que participaron en la reaccion [60-64].

Para conocer la estabilidad de las ZnO-NPs, se analizaron los termogramas
obtenidos en cada caso. En todas las ZnO-NPs, las pérdidas de peso cercanas a los
100 °C correspondieron a la evaporaciéon del agua superficial. En las ZnO-NPs 200
°C, la pérdida de peso a los 150 °C se le atribuy6 a la descomposicion del Zn(OH)-, el
cual se forma al diluir el Zn(NOs)- en el extracto y que falt6é por convertirse en ZnO,
este compuesto se descompone por encima de las 125 °C [93]. La pérdida del 11.30
% alrededor de los 400 °C se le atribuyd a la descomposicion de los nitratos del

Zn(NOs)- utilizado como precursor para la sintesis y de la materia orgénica restante

[94,95].

Las pérdidas del 9.41 % en las ZnO-NPs 400 °C, del 11.61 % en las ZnO-NPs
600 °C y del 9.41 % en las ZnO-NPs 800 °C todas a 550 °C correspondieron a la
descomposicién de materia organica remanente [94,96]. En las ZnO-NPs 800 °C, la
pérdida de peso del 1.01 % a 250 °C se le atribuy6 a la descomposicion del Zn(OH)-

que falto6 por convertirse en ZnO, cuyo temperatura de descomposicion abarca hasta

los 250 °C [94].



El aumento de la temperatura de sintesis favorece una mayor estabilidad de
las ZnO-NPs debido a la presencia de vacantes de oxigeno en la estructura cristalina
del ZnO. A medida que aumenta la temperatura de sintesis, aparecen un mayor
nimero de vacancias de oxigeno, alcanzando un maximo cuando la sintesis se realiza
a 600 °C. Cuando la sintesis se realiza por encima de los 600 °C, las ZnO-NPs
comienzan a presentar un menor namero de vacancias de oxigeno, lo que las hace
mas sensibles al aumento de la temperatura [96]. Por ello, las ZnO-NPs 800 °C

tuvieron una mayor pérdida de peso que las ZnO-NPs 600 °C.

En cuanto a las pruebas antibacterianas, se observo que todas las cepas
bacterianas evaluadas fueron sensibles a las NPs y que el tamafio de particula influyd

en la inhibicion o eliminacion de la cepa bacteriana.

Las bacterias Gram positivas y Gram negativas son estructuralmente
diferentes, la pared celular de las bacterias Gram positivas es una capa gruesa de 20
a 50 nm compuesta por peptidoglicano y los acidos teicoicos que son exclusivos de
la pared celular de estas bacterias. Por el contrario, las bacterias Gram negativas son
mas complejas, su pared celular comprende una fina capa de peptidoglicano,
aproximadamente de 8 nm de grosor, ubicada en medio de las membranas que
constituyen este tipo de bacterias, una membrana externa y una interna. La
membrana externa de las bacterias Gram negativas contienen a los lipopolisacaridos
y proteinas, como porinas y bombas, por donde se lleva a cabo el transporte de
nutrientes y iones que son esenciales para la integridad estructural y la viabilidad de

las bacterias [97] (Figura 25).
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Estas diferencias estructurales pueden influir en la resistencia de las bacterias
Gram positivas y Gram negativas a las NPs. Por ejemplo, la pared celular en las
bacterias Gram positivas actiia como capa protectora, debido a su mayor grosor,
haciéndolas maés resistentes a las NPs que las bacterias Gram negativas que carecen
de esta capa gruesa de peptidoglicano, y por la permeabilidad de su membrana
externa, facilita el ingreso de las NPs o sus iones liberados. Aunque las bacterias
Gram negativas tienen la ventaja que, en el espacio periplasmico, entre su pared
celular y la membrana interna, pueden quedarse retenidas las NPs antes de que
lleguen al citoplasma, para después ser eliminadas de la bacteria con ayuda de las

bombas de expulsion [98].
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Figura 25. Diferencias estructurales entre las bacterias Gram positivas y Gram

negativas [97].



En este estudio, las bacterias Gram positivas Staphylococcus aureus y
Staphylococcus epidermidis fueron las mas sensibles a las ZnO-NPs, siendo
Staphylococcus epidermidis unas de las méas sensibles, estos resultados coinciden
con la inhibicion que logran NPs de 50 nm de tamafno evaluadas a las mismas
concentraciones sobres estas cepas bacterianas [99], las bacterias Gram positivas
suelen ser las mas sensibles a las ZnO-NPs donde se han observado halos de
inhibicion de 17-23 mm de didmetro con NPs que van desde los 10 a los 90 nm,
formas esféricas y alargadas, y la MBC también es mas bajas [100,101], conservando
las caracteristica de que a menor tamafio, la inhibicién es mayor y son dependientes

de la concentracion [102].

