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Resumen.

Introduccion: Las nanoparticulas de plata son estructuras nanométricas en un rango de 1 a 100
nanémetros, sus propiedades destacadas son buena estabilidad quimica, facil disolucion, su eficacia
como recubrimiento y un buen efecto antimicrobiano. En la cavidad oral existen mas de 700 especies
bacterianas. S. mutans es la bacteria con mayor prevalencia en caries dental y que puede derivar en
una infeccion intraconducto. Las nanoparticulas de plata presentan efecto antimicrobiano en contra
de S. mutans por lo cual es una alternativa en la prevencién de infecciones asociadas a dispositivos
dentales Un dispositivo que se encuentra en constante presencia de microorganismos es el tubo de
Penrose, este sistema se comprende como un drenaje pasivo de una cavidad que comunica el medio
interno con el medio externo por lo tanto pueden existir infecciones agregadas. Las nanoparticulas
tienen un gran potencial para diversas aplicaciones clinicas. sin embargo, su produccion presenta
muchas limitantes éticas y de procesos de produccion. Existen métodos de sintesis verde, utilizando
plantas o algunos microorganismos, dichos procesos presentan menos problemas de produccién y

son libres de contaminantes.

Objetivo: En este estudio se sintetizaron Nanoparticulas de plata a partir de Opuntia ficus-indica
(Nopal), se funcionalizaron como recubrimiento en tubos de Penrose de silicona y se evalud su efecto

antimicrobiano en S.mutans.

Materiales y métodos: Se realiz la sintesis de nanoparticulas de plata utilizando el extracto

de Opuntia ficus indica y nitrato de plata, se caracterizaron realizando pruebas de UV-vis, TEM y
DLS para optimizar las nanoparticulas a la concentracion y condiciones adecuadas. Las AgnNPs se
funcionalizaron con APTES y PEI para utilizarse como recubrimiento de tubos de Penrose de silicona

y se evalu6 su efecto antimicrobiano en placas de S.mutans midiendo su halo de inhibicion

Resultados: La sintesis con el método presentado confirma la formacion de nanoparticulas de
plata en un tamafio dentro del rango de 25-60 nM. También se confirmé actividad antimicrobiana de
las AgNps a distintas concentraciones ademéas de ser funcionalizadas en tubos de Penrose

mostrando también el efecto antimicrobiano utilizando S.mutans como muestra.

Conclusidn: Las nanoparticulas de plata sintetizadas a partir del extracto de nopal

funcionalizadas como recubrimiento de tubo de Penrose presentan un efecto antimicrobiano en

contra de Streptococcus mutans.

Palabras clave. Nanoparticulas de plata, Sintesis verde de Nanoparticulas, Efecto

antimicrobiano.



Abstract

Introduction: Silver nanoparticles are nanometric structures in a range of 1 to 100 nanometers,
their properties include good chemical stability, better dissolution, used as coating and a good
antimicrobial effect. In the oral cavity there are more than 700 bacterial species. S. mutans is the
bacteria with the highest prevalence in dental decay and can lead to a root infection. Silver
nanoparticles have an antimicrobial effect against S. mutans, making it an alternative in the
prevention of infections associated with dental devices. The Penrose tube is a passive drainage of a
cavity that communicates the internal environment with the external environment. Therefore, there
may be added infections. Nanopatrticles have great potential for various clinical applications, however,
its production presents many ethical and production process limitations. There are green synthesis
methods, using plants or some microorganisms, these processes present fewer production problems

and are free of contaminants.

Objective: In this study, silver nanoparticles were synthesized from Opuntia ficus-indica (Nopal),
functionalized as a coating in silicone Penrose tubes, and their antimicrobial effect on S.mutans was

evaluated.

Materials and methods: The synthesis of silver nanoparticles was carried out using the extract

of Opuntia ficus indica and silver nitrate, they were characterized by UV-vis, TEM and DLS tests to
optimize the nanoparticles at the appropriate concentration and conditions. The AgnNPs were
functionalized with APTES and PEi to be used as a coating for silicone Penrose tubes and their

antimicrobial effect was evaluated on S.mutans plates by measuring their inhibition zone.

Results: The synthesis with this method confirms the production of silver nanoparticles in a size

within the range of 25-60 nM. Antimicrobial activity of the AgNps was also confirmed at different
concentrations in addition to being functionalized in Penrose tubes, also showing the antimicrobial

effect using S.mutans as a sample.

Conclusion: Silver nanoparticles synthesized from Opuntia ficus-indica extract, functionalized as

a Penrose tube coating, present an antimicrobial effect against Streptococcus mutans

Keyword: Silver nanoparticles, Green nanoparticle synthesis, Antimicrobial effect.



Introduccion.

Las nanoparticulas (AgNPs) son estructuras en un rango de 1 a 100 nandémetros que pueden ser
producidas a partir de diversos metales, sin embargo, las nanoparticulas de plata son las que
destacan por sus propiedades, entre ellas podemos mencionar buena estabilidad quimica, gran
disolucién, su eficacia como recubrimiento y un buen efecto antimicrobiano (Wei L, 2015). El efecto
antimicrobiano de las AgNPs ya ha sido comprobado ante la presencia de bacterias Gram positivo y
Gram negativo. El mecanismo de accién asociado a las nanoparticulas de plata es que penetran la
membrana celular de las bacterias generando una desestabilizacién, lo que provoca dafio a la célula,
ya que la membrana aumenta en permeabilidad y permite la fuga de contenido al exterior generando

la muerte celular (Bruna, T.2021).

