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Resumen de la tesis que presenta Karla Maritza Flores Rabago como requisito parcial para la obtencién
del grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientacién en Microbiologia celular y
molecular.

Biosintesis de nanoparticulas de cobre: caracterizacion, evaluacion de biocompatibilidad y
propiedades antimicrobianas.

Resumen aprobado por:

Dra. Ernestina Castro Longoria
Directora de tesis

La resistencia bacteriana a los antibidticos es un problema de salud publica global que continda en
aumento. En las ultimas décadas la nanotecnologia ha contribuido de manera importante en alternativas
gue pueden mejorar, suplir o potenciar el tratamiento antibidtico convencional. Las nanoparticulas (NPs)
metalicas, han demostrado inhibir el crecimiento de las bacterias, y en muchos casos ocasionan la muerte
bacteriana. El objetivo del presente estudio fue sintetizar NPs de 6xido de cobre (CUONPs) mediante un
método eco-amigable y determinar sus propiedades antimicrobianas, utilizando el extracto acuoso y el
sobrenadante del cultivo liquido del hongo Ganoderma sessile como agentes reductores. Mediante
espectrometria Ultravioleta visible (UV-vis) se identificd una onda de absorbancia a A de 300 nm. Se evalud
la estabilidad, carga y el radio hidrodinamico de las CuONPs obtenidas y mostraron heterogeneidad y
estabilidad moderada. La morfologia y tamafio de las NPs se determinaron mediante microscopia
electrénica de transmision (TEM). Se obtuvieron NPs de forma cuasi esférica, y con tamafo promedio de
4.5 nm + 1.9 utilizando el sobrenadante y 5.2 nm % 2.1 con el extracto acuoso. Las CuONPs mostraron
actividad antimicrobiana contra Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus. La
concentracion minima inhibitoria (CMI) para E. coli, fue de 192.5 ug/mL para las CUONPs-EA y 186 pg/mL
para las CUONPs-SN. Para P. aeruginosa y S. aureus se obtuvo una CMI de 165 pg/mL con las CUONPs-EA,
y 159.5 pg/mL con las CuUONPs-SN. Se demostrd que concentraciones bajas (< 15 ug/mL) de CuONPs-EA
no son toxicas para células de rifidn y ni para macréfagos. Mientras que las CUONPs-SN, mostraron
citotoxicidad en concentraciones igual o mayor de 0.91 ug/mL en lineas celulares de higado y macréfagos.
Sin embargo, los cultivos celulares de rifién toleraron una concentracion de CUONPs-SN de 0.91 hasta 7.37
pg/mL sin disminuir el porcentaje de viabilidad celular. Los resultados obtenidos sugieren que las CUONPs
sintetizadas utilizando el extracto del hongo G. sessile, pudieran ser utilizadas para el tratamiento de
enfermedades infecciosas superficiales. Se requieren mas evaluaciones de bioseguridad, para demostrar
que éstas posean una baja absorcion a la circulacidn sistémica, y una baja concentracién durante la
excrecion renal.

Palabras clave: Nanoparticulas cobre, sintesis verde, micosintesis, antibidtico.



Abstract of the thesis presented by Karla Maritza Flores Rabago as a partial requirement to obtain the
Master of Science degree in Life Sciences with orientation in cellular and molecular microbiology.

Biosynthesis of copper nanoparticles: characterization, evaluation of biocompatibility and
antimicrobial properties

Abstract approved by:

Dra. Ernestina Castro Longoria
Thesis Director

Bacterial resistance and multi-resistance to antibiotics is a global public health problem that is continuingly
growing. For decades, there has been a strenuous and extensive search for alternatives that improve,
replace or enhance conventional antibiotic treatment. Some metallic nanoparticles (NPs), can inhibit the
growth of bacteria, and in many cases can cause bacterial death. The objective of the present study was
to synthesize copper oxide NPs (CUONPs) using an eco-friendly method and to determine its antimicrobial
properties, by using the aqueous extract and the culture supernatant of Ganoderma sessile fungus. An
absorbance peak of 300 nm was obtained using ultraviolet visible spectrometry (UV-vis). The CuONPs
obtained showed heterogeneity and moderate stability. The morphology and size of the NPs were
determined by transmission electron microscopy (TEM). NPs were obtained in a quasi-spherical shape,
and with an average size of 4.5 nm + 1.9 and 5.2 nm % 2.1 for the supernatant and the aqueous extract,
respectively. The CUONPs showed antimicrobial activity against Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa
and Staphylococcus aureus. The minimum inhibitory concentration (MIC) for E. coli was 192.5 pg/mL for
the CuONPs-EA and 186 pg/mL for the CuUONPs-SN. For P. aeruginosa and S. aureus, a MIC of 165 pg/mL
was obtained with the CUONPs-EA and 159.5 pug/mL with the CUONPs-SN. Finally, the compatibility of both
CuONPs was determined in kidney, liver and macrophage cell lines. Low concentrations (<15 pg/mL) of
CuONPs-EA were shown to be non-toxic to kidney cells and macrophages. While the CUONPs-SN, showed
cytotoxicity in concentrations equal to or greater than 0.91 pg/mL in liver and macrophage cell lines,
observing a decrease in cell viability dependent on the concentration of CUONPs-SN. However, kidney cell
cultures tolerated a CUONPs-SN concentration of 0.91 to 7.37 ug/mL without decreasing the percentage
of cell viability. The results obtained suggest that the CUONPs synthesized using the extract of the G. sessile
fungus could be used for the treatment of superficial infectious diseases. For further biosafety evaluations,
it should be demonstrated that they have a low absorption into the systemic circulation, and consequently
a low concentration during renal excretion.

Keywords: Copper nanoparticles, green synthesis, mycosynthesis, antibiotic.
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mejor mafana se mantenga presente.



Agradecimientos

Al Centro de Investigacion Cientifica y de Educacidn Superior de Ensenada, Baja California (CICESE) por
facilitarme acceso a las instalaciones, y proporcionarme los medios para desarrollar el proyecto de
investigacion. Al personal docente y administrativo de CICESE, por haber aportado en mi formacion
académica.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) por brindarme el apoyo mediante el programa de
becas.

A la Dra. Ernestina Castro por la oportunidad que me dio para emprender, empaparme y desenvolverme
en el drea de investigacion. Por la tolerancia y la paciencia que me tuvo, durante mis entregas y revisiones.
Por toda la ensefianza, los consejos y la asesoria que me brindo durante el posgrado.

A mis asesores que admiro; al Dr. Edgardo Sepulveda por la accesibilidad, los consejos, por la disposicién
de su equipo de trabajo y la excelente asesoria. A la Dra. Mdnica Herndndez por su tiempo, comentarios y
observaciones.

Un agradecimiento especial, a la Dra. Karla Oyuky Judrez por siempre estar disponible para apoyar mi
proyecto. Gracias por apoyar con los experimentos y los reactivos en tiempo de pandemia, en el cual no
nos permitian acceder a su area de trabajo. Por tomarse el tiempo de explicarme a detalle el paso a paso
de los experimentos y su andlisis.

A mi hermana Ivonne, por guiarme desde lo mas remoto del cémo utilizar cada herramienta, hasta
procesos y cdlculos experimentales. Por sus consejos y disposicidon para contar con ella en cualquier
momento. Gracias a ella me enteré del posgrado y de la oportunidad de aplicar mis dudas de investigacion
en CICESE.

A mis compafieras de Microbiologia; Ana, Mariana y Alejandra. Por el apoyo en clases, por los consejos vy,
por el hacer mds amenos los momentos dificiles de estudio y de pandemia. A mis compafieros de
laboratorio de microbiologia por los consejos y las observaciones. En especial agradezco al Dr. Yael
Gonzdlez por el tiempo, la dedicacion y, por ensefiarme técnicas y cdlculos en el laboratorio.

A mi Mam3 por aceptarme, por siempre brindarme su apoyo, consejo y seguridad en todo. Por permitirme
desenvolverme en lo que me gusta y apasiona, a pesar de que mis decisiones me puedan llevar a crisis
financieras.

Un enorme agradecimiento a mi esposa por acompafiarme y apoyarme, en esta etapa dificil de transicion,
muchos cambios y crecimiento profesional.



Tabla de contenido

RESUMEN €N ESPAMOL... .ttt ettt et e ee e sbe s be st e e e s e s bes e b aes et arsaneebesbestensnnbesasens i
RESUMEN BN INEIES ..ttt ettt et st st e e s ettt e b et asesaeete st stenessessansantesbesestarsasessstensnsantares iii
(D=L [ o ) o o T- [T O T U UTOPPOPRROPRRRPRRPPN iv
e =T [T T 01 =T oL o LRSS v
R = e I TN ] = TR viii
Ry e [ - | o] USSP PO O P TOPUTOPPTOTOUPTRUPRINt X
Capitulo 1. INrOAUCCION.....cciiiiireeiciciiiiiecrieeiessrerersnesesseseseressnnssssssssssnsesnnnsssssssssnesennnnsssssssnns 1
1.1 ANTECEUBNTES ....eeeieieetee ettt ettt ettt e sttt e st e s bt e e b te e s bt e e sabeesabeesbeeesabeeesabeesabeesnbeesbeeeans 2
1.1.2 Nanoparticulas METAlICAS.....ccciiie ittt e e e e s st e e e sbte e e e sntaeeesanes 3
1.1.1.1 Aplicaciones biomédicas de las nanoparticulas metalicas........ccocceevecveeenciieeeenneen. 5

1.1.1.2 Micosintesis de nanoparticulas Metalicas........cccevvvviieieiriiiee e 6

1.1.2 N ETale] o [ a{olU] e [l ole] o I PR 7
1.1.2.1 Biosintesis de nanoparticulas de cobre.........ccociiieiiiiiie e 8

1.1.2.2 Aplicaciones biomédicas de las nanoparticulas de cobre........ccoceeeeccieieeciieeeenneen. 9

1.1.2.2.1 Aplicaciones de las nanoparticulas de cobre como antibiético.................. 10

1.1.2.2.2 Aplicaciones de las nanoparticulas de cobre en la terapia oncoldgica....... 12

1.1.2.2.3 Aplicaciones de las nanoparticulas de cobre en la ingenieria de tejidos.... 13

1.2 JUSHIfICACION ettt ettt e b e s b st st et b e b e beenaeas 14
IO T o [T o 1 T £ PP 14
R S O] o JT=Y 1 1Y/ TP 15
1.4.1 (0] o[ A A Lo I =T o 1=T | PP 15
1.4.2 (0] o [ 4N e T =T o=l f oo T3P 15
(=1 1101 (o T J \V) U=1 o T Fo Lo - - 1R OPN 16
2.1 Sintesis de nanoparticulas de CODIe ... e 16
2.1.1 Cultivos fungicos y obtencion de biomasa .........coevciiiiiciiie e 16

2.1.2 Obtencidn de extracto acuoso y sobrenadante........ccccceeeeeciiieeeeiiieecccciee e e 16

2.1.3 Sintesis de NANOPAITICUIAS .....eiiieiiii ettt e et e e et e e e aae e e eeares 17

2.2 Caracterizacion fisicoquimica de nanoparticulas de cobre........cccoeiieeiiiicciiii e, 18
2.2.1 Espectrofotometria de UV-Visible ..........ooooouiiiiiiiece e 18

2.2.2 Dispersion de [uz dinAmica (DLS) ...ececccuieee ittt e e et e e e 18



vii

2.2.3 Andlisis de potencial ZE1a (PZ) ........coocuieii ittt e 18

2.2.4 Microscopia electrénica de transmision (TEM) .....ccooccieeiiiciee e e 18

2.3 ENSQYOS I VITIO. s e ann 19
2.3.1 Ensayo de inhibiCiON........coooiiiii i e e 19

2.3.2 Concentracion minima inhibitoria........cooeiiiriiiiee e 20

2.3.3 Cultivos celulares y ensayo de viabiliadad celular .........ccccoeieiiiiiiiciee e, 21

2.3.3.1 CUItIVOS CEIUIAIES ..ottt 21

2.3.3.1.1 Subcultivos celulares y tratamiento con tripsina ......ccccoevveeericieeeecciee e e, 22

2.3.3.2 Ensayo de viabilidad CelIUIAr ........coociiiiiiiiiieeetee e 22

2.3.3.2.1 Ensayo de viabilidad celular por reduccion de MTT .....cccceeviieeivcviieeeiiiieeennnne 23

2.4 ANALISIS @StAISTICO cuuveeiiiieiiieeee ettt et s ab e sbe e sabeeeanes 23
(1o 11071 (o s TR 2 T2 V1 1 - Yo (o X3Pt 24
3.1 Sintesis de nanoparticulas de CODIE.. ..o 24
3.1.1 Obtencidn de biomasa, extracto acuoso y sobrenadante ..........cccccveeeeeeeeicciiieeeeeeeeeeennns 24

3.1.2 Sintesis de nanoparticulas de COBIre ........oiiiiiii i 25

3.2 Caracterizacion fisicoquimica de nanopaticulas de cobre .........ccoocveeieciiee e, 27
3.2.1 Espectrofotometria de UV-ViS ......c.eiiiciiiiieiiiee ettt e e e eate e e e earae e s enraee e eaes 27

3.2.2 Dispersion de 1uz dindmica (DLS) ....cocoeciiieieciiee ettt et e e e etre e e e earae e s enreeaeeaes 30

3.2.3 Andlisis del potencial ZETa (ZP) ...cccueeeeeeeieee ettt et 31

3.2.4 Microscopia electrdnica de transmision (TEM) ........ccoecviiriieciiee e 31

3.3 ENSQYOS N VILIOuuuiiiiiiiiiieiiiiieiee e ettt et e e s e sttt e e s s e s s barae e e e e s s s saaababaaaeesssssnsstbaaaeesssensnrrreaees 33
3.3.1 Ensayo de inhibicion y concentracion minima inhibitoria (CMI) .......cccceeevieiieeecieeeneen. 33

3.3.2 Ensayo de viabilidad CEIUIAr ... 36
Capitulo 4.  DiSCUSION....ccceuiieenirienertenierenereeereaseeenserenseressressersassssnsesensssssssssensessnssssnsessnsssnnnnns 43
Capitulo 5.  CONCIUSION...cccuiieeniiienerteeiereniereenereaneeraserenseresesrensersasessnsesensssssssssensessnssssnsessnssennnnns 46

L =Y = 0 T o1 = [ - Y 47



viii

Lista de figuras

Figura

10.

11.