Las bacterias Gram negativas como Escherichia coli y Pseudomonas
aeruginosa son mas resistentes a las ZnO-NPs, conservando la condicién que a
menores tamafnos de NPs, hay mayor inhibicion de estas bacterias, por ejemplo, NPs
de 14 a 25 nm y forma cuasiesféricas logran inhibirlas [103], la MBC fue mayor que
contra bacterias Gram positivas y también son dependientes del tamato [104,105],
siendo Pseudomonas aeruginosa de las mas resistentes a las NPs [102] coincidiendo

con los resultados obtenidos en este trabajo.

La inhibicién por parte de las ZnO-NPs de diferentes tamanos sobre las
bacterias Streptococcus mutans, Streptococcus sanguinis, Prevotella intermedia y
Porphyromonas gingivalis, permiti6 observar que fueron las cepas mas sensibles a
los diferentes tamafos de las NPs, ya que se generaron los halos de inhibici6on de
mayor diametro y una menor MBC, aunque con algunas cepas hubo poca influencia

del tamafio de particula sobre su inhibicion.



Los resultados son similares a los obtenidos con ZnO-NPs de 10-50 nm
generando halos de inhibicion de 12 a los 17 mm de didmetro [106,107], la MBC
obtenida en este trabajo contra estas especie fue mayor a las determinadas en otras
investigaciones, donde encontraron que la destruccion del in6culo bacteriano puede
ser a concentraciones que van desde los 0.3 ug/mL con NPs de 30 nm [108] hasta de
2500 pg/mL con NPs de 10-50 nm [109] o inclusive potenciar su efecto inhibitorio
al colocarlas en enjuagues bucales donde ZnO-NPs de 20 nm a un concentraciéon de

25 ug/mL lograron inhibirlas [110].

Como se mencion6 anteriormente, estas bacterias estan involucradas en
varios padecimientos dentales como la caries dental, donde Streptococcus mutans
es la bacteria mas asociada a esta condicidon [111]. Streptococcus sanguinis,
Prevotella intermedia y Porphyromonas gingivalis estan involucradas en el
desarrollo de la enfermedad periodontal y otros padecimientos [112,113]. Por los que

las ZnO-NPs pueden ser una alternativa para el tratamiento de estas afecciones.

Los mecanismos antibacterianos por parte de las ZnO-NPs que se han
estudiado se encuentran la alteraciéon de las funciones de proteinas y enzimas por
unién directa con estas estructuras, la generacion de ROS, el dano a la membrana
celular por interaccién electroestatica, el dafio al ADN y liberacion de iones Zn2+, que

en combinacion ayudan a potenciar esta accion [114] (Figura 26).
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Figura 26. Mecanismos antibacterianos de las ZnO-NPs

La alteracion en las funciones de las proteinas y enzimas es debida a la
interaccion directa de las ZnO-NPs con estas moléculas como se demostrd con el
analisis de acoplamiento molecular. Este dafio se incrementa cuando hay una
reaccion entre los grupos -SH de los aminoacidos con los Zn2+*liberados por las ZnO-
NPs. Los iones oxidan la cadena de aminoacidos lo que conduce a la degradaciéon de
las proteinas y a la pérdida de la actividad enzimatica dando como resultado un

bloqueo en las funciones metabdlicas y de crecimiento de las bacterias [115,116].



El anélisis de acoplamiento molecular puede utilizarse para modelar la
interaccion entre una pequeila molécula y una proteina a nivel atomico, lo que
permite caracterizar el comportamiento de las pequenas moléculas en el sitio de
unién de las proteinas diana, asi como dilucidar procesos bioquimicos

fundamentales [117,118].

Con este estudio se observo que las ZnO-NPs se pueden unir a proteinas
bacterianas, potenciando su accion antibacteriana. Las energias de union fueron
negativas y similares con ambas proteinas, lo que indica un sistema estable y por lo
tanto una mayor probabilidad de que asi se dé la interaccién. La Ki indica la
concentracion necesaria de inhibidor para que la mitad de los sitios enzimaéticos
estén ocupados [119,120], en ambos casos se requiere una concentracion baja de NPs

para conseguir la inhibicién de las funciones de estas proteinas.

La polimerasa TagF se encarga de catalizar una sustituciéon nucleofilica para
unir unidades de glicerol-fosfato en la sintesis de los acidos teicoicos en la pared
celular de Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, y otras bacterias
Gram positivas [121]. La deficiencia en los acidos teicoicos compromete la virulencia,
formacion de biopelicula y a la misma proteccion de la bacteria [58,122], resultando
en un mayor efecto antibacteriano de las NPs contras este tipo de bacterias, ademas
de que pueden interaccionar con aminoacidos presentes en el sitio catalitico de esta

enzima.

La bomba de expulsion AcrAB-TolC es una proteina que atraviesa la
membrana interna y externa de las bacterias Gram negativas, esta bomba transporta

vectorialmente diversos compuestos con poca similitud quimica, confiriéndole a
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Escherichia coli resistencia a un amplio espectro de antibioticos [59]. Estos
transportadores actian de forma sinérgica con la membrana externa expulsando
farmacos o compuestos toxicos de la membrana interna y el periplasma hacia el
medio externo [123]. La inactivacion de esta proteina anula por completo la salida
de diversos compuestos y conduce al aumento de la susceptibilidad a varios agentes
antimicrobianos como las NPs, el sitio de union de las NPs fue similar al presentado

por potenciales inhibidores organicos [121].