En la cavidad oral existen mas de 700 especies bacterianas. S. mutans es la bacteria con mayor
prevalencia en la caries dental y que puede derivar en infecciones intraconducto. Este
microorganismo es una bacteria Gram positiva, anaerobia facultativa y con resistencia antibiética
(Salehi B, Kregiel D,2020). Las nanoparticulas de plata presentan efecto antimicrobiano en contra
de S. mutans por lo cual es una alternativa en la prevencion de infecciones asociadas a dispositivos
dentales (Espinosa-Cristobal, LF,2009). Por estas caracteristicas seleccionamos esta bacteria para

evaluar el efecto antimicrobiano de las AgNPs

Las nanoparticulas tienen un gran potencial para diversas aplicaciones clinicas. Sin embargo, su
produccién presenta muchas limitantes éticas y de procesos de produccién. Los métodos mas
utilizados para sintetizar las nanoparticulas son de origen quimico o fisico, por un lado, el método
quimico es caracterizado por el uso de compuestos toxicos que a su vez generan residuos nocivos
para el ecosistema (Ngakala ZB, 2021). De parte de los procesos fisicos encontramos limitantes en

la produccién, pues se necesita una gran cantidad de energia para producir nanoparticulas de igual
forma el tiempo prolongado que dura el proceso complica la produccion(Siddiqi, K. S2018). Es por

estas desventajas que la comunidad cientifica ha puesto en marcha diversos estudios para encontrar

un proceso de sintesis verde, utilizando plantas o algunos microorganismos (Husen A,2014).

Un dispositivo que se encuentra en constante presencia de microorganismos es el tubo de Penrose,
este sistema se comprende como un drenaje pasivo de una cavidad que comunica el medio interno
con el medio externo por lo tanto pueden existir infecciones agregadas (Madgar, O, 2019). Esta es
una aplicacion clinica que puede implementar con el uso de nanoparticulas de plata. Este sistema
de drenaje esta fabricado en su mayoria en latex sin embargo en presencia de pacientes alérgicos
a este material existe la alternativa de los tubos de silicona, los cuales utilizaremos en este

experimento.



La sintesis verde que proponemos en este experimento se realiza a partir del extracto de planta
Opuntia ficus-indica. Esta planta presenta diversos nutrientes y compuestos organicos que son
motivo de estudio para las areas biomédicas, por citar un ejemplo podemos ver que se ha utilizado
como suplemento de fibra en el tratamiento de sindrome de intestino irritable, presentando resultados
favorables (Remes-Troche,2021). También posee compuestos como los fenoles que son reductores
de metales y pueden ser utilizados en la sintesis de nanoparticulas de plata (Santos-Espinoza 2020).
Por lo tanto, el propdsito de este estudio fue evaluar el efecto antimicrobiano de las nanoparticulas
de plata sintetizadas con extracto de nopal funzionalizadas como recubrimiento de tubos de Penrose

en placas de Streptococcus mutans.



Capitulo 1



Marco tedrico

Nanoparticulas de platay sus antecedentes.

La plata durante afios fue utilizada como uno de los principales compuestos antimicrobianos,
existiendo registros desde 3500 a.c en culturas como la egipcia o incluso en medicina china
tradicional. En la era mas moderna se remonta su empleo hasta el siglo XIX y al pasar los afios se
encontraron nuevas aplicaciones como bactericida en heridas o quemaduras previniendo infecciones
por microorganismos (Cardosa, 2016). En el siglo XX el uso de la plata fue perdiendo presencia en
los tratamientos para infecciones ya que la penicilina la habia sustituido en gran medida. En la
actualidad existen diversos campos de la ciencia que enfocan sus esfuerzos en la nanotecnologia,
la cual posiciona la plata como uno de los metales mas utilizados. Las nanopatrticulas se comprenden
como estructuras en el rango de 1 a 100 nm, esto permite una adecuada manipulacion, por lo cual

ha beneficiado a diversas areas de la innovacién a esta escala (Diaz, 2019).

Las nanoparticulas de plata pueden presentar distintas morfologias, cada una con propiedades
fisicas, quimicas y bioldgicas especificas, esta variacion se debe a 2 factores: el tamafio de particula
y su forma. Las nanoparticulas cambian en sus propiedades de acuerdo al nimero de &tomos
presentes en su superficie, lo cual esta relacionado al tamafio, ademas de la forma de la
nanoparticula, que influye en la orientacion cristalografica, donde el nimero de superficies influye en
la union y estructura electrénica (Misirli, G. M.2021). En un estudio donde se evalla la propiedad
antimicrobiana de las AgNps en presencia de E. coli, B. subtilis y S.aureus, se comprueba que al
disminuir el tamafio de la particula su eficacia es mayor, de igual forma se concluye que en
nanoparticulas con mayor niumero de superficies con densidad atdmica alta, se potencializa el efecto
antimicrobiano. (Agnihotri S. 2014).

Las morfologias encontradas en las AgNPs pueden ser: (A) Piramidales, (B) Nanofilamentos,
(C)Nanocubos, (D) nanoplacas, (E) Mixto Esferas/nanobarras y (F) esféricas.( llustraci Todas ellas
son producto de una sintesis especifica (Misirli, G. M.2021).Las nanoparticulas esféricas liberan mas
iones de plata debido a su superficie, la cual es mayor. La concentracion de plata puede influir en el

efecto antimicrobiano.



b

llustracién 1.- Morfologia de las Nanoparticulas de plata (Misirli, G. M.2021).

Efecto antimicrobiano de las Nanoparticulas de plata

El efecto antimicrobiano de las particulas de plata es efectivo contra bacterias Gram positivo y Gram
negativo, esta propiedad puede deberse a distintos mecanismos de accién, ya que actualmente no
existe un solo proceso que pueda tomarse como definitivo, por lo tanto, es importante describir cada
uno de ellos (Yin, 1. X. 2020). Uno de estos mecanismos de accion es la penetracion de las
nanoparticulas de plata en la membrana celular de las bacterias generando una desestabilizacién y
provocando un dafio a la célula ya que la membrana aumenta en permeabilidad y provoca una fuga
de contenido al exterior concluyendo con muerte celular. Otro mecanismo es la liberacion de iones
de plata, afines al azufre, permitiendo una adherencia de los iones a la pared celular modificando la
membrana y a través de la modificacién de respiracion celular el ADN es modificado, evitando asi la
reproducciéon de dichas células a tal grado que se extinga un tipo especifico de bacteria (Bruna,
T.2021).