12.
13.
14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Esquema general de la sintesis de nanoparticulas metalicas por métodos verdes................. 4

Biodistribucion conceptual de nanoparticulas en diferentes tejidos dependiente de tamaiio, la

forma y 1a carga sUPErfiCial ...ouiecuiie i 5
Aplicaciones biomédicas de las nanoparticulas Metalicas........ccccvveiveeeiiiieeeiiciiee e, 5
Aplicaciones de las nanoparticulas de COBIre ...t 8
Linea de tiempo de desarrollo de antibidticos y aparicidon de resistencia bacteriana........... 10
Numero de antibidticos aprobados por1a FDA.........c.ueii it 11
Andamio con nanoparticulas de cobre con aplicaciones en ingenieria de tejidos................. 12
Cultivos fungicos, obtencidn de extracto acuoso y sobrenadante ..........cceeccvvvveeeeeeeecnnnnnenn. 17
Caracteristicas de la biomasa y extracto de G. SESSile .......uueeeeeeeieciiuireeeeeeeeicciiieeee e 24
Caracteristicas del sobrenadante y extracto acuoSO .........eeeeeeeeiiiiiiiieeeeee e 25

Viraje de color de las nanoparticulas de cobre sintetizadas con sobrenadante a diferentes

FElaCioNES dE SINTESIS ..eeueiriiiiiiete ettt ettt ettt e b e bt e sbe e st e st e b b e sbeesnees 26
Viraje de color dependiente de tEMPEratura ......cccccueeeeeiieeeeeiiiee e e e e e e e 27
Espectro de absorcion por UV-vis de las CUONPs sintetizadas con extracto acuoso (EA)..... 28
Espectro de absorcion por UV-vis de las CUONPs-EA, incubadas a 60°CalasOy 48 h......... 28

Analisis de espectro de absorcidn por espectroscopia UV-vis de las CUONPs-EA 30 dias después
(o LI VI 1 E] S 29

Espectro de absorcién por UV-vis de las CUONPs pH10 EA y SN incubadas a 60°C 30 dias después
Lo LI N =T [PPSR 29

Analisis del espectro de absorcion por UV-vis CUONPs-EA y CUONPS-SN ........ccccccvveeeennneenn. 29

Distribucion del radio hidrodindmico calculado mediante dispersion de luz dindmica de las
CUONPS SINTETIZATAS. ..ceuveeriiiieiieeriee ettt ettt ettt e st e e s be e sba e e sabeesbaesnabeesbeeesaseenns 30

Distribucion del potencial zeta de 1as CUONPS ......cccuviiiiiiiie e 31

Caracterizacion por microscopia electrénica de transmisidon de la morfologia y tamafio de las
CUONPs sintetizadas cON eXtracto ACUOSO ....cciviiirieeiriieeniieeie ettt e e sre e sbae e e e e 32



21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

Caracterizacion por microscopia electrénica de transmisidn de la morfologia y tamafio de las
CUuONPs sintetizadas con SObrenadante ...........coceeveeiieiiinienieeeeee e 32
Crecimiento de cepas bacterianas para ensayos de inhibicion ..........cccceeeecvieeeeciiee e, 34
Ensayo de método de difusidén en pozo y difusién en disco con S. epidermidis.................... 35
Crecimiento de S. epidermidis expuesta @ CUONPS .........cccccvieieciiieeeeiieee e eceeee e 36
Porcentaje de crecimiento bacteriano en cepas bacterianas expuestas a CuONPs.............. 36
Viabilidad de células tratadas con CUONPS-EA ........cocuiiiiriiinienienceceeeeeee e 37
Viabilidad de células tratadas con CUONPS-SN .......ccccueriiriiiineenienienieeiee et 38
Viabilidad de células hepaticas tratadas con CUONPS .........ccocciiieeeiiieeeciiiee e 39
Viabilidad celular de macrofagos tratados con CUONPS.........ccveeeeeiiieeecciiee e 39
Viabilidad de células MDCK tratadas con CUONPS.........cccccceerierierieniceeeseeeesee e 40
Viabilidad celular de hepatocitos tratados con CUONPS, EAY SN ......coeeviiiereiicieeeeriiee e 40
Viabilidad celular de macroéfagos tratados con CUONPs, SNy EA.......coovviiieeiicciieeeecieee e 41
Viabilidad de células de rifndn tratadas con CUONPS, SNy EA .....ccoocviiiiiiiieeeiiiee e 41



Lista de tablas

Tabla Pagina

1 Morfologia y tamafio de nanoparticulas de plata sintetizadas por él método verde

UL d] 722 oo o3 o o] o =L 13RS 7
2 Hongos reportados para sintesis de nanoparticulas de cobre........ccoceeevccieeeeicieeecccneenn. 9
3 Bacterias Gram negativas resistentes a antibiéticos prevalentes en México................... 11

4 Tamano de distintos tipos de nanoparticulas de cobre multifuncionales, investigadas en

terapias guiadas POr IMAZEN .......uvii ittt e e e et e e e et re e s e be e e e eeabaeeeeenreeas 13
5 Factores de muestras evaluadas para la sintesis de CUONPS ........ccccceeeeciieeeeciieecennen. 26
6 Resultados de analisis DLS y Potencial Zeta.........cccoccuveeeiiiiiie et et 31
7  Concentracion de cobre de las CUONPS sintetizadas.......ccoceevieereereeneenieniceeeeeeee 33
8  Concentracidon minima inhibitoria de CUONPS..........coceiiiiiieieee e 36
9 Resultados de viabilidad en cultivos celulares tratados con CuUONPs, EAy SN................ 37

10 Caracteristicas fisicoquimicas, toxicidad y efecto antimicrobiano de CuONPs sintetizadas
Lolo] o I Y =X XY -2 PSRSP 42



Capitulo 1. Introduccidn

En las dltimas décadas, las aportaciones cientificas de la nanotecnologia han contribuido con posibles
soluciones a problemas globales en el ambito de la salud. Todos esto en busqueda de alternativas para el
manejo de la resistencia bacteriana a antibidticos, y nuevos métodos para el diagndstico y tratamiento de
enfermedades crénicas-degenerativas con alta prevalencia y mortalidad, como la diabetes y el cancer
(Blecher et al., 2011; Farokhzad y Langer, 2009; Kaweeteerawat et al., 2017; Pelgrift y Friedman, 2013;
Zhang et al., 2007).

El interés en la investigacion de nanoparticulas metalicas en biomedicina nace al identificar las
propiedades antimicrobianas y antioxidantes que poseen, las cuales son prometedoras para multiples
aplicaciones en las diferentes areas de la medicina (Alizadeh et al., 2014; Elgorban et al., 2016; Escarcega-
Gonzalez et al., 2018; Lu et al., 2018; Norambuena et al., 2017; Pelgrift y Friedman, 2013; Ren et al., 2019).
Se sabe que las nanoparticulas metalicas pueden poseer efectos antifungicos (Elgorban et al., 2016),
antivirales (Haggag et al., 2019; Morris et al., 2019), antiparasitarios (Nafari et al., 2020) y antibacterianos
(Noor et al., 2020; Rajeshkumar et al., 2019). El efecto antibacteriano, demostrado en multiples ensayos
in vitro, ha sido prometedor para combatir la resistencia bacteriana a antibidticos. Sin embargo, las
aplicaciones para combatir bacterias resistentes se han visto limitadas por el efecto citotdxico a células
animales (Henson et al., 2019; Midander et al., 2009; Tang et al., 2018). Debido a este efecto citotdxico,
es necesario realizar mas ensayos e investigaciones donde se determinen las concentraciones seguras para
las células del huésped, manteniendo el efecto antibacteriano, pero sin que de paso a la resistencia (Ning

et al., 2015).

Las propiedades de las nanoparticulas metalicas dependeran del metal precursor, el proceso de sintesis,
el tamafio, la forma y su carga superficial (Azizi et al., 2014; Blanco et al., 2015; Frohlich, 2012; Honary
et al., 2012; Liang et al., 2019; Mohanta et al., 2016; Sharma et al., 2009). Durante muchos afios los
principales metales estudiados en aplicaciones biomédicas fueron el oro y la plata. Sin embargo, en la
ultima década se ha ampliado la blisqueda a otros metales como el cobre, el zincy el hierro (Ashraf et al.,
2019; Dadfar etal., 2019; Jamdagni et al., 2018; Varghese et al., 2020). Esto con el fin de buscar
alternativas de nanocompuestos con mayor biocompatibilidad, menor citotoxicidad e inmunogenicidad
(Ramesh et al., 2015; Vijayakumar et al., 2019). Debido al constante uso y aplicacion en el area de
investigacion biomédica, es importante implementar protocolos para la sintesis que sean amigables con

el ambiente, como los métodos bioldgicos, también Ilamados métodos verdes (Dhillon etal., 2012;
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Gurunathan et al., 2013; Honary et al., 2012; Kharissova et al., 2013; Parthiban et al., 2019; Patil y Kim,
2017).

Los métodos verdes utilizan fuentes biolégicas para la obtencién de nanoparticulas metdlicas, como
plantas, bacterias, hongos y levaduras. Uno de los desafios de los métodos de sintesis verde es el control
del tamanio, la forma y el grado de agregacion de las nanoparticulas metalicas (Abdel-Wareth, 2017), lo
que puede ser ajustado por modificacién de las condiciones del proceso de bioreduccion (Castro-Longoria
et al.,, 2011), o en el caso del método de sintesis que utiliza hongos (también llamado micosintesis);

modificando la especie de hongo y/o el tipo de extracto utilizado (Vetchinkina et al., 2018).

El uso del cobre para la produccion de nanoparticulas ha cobrado interés, ya que en estudios recientes se
ha demostrado ser util para aplicaciones biomédicas, debido a sus propiedades antimicrobianas,
antioxidantes, anticancerigenas, antidiabéticas (Erci et al., 2020; Noor et al., 2020; Rajeshkumar et al.,
2019). Ademas, la utilizacion de nanoparticulas de cobre en andamios de alginato con quitosano ha
demostrado favorecer la formaciéon de hueso en estudios in vivo (Lu et al., 2018). Es por esto que es
importante establecer protocolos amigables con el ambiente, que aseguren la sintesis de nanoparticulas
de cobre homogéneas con respecto a su tamafio, estables y de bajo grado de agregacién, que sean
biocompatibles para aplicaciones en humanos, y mantengan sus propiedades biomédicas. Por lo tanto, en
este trabajo se utilizard como fuente bioldgica para el proceso de biosintesis de nanoparticulas al hongo
Ganoderma sessile, el cual es no patégeno para el humano, facil de manipular y de bajo costo de
produccién. Este hongo basidiomiceto es comestible y considerado medicinal con propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias y antitumorales (Purva Sharma y Tulsawani, 2020; Vetchinkina et al.,
2016) y se espera que las nanoparticulas metalicas sintetizadas utilizando el extracto de G. sessile como
agente reductor posean propiedades antimicrobianas y bajo grado de citotoxicidad para lineas celulares

de mamiferos.

1.1 Antecedentes

La nanotecnologia se encarga de la investigacion de particulas y materiales a escala nanométrica, y segun
la guia estandar para investigacion, estudio y ensayos para nanotecnologia (ISA-TAB-Nano), la
nanoparticula es aquella particula cuyo tamafio se encuentre en el rango de 1 a 100 nm. La nanotecnologia
actualmente es empleada en diferentes areas desde la industria textil, agroalimentaria, hasta en el campo
de la medicina (deMello y Woolley, 2010). En las ultimas décadas, la nanotecnologia se ha convertido en

una de las piezas importantes de los avances cientificos en medicina, debido a esto ha emergido la



3
nanomedicina (Farokhzad y Langer, 2009; Zhang et al., 2007). Wagner y colaboradores (2006), definen la
nanomedicina como el uso de materiales a nanoescala en las diferentes dreas de la medicina, que
conforme su estructura posee un efecto médico Unico. Las lineas de investigacion generadas en
nanomedicina han aportado una gama de nuevos prospectos diagndsticos y terapéuticos a muchas

enfermedades.

1.1.1 Nanoparticulas metalicas

Las nanoparticulas de metales, son nanoestructuras obtenidas a partir de la interaccién de un compuesto,
organico o inorgdnico, con un agente metalico como el oro, plata, cobre, hierro, zinc, titanio entre otros
metales. La sintesis de las nanoparticulas metalicas puede ser a partir de moléculas muy pequefas a
moléculas de mayor tamafio, denominada sintesis bottom-up o de abajo hacia arriba. Otro tipo de sintesis
es a partir de compuestos de mayor tamafo a compuestos nanométricos, llamada top-down o de arriba
hacia abajo. Para la produccidn de nanoparticulas metdlicas se pueden utilizar métodos fisicos, quimicos
y biolégicos. Los primeros dos métodos requieren de la utilizacién de multiples quimicos tdxicos para la
reduccion y estabilizacidn de las nanoparticulas. Ademas, requieren de la utilizacidn de altas temperaturas
y procesos de alta energia que pueden producir un dafio mayor al ambiente, si lo comparamos con el
método bioldgico (Abdel-Wareth, 2017). La sintesis de nanoparticulas metalicas por métodos verdes utiliza
plantas y sus productos, bacterias, algas, hongos y levaduras para reducir una sal metalica como se
muestra en la Figura 1, a este proceso también se le conoce como bioreduccion (Castro-Longoria et al.,
2011; Honary et al., 2012; Noor et al., 2020; Patil y Kim, 2017; Rafique et al., 2017; Ramesh et al., 2015;
Shende et al., 2015; Siddigi y Husen, 2020; Zangeneh et al., 2019).

Bacterias, hongos, plantas y sus productos.

l Metal precursor
=

Bioreduccion [EESNEN Sintesis SN Caracterizacion [EeH

Figura 1. Esquema general de la sintesis de nanoparticulas metalicas por métodos verdes (Modificado de Siddqi y
Husen, 2020).
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El método bioldgico, también es denominado método verde debido a que utiliza compuestos bioldgicos,
pero también, porque su uso puede generar menor dafno al ambiente, en comparacién con los métodos

quimicos y fisicos (Gour y Jain, 2019; Hussain et al., 2016).

Las nanoparticulas metdlicas poseen propiedades cataliticas, antimicrobianas, antioxidantes,
anticancerigenas, antiinflamatorias, garrapaticidas y, antidiabéticas (Benelli et al., 2017; Burlacu et al.,
2019; Chinnasamy et al., 2019; Duran et al., 2017; Escarcega-Gonzélez et al., 2018; Patra et al., 2019;
Rajeshkumar et al., 2019; Sharma et al., 2009). Las propiedades fisicoquimicas y la distribucion de las
nanoparticulas metalicas dependeradn del metal, el tamafio y la carga superficial (Blanco et al., 2015;
Frohlich, 2012). Como se muestra en la Figura 2, Blanco y colaboradores (2015) describen de manera
conceptual los cambios en la distribucién de nanoparticulas en pulmones, higado, bazo y rinones de ratén,
dependientes de tamafio, forma y carga superficial (Black et al., 2014; Longmire et al., 2008; Xiao et al.,

2011).
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Figura 2. Biodistribucidn conceptual de nanoparticulas en diferentes tejidos dependiente de tamafio, la formay la
carga superficial (Modificado de Blanco et al., 2015).