Aunque este estudio se realiza con una nanoparticula, se puede inferir el modo
de union de una gran cantidad de ZnO-NPs con proteinas bacterianas mostrando su
potencial inhibitorio contra diversas especies bacterianas promoviendo la

disminucién en su viabilidad.

Otro mecanismo antibacteriano importante de la ZnO-NPs es la generacién
de ROS, estas especies se originan en la superficie de las NPs como resultado del
cambio en las propiedades electronicas, a menor tamafio de particula hay mayor
interaccion con el oxigeno molecular o el agua del medio y los sitios activos donantes
y aceptores de electrones, lo que genera una cascada de reacciones y por consiguiente
aumento en la concentracion de estas especies [124,125]. Uno de los blancos de la
ROS es la cadena transportadora de electrones, lo que lleva a una disminucion de la
produccion de adenosin trifosfato (ATP), compuesto importante en la respiracion y
metabolismo bacteriano, al atacar enzimas involucradas en el metabolismo provocan
danos en otros procesos como la sintesis de proteinas, lipidos, pared celular, etc.
[126]. Otra consecuencia es la peroxidacion de lipidos que conduce a un dafo en la

integridad de la membrana y cambios conformacionales en las proteinas de
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membrana. Este desequilibrio entre oxidantes y antioxidantes causa estrés oxidativo

dentro de la bacteria provocando la muerte celular [127].

El dafio al ADN es mediante la intercalacion de las ZnO-NPs en esta estructura
y los Zn2+ reaccionan con el grupo fosfato de los nucleétidos lo que lleva a la muerte

celular [128].

La interaccién electrostatica que conduce al dafio de la membrana celular es
debida a las diferencias de cargas entre la membrana con carga negativa y las ZnO-
NPs generalmente con carga positiva, lo que posibilita que se acumulen en esta
estructura. Las NPs dependiendo de su tamafio van a tener una mayor superficie
permitiendo un incremento en la interaccion con la membrana, provocando su
alteracion y posterior permeabilidad dejando ingresar a las NPs [67]. Las bacterias
Gram negativas son méas susceptibles al dafio en la membrana porque contienen
lipopolisacaridos en la membrana externa, lo que aumenta la carga negativa, en

comparacién con las bacterias Gram positivas que no tienen esta estructura [129].

Los mecanismos de resistencia de las bacterias a las ZnO-NPs de diferentes
tamanos, sobre todo observado con Pseudomonas aeruginosa, es debido a la
produccién de matriz extracelular responsable de aglomerar y desactivar las NPs, la
formacion de biopelicula, la regulacion de la carga eléctrica de su superficie o la sobre
expresion de genes relacionados con el control del estrés oxidativo y de bombas de
expulsion activa lo que posibilita a la bacteria disminuir el dafio generado [130].
Estos mecanismos adn estan en estudio, pero como se observo en este trabajo, la
capacidad antibacteriana de las ZnO-NPs es diferente para cada bacteria y el tamano

de particula es una propiedad importante.



Finalmente, el uso de agentes antibacterianos de tamano nanométrico ofrece
una nueva alternativa a los tratamientos convencionales usados en el control de
diversos padecimientos infecciosos, al evitar el crecimiento de estas especies

bacterianas y a la formacién de biopelicula [131,132].

Las ZnO-NPs debido a su tamano, capacidad biocida, antiadherente, de
liberacién y sus combinaciones con adhesivos, polimeros, resinas o recubrimiento
de superficies [132,133] permiten ampliar la variedad de posibles aplicaciones como

su uso clinico en el tratamiento de diferentes enfermedades asociadas a las bacterias.
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El proceso de sintesis por quimica verde utilizando el extracto de Dysphania

ambrosioides permiti6 sintetizar ZnO-NPs.

Con las diferentes temperaturas de sintesis (200, 400, 600 y 800 °C) se
sintetizaron ZnO-NPs de distintos tamafnos y formas, observando la
caracteristica que el incremento de la temperatura favoreci6é al aumento del

tamano de las NPs.

La caracterizacion de las distintas ZnO-NPs por XRD confirm6 la presencia

de la fase cristalina hexagonal del ZnO.
Por FESEM se observaron las formas cuasiesféricas y prismas hexagonales.

Por TEM y HRTEM se identificaron los planos cristalinos y distancias

interplanares que correspondieron al ZnO.

Con EDS se confirm¢ la sintesis del ZnO al estar las sefiales de Zn y O. Los

porcentajes atébmicos dieron una proporcion 1:1 de ambos elementos.

Los espectros de FTIR mostraron la sefial correspondiente a la vibracion del
enlace entre el Zn y O en todas las sintesis, lo que apoy06 la confirmacion de la

misma.

Las ZnO-NPs sintetizadas a 600 °C fueron las mas estables al incremento de
la temperatura, seguidas por las ZnO-NPs a 400 y 800 °C con una estabilidad

similar y finalmente las ZnO-NPs a 200 °C que fueron las menos estables.