Cuando la disolucion de las nanoparticulas se ve afectada por el medio en el que se encuentra, el
efecto antimicrobiano se vera afectado, por lo tanto, existen agentes que se adicionan a las AgNps
para contrarrestar la disolucién. Es importante sefialar que las nanoparticulas de plata liberan iones

de forma mas rapida en soluciones acidas en comparacion a soluciones base (Yin, I. X. 2020).
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llustracion 2: Mecanismos de accion de AgNPs. (Yin, |. X. 2020).

Aplicaciones de las Nanoparticulas de plata en odontologia.

La propiedad antimicrobiana de las AgNPs ha dado paso a distintas aplicaciones en el area de la
odontologia, podemos encontrar su adicién a muchos materiales empleados en esta &rea. En el rea
de rehabilitacion bucal es comun que las prétesis alojen microorganismos, provocando infecciones
bucales, por lo cual las nanoparticulas de plata se agregan al acrilico para brindar la proteccién
antimicrobiana (Yin, I. X. 2020).

En las restauraciones dentales, a pesar de realizar un protocolo adecuado, es comin encontrar
filtraciones en la brecha de la unién con el érgano dental, debido a esto se pueden agregar nano
particulas de plata en bajas concentraciones a sistemas adhesivos ¢ incluso a las resinas
compuestas (Dias HB,2019).

Un area de la odontologia donde se encuentran diversas aplicaciones es la Endodoncia, las
nanoparticulas se han utilizado como irrigante intraconducto, obteniendo buenos resultados sin

dafiar las propiedades mecanicas de la dentina (Suzuki TYU,2019). También existe evidencia de su



uso como recubrimiento de gutapercha, con aumento en la efectividad a su efecto antimicrobiano sin
causar ningun dafio o intoxicacién de los tejidos (Mishra P, 2018). Por ultimo también se afiade al
MTA, elevndor el efecto antimicrobiano en contra de bacterias anaerobias en el conducto (Vazquez-
Garcia, F,2016).

En el area de ortodoncia podemos encontrar el uso de AgNPs como adicién a sistemas adhesivos
para evitar la formacion de caries, se puede agregar también a los elasticos anulando la formacion

de biopeliculas (Hernandez-Gomora AE, 2017).

Durante un tratamiento por implante puede existir una infeccion peri implantar y en este caso para
prevenir dicha complicacion, los implantes son recubiertos con nanoparticulas de plata obteniendo
un gran efecto antimicrobiano y disminuyendo considerablemente el riesgo de infeccion. En el area
de periodoncia, la cual estéa ligada en su totalidad a las infecciones bacterianas, existe la aplicacién
de AgNPs en apésitos quirdrgicos que refieren una inhibicién de colonizacién bacteriana en la herida

y mejorando el tiempo de cicatrizacién de la misma (Yin, I. X. 2020).

Streptococus mutans.

Las nanoparticulas de plata tienen efecto antimicrobiano sobre la bacteria Streptococus mutans, se
han realizado diversos estudios donde se experimenta esta propiedad en presencia de la bacteria,
arrojando resultados positivos y con distintas aplicaciones. S. mutans es una de las bacterias
presentes en la cavidad oral, es anaerobia y Gram positiva resistente a diversos antibioticos y es
participe de enfermedades infecciosas como la caries con la posibilidad de provocar infecciones
intraconducto Ttambién se encuentra en la enfermedad periodontal debido a su gran cualidad para
formacion de biopeliculas (Salehi B, Kregiel D,2020). Ya que esta bacteria esta presente en la
cavidad oral y es resistente a antibidticos, sera decidio utilizar en este experimento para la evaluacion

del efecto antimicrobiano.

Sintesis de nanoparticulas de plata.

Para la sintesis de nanoparticulas de plata existen diversos métodos. La sintesis puede llevarse a
cabo por un catalizador que regule el proceso de obtenciéon de nanoparticulas a partir de una
molécula o un grupo completo que posea una tendencia ascendente, o puede realizarse a partir de

procesos especificos sobre el material y disminuir gradualmente su tamafio. Las sintesis de las

nanoparticulas pueden tener su origen de forma fisica, quimica o biolégica (Siddigi, K. S2018).
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llustracién 3 Diagrama de sintesis de nanoparticulas.

La sintesis de nanoparticulas, de plata en orientacién descendente se produce a partir de procesos

fisicos, mientras que la representacion ascendente representa sintesis por procesos quimicos.

Dentro de la sintesis quimica podemos encontrar la reduccion del compuesto, electroquimica,
pirolisis o irradiacion asistida, las ventajas de la sintesis quimica son la eficiencia y la rapidez en su
proceso, sin embargo, se requiere de diversos materiales toxicos ademas de generar productos

téxicos durante la reaccion (Ngakala ZB, 2021).

La sintesis fisica de las AgNPs se centra en la trituracién o corte de una micromolecula para la
obtencién de particulas a escala nanométrica, este proceso tiene diversas desventajas,
principalmente el tiempo prolongado para la estabilidad térmica, que a su vez va acompafado por
un alto consumo de energia y defectos estructurales en la nanoparticula. Dentro de la sintesis fisica

podemos encontrar trituracidn mecénica, corte y pulverizaciéon catddica y descomposicion térmica

(Siddigi, K. S 2018).

Ya que conocemos los 2 tipos de sintesis convencionales y ver que existen desventajas que limitan
su realizacién ademas de producir reactivos toxicos, podemos entrar en el tercer tipo de sintesis de
nanoparticulas, la sintesis verde o también conocida como biolégica. Estos métodos tienen grandes
ventajas en comparacion a los procesos anteriores, son sostenibles, de facil produccioén y eficaces.
Dentro dela sintesis verde podemos encontrar métodos a partir de hongos, bacterias y extracto de

diversas plantas incluyendo algas, en cuanto a las plantas se pueden utilizar desde la raiz, hasta las

flores (Siddiqi, K. S 2018) (Husen A,2014).



Antecedentes de nanoparticulas de plata sintetizadas de forma verde.

Recientemente han existido diversos estudios utilizando el método de sintesis verde, mostrando
distintos procesos para la obtencion de nanoparticulas, en este trabajo nos centramos en los

métodos donde se emplean plantas, por lo cual se destacan los siguientes articulos.

