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Resumen:

Trypanosoma cruzi agente etioldgico de la enfermedad de Chagas, el cual ha mostrado
resistencia significativa frente a tratamientos farmacologicos (Nifurtimox) disponibles
actualmente. El presente trabajo centra las pruebas en dos etapas de la vida del
Trypanosoma cruzi que se presentan en seres humanos y cambia de torrente sanguineo
al interior de las células musculares, tripomastigote y amastigote respectivamente.
Cuando esta presente en érganos puntuales del ser humano, dificulta el tratamiento de
infecciones crénicas de Trypanosoma cruzi. En el proyecto proponemos que las
nanoparticulas de plata siguen un mecanismo de inhibicion de naturaleza diferente al
farmacologico, sobre el parasito Trypanosoma cruzi in vitro. Para este trabajo se
sintetizaron nanoparticulas de plata (AgNPs) obtenidas mediante sintesis verde con
extracto de Myrtillocactus geometrizans, para aumentar la compatibilidad bioldgica,
disminuir el efecto toéxico de los reactivos formadores y los disolventes organicos de
purificacion. Las nanoparticulas de plata obtenidas son de didmetro promedio de 20 nm
y poseen un ligero recubrimiento organico proveniente de los componentes del extracto
vegetal de M. geometrizans. Las nanoparticulas de plata obtenidas por sintesis verde con
M. geometrizans logran una inhibicion del 80 % al 95 % (concentraciones de 1 pg/ml a
2.5 pg/ml) de las formas epimastigotes del parasito Trypanosoma cruzi in vitro, existe la
posibilidad de una internalizacion y una modificacion morfolégica en organelos por la
accion de nanoparticulas de plata, ademas se deben realizar estudios bioquimicos que
identifiquen estrés oxidativo por parte del Trypanosoma cruzi para describir ruta de

inhibicion completa y pensar en algunas opciones terapéuticas.
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Abstract:

Trypanosoma cruzi is the etiological agent of Chagas disease, which has shown
significant resistance to currently available pharmacological treatments (Nifurtimox). The
present work focuses the evidence on two life stages of Trypanosoma cruzi that occur in
humans and change from bloodstream to muscle cells, trypomastigote and amastigote
respectively. When present in specific human organs, it hinders the treatment of chronic
Trypanosoma cruzi infections. In the present project we propose that silver nanoparticles
follow an inhibition mechanism of a different nature than the pharmacological one, on the
Trypanosoma cruzi parasite in vitro. For this work, silver nanoparticles (AgNPs) obtained
by green synthesis with Myrtillocactus geometrizans extract were synthesized to
increase the biological compatibility, decrease the toxic effect of the forming reagents and
purification organic solvents. The silver nanoparticles obtained have an average diameter
of 20 nm and have a light organic coating from the components of the plant extract of M.
geometrizans. The silver nanoparticles obtained by green synthesis with M. geometrizans
achieve an inhibition of 80 % to 95 % (concentrations from 1 pg/ml to 2. 5 pg/ml) of the
amastigote and tripomastigote forms of the parasite Trypanosoma cruzi in vitro, there is
the possibility of internalization and morphological modification in organelles by the action
of silver nanoparticles, in addition, biochemical studies should be carried out to identify
oxidative stress by Trypanosoma cruzi to describe the route of complete inhibition and to

think of some therapeutic options.
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Hipotesis

Las Nanoparticulas de plata obtenidas mediante sintesis verde en la cual se utilizara un
extracto de Myrtillocactus geometrizans, tendran efectos biolégicos sobre el parasito
Trypanosoma cruzi, en especial inhibicién biolégica en estudios in vitro con la forma
epimastigote.

I. Introduccién

La nanotecnologia es una de las innovaciones cientificas de nuestro tiempo, es un campo
interdisciplinario que une diversas disciplinas de la fisica, quimica, biologia, ingenieria y
medicina, estableciendo nuevas aplicaciones tecnolégicas a escala nanométrica. Dado
Su caracter de nueva ciencia, esta area de conocimiento se encuentra en desarrollo, con
el potencial de generar aplicaciones en los campos: de la energia, ciencia de los
materiales, semiconductores (microprocesadores), ciencias biolégicas y medicina
(vacunas) (1, 2). Estas aplicaciones se llevan a cabo con: materiales nanoestructurados,

nanocompuestos y nanoparticulas.

Un material nanoestructurado (asi como cualquier otro producto que posea calidades
nanotecnoldgicas) es un producto de la tecnologia formado por dos o mas fases donde
al menos una de las fases tiene una de sus tres dimensiones en el rango de nanoescala
(<100 nm). Una de las clasificaciones de los materiales hanocompuestos tiene su base
en la dimensionalidad: cero-dimensionales (ejemplo, nanoparticulas (NPs) que incluyen
oxidos, metales, semiconductores y polimeros), unidimensional (ejemplo, nanofibras,
nanohilos, nanorodillos y nanotubos) de dos dimensiones (ejemplo, nanocapas que
incluyen multicapas y monocapa) y en tres dimensiones (incluye nanomateriales

compuestos (bulto-bulk), como nanogranos, micro y meso poros) (1-3).
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Las propiedades fisicoquimicas Unicas de cada nanomaterial han permitido encontrar
diversas aplicaciones en campos que van desde la electrénica hasta la ciencia biomédica.
Ademas, la amplia gama de elementos, compuestos y de técnicas empleadas en su
creacion permite generar diversas formas en las nanoparticulas, tales como esférica,

triangular, cubica, pentagonal, rodillos y/o tubos, toroidal, etc. (1, 2).