Gracias al descubrimiento de las multiples actividades bioldgicas de las nanoparticulas metadlicas, se ha
realizado investigacién sobre aplicaciones en el tratamiento de enfermedades de dificil erradicacién y
control (Hu et al., 2018; Malzahn et al., 2014; Vazquez-Mufioz et al., 2019; Zhang et al., 2007), métodos
diagnosticos (Liu et al., 2019), y apdsitos para cicatrizacién de heridas (Alizadeh et al., 2019; Qijan et al.,
2019; Vijayakumar et al., 2019; Yusof et al., 2019), entre otros (Figura 3). Todo esto con el objetivo de

mejorar la calidad de vida de pacientes con enfermedades crénico degenerativas, y ofrecer nuevas
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opciones terapéuticas en enfermedades infecciosas y no infecciosas de dificil control (Alizadeh et al., 2014,

Benelli et al., 2017; Palanisamy et al., 2014; Vazquez-Mufioz et al., 2019).

1.1.1.1 Aplicaciones biomédicas de las nanoparticulas metalicas

La aplicacidn de las nanoparticulas metalicas para la cicatrizacién de heridas en el drea de la dermatologia
se debe a las propiedades antibacterianas y antioxidantes que poseen, y que se han demostrado en
multiples estudios (Alizadeh et al., 2014; Chabala et al., 2017; Hernandez-Rangel et al., 2019; Vijayakumar
et al., 2019; Yusof et al., 2019). Esto no solo es aplicable en la dermatologia, ya que algunas investigaciones
han dirigido este efecto de pro-cicatrizacion en enfermedades con problemas en la cicatrizacion de heridas

como la diabetes (Vijayakumar et al., 2019).

@ Nanoparticulas
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Regeneracion Antiinflamatorio
de tejidos

Figura 3. Aplicaciones biomédicas de las nanoparticulas metalicas (Modificado de Dayem et al., 2017 y Lahiri et al.,
2012).

En otros estudios se ha investigado la aplicacidon de las nanoparticulas metalicas en materiales poliméricos,

como los andamios, para la ingenieria de tejidos (Lu et al., 2018; Toledano et al., 2020).

Las propiedades antimicrobianas de las nanoparticulas metalicas son extensas, ya que son aplicables en la
agricultura, la industria alimentaria, en la industria textil, asi como en el drea médica (Hans et al., 2016;
Humphreys, 2014; Li et al., 2020; Mohanta et al., 2018; Narayan et al., 2018; Norambuena et al., 2017

Pelaz et al., 2017). Un ejemplo es el trabajo de Usha y colaboradores (2010) quienes, mediante sintesis
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verde, sintetizaron nanoparticulas de dxido de cobre para el desarrollo de textiles antimicrobianos, que

pueden ser Utiles en hospitales para prevenir o minimizar infecciones.

La produccién de especies reactivas de oxigeno, (ROS, por sus siglas en inglés) es uno de los mecanismos
reportados de las nanoparticulas metalicas, el cual es vinculado al efecto citotdxico que estas poseen. Esta
propiedad de toxicidad celular de las nanoparticulas metdlicas ha sido empleada para la investigacion de
nuevas terapias contra el cdncer. Ademas la citotoxicidad, es dependiente del tipo de metal, el método de

sintesis, el tamafio; y la forma de las nanoparticulas (Yu et al., 2020).

La sintesis y uso de nanoparticulas metalicas continta en investigacién y desarrollo (Nath et al., 2018),
siendo la plata y el oro los mas investigados. Debido a reportes de bacterias resistentes a nanoparticulas
metalicas, como Escherichia coli resistente a nanoparticulas de plata (Panacek et al., 2018), se ha dirigido
la busqueda a otras alternativas de nanoparticulas metalicas como las de cobre para aplicaciones contra

bacterias multirresistentes.

1.1.1.2 Micosintesis de nanoparticulas metalicas

La sintesis de nanoparticulas metalicas a partir de hongos o micosintesis, ha sido estudiada y reportada
por mas de dos décadas (Abdel-Wareth, 2017; Dhillon et al., 2012). El uso de hongos para sintetizar
nanoparticulas metalicas mantiene interés particular, debido a que los hongos secretan grandes
cantidades de enzimas y son mas faciles de manipular en el laboratorio (Honary et al., 2012). Se pueden
utilizar los compuestos intracelulares del hongo, asi como los compuestos excretados al medio por el
hongo (compuestos extracelulares). Uno de los beneficios de la utilizacion de hongos para la sintesis de
nanoparticulas metalicas es que no requieren de agentes quimicos reductores, agentes protectores y/o
agentes estabilizantes, los cuales pueden ser tdxicos (Patil y Kim, 2017). Ademas, se ha reportado la
produccién rapida y facil de nanoparticulas de oro/plata mono y bimetalicas al usar hongos filamentosos
como agentes reductores (Castro-Longoria et al., 2011). Debido a las propiedades antimicrobianas de la
plata, varias cepas de hongos han sido utilizadas para la sintesis de nanoparticulas de plata como se
muestra en la Tabla 1. En diferentes estudios se ha reportado la sintesis de nanoparticulas de plata,
utilizando como precursor el nitrato de plata (AgNOs) combinado con el liquido extracelular del cultivo
flngico. También se ha reportado la produccién de nanoparticulas con una variedad de formas, y tamafios

con rangos de 1 nm hasta 93 nm (Tabla 1)(Rafique et al., 2017).



Tabla 1. Morfologia y tamafio de nanoparticulas de plata sintetizadas por él método verde utilizando hongos.

Tamafio

Hongo Precursor | Intracelular/Extracelular il Morfologia
Humicola sp. * AgNO3 Extracelular 5-25 Esférica
Penicillium sp. * AgNO3 Extracelular 25-30 Esférica
Schizophyllum commune * AgNO; Intracelular y extracelular 51-93 Esférica
Trichoderma reesei AgNO3 Extracelular 5-50 Aleatoria
Fusarium semitectum * AgNO; Extracelular 1-50 EI|p50|'de?I y esférica
polidispersas
Fusarium acuminatum * AgNO3 Extracelular 13 Esférica
Aspergillus clavatus * AgNO3 Extracelular 10-25 Hexagqnél y esférica
polidispersas
Alternaria alternata * AgNO3 Extracelular 32.5 Esférica y polidispersas
Phoma glomerata * AgNO; Extracelular 60-80 Esférica
Trichoderma viride AgNO3 Extracelular 5-40 Esférica

(Modificado de Rafique et al., 2017). *hongos patégenos

Cabe resaltar que algunos de los hongos que han sido utilizados en la sintesis de nanoparticulas metdlicas,
son patégenos de plantas, insectos y humanos (Tabla 1). Asi mismo hay estudios que reportan el uso de
hongos no patdgenos como el basidiomiceto Ganoderma lucidum para la sintesis de nanoparticulas
metadlicas de plata y oro (Vetchinkina et al., 2016). Esta especie es util y facil de manipular ya que son
hongos no patdgenos para animales, plantas y humanos. Adicionalmente, se ha reportado el uso de
extractos de G. lucidum con aplicaciones anti-tumoral. Los principales constituyentes detectados de G.
lucidum son los triterpenoides y los polisacdridos (Zhao et al., 2018). En el 2018, Vetchinkina reporté que

las nanoparticulas de plata sintetizadas a partir de G. /ucidum son no tdxicas para lineas celulares de

mamiferos si se utiliza a una concentracion entre 1y 10 pg/mL.

1.1.2 Nanoparticulas de cobre

El cobre es un elemento traza indispensable para multiples reacciones enzimaticas en los organismos vivos,
un ejemplo de estas reacciones enzimaticas es catalizada por la enzima citocromo C oxidasa involucrada
en larespiracion celular (Scheiber et al., 2014). El cobre es esencial para la vida, pero es altamente reactivo

y puede ocasionar dafio celular, por lo que las células poseen mecanismos para la homeostasis del cobre

y asi poder mantener niveles seguros de este elemento (Hans et al., 2016; Solioz, 2018).
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El cobre ya ha sido utilizado para la produccidon de nanoparticulas, las diferentes areas de aplicacion de
nanoparticulas de cobre se resumen en la Figura 4 (Siddigi y Husen, 2020). Las nanoparticulas de cobre
poseen propiedades antinflamatorias, antioxidantes, antibacterianas, antiflingicas, antidiabéticas y
favorecen la cicatrizacién de heridas, por lo que pueden ser utilizadas ampliamente en el campo de la
medicina. Al igual que otras nanoparticulas metdlicas, las nanoparticulas de cobre tienen efectos
citotéxicos (Henson et al., 2019), los cuales han sido dirigidos y aplicados en nuevos tratamientos contra

el cancer (Hu et al., 2018).

Cicatrizacion de heridas, antibacteriano,
antifiingico, anticancer, antidiabético,
antiinflamatorio, antioxidante, entre otros.

Aplicaciones
biomédicas

Aplicaciones
industriales

Aplicaciones

: CuNPs/CuONPs
ambientales /
Nanosensor para detectar infestacion
por hongos, industria alimentaria,
crecimiento y productividad de plantas,
nanofertilizante, entre otros.

Electronicos, superconductores,
materiales de deteccion, vidrio,
ceramicas, entre otros.

Aplicaciones
en agricultura

Transformacion de energia solar,
nanoabsorbente, catalisis para
reacciones quimicas, entre otros.

Figura 4. Aplicaciones de las nanoparticulas de cobre (Modificado de Siddigi y Husen, 2020).

1.1.2.1 Biosintesis de nanoparticulas de cobre

La sintesis de nanoparticulas de cobre por métodos biolégicos, es un proceso mas econémico y con menor
repercusion al ambiente. La sintesis verde permite utilizar fuentes como extractos de plantas (Erci et al.,
2020; Siddiqi y Husen, 2020), extractos de frutos (Qamar et al., 2020), y extractos fungicos intracelulares
o extracelulares (Vetchinkina et al., 2018). El uso de extractos de hongos para la sintesis de nanoparticulas
tiene varias ventajas frente a otros microorganismos, como la facil manipulacién en el laboratorio, no
requieren muchos nutrientes para su crecimiento, poseen alta capacidad de unién a la pared celular y una

alta capacidad de absorcién intracelular de metales (Abdel-Wareth, 2017). Se ha reportado la micosintesis
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de nanoparticulas de cobre con efectos antibacterianos utilizando especies de Penicillum sp. (Honary et al.,
2012). En otro estudio se produjeron nanoparticulas de cobre utilizando aislados el hongo Aspergillus niger
de frutas y verduras podridas (Noor etal., 2020), tales nanoparticulas presentaron un potencial
anticancerigeno al inhibir el crecimiento de lineas celulares cancerigenas de humanos (células Huh-7).
Ademas, Noor y colaboradores (2020) reportaron que las nanoparticulas de cobre causaron un efecto
antibacteriano contra Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, E. coli, Micrococcus luteus y Bacillus
subtilis, de las cuales las primeras tres son consideradas importantes patdégenos para humanos. Hongos
como Hypocrea lixii, Stereum hirsutum y A. niger y especies de Penicillum sp., han sido las reportadas
(Cuevas et al., 2015; El-Batal etal., 2020; Naqvi et al.,, 2017; Salvadori et al., 2013), como hongos

prospectos para la micosintesis de nanoparticulas de cobre con potencial aplicacién en biomedicina (Tabla

2).
Tabla 2. Hongos reportados para la sintesis de nanoparticulas de cobre.

Hongo Precursor Tamafio de CuNPs | Morfologia Referencia
Pemc:ll.lum. CuSO4 9-950 nm Esférica Honary et al., 2012
aurantiogriseum
Penicillium citrinum CuSO, 9-950 nm Esférica Honary et al., 2012
Penicillium waksmanii CuSO, 9-950 nm Esférica Honary et al., 2012
Hypocrea lixii CuCl,-2H,0 24.5 nm Esférica Salvadori et al., 2013
Trichoderma koningiopsis CuCl,-2H,0 87.5nm Esférica Salvadori et al., 2014
Stereum hirsutum CuCl, 5-20 nm Esférica Cuevas et al., 2015
Aspergillus niger Cu(NO3),:3H,0 500 nm Esférica Naqvi et al., 2017
Trichoderma asperellum Cu(NO3s),:3H,0 10-190 nm Esférica Saravanazl<ou1n91ar etal,
Penicillium chrysogenum CuS04-5H,0 9.7 nm Esférica El-Batal et al., 2020
Trichoderma atroviride CuSO4 5-25 nm .Esferlca Natesan et al., 2020

irregular
Aspergillus niger CuSO4 5-100 nm Esférica Noor et al., 2020
-77 h Fi
Trichoderma harzianum CuS04:5H,0 38-77nm anchoy fbra Consolo et al., 2020
135-320 nm largo elongada

CuNPs: Nanoparticulas de cobre, (Modificado de Noor et al., 2020 y Castro-Longoria, 2022).

1.1.2.2 Aplicaciones biomédicas de las nanoparticulas de cobre

En la actualidad, la investigacion del cobre en nanomedicina es amplia, existen dreas de la medicina donde
destacan sus aplicaciones como oncologia, infectologia y endocrinologia. Entre estas areas se encuentran
dos de las primeras causas de muerte por enfermedad reportadas en México, tumores malignos y diabetes
(INEGI, 2018). Ademas, el combate constante contra bacterias resistentes es un problema global, en la que

pocos afos después de la liberacién de un nuevo antibiético, se descubre la resistencia por alguna bacteria
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hacia ese nuevo antibidtico (Figura 5). Las bacterias resistentes a antibidticos implican una menor
respuesta al tratamiento convencional de las enfermedades infeccionas, estas pueden ocasionar
complicaciones que comprometan la funcién adecuada de érganos y llegar a convertirse letal para el
individuo. Se considera a una bacteria multirresistente cuando es adquiere resistencia ante tres a cuatro
grupos de antibidticos. A las bacterias que son resistentes a casi todos los grupos de antibidticos se les ha
clasificado como bacteria con resistencia multiple extrema o extensa. Las bacterias que son resistentes a
todos los antibiéticos disponibles aprobados son conocidas como panresistentes (Magiorakos et al., 2012;
Roca et al., 2015; Rossolini, 2016). Es por ello que contintdan los esfuerzos de disefiar nanomateriales
biocompatibles y degradables, para combatir bacterias resistentes, células tumorales y que sean capaces
de contrarrestar complicaciones comunes de enfermedades cronicas degenerativas (Baym et al., 2016;

Bharadwaj et al., 2021; Evans y Kavanagh, 2021; Mba y Nweze, 2021; Rehman et al., 2021; Tan et al.,

2020).
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Figura 5. Linea de tiempo de desarrollo de antibidticos y aparicion de resistencia bacteriana (Modificado de Huh et
al., 2011). DA: Desarrollo de Antibidtico, DR: Desarrollo de Resistencia, PE: Penicilina, EST: Estreptomicina, TE:
Tetraciclina, VA: Vancomicina, MET: Meticilina, CE: Cefalotina, GEN: Gentamicina, CFO: Cefotaxima, CFs 3G:
Cefalosporinas de 3ra generacién, IM: Imipenem, MRA: Resistencia a multiples antibidticos LI: Linezolid. *Raramente
usada hasta 1980.