Se sintetizaron nanoparticulas de plata a partir del extracto de la planta Boerhaavia diffusa donde la
preparacion de dicho extracto fue a partir de la deshidratacion de la planta y posteriormente se
agreg6d agua destilada y nitrato de plata, sintetizando nano particulas de 24 nm en promedio y
obteniendo efecto antimicrobiano (Vijay Kumar PPN, 2014).

Hay evidencia del uso de extractos de distintas plantas para la sintesis de nanoparticulas de plata,
entre ellas podemos encontrar: Salvia officinalis , Tilia cordata , Levisticum officinale , Aegopodium
podagraria , Urtica dioica, Viscum album. Sin embargo, no se puso a prueba su efecto
antimicrobiano, de igual forma se menciona que el tiempo prolongado de almacenamiento puede

cargar de forma negativa la particula (Flieger, J.,2021).

Opuntia ficus-Indica (Nopal).

El nopal lleva por nombre cientifico Opuntia ficus indica, es perteneciente a las cactaceas, se destaca
por ser una planta subtropical y tropical creciendo en zonas aridas o semiaridas, encontrandola
practicamente en todo el territorio de México y partes de centro américa (El-Mostafa, K., 2014). Esta
planta presenta diversos nutrientes y compuestos organicos que son gran motivo de estudio para la
biomédica, por citar algunos ejemplos podemos ver que se ha utilizado como suplemento de fibra en
el tratamiento de sindrome de intestino irritable, presentando resultados favorables (Remes-
Troche,2021). En el area de la nutricion el nopal es una planta muy recurrente, pues todos sus

compuestos estan involucrados cuando se trata de una dieta mas saludable y rica en nutrientes.

Fenoles

Los fenoles son un grupo molecular organico que se produce a partir del metabolismo de las plantas
y pueden estar asociados a otras moléculas y compuestos quimicos, este grupo es de interés
cientifico debido a las propiedades antioxidantes y reductoras que presenta (El-Mostafa, K., 2014).
Estos compuestos son reductores de metales y son utilizados en la sintesis verde de nanoparticulas
(Santos-Espinoza 2020),



el nopal podemos encontrar polifenoles y acidos fendlicos, de los cuales algunos en especifico son
exclusivos de cactus. Centrandonos en la planta solamente podemos encontrar los siguientes
fenoles:

Tabla 1 Fenoles disponibles en pulpa de nopal. (El-Mostafa, K., 2014).

Acido fendlico total 218,8 mg/100g
guercetina 9 mg/100g
isorhamnetina 4.94 mg/100g
, Kaempferol 0,78 mg/100g
luteolina 0,84 mg/100g
glucdsidos de isorhamnetina | 50,6 mg/100g
Kaempferol 2.7 mg/100g

También podemos encontrar diversas vitaminas presentes en la planta, de igual forma acidos
grasos de los cuales se ha comprobado beneficio en contra de enfermedades vasculares e incluso
la diabetes, sin embargo, estos estan presentes en la semilla de opuntia ficus indica y no en el
fruto.

Tabla 2 Vitaminas presentes en la pulpa de nopal. (El-Mostafa, K., 2014).

Vitaminas Mg/100g de pulpa

Vitamina K1 53.2
Vitamina C, 37
o-tocoferol, 84.9
B-tocoferol, 12.6
y-tocoferol, 7.9
o-tocoferol 422

vitamina E total 527.4




Antecedentes de nanoparticulas de plata sintetizadas a partir de Opuntia
ficus-indica

Estudios previos han realizado la sintesis de nanoparticulas a partir de opuntia ficus indica, donde
se menciona que las proteinas presentes en extractos organicos promueven una mejor union a los

metales. Sin embargo, no detalla el proceso de sintesis (Lozoya-Rodriguez, D. A,2017).

Ledezma, A describe la sintesis de AgNPs a partir de extracto del nopal, el cual se obtuvo cortando
el nopal en trozos pequefios y mezclandolos con agua a 95 °Celsius, en un tiempo entre 20 y 30

minutos. Finalmente agrego hidréxido de amonio. (Ledezma, A. 2014).

En un estudio se extrajo mucilago de Opuntia ficus indica en concentraciones de 10 a 100%
agregando 20 ml de mucilago y 30 ml de AgNO3 1mM a una temperatura de 55 °C para
posteriormente centrifugarse a 6000 rpm y separar el material organico de las AgNPs, este estudio

logro oxidar la glucosa presente (Khalifa, Z, 2020).

Como podemos ver a lo largo de la Ultima década ha existido gran interés por utilizar el nopal como
un medio para la obtencion de nanoparticulas de plata. Han existido diversos métodos y

procedimientos realizados y aun sigue en desarrollo su investigacion.

Funcionalizacién de AgNPs en tubo de Penrose.

La funcionalizacion de superficies es una técnica estandar para modificar las propiedades
superficiales de los materiales, en este caso de las nanoparticulas de plata. Como parte de este
experimento se decidié incluir la funcionalizaciéon de las AgNPs con (3-Aminopropil) trietoxisilano
(APTES) y polimero ramificado catiénico de polietilenimina (PEI) de las nanoparticulas para
modificar su carga superficial y evitar aglomeraciones en el tubo de Penrose El (3-Aminopropil)
trietoxisilano (APTES) es un aminosilano el cual puede modificar la carga de las

nanoparticulas..(Ding, W, 2013).

El tubo de Penrose es un drenaje pasivo de una cavidad al medio externo, por lo cual esti en
constante presencia de microorganismos infecciosos. Este sistema de drenaje esta fabricado en su
mayoria en latex, sin embargo en presencia de pacientes alérgicos a este material existe la
alternativa de los tubos de silicona, los cuales utilizaremos en este experimento. Se han reportado
recubrimientos de catéteres con agentes antibacterianos de amplio espectro como antibiéticos,
metales y nanoparticulas metalicas, no obstante, aun no hay estudios sobre recubrimientos a tubo
de Penrose de silicona con AgNPs funcionalizadas con PEI y APTES, por lo que su investigacién

puede impactar en pacientes presenten abscesos .
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Planteamiento del problema

La sintesis quimica o fisica de nanoparticulas de plata representan un riesgo debido a los
compuestos téxicos necesarios para su obtencién, asi como gasto excesivo de energia. También se
generan desechos de naturaleza toxica durante su proceso, por lo cual se opta por una sintesis

bioldgica eficiente, de bajo costo y que mantenga las propiedades de las nanoparticulas.