Existen muchos procedimientos quimicos para la sintesis de nanoparticulas de plata
(AgNP), sin embargo, estos procedimientos utilizan productos quimicos toéxicos,
corrosivos y / o contaminantes. (4). Estudios toxicoldgicos sugieren que los elementos y
reactivos de sintesis que se han utilizado en los ANP envuelven un potencial peligro
toxico. Esta omision sobre la toxicidad de los reactivos durante el disefio de sintesis en
la etapa de generacién de AgNPs podria causar, efectos secundarios adversos en
aplicaciones biologicas, medicas o comerciales de las AgNPs, este inconveniente puede
disminuirse con la aplicacion de métodos de sintesis denominados “verdes” que evitan el
uso de agentes tOxicos como solventes, sales de metales pesados y compuestos

organicos generadores de estrés oxidativo (5-11).

La sintesis de nanoparticulas coloidales tipicas de metales nobles se derivan de la
sintesis original del trabajo de Michael Faraday (12), que redujo las sales metalicas
usando fésforo. Las mejoras ambientalmente amigables de este método utilizan
precursores de minima toxicidad, como el citrato de sodio, eliminando asi el problema
inherente de toxicidad, ademéas de que con ese cambio de precursores se puede usar

agua como solvente lo cual es un factor importante en la sintesis verde(12-16).

El uso de disolventes organicos en la sintesis de nanoparticulas por métodos reportados
en la literatura, generan desechos de compuestos organicos persistentes que pueden
afectar el medio ambiente. (13, 17-19). Ademas, al aislar las nanoparticulas muchos
estudios sintéticos no informan los métodos por lo que las AgNP se dispersan un medio

especifico (8, 20). A diferencia de los métodos convencionales, la ruta de sintesis de

13



AgNPs reportada en este trabajo requiri6 de un producto natural como precursor y no

recurrié al uso de solventes organicos toxicos.

Aunqgue los nanocompuestos pueden producirse de una gran variedad de elementos o
compuestos, en el presente trabajo se describe la sintesis verde de nanoparticulas de
plata (AgNPs) usando como agente reductor el extracto del fruto del cactus
Myrtillocactus geometrizans (M. geometrizans), en una reaccion quimica de reduccién
con el objetivo de que sea una sintesis verde. Ademas, se presenta evidencia de su
efecto bioldgico sobre el parasito Trypanosoma cruzi (T. cruzi) agente causante de la
enfermedad de Chagas (ECh).

Se seleccionaron AgNPs para este trabajo, debido a sus propiedades antimicrobianas,
actualmente forman parte de nuestra vida cotidiana. Las AgNPs poseen propiedades
fisicas y electronicas Unicas, que las convierten en excelentes candidatos para
aplicaciones médicas y bioldgicas. Estas propiedades fisicoquimicas estan definidas por
caracteristicas como: tamafio, forma, carga superficial y recubrimiento. Controlando estas
caracteristicas se cuenta con varias posibilidades para la utilizacion de AgNPs (21, 22).
Nuestra propuesta se centra en probar que las propiedades antimicrobianas de las
nanoparticulas de Ag tienen efectos antiparasitarios en el microorganismo generador de
la enfermedad de Chagas.

La enfermedad de Chagas (tripanosomiasis americana) es causada por el protozoario
Trypanosoma cruzi. La enfermedad fue descrita en 1909 por el médico brasilefio Carlos
Chagas, quien nombré al parasito en honor de su mentor, Oswaldo Cruz. La
cardiomiopatia dilatada es la manifestacidbn mas importante y severa de la ECh crénica
humana y se caracteriza por insuficiencia cardiaca, arritmias ventriculares, bloqueos
cardiacos, fenomenos tromboembolicos y muerte subita. La enfermedad de Chagas es
una zoonosis transmitida principalmente a través de secreciones cargadas de parasitos,

provenientes de insectos triatbminos hematé6fagos. Estos insectos, que son vectores de
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infeccidn, estan presentes en América del Sur y Central, México y el sur de los Estados
Unidos (23-25).

A continuacién se hard una breve descripcidbn de los principios basicos de las
nanoparticulas de plata, el método de sintesis quimica para la obtencion de estas
(reduccién quimica), caracteristicas de las nanoparticulas de plata, caracteristicas del
extracto de M. geometrizans y particularidades e importancia del protozoario

Trypanosoma cruzi.

[l. Antecedentes

[I.1 Nanoparticulas de Plata (AgNPs)

Las nanoparticulas son de gran interés cientifico ya que aportan propiedades cataliticas,
energeéticas, de superficie, reactividad quimica, entre otras y cuyos efectos se pueden
manifestar a nivel de los denominados materiales bulto, asi como en el orden de las
estructuras moleculares. Entre las nanoparticulas actuales, las mas prometedoras
(efectos antiparasitarios) son las nanoparticulas en particular las de cobre (Cu) y plata
(AQ) esto se debe a sus propiedades antibacterianas, que se producen debido a la alta
relacion superficie/volumen, propiedad clave de las nanoparticulas. El cambio en el
tamanfo y la composicion de la superficie modifica las propiedades fisicas y quimicas de
las nanoparticulas (basado en la relacién volumen /superficie). En las Gltimas décadas,
la aplicacion de nanoparticulas metalicas es muy comudn debido a sus amplias

aplicaciones en diversas industrias (26-28).

Las nanoparticulas de un cierto rango (1-100 nm didmetro promedio), sufren un cambio
en sus propiedades fisicas, quimicas y eléctricas. Estas propiedades dependen del
tamafo, forma, comportamiento magnético, el potencial redox y composicion de su
superficie. En los Ultimos afios, las nanoparticulas de plata han atraido mucha atencion
debido a su buena conductividad, estabilidad quimica, uso como catalizadores y sus

aplicaciones en diversas industrias, incluidas las ciencias médicas, para tratar infecciones
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bacterianas, en la industria alimentaria como agentes antibacterianos en envasado de

alimentos y también por sus cualidades eléctricas y opticas (26, 29-31).