1.1.2.2.1 Aplicaciones de las nanoparticulas de cobre como antibiético

La organizacidon mundial de la salud (OMS) define como antibiético a aquellos medicamentos capaces de
prevenir y tratar infecciones por bacterias. Prevalece la blisqueda de nuevos compuestos o sustancias

quimicas con propiedades antibidticas, que ayuden en la contencion de la crisis global de la resistencia



11
bacteriana a multiples antibidticos. En algunos casos, la resistencia bacteriana puede ser mayor para
algunas bacterias hasta el punto de ser extrema, como se muestra en la Tabla 3 (Garza-Gonzélez et al.,
2019). Un factor limitante que complica el adecuado manejo de infecciones ocasionadas por bacterias
resistencia extrema a antibidticos, que es preocupante para quienes se encuentran en el primer nivel de
atencién de salud, es la escasa aprobacién de antibidticos por la administraciéon de alimentos y farmacos,
(FDA, por sus siglas en inglés). Como se muestra en la Figura 6, cada vez son menos los antibidticos que

anualmente son aprobados por la FDA (Andrei et al., 2019; Livermore, 2012; Taubes, 2008).

Tabla 3. Bacterias Gram negativas resistentes a antibidticos prevalentes en México.

Microorganismo (n) MDR (%) Posible XDR (%) | Verdadero XDR (%) Posible PDR (%)
Acinetobacter sp. (861) 53 43.2 8.8 38.8
Klebsiella sp. (3334) 22.6 ND ND ND
E. coli (11676) 19.4 8.1 0 0.04
Enterobacter sp. (1334) 11.9 ND ND ND
P. aeruginosa (1995) 8.8 8.3 0.2 4.4

MDR: Multiple resistencia a antibidticos, XDR: Resistencia extrema a antibidticos, PDR: Panresistencia a antibidticos
y ND: No datos (Modificado de Garza-Gonzalez et al., 2019).

Algunos mecanismos del efecto antibacteriano de las nanoparticulas de cobre descritos, son mediante la
alteracion de la membrana celular bacteriana, el dafio secundario por incremento en la produccién de

especies reactivas de oxigeno (ROS), la inhibicidn enzimatica y/o degradacién del ADN (Solioz, 2018).
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Figura 6. NUmero de antibidticos aprobados por la FDA (Tomado y modificado de Andrei et al., 2019).
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En el 2010, Usha y colaboradores reportaron la sintesis verde de nanoparticulas de éxido de cobre para el
desarrollo de textiles antimicrobianos, los cuales pueden ser Utiles en hospitales para prevenir o minimizar
infecciones. En otro estudio Ning (2015), demostrd que las mejores concentraciones de iones Cu?* para
mantener una alta eficacia antibacteriana pero baja toxicidad en células de mamiferos es 10 a 10* mol/L.
Posteriormente en otro estudio reportado por Lu y colaboradores, donde realizaron andamios de
carboximetil quitosano (CMC), alginato y cobre, encontraron que en los andamios hechos con 1 mmol/L
de nanoparticulas de cobre habia una reduccién de la poblacién bacteriana del 99 %, obteniendo asi
andamios con altas propiedades antibacterianas y baja citotoxicidad como se muestra en la Figura 7 (Lu

et al., 2018).
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Figura 7. Andamio con nanoparticulas de cobre con aplicaciones para ingenieria de tejidos (Modificado de Lu et al.,
2018). Andamios de carboximetil quitosano (CMC), alginato y nanoparticulas de cobre, con potencial para la
reparacién de hueso infectado. a) Imagen por microscopia electrénica de barrido donde se observa el tamafio y
distribucidn de los poros obtenidos del andamio de CMC/alginato/cobre (barra de escala de 100 um). b) Colonias de
S. aureus en medio LB cultivadas a 37°C por 24 h, muestras obtenidas de bacterias recolectadas de andamios
implantados a las 2 y 4 semanas. c) Representacién grafica comparativa de los resultados in vivo; donde se obtuvo
andamio de CMC/alginato/nanoparticulas de cobre con propiedades antibacterianas, neoformacién vascular,
adhesidn celular resultante de la regulacion al alza de expresién de los genes relacionados con la adhesidn; cinasa de
adhesioén focal (FAK), paxilina (PXN) y vinculina (VCL), y capacidad osteogénica con aumento significativo a las dos
semanas de la expresidn de genes relacionados con la osteogénesis; colageno tipo | (COL-1) y osteocalcina (OCN).

1.1.2.2.2 Aplicaciones de las nanoparticulas de cobre en la terapia oncolégica

Diversas investigaciones han dirigido el efecto citotéxico de las nanoparticulas metalicas a innovadoras

terapias oncoldgicas (Hu et al., 2018; Liu et al., 2019; Noor et al., 2020); como las terapias contra el cancer
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guiadas por imagen (Liu et al., 2019). En la Tabla 4 se muestra un resumen de los reportes en los que se
utilizaron diferentes tamafios de nanoparticulas de cobre funcionalizadas para dirigirse a un blanco
especifico, con la finalidad de atenuar el dafio a tejido sano. En estas investigaciones el tamafio reportado
de las nanoparticulas de cobre estd por debajo de los 10 nm. El tamafio pequefio de las nanoparticulas de

cobre favorece su propiedad citotdxica (Blanco et al., 2015; Liu et al., 2019).

Tabla 4. Tamafio de distintos tipos de nanoparticulas de cobre multifuncionales, investigadas para terapias guiadas

por imagen.

. Modalidad . Tamaiio NP .
Nanomaterial . Terapia Referencia
de imagen (nm)
CSNTs / RT/PTA / Xiao et al., 2013
u-Cu,_,S NDs PA PTT 2 Mou et al., 2015a
PFP@u-Cu,_4S NDs@ liposoma US/PA PTT 2 Mou et al., 2015b
64CuS NDs PAI/PET PTT 4.3 Zhou et al., 2015
CuS-PEG NPs / PTT/PDT 5 Lietal., 2017
GSH-CuS NDs PA/MRI PTT 4.8 +/-0.6 Liang et al., 2017
DOX-CuS@PMOs / Quimo-PTT 2.67 Lu et al., 2017
Cus-UCNPs / PTT 3 Lu etal., 2017
CZTS@BSA PA/MRI PTT 4.8 +/-1.9 Tanetal., 2018
MDNs PET/PAI Quimio-PTT 5.8 Wei et al., 2018

DOX: Doxorrubicina, MRI: Resonancia magnética, PA: Fotoacustica, PET: Tomografia por emisidn de positrones, PTA:
Agente de conversidn fototérmica, PTT: Terapia fototérmica, RT: Radioterapia, ND: Nanodendrimeros y US:
Ultrasonido (Modificado de Liu et al., 2019).

1.1.2.23 Aplicaciones de las nanoparticulas de cobre en la ingenieria de tejidos

Las aplicaciones de las nanoparticulas de cobre como compuestos de andamios celulares, ha sido una de
las nuevas lineas de aplicacién en el drea de la nanomedicina y la ingenieria de tejidos. En el 2018, Lu y
colaboradores consiguieron favorecer la formacion de hueso en estudios in vivo, mediante la combinacion
de andamios de alginato, CMC y cobre. Al mismo tiempo identificaron, las propiedades antimicrobianas
contra S. aureus, este andamio es muy prometedor para aplicaciones en multiples procedimientos
quirargicos del area de traumatologia, sobre todo en fracturas expuestas que tiene riesgo de

contaminacion alto.

Un afio después, Alizadeh y colaboradores (2019) emplearon las nanoparticulas de cobre de diversos
tamanfios y en diferentes concentraciones, para identificar su efecto en la cicatrizacién de heridas cutdneas.
En este estudio, se observd que las nanoparticulas de cobre de 20 nm, utilizadas en concentraciones de 1

mM y 10 mM, tuvieron efectos téxicos en lineas celulares de queratinocitos y fibroblastos. Por otro lado,
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demostraron que las nanoparticulas de cobre de 40 nm en una concentracién de 10 uM incrementaron la
migracion de células endoteliales, queratinocitos y fibroblastos. Ademas, sefialaron que las nanoparticulas
de cobre utilizadas a concentraciones de 1 uM con tamafio de 80 nm, mostraron mayor produccién de
colageno tipo 1A1 en fibroblastos, lo cual se evidencid en la velocidad del cierre de herida, y aumento en

la angiogénesis del tejido en los modelos de ratdn que utilizaron.

1.2 Justificacion

Las propiedades que poseen las nanoparticulas metalicas son un motivo por el cual siguen siendo utilizadas
en multiples estudios de investigacion para aplicaciones en medicina como potencial terapéutico para
enfermedades crénicas-degenerativas. Las nanoparticulas de 6xido de cobre (CuONPs) tienen un alto

potencial para ser utilizadas en materiales para el manejo y cuidado de heridas.

Por otro lado, es importante hacer énfasis en la sintesis de nanoparticulas metdlicas a partir de recursos
bioldgicos faciles de obtener, de cultivar, de manipular, y por lo tanto que mantengan un bajo costo para
su produccion y para el ambiente. De los materiales bioldgicos utilizados para la biosintesis de
nanoparticulas, los hongos han sido considerados como excelentes candidatos para la sintesis de
nanomateriales, ya que poseen altas tasas de crecimiento y son faciles de cultivar. Sin embargo, hay muy

pocos trabajos que exploren la biosintesis de CUONPs utilizando hongos como agentes reductores.

Por lo tanto, en este estudio se utilizd al hongo Ganoderma sessile para la produccion de CuONPs y se
evalué su uso potencial como agentes antimicrobianos y asi ofrecer una alternativa contra

microorganismos patogenos de humanos.

1.3 Hipotesis

Las nanoparticulas de cobre sintetizadas a partir de compuestos intracelulares y metabolitos
extracelulares del hongo Ganoderma sessile presentardn actividad antimicrobiana y baja citotoxicidad en

células animales.
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1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Obtener mediante el uso del extracto y sobrenadante del hongo Ganoderma sessile, nanoparticulas de

Oxido de cobre y caracterizar sus propiedades fisicoquimicas.

1.4.2 Objetivos especificos

e Obtener un protocolo eco-amigable y reproducible para la sintesis de nanoparticulas de cobre a

partir de compuestos intracelulares y metabolitos extracelulares del hongo G. sessile.

e Obtener la caracterizacion fisicoquimica de las nanoparticulas de cobre sintetizadas a partir de

compuestos intracelulares y metabolitos extracelulares del hongo G. sessile.

e Determinar las propiedades antimicrobianas de las nanoparticulas de cobre contra bacterias Gram

positivo y Gram negativo.

e Determinar la toxicidad de las nanoparticulas de cobre en lineas celulares de mamiferos.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Sintesis de nanoparticulas de cobre

2.1.1 Cultivos fungicos y obtencidon de biomasa

G. sessile se obtuvo de la coleccidn de microorganismos en el departamento de Microbiologia
experimental aplicada del Centro de Investigacion Cientifica y de Educacidon Superior de Ensenada
(CICESE). La cepa de G. sessile se inoculd en cajas Petri de 100 mm x 15 mm con 10 mL de medio agar papa
dextrosa (PDA; PDB BD Difco™ mas Agar Difco™ al 2%), por triplicado. Posteriormente, se incubé a 30 °C
por 96 h (Mazdn-Martinez, 2020). Una vez que el micelio llené % de la caja de cultivo, se tomaron 10
muestras del micelio en medio de cultivo de cada caja Petri, con un tamafio estdndar de 10 mm de
diametro utilizando un tubo de borosilicato estéril. Las muestras del micelio se trasladaron a matraces
Erlenmeyer de 250 mL con 100 mL de medio caldo papa dextrosa (PDB, BD Difco™) cada uno, y se

colocaron en incubadora con agitacién a 120 rpm por 7 dias a 30 °C (Figura 8).

2.1.2 Obtencién de extracto acuoso y sobrenadante

Una vez trascurridos los 7 dias de incubacion en agitacion, se separd la biomasa del medio liquido, y se
colocé en tubos cdnicos de 50 mL con 20 mL de agua destilada, y se centrifugd por 10 min a 10,000 rpm a
22 °C. Se desechd el agua destilada y se agregd 20 mL de agua desionizada, posteriormente fue
centrifugada a 22 °C durante 10 min a 10,000 rpm. Se colocd la biomasa en matraces Erlenmeyer de 250
mL con 50 mL de agua desionizada y se incubd en agitacion a 120 rpm por 24 h a 30 °C (Mazén Martinez,
2020). Trascurridas las 24h, la biomasa y el liquido obtenido se colocé en tubos cénicos de 50 mL, y se
centrifugd a 10,000 rpm por 10 min a 22 °C (Figura 8). Se decanto el sobrenadante, se filtré en bomba de
vacio con una membrana de nitrocelulosa con un tamafio de poro de 0.45 pum (MF-Millipore).
Posteriormente fue colocado en una jeringa de 20 mL y se filtré utilizando un portafiltros SWINNEX de 25
mm (Millipore) con una membrana de nitrocelulosa con un tamano de poro de 0.22 um (MF-Millipore).
Posteriormente, el sobrenadante se almacend en un frasco claro estéril a temperatura ambiente en

oscuridad. La biomasa se peso, y se maceré con agua desionizada (proporcion 1:1), en mortero de agata.
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Una vez macerada, se centrifugd por 15 min a 10,000 rpm y 22 °C, y finalmente se decanté el extracto

aCuoso.

El extracto acuoso obtenido se filtrd, a través de una membrana de nitrocelulosa con un tamafio de poro
de 0.45 um, utilizando una bomba de vacio. Y posteriormente el extracto acuoso se filtré a través de una
membrana de nitrocelulosa con un tamafio de poro de 0.22 um. Finalmente, el extracto acuoso fue
colocado en viales de vidrio claro y almacenado en oscuridad envuelto en papel aluminio a temperatura

ambiente.