Justificacion

Debido a la necesidad de sintesis de AgNPs donde no existan limitantes durante su produccion, asi
como evitar el uso de compuestos téxicos o nocivos, es indispensable la formulacion de nuevos
procesos de sintesis “verdes”, por lo que usar extracto de Opuntia ficus-indica representa un
procedimiento de bajo costo, de facil suministro y sin intervencién de agentes contaminantes. Es
indispensable conocer propiedades de las nanoparticulas de plata sintetizadas a partir de este
proceso ademas de evaluar su actividad antimicrobiana,Es de gran impacto conocer si estas AgNPs
pueden ser funcionalizadas como recubrimiento de superficies, en este experimento utilizamos tubos
de penrose de silicona ya que estan en contacto con microorganismos durante proceso de drenaje

de infecciones.Por lo tanto es necesario emplear otros compuestos como APTES y PEL.

Objetivo general.

Sintetizar nanoparticulas de plata utilizando extracto de Opuntia ficus-indica y evaluar el efecto

antimicrobiano como recubrimiento de tubo de Penrose.

Objetivos especificos.

= Realizar una sintesis verde de nanoparticulas de plata a partir extracto de Opuntia ficus-
indica.

= Optimizar y caracterizar la sintesis de nanoparticulas de plata

= Determinar la concentracion efectiva para obtener actividad antimicrobiana de la sintesis
realizada sobre Streptococcus. mutans

= Funcionalizar las AgNPs con PEl 'y APTES.

= Evaluar el efecto antimicrobiano de AgNPs funcionalizadas como recubrimiento en tubos de

Penrose.



Hipotesis.

Las nanoparticulas de plata sintetizadas a partir del extracto de nopal funcionalizadas como
recubrimiento de tubo de Penrose presentan un efecto antimicrobiano en contra de Streptococcus

mutans.
Hipotesis Nula

Las nanoparticulas de plata sintetizadas a partir del extracto de nopal no presentan un efecto

antimicrobiano en contra de Streptococcus mutans como recubrimiento de tubo de Penrose..
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Marco metodologico

Tipo de estudio: experimental puro in vitro.

Disefio de estudio: Descriptivo, prospectivo y comparativo.

Universo de estudio/muestra:

e Universo de estudio:

e Nanoparticulas de plata sintetizadas a partir del extracto de Opuntia ficus-indica

funcionalizadas en tubo de Penrose de silicona.

e Streptococus mutans

e Efecto antimicrobiano.

e Tamafio de muestra: Triplicados de experimentos independientes n=9

Criterios de seleccion de muestra.

e Criterios de inclusién:

Nanoparticulas de plata sintetizadas a partir del extracto de Opuntia ficus-
indica

Nanoparticulas de plata funcionalizadas con PEl y APTES

Tubo de Penrose de silicona recubiertas con AgNPs

Tubos de Penrose de silicona recubiertas con AgNPs-PEI

Tubos de Pensrose de silicona recubiertas con AQNPs-APTES.

Cultivos bacterianos de S. mutans puros.

= Criterios de exclusién:

Nanoparticulas de plata sintetizadas de forma quimica o fisica

Tubos de Penrose de latex.

= Criterios de eliminacioén:

Cultivos bacterianos contaminados
Agares con almacenamiento mayor a un mes

Muestras sin proliferacion después de 24 horas.



Variables del estudio

Tabla 3 Variables dependientes.

Definicion Definicion Escala de
Variable Tipo de variable
conceptual operacional la variable
Efecto Inhibicion del crecimiento | Se realiz6 la evaluacion | Cuantitativa Continua
antimicrobiano de un grupo de | utilizando el método de
microorganismos difusién en agar y difusion
bacterianos mediado por la | en pozo.
presencia de un agente
antimicrobiano.
Tabla 4 Variables independientes.
Definicion Definicion Escala de
Variable Tipo de variable
conceptual operacional la variable
Concentracion de Cantidad de nopal | Se peso la cantidad de nopal | Cuantitativa
extracto de nopal en agua en gramos utilizando una
bascula
Temperatura de Temperatura a la cual el | Se mantuvo la temperatura | Cuantitativa
coccién del nopal se mantiene en el | con una parrila y un
extracto de nopal | agua. termémetro de mercurio
Tiempo de coccion | Tiempo en el cual el nopal | Se utiliz6 un cronometro | Cuantitativa
del extracto de permanece en coccion para establecer el tiempo de
nopal coccion
Concentracién de | Proporcion que hay entre | Se agregd el AgNPs en | Cuantitativas
solucion cantidad de soluto vy | concentraciones
precursora de cantidad de disoluciéon de | expresadas en pg/ml
AgNOs3 nitrato de plata
Concentracion de | Proporcion que hay entre | Se realizé la evaluacion en | Cuantitativa Continua

AgNps para
evaluar efecto

antimicrobiano

cantidad de soluto vy
cantidad de disolucion de

nanoparticulas

concentraciones

expresadas en pg/ml




Recubrimiento de | Cantidad volumétrica de la | Se realizd la evaluacion en | Cuantitativa Continua
tubos de Penrose | solucion sobre la matriz | concentraciones

con AgNPs polimérica expresadas en pg/ml
funcionalizadas

Tiempo de Periodo de tiempo en el | Se realiz6 evaluacion en | Cuantitativa Continua

exposicion de los
fragmentos de

tubo de Penrose
en solucion de

nanoparticulas

cual permanecen los
fragmentos de tubo de
Penrose dentro de la
solucién con

nanopatrticulas.

distintos periodos de tiempo




Materiales y métodos.

Materiales.