L <4

L <4

Se demostro la influencia del tamano de particula en la inhibicién bacteriana,
los halos de inhibicidon generados por las ZnO-NPs de diferentes tamanos y a
distintas concentraciones mostr6 que se inhibi6 el crecimiento de todas las
cepas evaluadas, los halos de mayor didmetro fueron generados por las ZnO-
NPs mas pequenas y fueron dependientes de la concentraciéon, a mayor

concentracion, mayor inhibicion.

El tamafo de particula también influy6 en el valor de la MBC, se present6 una
tendencia que, a menor tamafio, la MBC fue mas baja, y ésta fue mayor a
medida que el tamafio de las NPs aumento, observandose principalmente con

Staphylococcus aureus y Escherichia coli.

Staphylococcus epidermidis, Porphyromonas gingivalis, Prevotella
intermedia, Streptococcus mutans y Streptococcus sanguinis fueron las
especies mas sensible a las ZnO-NPs. Pseudomonas aeruginosa la mas

resistente.

Con el estudio de acoplamiento molecular se determiné que las ZnO-NPs
pueden interactuar con proteinas bacterianas, al ser probables dianas de las
NPs, potenciando su accion antibacteriana, lo que explicaria uno de los

mecanismos de inhibicion.

Se confirmo la hipotesis, las distintas temperaturas de sintesis permitieron
sintetizar ZnO-NPs de diferentes tamafios, demostrando que a menor tamafio

de particula hubo una mayor inhibicion bacteriana.
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9. PERSPECTIVAS

+ Obtener imagenes por TEM que muestren el dafio a las bacterias por parte de

las ZnO-NPs.

« Intentar la sintesis con diferentes especies vegetales y variando otras

condiciones de reaccion.

« Caracterizar otras propiedades fisicas de las ZnO-NPs, como cualidades

Opticas, magnéticas, cataliticas, mecanicas, etc.

+« Realizar ensayos que permitan profundizar y entender mas el mecanismo

antibacteriano por parte de las ZnO-NPs.

« Evaluar las ZnO-NPs en otras actividades biologicas (citotoxicidad,

antioxidante, antiinflamatoria, etc.).
« Evaluar las ZnO-NPs para una posible aplicacién clinica.

+« Realizar pruebas de incorporacion de las ZnO-NPs a un producto para su uso

industrial, médico, etc.
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11. APENDICES
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Apéndice B. Difraccion de rayos X

El fundamento de las técnicas de difracciéon de rayos X se basa en la interaccion de
la estructura cristalina de un sélido con una fuente de rayos X, esta estructura
cristalina consiste en la repeticion periodica de los &tomos o moléculas en las tres

direcciones del espacio [134].

Sobre esta estructura tridimensional se pueden trazar planos infinitos
paralelos que pasaran por una serie de puntos. Si se toma uno de estos planos, a una
cierta distancia existira otro plano donde la distribucion de puntos que corta sera la
misma, a la distancia entre estos dos planos se llama distancia interplanar “d”, por
lo tanto, se tendran planos infinitos paralelos a distancias multiplos de “d”. Si por
dos de estos planos de la estructura se hace incidir un haz de rayos X, se da el
siguiente fenémeno: Si el frente de ondas que se difracta por el primer plano lo hace
con un angulo 0, el frente de ondas del segundo plano también se va difractar con un
angulo 0, con esta nueva trayectoria que se describe si los dos frentes no estan en
fase ocurre una interferencia destructiva y se anula uno al otro, pero si los dos salen
en fase, hay una interferencia constructiva y el haz difractado no se anula y es
detectable, esto ocurre cuando la diferencia de recorrido entre los dos frentes es un
miltiplo de la longitud de onda A esto se expresa con la Ley de Bragg mediante la

ecuacion: 2dsen6 =nA [134] (Figura B.1).

Como cada familia de planos tiene una distancia d, se detectan estos planos a
diferentes angulos, y los resultados seran diferentes segtn la estructura de lo que se
est4d midiendo, por lo que se caracteriza las fases que componen la muestra en base

a las diferentes senales de deteccion que son las reflexiones de los planos de cada
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fase, para una rapida identificacion se tienen tabulados los valores de las diferentes

fases en fichas y se comparan con los resultados obtenidos [134].

rayos X incidentes rayos X difractados

2d senb

O

O
© ©O
Y
z
C
C

C

Figura B.1. Interaccion de un cristal con los rayos X [134]
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Apéndice C. Microscopia electronica de barrido

El principio del sistema de microscopia electréonica de barrido (SEM) consiste en que
si se hace incidir sobre la muestra un haz de electrones finamente enfocado, al
interaccionar con la muestra, emite sefiales que pueden registrarse con ayuda de

detectores y una pantalla de alta resolucién [135].