[1.1.1 Efecto antimicrobiano de AgNPs.

Durante siglos la plata se ha usado para el tratamiento de quemaduras y heridas crénicas.
Hacia al afio 1.000 a. C. se utilizé plata para potabilizar agua. En 1700, el nitrato de plata
se empleo para el tratamiento de enfermedades venéreas, abscesos 0seos y perianales.
En la década de 1940, después de la penicilina se introdujo el uso de plata para el
tratamiento de infecciones bacterianas minimas (32, 33). Los efectos antibacterianos de
las sales de Ag se han observado desde la antigledad, actualmente la Ag se utiliza para
controlar el crecimiento bacteriano en una gran variedad de aplicaciones, trabajo dental,
catéteres, lesiones y quemaduras (31). De hecho, se sabe que los iones de Ag vy los
compuestos basados en Ag son altamente tdxicos para los microorganismos, mostrando
fuertes efectos biocidas en hasta 12 especies bacterianas incluyendo E. coli.
Recientemente, se ha demostrado que compuestos hibridos de nanoparticulas de Ag con
macromoléculas anfipaticas e hiperramificadas exhibian efectos antimicrobianos
efectivos como revestimiento superficial (32-34). La reduccion de las dimensiones de los
materiales biocompatibles y/o antibacterianos es una herramienta eficiente para
aumentar la implementacién en procedimientos y tratamientos médicos. Facilitando al
paciente el seguimiento de su tratamiento. En este caso la nanotecnologia ayuda a
superar las limitaciones de transporte, almacenamiento, portabilidad y administracién de
tratamientos presentes y futuros. Ademas, los nanomateriales pueden ser modificados

para mejorar efectividad y adecuarse a las necesidades de cada aplicacion.

Como ejemplo, en 2007 Kim, Kuk, et al. mostraron resultados donde las nanoparticulas
de Ag presentan actividad antimicrobiana importante contra levaduras y E. coli. En
contraste, reportan un efecto inhibidor leve de las nanoparticulas de Ag en S. aureus en
comparacion con otros microorganismos. Los autores Kim, Kuk, et al. sugieren que las
diferencias en los efectos antimicrobianos de las nanoparticulas de Ag pueden estar
asociados con caracteristicas especificas en la estructura de membrana de las bacterias

Gram-positivas y Gram-negativas, siendo el grosor del peptidoglucano la diferencia mas
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importante (34). Recientemente Brito T. K. et al. en 2020 mostraron que las
nanoparticulas de plata se presentan como un agente anti-Trypanosoma cruzi y los datos

apuntan a la posible aplicacién para nuevos estudios preclinicos in vitro e in vivo (35).

[1.1.2 Mecanismo de accion del efecto antimicrobiano de AgNPs.

Todavia no se conoce el mecanismo de accidon exacto de las propiedades
antimicrobianas de las nanoparticulas de plata, pero las teorias mas aceptadas explican
lo siguiente: las nanoparticulas de plata se anclan a la pared celular bacteriana y penetran
causando cambios estructurales en la membrana celular como la permeabilidad de la
membrana y la muerte de la célula. Otro mecanismo de accion de las nanoparticulas de
plata es cuando estas ingresan al interior de la bacteria y forman radicales libres (iones
plata) en el interior de la bacteria, los cuales causan la muerte de la célula por estrés
oxidativo (generacion de especies reactivas de oxigeno). La formacion de radicales libres
se confirma mediante estudios de resonancia de espin electrénico. Cuando estan en
contacto con las bacterias, los radicales libres tienen la capacidad de dafar la membrana

celular, haciéndola porosa, lo que también conduce a la muerte celular (32, 34, 36, 37).

En comparacion con otras sales de plata, las nanoparticulas de plata muestran
propiedades antimicrobianas eficaces debido a su gran area superficial que proporciona
un mejor contacto con los microorganismos. La liberacion de iones de plata por
nanoparticulas en las células bacterianas mejora su actividad bactericida. El mecanismo
para la accion antimicrobiana de los iones de plata no se entiende apropiadamente, sin
embargo, se sugiere que cuando los iones de plata penetran dentro de la célula
bacteriana, la molécula de ADN se convierte en su forma condensada y pierde su
capacidad de replicacién, lo que conduce a la muerte celular. Ademas, se ha informado
gue los metales pesados reaccionan con las proteinas al unirse con el grupo tiol y las

proteinas se inactivan (33, 34, 36, 37).
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Figura 1. Mecanismo de accién de las AgNPs (37).

[1.1.3 Sintesis de Nanoparticulas de plata.

Generalmente, los métodos utilizados para la preparacion de nanoparticulas metalicas

pueden agruparse en dos categorias diferentes: Top-down (arriba-abajo) o Bottom-up

(abajo-arriba). A manera de ejemplo al romper una pared en sus componentes “los

ladrillos”, representa el enfoque de arriba hacia abajo. Mientras que la construccion de

“un ladrillo” del suelo arcilloso, la arena, cal y agua representarian e

| enfoque abajo-arriba.

Por lo tanto, en nanociencias top-down implica el uso de materiales en bulto y reducirlos

en nanoparticulas mediante procesos fisicos, quimicos 0 mecdanicos mientras que

Bottom-up requiere partir de moléculas o atomos para obtener

nanoparticulas. En el

presente trabajo se hara uso de métodos bottom-up para obtener las AgNPs Ag (21, 22).
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La produccion bottom-up de nanomateriales se divide en las siguientes categorias: fase
gaseosa, fase liquida, fase solida y métodos biologicos. La deposicion quimica en fase
vapor y la deposicion de la capa atomica pertenecen a los métodos en fase gaseosa,
mientras que la reducciéon de sales metalicas, los procesos sol-gel, la sintesis templada
y la electrodeposicion, corresponden a los métodos en fase liquida. Para los fines del
presente trabajo se usaran métodos en fase liquida y dentro de estos, se utilizara
reduccidon de sales metalicas. De los métodos de sintesis fase liquida disponibles nos
concentraremos en dos: Reduccion quimica y Hot injection (inyeccién en caliente) (21,
22).