Equipo

Muestras

Instrumental

Agitador magnético IKA C-MAG HS7 (IKA Works, Wilmington, EE. UU)

Balanza analitica (Denver instrument, Colorado, EE. UU)

Vortex (Genie 2 Daigger, Vernon Hills, lllinois, EE. UU)

Campana de flujo laminar horizontal (LumisellMR LH-120, Celaya, Guanajuato,
México)

Incubadora (Binder ®, Tuttlingen, Alemania)

Espectrofotdmetro (Thermo Sientific®, Finlandia).

Campana por flujo laminar para levaduras (Thermo Scientific, Grand Island, Nueva
York

Centrifugadora (Beckman, J2-MC, Indianapolis,EE.UU)

Filtro Millipore® (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemania)

Aspirador de laboratorio Accuris ASPIRE™ (Accuris Instruments, Edison, New
Jersey, EE. UU)

Bacteria ATCC. S.mutans Clarke 35668

Tubo de drenaje Penrose de silicona 30cm Medicoplast

Micropipetas de 1000,200, 50 y 1 yL (Thermo Scientific™, Austin, TX, EE. UU)
Placa de Petri pequefias de6-cmy grandes de 10-cm (Thermo Scientific,Richardson,
TX, EE.UU)

Matraz Erlenmeyer

Micro placas de 96 pozos (Thermo Scientific,Denver, CO,EE.UU)

Vaso de precipitados

Mortero de porcelana

Asa bacteriol6gica

Frascos de vidrio autoclavable de 3,3 x 250 ml (KIMAX)

Tubos falcén de 10 mL y de 50 mL

Tubos Eppendorf de 1.5 mL y de 5mL



Insumos
¢ Nopal (Opuntia Ficus Indica)
¢ Nitrato de plata AgNOs (Sigma Aldrich)
e Polietilenimina branched PEI 25,000(Sigma-Aldrich)
¢ Clorhexidina (FGM,Ciudad de México, México)
e APTES(
e Agua bidestilada

e Agar Mueller Hinton™ (BectonDickins, Cuamatla Estado de México, México)



Metodologia experimental.

Obtencidn del extracto de Opuntia ficus-indica

Para obtener el extracto de Opuntia ficus-indica (Nopal) se establecieron 8 muestras condicionadas
de manera distinta, con la finalidad de conocer si algin factor variable como el tiempo de

calentamiento, gramaje o temperatura influyen en el proceso de sintesis de AgNPs.

Para esta etapa se cortaron trozos de nopal con un peso de 5y 10g y se colocaron en agua a
temperatura de 60°C 0 90°C en un lapso de 30 o 60 minutos (Tabla 5), se monitoreo el proceso para
mantener las condiciones establecidas de temperatura y no permitir la ebulliciébn del agua.
Inmediatamente después de terminado el proceso todas las soluciones fueron filtradas para disminuir
la cantidad de compuestos organicos y de igual forma disminuir la densidad de la solucién. Se

mantuvieron en refrigeracion a -20 ° Celsius.

Tabla 5 Muestras de obtencion de extracto de Opuntia ficus-indica.

Muestra N1 N2 N3 N4 N5 N6 N7 N8
Nopal/100ml 10g 10g 10g 10g 59 50 59 50
H20
Temperatura 60°C 90°C 60°C 90°C 60°C 90°C 60°C 90°C

Tiempo 30min | 30min | 60min | 60min | 30min | 30min | 60min | 60min

NX=muestra de extracto de nopal

Posterior a la fabricacion del extracto procedimos a verificar el pH de las sustancias, utilizando un
medidor de pH, que nos proporciond un resultado muy similar para cada una de las soluciones,

marcando un pH en el rango de 4 y 5 (llustracion 4).

llustracién 4 pH de muestras.



Obtencion de solucién precursora.

La solucién precursora se obtuvo de AgNO3 (Nitrato de plata) al 1M, equivalente a 1.7g mezclado en

10ml de H20. Posteriormente se prepararon 2 soluciones con las siguientes concentraciones:5mM y
25 mM de Nitrato de plata (Tabla 6).

Tabla 6 Proporciones de solucién precursora.

Concentracion de 5mM

50ul de solucién precursora

9950pl H20

Concentracién 25mM

250pl de solucién precursora

9750ul H20

Se agregaron las soluciones en tubos Falcon, utilizando una micropipeta y posteriormente se

mezclaron con vortex durante 2 min hasta obtener una mezcla homogénea. Cada tubo se mantuvo

en refrigeracion a una temperatura de 4 ° Celsius.

Sintesis de nanoparticulas de plata.

A cada una de las muestras de extracto (tabla 5) se agregaron las dos concentraciones obtenidas

de solucidn precursora (Tabla 6), con las siguientes proporciones (Tabla 7):

Tabla 7 Proporciones de soluciones y concentracion de AgNPs

Extracto de nopal (muestras N1-N8)

Solucién precursora

Concentracion de AgNps

5ml

5ml solucién a 5mM

540 pg/mL

5ml

5ml soluciéon a 25mM

3mg/ml

Posteriormente se preservaron en refrigeracion las 16 muestras a 4°C para corroborar la formacién

de nanoparticulas con diferentes periodos de tiempo.




Caracterizacion

Después de 120 horas de refrigeracion a 4°C las 16 muestras(N1-N8 con las 2 distintas
concentraciones) se colocaron en placas de 96 pocillos con una programacion de 10 segundos de
agitacion, con la finalidad de realizar el analisis de absorcion 6ptica de nanoparticulas mediante
espectroscopia UV, utilizando un espectrémetro (Thermo Scientific Multiskan Go) del Laboratorio de
Investigacion Interdisciplinaria de la ENES Leon. Se realizaron pruebas de dispersion de luz dinamica
(DLS) para conocer la distribucién de las nanoparticulas de plata. La prueba de DLS se realiz6 en el
CINVESTAV ubicado en Juriquilla, Qro. También se realiz6 la prueba de microscopio electrénico de
transmision para conocer la morfologia y el tamafio de las nanoparticulas. La caracterizacion por

TEM se realizo en el Instituto de Neurobiologia de la UNAM en el campus Juriquilla,Qro.