Un electron interacciona con la materia de diversas formas. Los electrones
incidentes, chocan con la superficie de la muestra e interaccionan elastica e
inelasticamente con los atomos que la componen. Como consecuencia de esto, se
producen rayos X caracteristicos, luz visible, electrones Auger, electrones
retrodispersados, electrones secundarios, catodoluminiscencia y si la muestra es
delgada, electrones difractados, electrones transmitidos y electrones no dispersados
(Figura C.1). Cada uno de estos fenomenos es portador de una informaciéon

caracteristica de la muestra y es captado por detectores especificos [135,136].

Haz incidente de e
e- retrodispersados

Rayos X

e secundarios
e Auger

SEM
TEM

. . . e dispersados eldasticamente
e-dispersados inelasticamente

b
e no dispersados

Electrones transmitidos

Figura C.1. Principales senales que tienen lugar en un so6lido cuando es

bombardeado por un haz de electrones [135].

(m)



Cuando un haz de electrones choca contra una muestra, los electrones
incidentes penetran en el material una distancia que es directamente dependiente
de la energia del haz e inversamente dependiente del nimero atomico de los atomos
que componen la muestra. La region en la cual los electrones penetran la muestra se

conoce como volumen de excitacion primaria [135] (Figura C.2).

Haz de electrones
Electrones Auger (AE) Electrones secundarios (SE)
Composicion atémica de superficie Informacion topografica

Rayos X caracteristicos (EDS)
Composicion atémica profunda
Catodoluminiscencia
Informacion del estadof
electronico

Electrones retrodispersados (BSE)
Numero atémico y diferencia de fases
ayos X en el continuo
(Bremsstrahlung)

Muestra

Figura C.2. Volumen de excitacion primaria [135]

La profundidad de penetracion y el volumen de excitacion aumentan con el
incremento de la energia del haz incidente y decrece con el incremento del ntimero
atomico. Una muestra compuesta por atomos de alto namero atomico tendra mas
particulas disponibles para detener la penetracion del haz, que un material
compuesto de elementos de bajo namero atomico. Con el incremento de la energia

del haz los electrones pueden penetrar mas profundamente en la muestra, por lo

(m)
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tanto, el volumen de excitaciéon aumenta su diametro y profundidad. Esto provocara

una pérdida del detalle de la estructura superficial en la imagen debido al incremento

de la generacion de sefiales adicionales [136,137].

Electrones secundarios (SE): son emitidos desde la muestra como
consecuencia de las ionizaciones surgidas de las interacciones inelasticas. Poseen
baja energia (<50 eV). Brindan una imagen de la morfologia superficial de la

muestra.

Electrones retrodispersados (BSE): Poseen alta energia (>50 eV), algunos
electrones primarios son reflejados o retrodispersados tras interactuar con los
atomos de la muestra. La intensidad de emision de estos electrones esta
directamente relacionada con el nimero atémico medio de los atomos de la muestra
(Z promedio), asi los &tomos méas pesados producen mayor cantidad de electrones
retrodispersados, permitiendo la obtencion de imagenes de composicion quimica y

topografia de la superficie.

Rayos X caracteristicos (EDS): Este tipo de sefial se produce cuando un
electron de un orbital interno de un atomo es desalojado por un electron del haz
incidente. La vacancia es llenada con un electréon de un orbital més externo. En este
salto el exceso de energia es liberado en forma de radiaciéon electromagnética (rayos
X). Se sabe que cada orbital tiene una cantidad discreta de energia que es
caracteristica para cada elemento. Por lo tanto, la diferencia de energia entre
orbitales es también una cantidad discreta y caracteristica de un &tomo en particular.
La EDS brinda informacion sobre la composicion elemental de la muestra, a partir

del carbono y con una sensibilidad de hasta 1000 ppm.

(m)



Electrones Auger: Cuando un electrén de una capa externa llena una vacancia
de una capa mas interna, el exceso de energia puede inducir la eyeccion de un
electron de un orbital externo; convirtiendo esta energia en energia cinética. Este
electron es llamado electron Auger. La energia de este electron es aproximadamente
igual a la diferencia de energia entre los orbitales involucrados en la transicién. La
emision Auger es mas alta en elementos de bajo nimero atémico debido a que los

electrones estan débilmente ligados al ntcleo.

Catodoluminiscencia: Es la emision de fotones en longitudes de onda en las
regiones de ultravioleta, visible o infrarrojo, para disipar el exceso de energia que se
genera en la transicion electrénica entre orbitales. Esta técnica permite realizar

estudios de concentracién de impurezas en un material.

Bremsstrahlung: Esto ocurre cuando un electrén incidente interacttia
inelasticamente con el ntcleo atbmico, como consecuencia de esto se desacelera y
provoca la emisidon de rayos X, que no son caracteristicos de ningin elemento.

También se denomina radiacion blanca o rayos X en el continuo.

En el microscopio electréonico de barrido (Figura C.3), el haz electronico,
atraviesa la columna y llega a la muestra. Un generador de barrido es el responsable
de producir el movimiento del haz, de manera que barra la muestra punto a punto.
De la interaccién entre los electrones incidentes con los &tomos que componen la
muestra se generan senales, las cuales pueden ser captadas con detectores
especificos para cada una de ellas. El detector capta una senal y las convierte en una

senal electronica que es proyectada en una pantalla [137].