2.1.3 Sintesis de nanoparticulas

El precursor metalico utilizado para la sintesis de nanoparticulas fue el sulfato de cobre pentahidratado
(CuS04-5H,0), de Sigma-Aldrich (MKCK-1228). Se prepararon soluciones de sulfato de cobrea 1, 5,10y 15
mM, asi mismo se preparé la solucién de hidroxido de sodio (NaOH) a 10 mM y 100 mM. Se colocé el
extracto acuoso (EA) con la soluciéon de CuSO, a 1 mM y 5 mM en las siguientes proporciones; 1:1, 1:2 y
1:3 (EA:CuSQ,). Se incubaron por 96 h a temperatura ambiente (22-28 °C), 30, 37 y 60 °C, y se observo el
viraje de color a las 24, 48, 72 y 96 h. Posterior a la incubacidn, se utilizo la solucion de hidréxido de sodio
(NaOH) a 10 mM y 100 mM, las preparaciones fueron ajustadas a pH 8,10y 12, e incubadas a 60 °C durante
96 h. El sobrenadante (SN) fue mezclado con sulfato de cobre a5 mM en relacién 1:1, 1:2 y 1:3 (SN:CuSQ,),
e incubada a 60 °C durante 96 h. Finalmente, se prepararon dos viales de sobrenadante con sulfato de
cobre a 5 mM con una relacién 1:3, se incubaron a 25 °Cy 60 °C, y se observd el viraje de color a las 24,

48,72y 96 h.

(o r\m- ﬂ .

~

_

Figura 8. Cultivos flngicos, obtencion de extracto acuoso y sobrenadante.
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2.2 Caracterizacion fisicoquimica de nanoparticulas de cobre

2.2.1 Espectrofotometria UV-Visible

Para confirmar la sintesis de las nanoparticulas de 6xido de cobre (CUONPs), se midié la absorbancia de las
soluciones preparadas con el EAy el SN, se utilizo el espectrofotémetro de UV-Visible (JENWAY 6505), en
un rango de 200 a 800 nm (Erci et al., 2020). Se colocaron las soluciones en celdas de plastico para
espectrofotémetro, y se midieron las diferentes concentraciones de las soluciones de CuSO4 con EA y SN
de G. sessile en proporciones 1:1 y 1:3. Se midié la absorbancia de la solucién de CuSQ,, el EA y SN de G.
sessile. Para algunas muestras se corrobord la absorbancia utilizando el espectrofotémetro de UV-vis

(Thermo Scientific Multiskan GO), en un rango de longitud de onda de 200 a 700 nm.

2.2.2 Dispersion de luz dinamica (DLS)

Para analizar el radio hidrodindmico y la homogeneidad de las nanoparticulas de cobre, se utilizé el equipo
Zetasizer Ver. 7.13 (Malver). Se tomd 1 mL de las diferentes soluciones de CuONPs con SN y EA. Las

muestras se colocaron en celdillas desechables para su analisis.

2.2.3 Anailisis de potencial zeta (PZ)

El andlisis de la carga superficial de las nanoparticulas y por lo tanto, de la forma indirecta, de la estabilidad
de las diferentes soluciones de CuONPs, se realizé midiendo el potencial Zeta utilizando el equipo Zetasizer

Ver. 7.13 (Malver).

2.2.4 Microscopia electrénica de transmision (TEM)

Se determind la forma y el tamafio de las CUONPs con el uso de microscopia electrénica de transmisidn
(TEM), utilizando microscopio electrénico Hitachi 7500. Para ello se utilizaron rejillas de cobre para TEM,
en las cuales se colocaron 10 pL de solucidn de nanoparticulas de cobre sintetizadas con extracto acuoso
y sobrenadante. Posteriormente, se dejaron secar a temperatura ambiente, y fueron analizadas a

diferentes magnificaciones a 80 kV. Las estimaciones se obtuvieron con el analisis de 1000 particulas para
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cada muestra. Los resultados fueron presentados como la media * la desviacion estandar, obtenidos con

la utilizacion del software Image).

2.3 Ensayos in vitro

Para medir las propiedades antimicrobianas de las nanoparticulas de cobre se realizaron dos ensayos: la
determinacidon de inhibicion microbiana utilizando el método de difusién en disco y en pozo, y la
determinacidn de la concentracién minima inhibitoria. Para la determinacidn del grado de toxicidad de las
CuONPs se utilizaron cultivos de células de rifidn (linea celular de rifidon canino Madin-Darby), macrdfagos

de ratdn (linea celular RAW 264.7) y células de higado de raton (linea celular de hepatocitos AML-12).

2.3.1 Ensayo de inhibicion

Para este ensayo se utilizaron cepas bacterianas obtenidas de la Coleccién americana de cultivos tipo
(ATCC, por sus siglas en inglés American Type Culture Collection); Escherichia coli (ATCC 25922),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Staphylococcus aureus (ATCC 44476) y Staphylococcus
epidermidis (ATCC 12228).

Para determinar las propiedades antibacterianas se utilizaron los métodos de difusién en disco y difusién
en pozo, en el cual se observo la presencia de una zona inhibitoria de crecimiento bacteriano en el medio
cultivado. Para esto, primero se aislaron colonias utilizando las cepas criopreservadas a -80 °C,
posteriormente se inocularon con estria cruzada en caja Petri de 100 mm x 15 mm con medio solido del
caldo de Lisogenia (LB por sus siglas en inglés, Lysogeny Broth MILLER Merck Millipore) con agar al 2%
(Bacto™ Agar BD), y fueron incubadas a 37 °C por 24 h. Posteriormente se tomaron 3-5 colonias con
morfologia similar utilizando el asa de siembra, y fueron incubadas en medio LB en agitacion, a 37 °C
durante 24 h. Transcurridas las 24 h se tomé 10 uL de indculo bacteriano, de cada cepa bacteriana
incubada, y se colocaron en medio liquido Mueller Hinton (Difco™ Mueller Hinton Broth BD). Se midié por
espectrofotometria UV-Visible, en longitud de onda de 625 nm, y se buscé una absorbancia de 0.08 a 0.13
(Wiegand et al., 2008). Se realizaron curvas de crecimiento de cada cepa bacteriana para determinar el
tiempo en que cada cepa llega a la absorbancia de deseada (entre 0.08 a 0.13) para obtener una
concentracidn cercana a 5x10° unidades formadoras de colonias (UFC) por ml, utilizando la escala del 0.5

de McFarland, y conteo de UFC.
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Una vez obtenida la absorbancia entre 0.08 y 0.13 del cultivo bacteriano, se diluyé en una relacién 1:100

en medio Mueller Hinton (MH) liquido (0.1 mL del inéculo y 10 mL de medio MH).

Para el método de difusién en disco, se colocé 1ml de la dilucién previa del cultivo bacteriano con 9 mL de
medio MH agar (previo a molificacién), en cajas Petri de 100 mm x 15 mm, y se mezcld con cuidado para
obtener un crecimiento homogéneo. Posteriormente, se colocaron discos de 6 mm estériles (hechos de
papel filtro VWR), impregnados previamente con 5 uL de CuONPs, se volvieron a impregnar con 5 plL
posterior a su colocacién (10 pl totales). Como controles se colocaron, bajo el mismo procedimiento, un
disco impregnado con agua destilada, uno impregnado con CuSO4 a 5 mM, otro con el EA puro y otro SN.

Finalmente se incubaron a 37 °C durante 24 h.

Para el método de difusion en pozo, se utilizd sacabocado de 10 mm de didmetro. En cajas Petri de 150
mm x 15 mm, se colocd 1 mL de la dilucién previa del cultivo bacteriano con 18 mL de medio MH agar
(previo a molificacién), y se mezclé con cuidado para obtener un crecimiento homogéneo. Una vez
molificado el medio, se realizaron los pozos y se colocé un volumen de 50 pL de CuONPs en el pozo, el

mismo procedimiento se realizd con los controles previamente mencionados.

2.3.2 Concentracion minima inhibitoria

Para llevar a cabo este analisis, se utilizaron las concentraciones bacterianas estandarizadas previamente
descritas, utilizando el 0.5 de la escala de McFarland (Wiegand et al., 2008). Lo siguiente se realizo
utilizando los cultivos de E. coli, P. aeruginosa, S. aureus y S. epidermidis. Para determinar la concentracion
minima inhibitoria (CMI), se utilizé el método de microdilucién en placa, conforme el protocolo del
instituto de estandares clinicos y de laboratorio (CLSI, por sus siglas en inglés Clinical & Laboratory

Standards Institute)(CLSI, 2012).

En el ensayo de microdilucidn, se inoculé y aislé cada cepa bacteriana en cajas Petri con medio LB agar a
37 °C por 24 h. Posteriormente se tomaron 4 colonias, las cuales fueron colocadas en medio MH liquido,
fueron incubadas a 37 °C en agitacion, hasta alcanzar una concentracién aproximada de 5x10° UFC por mL
(Wiegand et al., 2008). Se utilizaron microplacas de poliestireno con 96 pozos (Costar 3595). En cada pozo
se colocd 50 puL de MHB, y las diferentes concentraciones de CuONPs-EA y CuONPs-SN. Del inoculo
bacteriano se colocaron 5 pL, y como controles MHB sin inocular, y MHB con inoculo bacteriano sin

CuONPs, como control de crecimiento. Las placas fueron incubadas a 37 °C por 24 h. Para el analisis, previo
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a incubacién y posterior a la incubacidn, se utilizo el lector de placas Multiskan Sky versién 1.00.55, con el
software Skanlt 6.0.1. Trascurrido el tiempo de incubacidn, se tomaron 10 pL de los pocillos donde no se
observé turbidez, para ser colocados en cajas Petri con LB agar. Para determinar si habia crecimiento
bacteriano, las cajas fueron incubadas durante 24 a 48 h, en una temperatura de 37 °C, esto fue realizado

para cada cepa bacteriana analizada.

2.3.3 Cultivos celulares y ensayo de viabilidad celular

Para determinar la toxicidad de las nanoparticulas de cobre se utilizaron diferentes lineas celulares de
mamiferos; células de rifién canino, macrofagos de ratdn y células de higado (hepatocitos) de raton. Las
lineas celulares fueron tratadas con diferentes voliumenes de CuONPs, y posteriormente se sometieron al

ensayo de viabilidad celular por reduccion de MTT.

2.3.3.1 Cultivos celulares

Las lineas celulares utilizadas fueron: la linea celular de rifién canino Madin-Darby (linea celular MDCK, por
sus siglas en inglés Madin-Darby Canine Kidney) NBL-2 (ATCC CCL-34), la linea celular de macrofagos RAW
264.7 (ATCCTIB-71), y la linea celular de hepatocitos AML-12 (ATCC CRL-2254).

Las lineas celulares se cultivaron en medio modificado de Eagle Dubelcco (DMEM,por sus siglas en inglés
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium), el cual fue suplementado con 1 % v/v de Estreptomicina/Penicilina
(Antibidticos) (Sigma-Aldrich Cat. A5955), 2 g/L de bicarbonato de sodio y 1 % v/v L-glutamina (Sigma-
Aldrich Cat. G6392). Ademas, al cultivo se le afiadié 10 % v/v de suero bovino fetal (FBS, por sus siglas en
inglés Fetal Bovine Serum) (Bench-Mark Gemini, Bio Products, USA), y se esterilizd con un filtro de 0.22
um. En el caso de los hepatocitos, el medio que se utilizé fue el DMEM/F-12 (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium/Nutrient Mixture F-12 Ham) suplementado con 10 % de suero fetal bovino, 10 ug/mL de insulina,
5.5 pg/mL de transferrina, 5 ng/mL de selenio, 40 ng/mL de dexametasona y 1 % de
antimicotico/antibidtico (penicilina y estreptomicina). Las células se cultivaron en una caja de Petri para
cultivo celular y se incubaron a 37 °C con una atmésfera de 5 % de CO,, hasta alcanzar una confluencia del

70 % en la placa.
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Ademas, se prepard una solucidn salina amortiguadora de fosfatos (PBS, por sus siglas en inglés Phosphate
Buffered Saline), para la cual se disolvieron 8 g NaCl [137 mM], 0.2 g de KCI [2.7 mM], 1.44 g de Na,HPO,
[10 mM] y 0.24 g de KH,P0O4[2 mM] en 800 mL de agua destilada. Se aford a 1 L, se ajusté a pH 7.4, fue
filtrada con filtros de 0.22 um vy esterilizada en autoclave. Una vez esterilizada, se almaceno a 4 °C para

uso posterior.

2.3.3.1.1 Subcultivos celulares y tratamiento con tripsina

Los cultivos celulares fueron cambiados al llegar a una confluencia de 70-80 % en la caja de cultivo; para
la obtencién de subcultivos, el medio de cultivo fue retirado y se realizd un lavado con la solucion PBS para
facilitar la disociacion de las células de la superficie de las cajas Petri, se adicioné 1 mL de tripsina/EDTA
(Sigma-Aldrich Cat. 59429) y se incubaron las células a 37 °C durante 5 min, y 5 % de CO,. Posteriormente
las células fueron removidas mecanicamente y colocadas en tubo, para posteriormente centrifugarse a
1200 rpm por 5 min a 21 °C. Posteriormente, se descarto el sobrenadante, se realizé un lavado de pellet
celular con 1 mL de PBSy se centrifugaron nuevamente. El pellet de células se suspendié en 1 mL de DMEM
suplementado, las células se contaron y se colocaron 150,000 células en una caja Petri de 6 cm con 5 mL

de medio de cultivo suplementado. Finalmente, las células se incubaron por 24 ha 37 °Cy 5 % de CO,.

2.3.3.2 Ensayo de viabilidad celular

Para determinar la susceptibilidad de las diferentes lineas celulares a las CUONPs, se utilizé una microplaca
de 96 pozos, cada pozo contenia 10,000 células en un volumen final de 100 uL. Las células se incubaron a
37 °C con 5% de CO,, por 24 h. Posterior a la incubacién se descarté el medio de cultivo y las células se
expusieron a diferentes volimenes de CuONPs (22.2, 11.1, 5.55, 2.775, 1.385 y 0.687 L), obtenidas con
el extracto acuoso y sobrenadante de G. sessile. Como control positivo se utilizé medio de cultivo DMEM
sin CUONPs, y como control negativo se utilizé 1 % de Tritédn X-100 en PBS. Se ajusté el volumen final de
los pozos a 100 pL con medio DMEM suplementado, y se incubé la placa a 37 °C con CO; al 5 %. Una vez
trascurridas 24 h en incubacién con CuONPs, se descarté el medio de cultivo y se lavaron los cultivos tres

veces con 200 plL de PBS.

Para determinar la viabilidad celular se utilizé el método colorimétrico por reducciéon de bromuro de 3-

(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT).
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2.3.3.2.1 Ensayo de viabilidad celular por reduccion de MTT

El ensayo de la reduccién de MTT, se considera un ensayo de alto rendimiento y sensibilidad para la
evaluacion de la citotoxicidad. El MTT es una sal de tetrazolio de coloracién amarilla, el cual es reducido a
(E,Z)-5-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-1,3-difenilformazano (formazan). El formazan es reducido por la actividad

catalitica de enzimas mitocondriales, formando cristales de color purpura no solubles en agua.