Proceso de funcionalizacién

Se emplearon tubos de Penrose de silicona de 6mm de diametro con longitud de 30cm, los cuales
se cortaron en partes de 5mm de longitud y se seccionaron para obtener 3 muestras de cada trozo
(llustracién 5). para tener muestras de 5 x 9 mm y un area de 45 mm?. En total se obtuvieron 30

piezas para realizar la prueba.

llustracién 5 Trozos de tubo de Penrose de silicona.

La funcionalizacidon de las nanoparticulas de plata se realiz6 con (3-Aminopropil) trietoxisilano
(APTES) y polietilenimina (PEI) para modificar la carga de las AgNPs de negativo a positivo, evitar
aglomeracion de las particulas y tener una mejor adherencia en la superficie del tubo de Penrose de

silicona. Se utilizé la concentracion seleccionada de 540 pg/mL de AgNPs .



Posteriormente se colocaron las muestras en tubos, distribuidas de la siguiente manera:

= 3 piezas sin AgNPs

= 3 piezas con Clorhexidina al 2% (control).

= 3 piezas con 500ul de agua y 500ul de AgNPs (135 pg/ml)

= 3 piezas con 500l de PEI y 500ul de AgNPs (135 pg/ml)

= 3 piezas con500ul de APTES y 500ul de AgNPs (135 pg/ml)

Se realizaron 2 juegos de muestras para su observacion en 24 y 48 horas (llustracion 6),
manteniéndose en agitacion constante durante este periodo. Transcurrido este tiempo se extrajo el
liguido con el uso de pipeta y se secaron las muestras hasta obtener una evaporacion total del

liquido, empleando el horno a 50°C durante 24 horas.

llustraciéon 6 Tubos con las muestras de trozos de tubo de Penrose

Cultivo de Streptococcus mutans.

Se utilizé agar Muller Hinton (BD Bioxon), en una cantidad de 9.5g en 250ml de agua mezclados en
un matraz y se llevd a cabo su esterilizacion en autoclave durante 15 minutos. Finalmente se
prepararon 10 placas de agar, en las cuales se colocaron 20 ml de agar en cada caja de Petri de

10cm de diametro y se refrigeraron durante su proceso de estratificacion.

Para el cultivo joven se utiliz6 una muestra de S.mutans del Laboratorio de investigacion
Interdisciplinaria de la ENES Le6n. Se empled un asa metélica calentada previamente durante 5
segundos en mechero para transportar la muestra de S. mutans a la caja de Petri, frotando la
superficie con el asa;Todo esto realizado dentro de la campana de extraccion. Finalmente se incub6

durante 24 horas.



Se preparé una solucion McFarland 0.6,de la cual se utilizaron 80ul para cada placa y con el uso de
perlas de vidrio (8-10 por placa) se sembro la bacteria en la caja mediante el rodamiento por la

superficie.

Evaluacidon de efecto antimicrobiano.

Se evalué el efecto antimicrobiano de las Nanoparticulas de plata diluida al 50% en pocillos con las
siguientes concentraciones:

e Control positivo: clorehexdina 25 microgramos

e Control Negativo agua 100microlitros

e 100 pL de AgNPs=en concentracién de 27 pg/ml

e 50 pL de AgNPs =en concentracion de 13.5 pg/ml
e 25 pL de AgNPs =en concentracion de 6.75 pg /ml

Se colocaron las diferentes muestras de tubo de silicona (5) en cada placa de S. mutans y
permanecieron en incubadora durante 24 horas para posteriormente medir el halo de inhibicién de

cada muestra y asi conocer el efecto antimicrobiano.
Las muestras de tubo de Penrose se colocaron de la siguiente forma:

Control Positivo: Fragmentos + Clorhexidina al 2%
Control Negativo: Fragmento con Agua sin AgNPs
Fragmentos con AgNPs

Fragmentos con PEI y AgNPs

v N e

Fragmentos con APTES y AgNPs

Se evalud el efecto antimicrobiano a partir del diametro del halo de inhibicién y posteriormente se

obtuvo el promedio de las 3 muestras.
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Resultados.

Espectroscopia UV.

Una vez transcurrido el tiempo en refrigeracion (120h) se analizaron las muestras por espectroscopia
UV-vis donde se determind que las muestras tienen un pico entre los 450 y 500 nm de absorbancia
(llustracion  8). Se selecciond6 la muestra N8 con condiciones de 540
png/mLAgNPs/10grNopal/60min/90C para ser evaluada antes y después de retirar los sedimentos del
extracto de nopal ya que presentd un pico marcado entre los 448nm de absorbancia siendo la que
presento un mejor pico de absorcidn de nanoparticulas de plata. La muestra se centrifugo a 13000
RPM durante 15 minutos a 15°C y se evaludé nuevamente por espectroscopia UV-vis, donde se

obtuvo un resultado de 428nm (llustracién 9).
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llustracion 7 Grafico de espectroscopia UV-Visible del crecimiento de nanoparticulas de plata
después de 120 h en refrigeracion
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llustracion 8 Grafico de espectroscopia UV-Visible del crecimiento de nanoparticulas de plata
después de 120 horas



Analisis Morfologico.

La micrografia TEM muestra las nanoparticulas de plata casi esféricas con la capa organica de
recubrimiento de extracto de nopal. El tamafio oscila entre 25 y 60 nm con alta estabilidad (llustracion
10).




llustracion 9.-TEM de muestra de nanoparticulas de plata sintetizadas con extracto de nopal

Analisis de distribucion por intensidad.

Se encontré que el tamafio de particula promedio era de 128 nm en medio de dilusion
encontrandose en el rango de 80-150 nm (llustracion 11).
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llustracién 10 Distribucion de tamafio por intensidad.

Analisis de carga superficial

Se encontrd que la carga superficial era de -27,3 mV (llustracion 12), lo que confirma que las

nanoparticulas estan cubiertas por el extracto de nopal y también proporciona una mayor estabilidad.
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llustracién 11 Distribucién de potencial zeta




Efecto antimicrobiano

Después de 24 horas se pudo observar un halo de inhibicién en todas las placas (llustracién 13), por
lo que existe un buen efecto antimicrobiano. Comenzando con las placas con AgNPs sin el uso de
tubos de Penrose, mostrando un efecto similar en todas las muestras a diferentes concentraciones
(Tabla 8).