El microscopio electronico de barrido por emision de campo (FESEM), es un
instrumento que al igual que el SEM es capaz de ofrecer una amplia variedad de
informacion procedente de la superficie de la muestra, pero con mayor resoluciéon y
con un intervalo de energia mucho mayor. El funcionamiento es igual al de un SEM
convencional; se barre un haz de electrones sobre la superficie de la muestra
mientras que en un monitor se visualiza la informacién en funcién de los detectores

disponibles [137].

La mayor diferencia entre un FESEM y un SEM reside en el sistema
generacion de electrones. El FESEM utiliza como fuente de electrones un canon de
emision de campo que proporciona haces de electrones de alta y baja energia muy
focalizados, lo que mejora notablemente la resolucion espacial y permite trabajar a
muy bajos potenciales, (0.02 - 5 kV); esto ayuda a minimizar el efecto de carga en
muestras no conductores y a evitar dafios en muestras sensibles al haz electronico.
Otra caracteristica muy destacable de los FESEM es la utilizacion de detectores
dentro de la lente. Estos detectores estan optimizados para trabajar a alta resolucion
y muy bajo potencial de aceleracion, por lo que son fundamentales para obtener el

maximo rendimiento al equipo [137].



Equipo con alta

Fuente de electrones—w

resolucion
.
Anodo__- —\'. i
000 &=
Generador del escaneo
Lentes condensadoras
Amplificador
i i Bobinas de escaneo
Lente objetivo\ xly

Detector electrones

retrodispersados 4\
Detector rayos X

Q Detector electrones
i secundarios
Muestra

‘Escenario motorizado

Figura C.3. Componentes de un microscopio electréonico de barrido [137]
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Apéndice D. Microscopia electronica de transmision
En la microscopia electronica de transmision (TEM) una fracciéon de los electrones
atraviesan sin desviar el haz de electrones, con ellos se forman las imagenes de
campo claro. Si la muestra es cristalina, otra fraccion de los electrones son

difractados al pasar a través de la muestra generando un patréon de difraccion, que

es la proyeccién de la estructura cristalina a lo largo de la direccién de los electrones

[137,138] (Figura D.1).

Hay que tener en cuenta el espesor de la muestra y de las condiciones de

focalizacion. Muestras muy delgadas son los ideales (espesor <100 nm) [137].

La dispersion de los electrones puede ser elastica o inelastica. En el caso de la
dispersion eléstica, los electrones interactian con el potencial electrostatico del
nucleo atémico. Este potencial desvia los electrones incidentes sin ninguna pérdida
de energia apreciable, por tanto, es posible, con la deteccion de estos electrones,
obtener imagenes por contraste, imagenes de difraccion de electrones e imagenes de
alta resolucion (HRTEM). Por otra parte, en el caso de la dispersion inelastica, los
electrones pueden transferir energia a diferentes grados de libertad del atomo. Esta
transferencia puede causar excitacidon o ionizaciéon de los electrones, vibraciones en
la red cristalina y la posibilidad de calentamiento de la muestra, obteniendo asi
imagenes por microscopia electronica de transmision por barrido (STEM), imagenes
por filtrado de energia (EFTEM), imagenes de campo obscuro a angulo grande

(HAADF) y espectroscopia por perdida de energia de electrones (EELS) [138].

()
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;Apeﬂura objetivo
rApenura de area seleccionada
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dispositivos acoplados cargados ‘ Detector EELS
Prisma magnético Camara de dispositivos

acoplados cargados

Figura D.1. Componentes de un microscopio electrénico de transmision [137]

Las imagenes de TEM estan afectadas por el efecto 6ptico del microscopio.
Las lentes que se utilizan en un TEM son lentes electromagnéticas, las cuales sufren
defectos como la coma, el astigmatismo, las aberraciones cromaticas y esféricas. La
lente objetivo es la méas importante, ya que esta determina la resolucion del

microscopio [137,139].



Latécnica de HRTEM permite obtener imégenes de la estructura
cristalografica de una muestra a escala atémica. Para utilizar esta resolucion
directamente con el TEM deben utilizarse correctores para la aberracion esférica y
cromatica para alcanzar resoluciones de hasta 0.5 A (0.05 nm ). A esta pequefia
escala se pueden obtener imagenes de atomos individuales y defectos cristalinos
[140].