[1.1.3.1 Reduccién quimica: La reduccion quimica se centra en reacciones de oxido-
reduccion, donde el correspondiente cation metélico representa una reaccion directa para
obtener nanoparticulas metdlicas. La clave se basa en seleccionar los parametros
adecuados que permitan controlar el resultado de la sintesis, por lo que se requiere un

buen entendimiento del mecanismo (21).

Generalmente, estas reacciones se llevan a cabo en disolucion y el producto tiene
caracteristicas coloidales. Por esta razén, un término comun utilizado para el fenébmeno
es la coprecipitacion, que implica varias etapas denominadas: Reduccion, nucleacion,
crecimiento, engrosamiento y/o aglomeraciéon. EI modo en que se desarrollan estos

procesos es el mecanismo de la sintesis (21).

Como en cualquier reaccion redox, los valores de los potenciales de reduccion estandar
(Eo) determinan los pares de reactantes requeridos para la conversion a productos. Esto
significa que el cambio de energia libre en la reaccion, AGo, debe ser negativo, o lo que
es equivalente AEo> 0. Asi, en el caso de la plata, el potencial de reduccién electropositivo
relativamente grande de Ag + — Ag® en el agua (Eo = +0.799 V, ) permite el uso de varios
agentes reductores, por ejemplo, citrato de sodio (Eo = -0.180 V, ), borohidruro de sodio
(Eo =-0.481 V), hidrazina (Eo = -0.230 V, ) e hidroquinona (Eo = -0,699 V, ) (3, 21, 38).
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Figura 2. Reduccion y crecimiento de AgNPs de acuerdo con la teoria mas aceptada (21, 39).

11.1.3.2 Hot injection (inyeccion caliente): En 1993, Bawendi y sus colegas informaron
un método general para la sintesis de nanocristales de calcogenuro de cadmio, mas tarde
se denominaria el método de "inyeccion en caliente”, que permitid la preparacion de
nanocristales de CdSe con uniformidad de tamafio moderado (desviacion estandar
relativa de la distribucién de tamafios ro~ 10%), donde el tamafio medio fue controlable
de 2 a 12 nm. Mas tarde, este método de inyeccion en caliente se extendid a la sintesis
de nanocristales de varios materiales. Hoy en dia, muchos protocolos similares de
sintesis estan disponibles para la preparacion de nanocristales uniformes de diversos

materiales inorganicos, incluyendo semiconductores, metales y 6xidos metélicos (40, 41).

El método para preparar nanocristales via “hot injection”, implicé la inyeccién de una
solucion "fria" (temperatura ambiente) de moléculas precursoras en un liquido caliente
oxido de trioctilfosfina (TOPO a 300 °C) siendo el TOPO un disolvente polar de menor
fuerza que el agua. La inyeccion conduce a la formacion instantanea de nucleos metélicos
del elemento precursor. Debido a una caida de la temperatura a aproximadamente
170°C, se evita la formacion de nuevos nucleos. El resultado es una suspension de
ndcleos razonablemente monodispersos junto con cantidades considerables de
precursores disueltos. Aumentar la temperatura a valores mas altos, pero por debajo de

300 ° C, conduce a un crecimiento lento de los nucleos existentes, pero no a una nueva
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nucleacion. El tamafo de los nanocristales aumenta conforme se incrementa la

temperatura de crecimiento (41).

Las moléculas de TOPO omnipresentes (el disolvente) ralentizan considerablemente el
crecimiento coordinando en la superficie de los nucleos formados, creando una barrera
estérica para los reactivos. El crecimiento lento a temperaturas relativamente altas
permite formar nanocristales con menos defectos y que son idénticos a la red formada
en el sistema de reaccion. Después de la sintesis, los nanocristales se pueden separar a
partir de la soluciébn de crecimiento afladiendo disolvente con poca afinidad a los
nanocristales, y posteriormente redisolverse en un disolvente organico adecuado para
formar suspensiones coloidales estables. Las moléculas TOPO permanecen unidos a los
atomos superficiales de los nanocristales y las suspensiones son estables estéricamente
(412).

Para la sintesis que se realiz6 en el presente trabajo, se sustituyé al TOPO por extracto
de M. geometrizans disuelto en agua desionizada (disolvente caliente) a una temperatura
80-90 °C, el cual sirvié como reductor de la plata, la solucién fria que se inyecto fue un 1
ml de AgNO3 0.1 M. Esta modificacion del método de inyeccion caliente permite generar
AgNPs con una relativa homogeneidad en tamafio y con un diametro que va de los 5 nm
— 25 nm.

[I.2. Extracto de vegetales

[1.2.1. Productos naturales y medicina tradicional.

A los compuestos provenientes de fuentes vegetales también se les llama productos

naturales. Su importancia se debe a que existe una gran variedad de compuestos

guimicos con muchas aplicaciones dentro de los campos de la biologia, medicina e

industria. Una ventaja de todos los productos naturales es que todos estos compuestos
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guimicos son biodegradables, aunque a simple vista sean muy diferentes
estructuralmente.