Después de exponer durante 24 h a las diferentes lineas celulares al tratamiento de CuONPs, los cultivos
celulares se lavaron con 200 uL de PBS. Posteriormente, a cada pozo se afiadié 10 L de MTT (Sigma Aldrich
M-8910) y 90 pL de medio DMEM sin suplementar; y se incubd la microplaca por 4 h a 37 °C en oscuridad
con CO; al 5 %. Al termino del tiempo de incubacion se agregd 100 uL de isopropanol, para disolver los
cristales de formazan, y se incubd en oscuridad a temperatura ambiente durante 30 min. Todos los ensayos
de reduccion de MTT se realizaron de forma independiente por triplicado. Finalmente se leyd la
absorbancia de la placa con un espectrofotdmetro UV-visible (Thermo Scientific Multiskan GO) a 570 nm
y 690 nm. A los valores obtenidos a 570 nm se le restaron los valores obtenidos a 690 nm de cada medicién,
para obtener el valor real de absorbancia del tratamiento. Se resté la absorbancia promedio de las células
tratadas con Tritdn-X100 (células muertas) para normalizar los valores. Se tomé como 100 % de viabilidad
celular la absorbancia del control positivo, y se calculd el porcentaje de viabilidad de cada volumen

utilizado como tratamiento.

2.4 Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizd con el software GraphPad Prism 9.3.0. Los datos graficados de los cultivos

bacterianos se reportaron como media * error estandar, se utilizé ANOVA de 1 via y fueron normalizados.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Sintesis de nanoparticulas de cobre

3.1.1 Obtencion de biomasa, extracto acuoso y sobrenadante

Se obtuvo un promedio de 11.8 + 2.5 g de la biomasa de G. sessile incubada por 7 dias en las condiciones
previamente descritas (Figura 9a). La biomasa se macerd con mortero de agata (Figura 9b), y posterior a
su filtrado se obtuvo un extracto acuoso ultrafiltrado con caracteristicas transparentes con ligero color

amarillo (Figura 10c).

Figura 9. Caracteristicas de la biomasa y extracto de G. sessile. a) Biomasa obtenida a los 7 dias de incubacién, b)
Biomasa triturada con mortero de 4gata.

En otro ensayo, se utilizé agua desionizada estéril que fue puesta en contacto por 24 h con la biomasa
previamente lavada, después del periodo de incubacién y ultrafiltracion, se obtuvo el sobrenadante con

metabolitos extracelulares cuya coloracidn fue amarillo claro como se muestra en la Figura 10c.
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Figura 10. Caracteristicas del sobrenadante y extracto acuoso. a) Biomasa de G. sessile suspendida en agua
desionizada, con metabolitos excretados obtenido después de incubacién, b) Sobrenadante con compuestos
extracelulares, c) Extracto acuoso con componentes intracelulares.

3.1.2 Sintesis de nanoparticulas de cobre

Las nanoparticulas de cobre se sintetizaron utilizando la solucién de CuSO4 a 5 mM, en relacién 1:3
(EA:CuSQ,). Asi mismo, se obtuvieron nanoparticulas de cobre utilizando el sobrenadante en una relacion
de 1:3 (SN:CuSQy), y con la misma concentracion de CuSO4. Ambas muestras se obtuvieron con un pH
ajustado a 10 con la solucién de NaOH a 10 mM, posterior a 96 h de incubacién en oscuridad. La sintesis
de nanoparticulas de cobre se evidencid en las muestras posteriormente de ser incubadas a 60 °C por el
viraje en el color, el cual dependia de la concentracién de CuSQy,, la relacion utilizada (1:1, 1:2 0 1:3), la
concentracién de NaOH y de la temperatura a la que se incubaron. En las muestras con relacion 1:1y 1:2
no se observo viraje en el color (Tabla 5). En la muestra de CUONPs-EA ajustadas a un pH de 10 (utilizando
NaOH a 10 mM) el color de la muestra cambid de transparente a azul claro, para el extracto acuoso. En
ambas muestras de nanoparticulas de cobre se visualizé un precipitado en los viales, de los respectivos
colores mencionados. En la muestra de CUONPs-EA1260 ajustada a pH 12 (utilizando NaOH a 100 mM), e

incubada a 60 °C el color viré de azul claro a amarillo a las 24 h de incubacién.

En el caso de las preparaciones de sobrenadante con CuSO, a 5 mM, el ajuste de pH con NaOH (10 mM)
ocasiond un viraje de color en las muestras con relacién 1:2 y 1:3, de transparente a azul claro después de
24 h de incubacién a 60 °C, como se muestra en la Figura 11a-11b. Posterior a 72 h de incubacidn, el color
de la muestra con relacién 1:3 vird a un azul mas oscuro (Figura 11c), comparado con el viraje a las 24 h

de incubacion.
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Figura 11. Viraje de color de las nanoparticulas de cobre sintetizadas con sobrenadante a diferentes relaciones de
sintesis a) Preparaciones de sobrenadante con sulfato de cobre a 5 mM en relacién 1:1, 1:2 y 1:3 (de izquierda a
derecha) a las 0 h sin ajustar pH, b) Preparaciones con pH ajustado a 10 a las 24 h de incubacién, c) Preparaciones
con pH ajustado a 10 a las 72 h de incubacion.

Para corroborar el efecto de la temperatura en el viraje de color de las preparaciones de las nanoparticulas,

se realizaron dos preparaciones de extracto acuoso con CuSO4 a 5 mM (relacién 1:3). Al ajustar el pH a 10,

ambas viraron de trasparente a azul claro. Posteriormente, las preparaciones se colocaron en viales de

vidrio, dejando uno a temperatura ambiente (22 °C), y otro se incubd a 60 °C. A las 24 h de incubacidn se

observé el viraje de color del vial que fue expuesto a 60 °C, como se muestra en la Figura 12. Se realizé

otro ensayo para determinar el efecto la temperatura en la sintesis de CuONPs, se utilizd sobrenadante

con CuSO4 a 5 mM (relacion 1:3), ajustado a pH 12 con NaOH a 100 mM (Tabla 5).

Tabla 5. Factores de muestras evaluadas para la sintesis de CUONPs.

Relacién Incubacion Viraje
Muestra EA/SN [C::\? a] (EA/SN: [N:?AH] pH ;
CuS0,) Tle(r:; po T«i:gp. Si/No Color
M1 EA 1 1:1 - 3.52 96 60 No -
M2 EA 1 1:2 - 3.45 96 60 No -
M3 EA 1 1:3 - 3.37 96 60 No -
M4 SN24 5 1:3 - 3.18 96 60 No -
CuONPs-SN SN24 5 1:3 10 10 96 60 Si Azul oscuro
CuONPs-SN48 SN48 5 1:3 10 10 96 60 Si Azul oscuro
CuONPs-SN72 SN72 5 1:3 10 10 96 60 Si Azul oscuro
CuONPs-SN12 SN24 5 1:3 100 12 96 60 Si Café oscuro
CuONPs-SN12TA SN24 5 1:3 100 12 96 22 No -
CuONPs-SN1230 SN24 5 1:3 100 12 96 30 Si Café claro
CuONPs-SN1237 SN24 5 1:3 100 12 96 37 Si Café
CuONPs-EA8 EA 5 1:3 100 8 96 60 Si Azul claro
CuONPs-EA EA 5 1:3 10 10 96 60 Si Azul claro
CuONPs-EA12 EA 5 1:3 100 12 24 60 Si Amarillo
CuONPs-EA12TA EA 5 1:3 100 12 24 22 Si Amarillo
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EA: extracto acuoso, SN: sobrenadante, SN24: sobrenadante de 24 h, SN48: sobrenadante de 48h, SN72:
sobrenadante de 72h.

Figura 12. Viraje de color dependiente de temperatura. a) Preparaciones de extracto acuoso con sulfato de cobre a
5 mM con pH ajustado a 10 a las 0 h de incubacidn, b) Control de sulfato de cobre al 5 mM en el extremo izquierdo,
en la parte central preparacidn conservada en temperatura ambiente (22 °C), a lado preparacién incubada a 60 °C
durante 24 h, y en el extremo derecho control de extracto acuoso de G. sessile.

Para determinar la concentraciéon aproximada de cobre en las CuONPs sintetizadas, se calculd (la
molaridad) el nimero de atomos de cobre en el volumen de CuSO4 a 5 mM, colocado en cada vial. Asi

como, el volumen de NaOH anadido para el ajuste de pH.

3.2 Caracterizacion fisicoquimica de nanopaticulas de cobre

3.2.1 Espectrofotometria de UV-vis

Se observd un pico de absorbancia en la longitud de onda de 300 nm (Figura 13), en la muestra de CuONPs
sintetizadas con el extracto acuoso al momento de ajustar el pH con la solucién de NaOH a 100 mM. La
muestra de CuONPs sintetizada con el extracto acuoso, ajustada a un pH de 8 (CUONPs-EAS), alas 48 h de
incubacién en oscuridad a 60°C, mostré un pico de absorbancia a A de 300 nm, como se observa en la
Figura 14. La muestra de CuONPs sintetizada con el extracto acuoso, ajustada a un pH de 12 (CuUONPs-
EA12), mantuvo un pico de absorbancia entre las longitudes de onda de 290 y 310 nm 30 dias después de

la sintesis (Figura 15).
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Figura 13. Espectro de absorcion por UV-vis de las CUONPs sintetizadas con extracto acuoso (EA).
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Figura 14. Espectro de absorcion por UV-vis con de las CUONPs-EA, incubadas a 60°Calas 0y 48 h.

La medicién de la absorbancia de las CUONPs obtenidas con el sobrenadante, después de los 30 dias de
sintesis no mostraron la presencia de un pico en dicha longitud de onda, como se muestra en la Figura 16.
En las muestras de CUONPs-SN ajustadas a un pH 10 utilizando NaOH a 10 mM, se observé un maximo de

absorbancia en 290.73 nm, en el caso de las CUONPs-EA el pico maximo de absorbancia fue observado a

296.10 nm (Figura 17).
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Figura 15. Analisis del espectro de absorcion por espectroscopia UV-vis de las CuUONPs-EA 30 dias después de su
sintesis. Las absorbancias de las muestras de CuUONPs obtenidas con extracto acuoso (EA) a pH 10 y 12 incubadas a
60°C fueron comparadas con la muestra de las CUONPs obtenidas a temperatura ambiente después de 30 dias de su
sintesis. En la grafica se muestra con una flecha negra, la persistencia de la banda de absorbancia a A de 300 nm en
la muestra de CUONPs-EA12 obtenidas con EA a pH 12.
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Figura 16. Analisis del espectro de absorcion por UV-vis de las CUONPs pH10 EA y SN incubadas a 60°C 30 dias después
de su sintesis.
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Figura 17. Gréfica de espectrofotometria UV-visible de nanoparticulas de cobre sintetizadas con el extracto acuoso
(a, CUONPs-EA) y sobrenadante (b, CUONPs-SN) G. sessile, ambas incubadas a 60 °C y con pH de 10. a) Grafica con

espectro de absorcién de EA (rojo), y CUONPs-EA (verde) obtenidas con el EA de G. sessile, b) Grafica con espectro
de absorciéon de SN (rojo) y CUONPs-SN (verde).
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3.2.2 Dispersion de luz dinamica (DLS)

Se analizaron tres muestras de CUONPs obtenidas con EA y una muestra obtenida con SN de G. sessile. En
la muestra de CuONPs sintetizadas con EA con p H10 incubadas a 60 °C se obtuvo un didmetro
hidrodindmico de 798.2 nm y un indice de polidispersidad (PDI por sus siglas en inglés) de 0.674, como se
muestra en la tabla 6. En el caso de la muestra de CuONPs sintetizadas con el sobrenadante, bajo las
mismas condiciones, se obtuvo un didmetro hidrodindmico de 1145 nm y un PDI de 0.619. Comparando
ambas muestras incubadas bajo las mismas condiciones, ajustando el pH a 10 con NaOH a 10 mM, se
observé un didametro hidrodindmico menor a en la muestra de CUONPs obtenida con el EA, pero una mayor

heterogeneidad que en la muestra de CUONPs obtenida con el SN.

En el caso de las muestras de CUONPs sintetizadas con EA, ajustadas a pH 12 con NaOH a una concentracion
de 100 mM, y expuestas a diferentes temperaturas 22 °Cy 60 °C, se observé un PDI de 0.666 en la muestra
incubada a 22 °C, y un didmetro hidrodindmico de 712.7 nm. Mientras que la muestra de CuONPs se

obtuvo un radio hidrodindmico mayor (1473 nm) comparado con la muestra a 22 °C, y un PDI de 0.599.

De las cuatro muestras analizadas, la distribucién de tamafio de las CUONPs fue mas homodispersa en la
muestra de CuONPs que fueron sintetizadas con el EA ajustadas a pH 12 incubadas a 22 °C. En la
distribucidon de tamafo de las CUONPs-SN demostré dos grandes grupos de distribucién de tamafio
cercano a los 100 nm, como se muestra en la grafica de la figura 18b. Mientras que en las CUONPs-EA solo

se observd uno grupo predominante, también cercano a los 100 nm (Figura 18a).

CuONPs-EA CuONPs-SN

Diatribucién de tamafo por nimero Distribucion de tamarlo por nimero

Nimerc (porcentage)
" o o e

Numers (porcantae)

01 " 10 100 1000 10000 01 1 10 100
a Tamaio (d.am) b Tamafio (dnm)

Figura 18. Distribucion del radio hidrodindmico calculado mediante dispersion de luz dindmica de las CuONPs
sintetizadas. a) CUONPs sintetizadas con extracto acuoso a pH 10, b) CuONPs sintetizadas con sobrenadante a pH 10.
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Tabla 6. Resultados de analisis DLS y Potencial Zeta

Agentte Temperatura oH Concentracién PDI* hid?:)at;?:a't::ico Potencial
reductor | . A
CuONPs (EA/SN) incubacion (°c) NaOH (mm) el Zeta (mv)
CuONPs-EA EA 60 10 10 0.674 798.2 -24.8
CuONPs-
EALITA EA 22 12 100 0.666 712.7 -24.8
CuONPs-
EAL2 EA 60 12 100 0.599 1473 -30.2
CuONPs-SN SN 60 10 10 0.619 1145 -28.7

*Indice de polidispersisdad (PDI por sus siglas en inglés)

3.2.3 Analisis del potencial zeta (ZP)

El potencial zeta se analizé en las mismas muestras cuyo radio hidrodinamico fue medido por DLS, como
se resume en la tabla 6. En la muestra de CUONPs obtenida con el SN se obtuvo una potencial zeta (ZP) de
-28.7 mV (Figura 19). Mientras que las muestras de CUONPs obtenidas con el EA, el ZP en las CUONPs con
pH 12 incubadas a 60 °C, fue -30.2 mV comparadas con el PZ de las CUONPs con pH 10 el cual fue de -24.8
mV. Estos resultados demuestran una mejor estabilidad en las CUONPs ajustadas a pH 12 e incubadas por

24 h a 60 °C (Tabla 6).
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Figura 19. Distribucion del potencial Zeta de las CUONPs. a) CUONPs sintetizadas utilizando el EA con pH ajustado a
10y temperatura de incubacién de 60 °C, b) CUONPs sintetizadas utilizando el SN con pH ajustado a 10 y temperatura
de incubacién de 60 °C.