Esta técnica utiliza el contraste de la interferencia en el plano de la muestra
de las ondas de electrones con si mismas para generar las imagenes, pero es
importante que la muestra sea lo suficientemente delgada para que los electrones
que la atraviesan sean atraidos por los potenciales positivos de los ndcleos atomicos,
y los canales a lo largo de las columnas de atomos de la red cristalografica, y al mismo
tiempo, la interaccion entre la onda de electrones en las diferentes columnas de
atomos conduce a la difraccién de Bragg, con el propoésito de que las variaciones de

amplitud solo afecten ligeramente a la imagen y asi observar los &tomos [140].


https://es.wikipedia.org/wiki/Interferencia
https://es.wikipedia.org/wiki/Dualidad_onda_corp%C3%BAsculo
https://es.wikipedia.org/wiki/Ley_de_Bragg
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Apéndice E. Espectroscopia infrarroja por transformada de

Fourier

Esta espectroscopia se fundamenta en la absorcion de la radiacion infrarroja (IR)
por las moléculas en vibracion. Una molécula absorbera la energia de un haz de luz
infrarroja cuando dicha energia incidente sea igual a la necesaria para que se dé una
transicion vibracional de la molécula. Es decir, la molécula comienza a vibrar de una

determinada manera gracias a la energia que se le suministra mediante radiacion IR

[141].

Pueden distinguirse dos categorias basicas de vibraciones: de tensién y de
flexion (Figura E.1.). Las vibraciones de tensi6on son cambios en la distancia
interatdmica a lo largo del eje del enlace entre dos a&tomos. Las vibraciones de flexion

estan originadas por cambios en el &ngulo que forman dos enlaces [142].

Vibraciones de tension

Simétrica Antisimétrica

X

Vibraciones de flexion

A

Balanceo en plano Tijereteo en plano

|Aleteo fuera del plano Torsion fuera del plano

X

Figura E.1. Modos de vibracion de las moléculas al absorber la radiacion IR [141].



En principio, cada molécula presenta un espectro IR caracteristico (huella
dactilar), debido a que todas las moléculas (excepto las especies diatomicas
homonucleares como O- y Br2) tienen algunas vibraciones que, al activarse, provocan
la absorcién de una determinada longitud de onda en la zona del espectro
electromagnético correspondiente al IR. De esta forma, analizando cuales son las
longitudes de onda que absorbe una sustancia en la zona del IR, podemos obtener

informacion acerca de las moléculas que componen dicha sustancia [142].

La espectroscopia de absorcién IR es el método utilizado para determinar las
estructuras de moléculas con caracteristicas de absorcion de la radiaciéon IR segtin
su vibracién molecular. La regién IR va de 12800 a 10 cmy se puede dividir en la
region de IR cercano (NIR) (12800-4000 cm™), IR medio (4000-400 cm?) e IR
lejano o FAR-IR (50-400 cm™). El espectro vibracional de una molécula se considera

una propiedad fisica Gnica y por tanto caracteristica de esta molécula [142].

El anélisis por FTIR funciona de la siguiente manera [143] (Figura E.2):

% La luz emitida por una fuente que produce todo el espectro completo de
longitudes de onda, se hace pasar por un dispositivo llamado
interferometro.

% El interferometro modifica la luz de una manera particular que permite el
consiguiente procesado de datos.

+ El haz de luz atraviesa la muestra y esta absorbe parte de la energia.

% Al otro lado, un detector recibe el haz de luz que deja pasar la muestra y lo

envia a una computadora.

Y
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% La computadora procesa toda la informacion, infiere cuél es la absorcion
correspondiente a cada longitud de onda y genera un espectro utilizando

la técnica de la transformada de Fourier.

FuenteIR Ranura de entrada
vhs [1 ] |\ Espeo
" Muestra

. s Detector | Ordenador | Imprimir
Rejilla o .

risma
P Ranura

de salida

Figura E.2. Fundamento del equipo de IR [143]



Apéndice F. Termogravimetria

Los efectos del calor sobre los materiales pueden ser varios y producir cambios en
muchas de sus propiedades. En la termogravimetria se mide el cambio (ganancia o
pérdida) de peso y la tasa a la que este cambia como funcion de la temperatura,
tiempo y atmosfera. Estas medidas son mayormente usadas para determinar la

composicion de materiales o predecir su estabilidad termal [144].

El aparato para realizar este ensayo se llama termoanalizador (Figura F.1), en
el cual se establece un equilibrio fisico mediante un mortero hecho de un material
resistente al calor (platino o alimina). El mortero contiene la muestra que va a estar
sujeta al incremento de temperatura. Durante todo el procedimiento de
calentamiento, la atmosfera del horno se mantiene por el influjo de una mezcla
gaseosa inerte u oxidativa. El gas sale del horno a través de un orificio de salida.
Antes de que comience el analisis, el equilibrio fisico se establece en una posicion
nula. Cualquier disminucion en la masa de la muestra inicial “m1” conduce a una
alteracion en el nivel nulo del equilibrio fisico. Esto inicia un mecanismo de corriente
eléctrica a través de fotodiodos, lo que hace que la balanza vuelva a su posicion nula.
La cantidad de corriente eléctrica utilizada para restablecer el equilibrio a su nivel
inicial depende del grado de reducciéon de masa, que ahora es “m2”, por lo tanto, el

cambio en la masa (m1—m2) se puede cuantificar [144].