Productos naturales: Un producto natural es todo compuesto de origen organico o
inorganico, que se encuentre en la naturaleza y que pueda ser procesado y utilizado por
el hombre. Generalmente, en el area de quimica organica, se la consideran como
productos naturales a los compuestos provenientes principalmente de plantas, hongos,
bacterias y organismos marinos, los cuales llevan a cabo dos tipos de metabolismo, el
primario y el secundario. EI metabolismo primario es aquél en el cual los organismos
sintetizan y convierten sustancias para sobrevivir a partir de compuestos simples como
el CO2, H20, N2 y algunos metales, estos son transformados en polisacaridos, proteinas,
lipidos y acidos nucleicos, los cuales son considerados los bloques fundamentales de la
materia viva. Este tipo de metabolismo lo llevan a cabo todos los organismos vivos. Otro
proceso que generalmente se presenta en las plantas, dando diferentes productos de
acuerdo con el tipo de especie, es el llamado metabolismo secundario. Los productos
formados por este metabolismo son los que principalmente se conocen como productos
naturales y como ejemplos se pueden mencionar a los terpenos, los alcaloides y los
pigmentos. Aunque estos metabolitos en principio no son esenciales para la existencia
del organismo, juegan un rol importante en la adaptacion, supervivencia o prevalencia de
unas especies sobre otras, ya que se piensa que tienen funciones de defensa, como

atrayentes sexuales, marcadores territoriales, insecticida o crio-protectores etc. (42, 43).

Una de las primeras formas culturales a través de la cual el hombre ha hecho uso de los
productos naturales es la medicina. La medicina de distintas culturas ha hecho uso de
plantas desde los inicios de los registros historicos hasta nuestros dias. Con el avance
del conocimiento médico el uso de las plantas en occidente ha disminuido, pero ain se
siguen estudiando los productos naturales como forma de descubrir nuevos principios
activos para la farmacologia. Sin embargo, el uso directo de plantas para tratar
padecimientos aun continua dentro de la llamada medicina tradicional. El uso de la
Medicina Tradicional es ancestral y data desde que el hombre descubrié que podia
emplear los recursos que le rodeaban para curar sus enfermedades y dolencias. Dicha

informacion ha sido transmitida en forma oral o en codices y otros escritos. Por esta
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razon, se conoce que las plantas contienen principios activos de accién terapéutica, que
pueden emplearse para tratar los trastornos patolégicos y contribuir a la conservacion de
la salud (44-46).

Las plantas se presentan como una fuente importante de productos naturales con
actividad biolégica y se consideran una via prometedora para el descubrimiento de
nuevos farmacos debido al facil acceso y coste relativamente bajo (44, 46, 47). El
desarrollo de las hierbas medicinales con eficacia probada y seguridad, brinda nuevas

opciones terapéuticas (46).

Desde sus inicios las comunidades primitivas como los egipcios, griegos y romanos en
su necesidad de curar susdolores, padecimientos y enfermedades, tuvieron
en las plantas medicinales la herramienta adecuada para cuidar su salud y tener una
mejor calidad de vida, conocimiento que después se vio incrementado de manera clave
por la contribucion del Lejano Oriente y por la tradicion herbolaria del Nuevo Mundo, y
como parte importante la medicina tradicional de México y sus mdltiples especies
vegetales (48-50).

Dependiendo de la planta y del tratamiento, toda la especie vegetal o parte de ella es
utilizada para el remedio. En medicina tradicional, pueden utilizarse hierbas frescas, en

forma de infusion, o se pueden secar, cortar y pulverizar para su uso (51).

Tabla 1. Algunos de los tés mas usados y sus propiedades medicinales (44, 51-53).

Te (especie vegetal) Propiedades atribuidas

Anis (Pimpinella anisum) Evita trastornos  digestivos, colicos y gases
estomacales.

Canela (Cinnamomun zeylanicum) Actla como un suave astringente, ayuda a las

molestias de la diarrea.
Hierbabuena (Menta viridis) Refuerza el estbmago, es util en la preparacién de
comidas, calma célicos estomacales, trastornos de la
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Jamaica (Hibiscus sabdariffa)

Limon (Citrus aurantifolium)

Manzanilla (Matricaria chamomilla)

Naranjo (Citrus aurantium)

Verde (Camellia sinensis)

digestion, cancer de estdmago; elimina parasitos
intestinales y el reumatismo.

Favorece de buena manera el proceso digestivo,
ligeramente laxante, diurético, antiparasitario y puede
llegar a ser muy bueno para tratar el colesterol.
Combate la hinchazon intestinal, favorece la digestion
estomacal, descongestiona el higado y es un
desintoxicante natural.

Estimula el apetito, la secrecion de jugo gastrico,
favorece la digestion, combate los gases intestinales,
facilita y favorece la menstruacion, alivia la
conjuntivitis. Actla contra enfermedades nerviosas,
fiebres, calambres, inflamaciones, reumatismo e
insomnio.

Sirve como calmante de los nervios.

Tiene gran cantidad de antioxidantes.

11.2.2. El cactus Myrtillocactus geometrizans o “garambullo”.

Myrtillocactus geometrizans es un cactus con importantes fitoquimicos, es endémico de

la zona centro de México, de clima arido y semiarido, Cuyo nombre comun o regional es

garambullo, nombre que se le da por sus frutos comestibles, los cuales son bayas de

color rojo-purpura y en este trabajo se utilizé un extracto polar de su fruta para la sintesis

verde de AgNPs. La estacion de cosecha de los frutos es de junio a agosto, estos frutos

son de forma globular con un diametro medio de 2 cm y una capa delgada cubre la pulpa

gue contiene pequefias semillas negras de 1 mm de didmetro. (54-56).
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Figura 3. Fotografia de Myrtillocactus geometrizans y su fruto.