3.2.4 Microscopia electronica de transmisiéon (TEM)

Las CUONPs sintetizadas se visualizaron mediante TEM, bajo diferentes magnificaciones y se observaron
nanoparticulas de forma cuasiesférica para ambas muestras analizadas. Asi mismo, en la muestra de

nanoparticulas sintetizadas con el extracto acuoso, se observé un halo que denota materia organica que
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las rodea (Figura 20a), la cual no fue observada en las nanoparticulas sintetizadas con sobrenadante
(Figura 21a). El tamaiio promedio de las nanoparticulas de cobre sintetizadas con el extracto acuoso
(CuONPs-EA), fue de 5.2 £ 2.1 nm, con una moda de 4 nm como se muestra en la Figura 20b. Mientras que
el tamafio promedio para las nanoparticulas de cobre con el sobrenadante (CUONPs-SN), fue de 4.5+ 1.9
nm con una moda de 3 nm (Figura 21b). Las estimaciones se obtuvieron con el analisis de 1000 particulas

para cada muestra, con el uso del software ImageJ.
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Figura 20. Caracterizacién por microscopia electronica de transmision de la morfologia y tamafio de las CUONPs
sintetizadas con extracto acuoso (EA). a) Imagen tomada con magnificacion 80 kx a 60 kV, barra de escala de 100 nm,
b) Histograma de CuONPs-EA incubadas a 60 °C y con pH ajustado a 10.
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Figura 21. Caracterizacién por microscopia electronica de transmisiéon de la morfologia y tamafio de las CUONPs
sintetizadas con sobrenadante (SN). a) Imagen tomada con magnificacién de 80 kx a 70 kV, barra de escala de 100
nm, b) Histograma de CuONPs-SN incubadas a 60 °Cy con pH ajustado a 10.

Para poder determinar la concentracién molar de cobre presente en las nanoparticulas sintetizadas, con
los resultados y el analisis obtenido de TEM, primero se determiné el nimero promedio de dtomos por
nanoparticula, para las CUONPs-EA y CuONPs-SN. El nimero promedio de dtomos por nanoparticula de

cobre se obtuvo utilizando la férmula propuesta por Kalishwaralal et al. (2010) y Liu et al. (2007),
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donde N es el nimero de dtomos por nanoparticula de cobre, 1t es 3.14, p es la densidad de la cara cubica
centrada (fcc) del cobre, D es el diametro promedio de la nanoparticula, M es la masa atémica del cobre,

y Na es el numero de Avogadro.

Una vez calculado el nimero promedio de dtomos por nanoparticula, se calculd la concentracion molar

con la siguiente formula: (Kalishwaralal et al., 2010; X. Liu et al., 2007)

_ Nrorar

NVN, 2)

donde C es la concentracién molar, NtoraL es el nimero total de &tomos agregados en CuSQOg, y V es el
volumen de la solucién de reaccion. Finalmente, se obtuvo una concentracién molar de 96.37 nM/uL para
las CuONPs sintetizadas con extracto acuoso de G. sessile. Mientras que para las CUONPs sintetizadas con

sobrenadante la concentracion molar fue mayor, 148.7 nM/uL (Tabla 7).

Tabla 7. Concentracién de cobre de las CUONPs sintetizadas.

Agente | Volumen de LT Volumen .. Concentraciéon | Concentracion
de CuSO, Concentracion
NPs reductor agente a5 mM de NaOH NaOH (mM) pH de cobre molar
(EA/SN) | reductor(uL) (L) (uL) (ng/uL) (nM/pL)
C“%'\ips' EA 3000 1000 2928 10 10 0.1375 96.37
C“(;EPS' SN 3000 1000 3166 10 10 0.1329 148.70

NPs: nanoparticulas, EA: extracto acuoso, SN: sobrenadante.

3.3 Ensayos in vitro

3.3.1 Ensayo de inhibicién y concentracién minima inhibitoria (CMI)

Se realizaron curvas de crecimiento para cada cepa bacteriana, y se determind el tiempo requerido para
obtener una absorbancia de 0.08 a 0.13, a una A de 625 nm (Figura 22). Después, se ajusto la muestra con
medio liquido MH estéril, utilizando la referencia del 0.5 de la escala de McFarland, hasta llevarla a la

turbidez deseada. Lo anterior se corrobord con un conteo de las UFC en placa, con medio LB agar, para
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finalmente obtener una concentracién cercana a 5x10° UFC/mL. Una vez obtenida la concentracidn
deseada, se tomd la muestra ajustada y se colocé en cajas Petri de 100 mm x 15 mm rellenas con medio
MH sélido, como se describié anteriormente. Posteriormente, se molificd el medio MH agar y se colocaron
los discos impregnados con 10 pL de CuONPs sintetizadas con SN y EA. Se realizé el mismo procedimiento
que el método de difusidn en disco, y se realizaron pozos de 10 mm, en cajas Petri de 150 mm x 15 mm
con medio MH agar, en cada pozo se colocé 50 pL de CuONPs-EA y SN (Figura 23a). Como controles se
utilizé agua destilada, CuSO, a 5mM, EA y SN, como se muestra en la Figura 23. Después de incubar las
muestras durante 24 h, no se obtuvo un halo inhibitorio en los discos impregnados con 13.29 pg/mL de
CuONPs sintetizadas con sobrenadante, ni en los discos impregnados con 13.75 pg/mL de CuONPs
sintetizadas con extracto acuoso (Figura 24b y 24c). De la misma manera no se produjo halo de inhibicion

en los pozos con 68.75 pug/mL de CuUONPs-EA ni 66.45 pug/mL de CuUONPs-SN (Figura 23a).
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Figura 22. Crecimiento de cepas bacterianas para ensayos de inhibicion.

En los ensayos para la determinacién de la CMI, se utilizé el mismo indculo estandarizado descrito
anteriormente. Se observd inhibicidn en el crecimiento de ambas bacterias Gram negativas, con una
concentracién minima de inhibicién de 192.5 pg/mL de CUONPs-EA y 186 pug/mL de CuUONPs-SN para E.
coli, y una concentracién minima de inhibicién de165 ug/mL de CuUONPs-EA y 159.5 pg/mL de CUONPs-SN
para P. aeruginosa (Tabla 8). En el caso de las bacterias Gram positivas, se observé inhibicidn en el
crecimiento de S. agureus, con una concentracion minima inhibitoria de 165 ug/mL en las CUONPs-EA, y

159.5 pg/mL en las CUONPs-SN. Mientras que en S. epidermidis no se observé inhibicion del crecimiento
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en las concentraciones maximas evaluadas de 275 pg/mL para las CUONPs-EA y de 265.8 pug/mL para las

CuONPs-SN.

Figura 23. Ensayo del método de difusion en pozo y de difusion en disco con S. epidermidis. a) Ensayo del método de
difusién en pozo contra S. epidermidis, b) Ensayo del método de difusion en disco de CuONPs-SN contra S.
epidermidis, c) Ensayo del método de difusidn en disco de CUONPs-EA contra S. epidermidis. Como control (C) se
utilizé ciprofloxacino a una concentracion de 0.01 mg, y CuSOza 5 mM.

Después de identificar las CMI, se tomaron 5 uL de cada pozo con evidencia de inhibicién del crecimiento
bacteriano, y se esparcieron en placas Petri con LB agar, y se incubaron a 37 °C por 48 h. Después de 24 y

48 h de incubacidn no se observo la presencia de UFC en las placas inoculadas.

En la cepa donde no se identificd la CMI, se realizd conteo de UFC para determinar si existid disminucién
en el crecimiento bacteriano (Figura 24). Para el conteo de UFC se utilizé la siguiente férmula: (Pollack

et al., 2009; Prescott, 2002)

Numero de colonias en placa de diluciéon x 10

UFC/mL = (3)

Factor de dilucidn de colonias en placa

Tabla 8. Concentracidon minima inhibitoria (CMI) de CUONPs

CMI (pg/mL)
E. coli P. aeruginosa S. aureus S. epidermidis
CuONPs-EA 192.5 165 165 -
CuONPs-SN 186 159.5 159.5 -

CMI: concentracion minima inhibitoria
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Para cada cepa bacteriana, se calculd el estimado de la biomasa producida durante el tiempo de
incubacién ante la exposicién con CuONPs-EA y CuONPs-SN (Figura 25). Los resultados se analizaron

utilizando ANOVA de 1 via, R cuadrada, y se normalizaron los datos mediante el uso del software GraphPad
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Figura 24. Crecimiento de S. epidermidis expuesta a CUONPs. a) UFC cuantificadas después de 24 h de exposicion a
diferentes concentraciones de CUONPs-SN. b) Porcentaje de UFC de S. epidermidis expuesta durante 24 h a CUONPs-
EA y CuONPs-SN. UFC: Unidades formadoras de colonias.
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Figura 25. Porcentaje de crecimiento bacteriano en cepas bacterianas expuestas a CuUONPs. a) Porcentaje de UFC
calculado para S. aureus, b) Porcentaje de biomasa calculado para P. aeruginosa, c) Porcentaje de biomasa calculado
para E. coli. La franja roja marca la concentracidn minima para la inhibicion del crecimiento.

3.3.2 Ensayo de viabilidad celular

Para determinar la toxicidad de las nanoparticulas de cobre, se calculd el porcentaje de viabilidad celular
en tres lineas celulares de mamiferos; rifidn canino (MDCK), macrdéfagos murinos (RAW 264.7) y
hepatocitos murinos (AML-12). Se utilizaron diferentes concentraciones de la solucién con CuONPs
sintetizadas con extracto acuoso y el sobrenadante de G. sessile. En el ensayo realizado con las células de
rifidn (MDCK), se observé excelente viabilidad celular en concentraciones entre los 0.94 ug/mL a 15.26
ug/mL de CuONPs sintetizadas con extracto acuoso ajustadas a pH 10, mientras que con una concentracion

de 30.52 ug/mL el porcentaje de viabilidad descendié mas de 40 % (Figura 26). En el caso de las CUONPs



37

sintetizadas con el sobrenadante a concentraciones bajas entre 0.91 y 7.37 pg/mL se observd un
incremento del porcentaje en la viabilidad celular, comparado con el control sin tratamiento (Figura 27).

A concentraciones de 14.75 y 29.50 ug/mL, la viabilidad celular de las células de rifién fue casi nula.

Tabla 9. Resultados de viabilidad en cultivos celulares tratados con CuONPs, EA y SN.

Lineas celulares (Porcentaje de Viabilidad)
Muestra V°::'L‘;e" (ug/mL) | (nM/pL) MDCK (%) RAW-264.7 (%) AML-12 (%)
EA 0.68 - - 98 +17.71 121+12.25 118 +6.98
22.2 - - 105 +22.15 131+99 128 £13.32
0.68 0.94 0.66 104 £ 0.84 110 £6.09 136 £12.08
CuONPs-EA
UONPs 22.2 30.52 21.39 59 +11.77 14 £ 3.03 18 +5.7
SN 0.68 - - 103 +10.41 104 £3.21 81+ 14.02
22.2 - - 97 102 £4.27 71+11.03
0.68 0.91 1.02 126 +7.68 79 +11.04 82+4.7
CuONPs-SN
uoREs 222 29.5 33.01 2+0.82 0 8 +0.99
EA: extracto acuoso, SN: sobrenadante, nM: nanomolar.
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Figura 26. Porcentaje de viabilidad de células tratadas con CUONPs-EA. La grafica muestra el porcentaje de viabilidad
en células hepaticas (AML-12), macréfagos (RAW-264.7), y células de rifion (MDCK), utilizando diferentes
concentraciones de CuONPs sintetizadas con extracto acuoso (EA). La grafica representa el porcentaje promedio de
tres experimentos independientes *P <0.05, **P <0.01.

Como se puede observar en la Figura 26, la viabilidad celular de los hepatocitos tratados con
concentraciones mayores a 7 ug/mL de CuONPs-EA, fue de 80 %, mientras que la exposicion de los

hepatocitos a concentraciones de CUONPs- EA de 30.52 ug/mL ocasiond una viabilidad del 20 % lo cual es
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considerado como un efecto claramente citotoxico. Mientras que los hepatocitos tratados con las
diferentes concentraciones de CUONPs-SN, se observé una disminucién en la viabilidad celular aproximada
mente un 20 % en concentraciones bajas (0.91 ug/mL), como se muestra en la Figura 27 la viabilidad se

fue reduciendo de manera proporcional al incremento de la concentracién de CUONPs.
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Figura 27. Porcentaje de viabilidad de células tratadas con CUONPs-SN. La grafica muestra el porcentaje de viabilidad
en células hepaticas (AML-12), macréfagos (RAW-264.7), y células de rifion (MDCK), utilizando diferentes
concentraciones de CuUONPs sintetizadas con sobrenadante (SN). La gréfica representa el porcentaje promedio de
tres experimentos independientes *P <0.05, **P <0.01.

Los macrdéfagos, tratados con las concentraciones de 0.94 a 15.26 pug/mL CuONPs-EA no indujeron ningun
cambio en la viabilidad celular, sin embargo, la concentracién de 30.52 pug/mL de CuONPs-EA ocasiono un
descenso significativo en la viabilidad celular siendo ésta del 14 % (Tabla 9). Mientras que en los
macrofagos tratados con CUONPs-SN, se observé una disminucién de la viabilidad de manera proporcional
al incremento de la concentracion de las CUONPs-SN, siendo la concentracién de 1.84 pg/mL la primera

en la que la viabilidad celular se modifica ligeramente siendo ésta del 80 % (Figura 27).