Los datos del cambio en la masa se pueden enviar al software de la
computadora. Esto permite realizar un grafico de la disminucién de la masa de la
muestra en funcion del aumento de la temperatura (termograma). El grafico puede

representar si la muestra sufrié cambios en la masa, la disminucion constante de la

()
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masa seguida de una meseta (contenido de humedad), la descomposicion de masa

en una o varias etapas y el aumento de la masa (reaccion oxidativa) [144].

Fotodiodo

LED infrarrojo

Sensor de movimiento

Brazo de la balanza g

Mortero para tarar it =

Portamuestra
Termopa

Mortero para muestr

Salida de gas de purga_/

Calentador /;

.//"'
7
S A

Elevador— ==l 7

~y

Entrada del gas de purga {7

Soporte del mortero para muestra

Figura F.1. Componentes de un termoanalizador [144]
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Apéndice G. Prueba de difusion en disco

En la prueba de difusion en disco se usa el método de Kirby-Bauer. El
microorganismo es inoculado en la superficie de una placa de agar, después, sobre
ésta se colocan discos impregnados con una concentracién conocida del
antimicrobiano a evaluar. Las placas se incuban bajo las condiciones especificas de
crecimiento de los microorganismos. Durante la incubacién, el antimicrobiano
difunde radialmente desde el disco a través del agar, por lo que su concentraciéon va
disminuyendo a medida que se aleja del disco. En un punto determinado, la
concentracion del antimicrobiano en el medio es incapaz de inhibir al

microorganismo en estudio [145] (Figura G.1).

El diametro del halo de inhibicion alrededor del disco puede ser convertido

a las categorias de sensible o resistente.

sensible )
resistente
Microorganismo ____
Placa \)

de Agar sensible

Cultivo del Colocacion de los Revision de la
microorganismo discos con el prueba después de

antimicrobiano la incubacion

Figura G.1. Procedimiento para la prueba de difusion en disco por el método de

Kirby-Bauer [146]
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Apéndice H. Concentracion minima bactericida

La concentracién minima bactericida o MBC por sus siglas en inglés, se define como
la minima concentracion de antimicrobiano que elimina a mas del 99.9 % de los
microorganismos viables después de un tiempo determinado de incubacién

(generalmente 24 horas) [146].

El método consiste en hacer diluciones seriadas del antimicrobiano, después
a los tubos se les inocula el microorganismo y se deja incubar un tiempo
determinado, pasado el tiempo, el contenido de los tubos se siembra en placas de
agar, la concentracion a la cual ya no hay crecimiento bacteriano se le denomina

concentracion minima bactericida [146] (Figura H.1).

Concentracion del antimicrobiano (ug/mL)
L|_ No hay crecimiento ————
64 32 16 8 4

Concentracion minima bactericida
(MBC)=32 pg/mL

Figura H.1. Procedimiento para determinar la concentracién minima bactericida

[146]



Apéndice 1. Acoplamiento molecular
El acoplamiento molecular es usado para predecir la orientacion del enlace de una
molécula pequena, que seran candidatos a farmacos, con la proteina que sera donde
ejerceran su accion, con lo que se podra predecir la afinidad y la actividad de la
molécula pequena (Figura 1.1). Y es por eso que este método tiene un rol muy
importante en el disefio racional de fairmacos. Dada la importancia biologica y
farmacéutica, se han hecho grandes esfuerzos buscando mejorar el método usado

para predecir el acoplamiento molecular [147].

El enfoque de esto es simular computacionalmente el proceso de
reconocimiento celular. El objetivo es alcanzar una conformacion 6ptima tanto para
la proteina, como para su ligando, haciendo que la orientacién entre estos minimice

la energia libre [147].

Para hacer un analisis del acoplamiento, primero se necesita la estructura de
la proteina. La estructura de esta proteina y la base de datos de ligandos potenciales
sirven como los valores a ingresar en el programa que calcula el acoplamiento. El
éxito del programa depende de dos factores: el algoritmo de btisqueda y la funcion

de puntuacién [148].

4

L)

» La btuisqueda del algoritmo consiste en la basqueda espacial de todas las

L)

conformaciones y orientaciones posibles que puede haber en el conjunto

proteina-ligando.

« La funcion de puntuacion toma una pose como dato a introducir y entrega un

numero indicando si la interaccién puede ser favorable. La mayoria de las

()


https://es.wikipedia.org/wiki/Energ%C3%ADa_libre
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Funci%C3%B3n_de_puntuaci%C3%B3n_para_acoplamiento_de_mol%C3%A9culas&action=edit&redlink=1

funciones de puntuacién estan basadas en la mecanica de la fisica molecular
por campos de fuerza que estiman la energia de la pose; baja (negativa)

energia indica un sistema estable y por tanto con una posibilidad mayor a que

asi se dé la interaccion.

Receptor: Estructura Ligando: Estructura
(generalmente una (generalmente una
proteina) que contiene molécula pequena)
el sitio de union gue interactia con

el sitio de unién

Sitio de unién: Conjunto
de aminoacidos que
interaccionan con el
ligando mediante
interacciones ionicas,
hidrofébicas, puentes de
hidrogeno, etc.

Figura I.1. Fundamento del anélisis de acoplamiento molecular [148]
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