La chichipegenina, el peniocerol, la macdougalina, el estigmasterol y el 4cido oleico son
compuestos quimicos (figura 4) que se han identificado en los extractos polares de las
partes aéreas de Myrtillocactus geometrizans incluyendo los frutos (57-61). Las
investigaciones sobre chichipegenina, peniocerol, macdougalina y estigmasterol
describen propiedades antipiréticas, antidiabéticas, antioxidantes, apoptéticas (que
inducen apoptosis en células de adenocarcinoma de colon y mama), propiedades
antiinflamatorias, guimiopreventivas, antimutagénicas, hepatoprotectoras,
gastroprotectoras, expectorantes, anticancerigenas e inmunomoduladoras (62-64). Otros
compuestos importantes presentes en M. geometrizans son betalainas (figura 4),
betacianinas y betaxantinas, las cuales poseen actividades antioxidantes, citotoxicas,
antitumorales, inmunomoduladoras y antiinflamatorias (65). Los efectos biol6gicos

beneficiosos de estos compuestos promueven el interés de ser utilizados en la sintesis
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de nanoparticulas de plata con aplicaciones biolégicas, para que las AQNPs puedan tener

sinergias en las cualidades de los compuestos quimicos aqui descritos.
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Figura 4. Estructuras quimicas de chichipegenin (1), peniocerol (2), macdougallin (3), estigmasterol (4),
acido oleico (5) y betalainas (6). Todos los compuestos encontrados en Myrtillocactus geometrizans (62).

[1.2.3 Sintesis verde de nanoparticulas

Las nanoparticulas estan preparadas desde diferentes perspectivas, a menudo algunos
autores han utilizado el método quimico para la sintesis de AgNPs; estas AgNPs tienen
aplicacion en los campos de electronica, catalisis, farmacos y en aplicaciones bioldgicas,
esto ha hecho que los métodos de sintesis sean mas ecoldgicos (66, 67). La sintesis
biologica (biogénica) de AgNPs involucra bacterias, hongos, levaduras, actinomicetos y
extractos de plantas. Recientemente, una serie de partes de plantas como flores, hojas y
frutos, ademas de enzimas, se han utilizado para la sintesis de nanoparticulas de oro y
plata. El tamafio, la morfologia y la estabilidad de las nanoparticulas dependen del
método de preparacion, la naturaleza del disolvente, la concentracion de los precursores,

la fuerza del agente reductor y la temperatura (66, 68, 69).
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Las métricas ecoldgicas que son mas relevantes para la sintesis de nanoparticulas son
el rendimiento, la huella ecolégica y la toxicidad. Estd claro que la toxicidad de los
reactivos utilizados en cada sintesis debe considerarse cuidadosamente. Aunque se han
definido métricas cuantitativas para la toxicidad, como el cociente ambiental, también se
puede simplemente adoptar la estrategia de reducir o eliminar tantos materiales toxicos
como sea posible (13, 67, 70). Aunque también es importante integrar las
consideraciones toxicoldgicas del producto final, en el contexto del uso del producto y en
el presente trabajo se utilizé6 un método de sintesis donde un extracto vegetal de

Myrtillocactus geometrizans funcioné como reductor y se requirié agua como disolvente.

En este trabajo se utilizd6 una modificacion de la sintesis coloidal de nanoparticulas de
metales nobles, siendo el método mas antiguo, que se remonta a la época de Faraday
(13, 21). En esta sintesis acuosa se reducen las sales metdlicas para formar
nanoparticulas metalicas, basandose en condiciones de dilucion y estabilizacion de carga
por especies ibnicas adsorbidas para suprimir la agregacion y producir asi un coloide
estable. Es posible controlar tanto el tamafio como la forma de esta clase de
nanoparticulas, modificando la concentracion, naturaleza de los reductores y cantidad de

las sales metalicas precursoras, aunque la escalabilidad es limitante (40, 71, 72).

Las mejoras modernas de los métodos coloidales recaen en sustituir al citrato de sodio
con extractos vegetales (el tema de este trabajo) (20, 70, 73) y asi modificar el agente
reductor, eliminando el problema obvio de la toxicidad y utilizar un disolvente acuoso sin
solventes organicos. En la tabla 2 se muestran ejemplos de organismos biol6gicos
(plantas y algas) a partir de los cuales se han desarrollado ejemplos experimentales de
sintesis verde, demostrando que es un campo que ya tiene desarrollo previo, pero adn

sigue teniendo oportunidad para la innovacion.
Tabla 2. Especies de plantas y algas usadas en la sintesis de AgNPs, tamafio y referencia.

Organismo productor Tamaiio (nm) Referencia

27



Ocimum tenuiflorum 28 (74)
Solanum trilobatum 26.5 (74)
Syzygium cumini 65 (74)
Centella asiatica 22.3 (74)
Citrus sinensis 28.4 (74)
Justicia glauca 10-20 (75)
Hemidesmus indicus 25.24 (76)
Banana peel extract (BPE) 23.7 77
Potentilla fulgens 10-15 (78)
Abutilon indicum 5-25 (79)
Pistacia atlantica 27 (80)
Ziziphus jujuba 20-30 (81)
Emblica officinalis 15 (82)
Prosopis farcta 10.8 (83)
Indoneesiella echioides 29 (84)
Rauvolfia serpentina 7-10 (85)
Achillea biebersteinii 12 (86)
Descurainia sophia 1-35 (87)
Artemia salina 2-50 (88)
Pithophora oedogonia 34.05 (89)
Botryococcus braunii 15.67 (90)
Coelastrum sp. 19.28 (90)
Spirulina sp. 13.85 (90)
Limnothix sp. 25.65 (90)
Caulerpa racemosa 25 (92)
Spirulina platensis 115 (92)
Nostoc sp. 20.3 (92)