De manera comparativa, se observd que para las 3 lineas celulares evaluadas las concentraciones de
CuONPs-SN tuvieron un impacto negativo mayor en la viabilidad celular de los cultivos con tratamiento

(Figura 28-30). También se observé que las concentraciones de CuUONPs-EA de 12 nM/uL, no afectd la
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viabilidad celular de los macréfagos y las células de rifidn (Figura 29 y 30). Sin embargo, esa misma

concentracién disminuye mas del 25 % la viabilidad de los hepatocitos (Figura 28 y 31).
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Figura 28. Viabilidad de células hepaticas tratadas con CUONPs. Grafica comparativa de la viabilidad celular obtenida
de las células de higado (AML-12) tratadas con CUONPs-EA y CUONPs-SN. *P <0.05, **P <0.01.
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Figura 29. Viabilidad celular de macrofagos tratados con CuONPs. Grafica comparativa de la viabilidad celular
obtenida de macréfagos (RAW 264.7) tratadas con CUONPs-EA y CuONPs-SN. *P <0.05, **P <0.01.
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Figura 30. Viabilidad de células MDCK tratadas con CuONPs. Grafica comparativa de la viabilidad celular obtenida de
células de rifién (MDCK) tratadas con CUONPs-EA y CUONPs-SN. *P <0.05, **P <0.01.

Para evaluar si el efecto citotdxico observado en las lineas celulares expuestas a las CUONPs-EA y CUONPs-
SN se debia meramente a las nanoparticulas y no al extracto acuoso (EA) o el sobrenadante (SN) de G.
sessile, se decidié comparar la viabilidad de los hepatocitos, macrdfagos y células de rifidn en presencia de
diferentes voliumenes de EA y SN, asi como de las nanoparticulas sintetizadas a partir de ellos, CUONPs-EA
y CUONPs-SN como se puede observar en las Figuras 31-33. En los hepatocitos tratados con el extracto
acuoso (EA) de G. sessile, se observd un incremento en la viabilidad celular, comparada con el control sin
tratamiento. Por otro lado, en los hepatocitos tratados con el sobre nadante (SN) si se observé una
disminucién de la viabilidad con respecto del control, como se muestra en la Figura 31.
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Figura 31. Comparacién de la viabilidad celular de hepatocitos tratados con CUONPs, EA y SN. a) Grafica comparativa
del porcentaje de viabilidad celular de hepatocitos expuestos a extracto acuoso (EA) y los hepatocitos expuestos a
CuONPs sintetizadas con el EA (CuONPs-EA), b) Grafica comparativa del porcentaje de viabilidad celular de
hepatocitos expuestos a sobrenadante (SN), y los hepatocitos expuestos a CUONPs sintetizadas con el SN (CUONPs-
SN). La grafica denota el porcentaje promedio de tres experimentos independientes. *P <0.05, **P <0.01.
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En los macréfagos tratados con el extracto acuoso (EA) se observé un incremento de la viabilidad celular
dependiente de la concentracidn. Mientras que, en los cultivos de macrdéfagos, las células tratadas con
sobrenadante (SN) de G. sessile no mostraron disminucidn de la viabilidad hasta volimenes de 22.2 uL

(Figura 32).
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Figura 32. Comparacién de la viabilidad celular de macréfagos tratados con CUONPs, SN y EA. a) Grafica comparativa
del porcentaje de viabilidad celular de macréfagos expuestos a extracto acuoso (EA) y los macréfagos expuestos a
CuONPs sintetizadas con el EA (CuONPs-EA), b) Gréfica comparativa del porcentaje de viabilidad celular de
macréfagos expuestos a sobrenadante (SN), y los macréfagos expuestos a CUONPSs sintetizadas con el SN (CUONPs-
SN). La grafica denota el porcentaje promedio de tres experimentos independientes. *P <0.05, **P <0.01.

En los cultivos con células de rifién, la viabilidad celular se mantuvo muy cercano a la del control (sin
tratamiento), tanto para las células expuestas al extracto acuoso (EA) como el sobrenadante (SN) de G.

sessile como se observa en la Figura 33.
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Figura 33. Comparacion de la Viabilidad de células de rifidén tratada con CUONPs, SN y EA. a) Grafica comparativa del
porcentaje de viabilidad celular de células renales expuestas a extracto acuoso (EA) y las células renales expuestas a
CuONPs sintetizadas con el EA (CuONPs-EA), b) Grafica comparativa del porcentaje de viabilidad celular de células
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renales expuestas a sobrenadante (SN), y las células renales expuestas a CUONPs sintetizadas con el SN (CuUONPs-SN).
La grafica denota el porcentaje promedio de tres experimentos independientes. *P <0.05, **P <0.01.

Finalmente, en la tabla 10 se resumen las caracteristicas fisicoquimicas de las CUONPs-EA y CuONPs-SN,
con las cuales se evalué la toxicidad en las lineas celulares de higado y macréfagos murinos, y rifidn canino.

Asi como los resultados del efecto antibacteriano contra E. coli, P. aeruginosa, S. epidermidis y S. aureus.

Tabla 10. Caracteristicas fisicoquimicas, toxicidad y efecto antimicrobiano de las CUONPs sintetizadas con G. sessile.

Caracteristicas fisicoquimicas Toxicidad Propiedad antibacteriana
TEM Lineas celulares T
NPs (ng/ml)
Pz
PDI C
Tama (mv) | AML- | RAW MDCK EC PA SA
. DE 12 264.7
"o (nm) Forma DL50 DL50 DL50 e
(nm)
wg/ml | ugiml | ugimL | CMI | 1C50 | CMI | IC50 CMI | 1C50
CUONP casi
:ﬁEA 5.2 | 2.1 | esféric | 0.674 | -24.8 | 17.86 27 69.53 | 1925 | 8557 | 165 | 3401 | 165 | 1023
a
CUONP casi
:I-SN 4.5 1.9 esféric 0.619 -28.7 3.37 6.77 9.37 186 80.84 159.5 41.92 - 159.5 188.4
a

NPs: Nanoparticulas, PDI: indice de polidispersisdad, PZ: potencial zeta, CMI: concentracién minima inhibitoria, TEM:
Microscopia electronica de trasmision, EC: Escherichia coli, PA: Pseudomonas aeruginosa, SE: Staphylococcus
epidermidis, SA: Staphylococcus aureus.
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Capitulo 4. Discusion

La sintesis bioldgica de nanoparticulas metdlicas, también llamada biosintesis o sintesis verde, considerado
como un método eficiente y menos toxico con el ambiente (Azizi et al., 2014; Sharma et al., 2019). Para
llevar a cabo la biosintesis de nanoparticulas, se han utilizado multiples metales como el oro, la plata, el
zinc, el cobre, el silicio y, el hierro, entre otros. El principal interés del uso de las nanoparticulas metdlicas
se debe a sus propiedades, dentro de las cuales destacan las cataliticas, dpticas y las bioldgicas (Mali et al.,
2020; Maruthupandy et al., 2017; Sivaraj et al., 2014). Para la biosintesis de nanoparticulas de cobre
(CuNPs) y nanoparticulas de 6xido de cobre (CuONPs), se ha descrito el uso de acetato de cobre, sulfato
de cobre (CuSQ,), nitrato de cobre y cloruro de cobre (Akintelu et al., 2020; Consolo et al., 2020; Joshi
et al., 2019; Rajeshkumar et al., 2019; Ullah et al., 2019). La eleccién del metal precursor puede modificar
las caracteristicas fisicoquimicas de la nanoparticula metalica, asi como las propiedades de las mismas. En
estudios previos donde se sintetizaron CuONPs utilizando hongos (micosintesis), se reporté el uso de
CuSO, como sal precursora, obteniendo la sintesis de CuONPs con propiedades antimicrobianas,
antidiabéticas, anticancerigenas y antioxidantes (El-Batal et al., 2018; Honary et al., 2012; Noor et al.,

2020).

Multiples estudios han reportado el ajuste del pH en la biosintesis de CuONPs, utilizando CuSO4 como
agente precursor (Consolo et al., 2020; Honary et al., 2012; Noor et al., 2020; Oza et al., 2020). Por
ejemplo, Noor y colaboradores (2020), reportaron el ajuste del pH de la mezcla del extracto del hongo
Aspergillus niger con CuSQ,, utilizando acido clorhidrico (HCI) e hidréxido de sodio (NaOH). Al realizar el
ajuste de pH a 5, 7y 8, observaron que la sintesis de CUONPs se logré sélo bajo el pH de 7. En la sintesis
de nanoparticulas de plata (AgNPs), con el extracto acuoso de G. sessile, no fue requerido un ajuste del
pH, como lo reporté Mazdn-Martinez en el 2020. Sin embargo, para la sintesis de CuONPs utilizando el
extracto acuoso y el sobrenadante de G. sessile, fue necesario realizar un ajuste de pH a 8, 10 6 12,
utilizando NaOH. La necesidad de ajustar el pH, puede deberse a la actividad disminuida de biomoléculas
reductoras debido a la acidez de la suspension, el pH acido puede ser proporcionado por la sal precursora
y/o el extracto con los que se realiza la sintesis. El pH de la solucion de CuSO4 a 5 mM fue de 3.72, mientras
que el pH de la mezcla del extracto acuoso de G. sessile con CuSQ,, y el sobrenadante de G. sessile con
CuSO, fueron de 3.37 y 3.18 respectivamente (relacién 1:3 y sin agregar NaOH). En el 2020, Oza y
colaboradores sintetizaron CuUONPs, mediante sintesis verde utilizando el extracto de hojas y flores de
Galphimia glauca, los autores observaron que el pH mds favorable para la sintesis de CUONPs era de 12.

Mientras que a pH bajos reportaron que la actividad de los grupos carboxilo presentes en el extracto de
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G. glauca disminuia; de tal forma que con un pH de 2 obtuvieron CuONPs esféricas de mayor tamaiio (50-

60 nm) con mayor tendencia a la aglomeracién (Oza et al., 2020).

Mediante espectrofotometria en al rango de la luz UV-visible, se encontrd una absorbancia maxima en la
A de 296.10 nm con las CuONPs utilizando el extracto acuoso (EA) y a una A de 290.73 nm utilizando el
sobrenadante (SN) de G. sessile. En un estudio realizado por Maruthupandy y colaboradores (2017),
identificaron el pico de absorbancia maximo en 290 nm utilizando el extracto de hojas de Camellia

Jjaponica.

En relacién a los tamafios de las CUONPs obtenidos por TEM, se encontré que difieren de manera
considerable de los didametros hidrodindmicos obtenidos con DLS, lo cual puede deberse la adhesion de

componentes (moléculas, proteinas), presentes en los extractos utilizados de G. sessile.

Algunos de los mecanismos propuestos del efecto antibacteriano son mediante la interaccion y disrupcién
de la membrana celular bacteriana, lo que permite la pérdida del contenido citoplasmatico (Ameh y Sayes,
2019). La actividad antibacteriana de las CuONPs se determiné mediante el ensayo de inhibicion de
crecimiento bacteriano, la concentracién minima inhibitoria (CMI), obtuvo con la concentracién de 165
ug/mL para P. aeruginosa y S. aureus. En el caso de E. coli fue de 192.5 pug/mL, esta concentracidon esta
dentro del intervalo reportado por Ruparelia y colaboradores en 2008, cuando determinaron la CMI para

diferentes cepas de E. coli, y encontraron concentraciones en un rango de 140 a 280 pg mL™.

Las CMI de las CuUONPs-SN, fueron de 186 pg/mL para E. coli, 159.5 ug/mL para P. aeruginosa y S. aureus.
En el caso, de S. epidermidis no se encontré una CMI, pero al compararse con el control sin tratamiento,
se observd que a concentraciones de 17 pg/mL, disminuyeron las UFC. Existen reportes donde, las CuNPs
no presentan efecto antibacteriano a concentraciones menores de 200 pg/mL con algunas bacterias Gram

negativo, como E. coliy Salmonella typhimurium (Erci et al., 2020).

La toxicidad celular producida por las nanoparticulas metalicas esta bien documentada (Bondarenko et al.,
2013; Henson et al., 2019; Pohanka, 2019; Yu et al., 2020). Los mecanismos especificos de dicha toxicidad
aun no se encuentran descritos por completo. Existen diferentes teorias del efecto tdxico en las células
animales, una de ellas se basa en la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) como uno de los
factores determinantes de la muerte celular (Oza et al., 2020). De esta manera en el area biomédica, las
nanoparticulas metalicas pueden actuar como un agente terapéutico o bien que esta propiedad toxica sea

considerada como un efecto no deseado. Por ejemplo, en las células cancerigenas es de interés observar
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este efecto toxico, para poder limitar y controlar canceres con alta letalidad. En el 2020, Noor vy
colaboradores, sintetizaron CuNPs utilizando el sobrenadante libre de biomasa de A. niger. En este
estudio, se observd que a concentraciones de 10 pg/mL las CuNPs tenian un efecto citotéxico del 50 % en
células de cancer de higado. En algunas de las aplicaciones biomédicas de las CuNPs, asi como otras
nanoparticulas metalicas, es necesario enfocarse en minimizar la toxicidad. Por ejemplo, las CUNPs pueden
ser embebidas en materiales para uso médico, proporcionando el efecto antibacteriano unicamente al
contacto con la superficie, pero sin generar toxicidad en aquellas personas que lo manipulan (Humphreys,

2014; Mitra et al., 2020).

Es importante identificar el grado de toxicidad que puede producir las CUONPs, independientemente del
método de sintesis con el que fueron obtenidas. Determinar las concentraciones toxicas de las CUONPs,
permitira conocer las concentraciones seguras para futuras aplicaciones en el drea biomédica. Las CUONPs
sintetizadas con el extracto acuoso (EA) o los compuestos intracelulares de G. sessile, demostraron ser
menos toxicas que las CUONPs sintetizadas con el sobrenadante (SN) o los metabolitos extracelulares. Lo

anterior, permitira dirigir la aplicacidon adecuada de cada una de ellas.
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Capitulo 5. Conclusion

Se obtuvieron de manera exitosa CuONPs, utilizando los componentes intracelulares (extracto acuoso) y
los metabolitos extracelulares (sobrenadante) del hongo filamentoso G. sessile. La propiedad
antibacteriana identificada contra bacterias patégenas para humanos, las convierte en una posible
alternativa eco-amigable para el manejo de enfermedades infecciosas. Los resultados de viabilidad celular
indican que concentraciones bajas (<15 pg/mL) de CuUONPs sintetizadas con extracto acuoso no son téxicas
para células de rifién y ni para macréfagos. Mientras que las CUONPs sintetizadas con el sobrenadante, en
concentraciones de 0.91 hasta 7.37 pg/mL, no disminuyeron la viabilidad de las células de rifidn. Lo
anterior demuestra una biocompatibilidad de las CuONPs sintetizadas con el hongo G. sessile, a bajas
concentraciones, con células renales. Esto ultimo, las convierte en excelentes candidatas para el
tratamiento de enfermedades infecciosas superficiales. Sin embargo, habria que demostrar que éstas
posean una baja absorcién a la circulacidn sistémica, y por consecuente una baja concentracién durante

la excrecion renal.
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