—

llustracion 12 Nanoparticulas de plata en Placas de S.mutans

A continuacion, se muestran las medidas del halo de inhibicion en cada una de las placas:

Tabla 8 Halo de inhibicién de Nanoparticulas

Placa 1 2 3 Promedio
Control - Omm Omm Omm Omm
Control + 25.12mm 26.64mm 26.15mm 25.97mm

1.-AgNPs 27 ug g/ml 22.28mm 18.64mm 18.8mm 19.9mm
2.-AgNPs 13.5ug g/ml 21.7mm 15.9mm 17.57mm 18.39mm
3.-AgNPs 6.75ug g/ml 20.49mm 13.27mm 14.97mm 16.24mm

Las Placas con las muestras de tubo de Penrose adicionado con nanoparticulas en el periodo de 24
horas (ilustracion 14), muestran inhibicion en todas las muestras con AgNPs siendo la que mas
destaca la muestra con APTES con un halo promedio de 13.6 mm (Tabla 9) debido a que genera

una mejor adhesion de nanoparticulas.



llustracion 13 Nanparticulas de plata funcionalizadas durante 24 horas en tubos de Penrose de
silicona en placas de S. mutans

Tabla 9 Muestras de Tubo de Penrose con AgNPs en 24 horas.

Placa 1 2 3 Promedio
Control - Omm Omm omm Omm
Control + 22.23mm 18.3mm 23.32mm 21.2mm
1.-AgNPs 10.13mm 9.8mm 10.29mm 10mm

2.- AgNPs+APTES 12.57mm 13.14mm 9.04mm 11.6mm
3.-AgNPs+PEI 16.1mm 18mm 15.98mm 16.7mm

Las placas con muestras de tubo de Penrose adicionado con nanoparticulas en periodo de 48 horas
(llustracién 15), muestra un efecto antimicrobiano, sin embargo, es mas reducido en la muestra con
APTES, pero con mayor halo de inhibicién en la muestra con PEI en comparacién a las muestras

con un periodo de 24 horas de agitacion (Tabla 10)..

llustracion 14 Nanparticulas de plata funcionalizadas durante 48 horas en tubos de Penrose de
silicona en placas de S. mutans




Tabla 10 Muestras de Tubo de Penrose con AgNPs en 48 horas.

Placa 1 2 3 Promedio
Control - Omm Omm Omm Omm
Control + 16.95mm 22.72mm 19.23mm 19.6mm
1.-AgNPs 10.95mm 9.69mm 10.26mm 10.3mm

2.-AgNPs+APTES 16.59mm 10.92mm 13.4mm 13.63mm

3.-AgNPs+PEI 8.48mm 10.8mm 11.85mm 10.4mm



Discusion.

En este estudio se sintetizaron nanoparticulas de plata de forma verde, atendiendo la blsqueda de
Nnuevos procesos que no generen gastos excesivos de energia, recursos y ademas que son toxicos

para el ser humano y el ecosistema.

El uso de Opuntia ficus indica (Nopal) para sintetizar nanoparticulas de plata mantiene la propiedad
de efecto antimicrobiano a una concentracion de 5mM, que basandonos en los resultados es la
concentracion que presenta mejores cualidades de absorcion. En cuanto al tamafio de las particulas
podemos confirmar que se enc8uentra en el rango de los 80 y 150 nm. Se puede confirmar la
presencia del extracto de nopal en las nanoparticulas ya que carga superficial fue de -27,3 mV. De
igual forma al ser aplicadas en tubos de Penrose de silicona, las nanoparticulas mantienen buenos

resultados en la inhibicién en placas de S.mutans.

Algo a destacar es que durante el proceso de sintesis de las nanoparticulas de plata no se utilizo
ningln otro compuesto en la solucién siendo lo Unico el extracto de nopal y Nitrato de plata, podemos
ver un procedimiento similar en el estudio realizado por Ledezma et al. (2014) donde realizan un
extracto de nopal también filtrado, sin embargo, agregan 4ml de hidroxido de amonio el cual es
toxico, por lo tanto, la sintesis no es completamente verde. Este mismo estudio también evalud6 el
efecto antimicrobiano de las nanoparticulas en presencia de cepas de E. coly, S. aureus presentando

resultados positivos de inhibicién.

Podemos comparar el proceso de sintesis de AgQNPs a partir de Opuntia ficus-indica de este estudio
con el procedimiento realizado por Khalifa et al (2020) en el cual se obtiene el extracto de nopal
dividido en concentraciones de 10,20,40,60,80 y 100, posteriormente se agregd 30 ml de nitrato de
plata 1mM a 20 mm de la solucién de extracto de nopal a temperatura de 55 ° Celsius, posteriormente
se centrifugo y se utilizé para oxidacion de glucosa, no se puso a prueba el efecto antimicrobiano en

este estudio.
Aplicaciones antimicrobianas de las AGNPs

Recubrimiento de superficies auto desinfectantes, prevencion de infecciones asociadas a

dispositivos médicos (catéteres, tubo de Pensrose, otros materiales a base de polivinilsiloxano)



Conclusion

Después de los resultados obtenidos en la evaluacion del efecto antimicrobiano de las nanoparticulas
de plata sintetizadas con extracto de Opuntia ficus indica (Nopal) podemos concluir que este método
de sintesis verde proporciona estabilidad, morfologia y tamafio dentro de los rangos aceptables de
nanoparticulas de plata, ademas de la propiedad antimicrobiana y buena adhesion que permite su
uso como recubrimiento de otros materiales, en este caso tubos de Penrose de silicona, para asi

evitar una infeccion durante el drenaje de una cavidad.

Debido a la escasa informacién de este método de sintesis, existen diversas areas de oportunidad
de investigacion que pueden ser de suma importancia para la biomédica, un ejemplo es conocer si
es citotdxico para las células humanas y su interaccion con las mismas a la concentracion utilizada
en este ensayo. Es importante conocer otras aplicaciones clinicas ya sea en odontologia o en otra

area de la salud.
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