11.2.4 Trypanosoma cruzi y enfermedad de Chagas.

Trypanosoma cruzi (T. cruzi) es un protozoo flagelado del orden Kinetoplastea (figura 5),
gue atraviesa por un ciclo de vida complejo, los epimastigotes son las formas
proliferativas que viven dentro del insecto vector de infeccidon y posteriormente se

diferencian en tripomastigotes metaciclicos, que pueden infectar a los huéspedes
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mamiferos, el ciclo de vida en el huésped mamifero incluye tripomastigotes sanguineos
y amastigotes intracelulares. Las parasitemias (presencia de parasitos en el torrente
sanguineo) elevadas en individuos con infeccion aguda duran de 3 a 5 meses. Los casos
de infeccién por la picadura de un vector (insectos triatominos) pueden generan una
condicion denominada enfermedad de Chagas, esta es un complejo de manifestaciones
clinicas que pueden resultar de infecciones por T. cruzi. La fase aguda de la infeccion en
bebés y nifios suele ser asintomatico y cede espontaneamente. En estos pacientes falta
inmunidad celular al antigeno del parasito. Por el contrario, las infecciones agudas
sintomaticas por T. cruzi (fiebre, agrandamiento del bazo y de los ganglios linfaticos,
miocarditis e insuficiencia cardiaca) se observan en una minoria de individuos, en los que
pueden desencadenarse reacciones cutaneas de tipo retardado intensas contra el
antigeno del parésito. Por tanto, la morbilidad y la mortalidad de la enfermedad de Chagas
no parecen estar relacionadas con la presencia de formas de T. cruzi en la sangre y los
tejidos de los mamiferos hospederos. En cambio, el dafio tisular severo que acompafia a
la miocarditis cronica de la enfermedad parece estar asociado con hipersensibilidad de

tipo retardado y crénica a la presencia de T. cruzi (93-95)

Trypanosoma cruzi al igual que los otros miembros de la familia Trypanosomatidae,
tienen estructuras altamente conservadas que son responsables de la estructura
esquelética y de nutricién, siendo clave para este trabajo, las estructuras de nutricién del
T. cruzi (93, 94).
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Figura 5. llustracion que muestra estructuras y organulos encontrados en la forma epimastigote de T.

cruzi, basada en imagenes obtenidas por microscopia electrénica de transmision (96).

Trypanosoma cruzi posee una sola estructura citoesquelética: una matriz microtubular
gue involucra el cuerpo de la célula protozoaria y constituye un esqueleto de membrana.
Este citoesqueleto esta presente a lo largo de todo el ciclo celular y debe ser responsable

de las diferentes formas que asumen estos protozoos durante su ciclo celular (94).

Los mecanismos de nutricion de los amastigotes y tripomastigotes son poco conocidos.
Los epimastigotes absorben sus nutrientes endocitosando avidamente macromoléculas
del medio extracelular, estas células polarizadas con un flagelo anterior. Al siguiente paso
una serie muy organizada de microtibulos estables poco espaciados debajo de la
membrana del cuerpo celular altera la endocitosis y la exocitosis excepto a través del
bolsillo flagelar y el citostoma (figura 6). La membrana del bolsillo flagelar es un dominio
altamente diferenciado que se ha sefialado como el sitio principal de secrecion,
localizacion de receptores y endocitosis en varios tripanosomatidos. El citostoma se abre
cerca de la bolsa flagelar e invagina profundamente formando la citofaringe, que se
acompafa de cuatro microtibulos. Se observaron vesiculas endociticas, esas vesiculas
se originan a partir de fosas no recubiertas, aunque se puede sugerir la mediacion del

receptor, fungen como trasportadores al siguiente paso son los reservosomas se
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describieron como organulos de almacenamiento tipicamente localizados en el extremo
posterior de los parasitos. Posteriormente se caracterizaron como endosomas tardias,
ricos en cruzipaina y con un pH nominal de alrededor de 6. Estudios posteriores también
demostraron que los reservosomas contienen hidrolasas. La ruta intracelular de
macromoléculas endocitadas entre el sitio de entrada, en la porcidn anterior de la célula,
y el almacenamiento en reservosomas, en la region posterior del parasito, es poco

conocida y aun sigue siendo estudiada (93, 97-99).

Flagelo

_____
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/ kADN
s Collar de la
bolsa flagelar

Bolsa flagelar
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de union
tripartita

kKADN

Mitocondria

Figura 6. Estructura general de la bolsa flagelar ( flagellar pocket FP) (100).
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[1.2.4.1 Enfermedad de Chagas.

La Enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana es una zooantroponosis, cuyo
agente causal es el protozoario flagelado Trypanosoma cruzi, fue descubierta en Brasil
por el Dr. Carlos Chagas en 1908. Se transmite a los seres humanos y diversos
mamiferos domésticos y silvestres por un vector biolégico, insectos naturalmente
infectados pertenecientes a la Familia Reduvidae, subfamilia Triatominae, conocidos en
México como chinche besucona, de compostela, asesina, picuda, turicata, talaje, pic (en

lengua maya), chinche de Chagas, voladora, trompuda y papalota, entre otros (24, 101).

La transmision por la via vectorial ocurre en el 90% de los casos, esta sucede cuando el
parasito ingresa al organismo por la zona de la lesién provocada por la mordedura del
insecto posterior a su alimentacion, o alguna otra lesion de la piel o0 mucosas, momento
en el cual pueden defecar por la compresion de sus intestinos producida por la ingesta
de la sangre succionada. Las heces necesariamente deben estar contaminadas con el
parasito Trypanosoma cruzi (T. cruzi) y al ocurrir ambas acciones casi simultaneas, las
heces pueden ser depositadas en la zona cercana a la lesion y las personas al rascarse,
pueden arrastrar las heces y favorecer el ingreso del parasito al cuerpo de la persona
picada, sin embargo los mecanismos de la respuesta inmune innata y adquirida del
organismo puede destruir los parasitos, por lo que el proceso de infeccién/enfermedad
es resultado de una diversidad de factores asociados con el parasito (cantidad inoculada,
genotipo del parasito, etc.) y de la respuesta y caracteristicas genéticas e inmunitarias
del individuo (24, 101).

El ciclo biolégico de T. cruzi involucra al humano, el insecto vector y un gran nimero de
reservorios mamiferos naturalmente infectados. Se reconoce el ciclo silvestre, como el
escenario en el cual el parasito circula entre especies silvestres de mamiferos grandes,
medianos y pequefios e insectos vectores infectados. El ciclo doméstico en el que
participan el hombre, mamiferos domésticos e insectos vectores infectados dentro de la

vivienda y el ciclo peridoméstico, que es considerado el eslabon entre los dos ciclos

32



anteriores en la transmisién de T. cruzi, se encuentran involucrados diferentes especies

de mamiferos silvestres, domeésticos y especies vectores endémicos del habitat (24, 101).

Otras vias de transmision no vectoriales, pero de importancia epidemioldgica, son la
transfusidn de sangre o sus componentes, trasplantes de érganos y otros tejidos;
verticalmente ocurre la transmision del parasito de la madre al recién nacido (connatal).
Algunos paises de Sudamérica han notificado brotes importantes de la Enfermedad de
Chagas por ingestion de alimentos contaminados por deyecciones del vector o el
consumo accidental de triatominos, la ingesta de la carne mal cocida de animales
silvestres infectados, consumo de sangre con fines terapéuticos de animales infectados

“usos ancestrales”(101).

Cuando ocurre la infeccion por el parasito (figura 7), el curso de la enfermedad en el ser
humano evoluciona en dos fases. La fase aguda se caracteriza por la apariciéon de un
conjunto de manifestaciones de intensidad variable y un periodo de incubacién
generalmente de 4 a 15 dias, en funcion de la via de inoculacion y la carga del parasitaria.
Tradicionalmente, el cuadro agudo se asocia con un noddulo subcutaneo en el sitio de la
picadura (chagoma de inoculacion), que tipicamente se ha reconocido como una sefal
de entrada del parasito, acompafiado de adenitis regional, edema ocular con adenopatias
satélites (Signo de Romafia); -eventualmente hepatomegalia y esplenomegalia,
miocarditis y meningoencefalitis-; hasta cuadros oligosintomaticos o inaparentes, El
personal médico y paramédico debera sospechar de casos de enfermedad Chagas por
asociacion epidemioldgica, debido a la presencia del vector en la zona de residencia o

procedencia (101).
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Vectores triatominos hematofagos, se alimentan de
sangre infectada con tripomastigotes.
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2 ! diferencian en
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Figura 7. Etapas de infeccion del T. cruzi, tanto en el vector como en el humano (25).

Por otra parte, la fase crénica corresponde a la forma clinica de mayor prevalencia de la
Enfermedad de Chagas en Latinoamérica, de las que se consideran forma cronica
asintomatica (sin patologia demostrada) y crénica sintomatica. Tipicamente reconocido
como cardiopatia chagéasica crénica, cuya fase se ha reconocido que depende de la
persistencia parasitaria y la respuesta del sistema inmunoldgico y en algunos casos

afectacién digestiva (megacolén y megaesofago) (101).

Enfermedad de Chagas en México: El Programa de Accion Especifico para la Prevencion
y Control de la Enfermedad de Chagas en México entr6 en vigor en el afio 2012 México,
ha alineado las estrategias del programa basado en las resoluciones de la OPS/OMS
CD49.R19 y CD55.R9 (OMS 2009 y 2016) para la eliminacién de las enfermedades
desatendidas, que brindan también el marco de referencia para eliminar la Enfermedad

de Chagas como problema de salud publica basados en dos pilares: la interrupcion de la
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transmision vectorial y transfusional, y la atencién a los pacientes para reducir la
transmisibilidad (24, 95).

En lo que respecta a la estrategia de interrupcion de la transmisién vectorial, se contempla
el control de la domiciliacion del vector, principalmente a través del rociado de viviendas
con insecticidas residuales, el mejoramiento de la estructura e higiene en las mismas, asi
como el uso de malla en puertas y ventanas para evitar el ingreso y la colonizacién de
insectos; asi como el uso de pabellones en camas para evitar el contacto vector-hombre
(24, 95).

En vias de la consolidacion del Programa (eliminacion de las enfermedades
desatendidas), han sido impulsados los lineamientos para el diagnostico confirmatorio de
la infeccidn con el parasito T. cruzi y de manera paralela la regulaciéon de la obligatoriedad
de la cobertura universal para el tamizaje a donadores de sangre, en coordinacion con el
Instituto de Diagnostico y Referencia Epidemiolégicos (INDRE) y el Centro Nacional de la
Transfusion Sanguinea (CNTS). Por otro lado, a partir de la semana epidemioldgica 1-
2017, se cuenta con epi-claves para la notificacion de cada una de las formas clinicas de

la Enfermedad de Chagas (casos agudos y crénicos) (95).

La Enfermedad de Chagas esta considerada endémica en 21 paises del Continente
Americano, con importancia epidemioldgica relevante desde el Sur de EUA, México,
Centroamérica y el Caribe, hasta paises del Cono Sur; donde se estima que afecta de 7
a 8 millones de personas. Actualmente la Enfermedad de Chagas es considerada como
una patologia emergente en paises no endémicos de otros continentes asociada
principalmente con movimientos de personas provenientes de zonas o paises endémicos,
casos importados y asociados con la transfusion de sangre y/o sus derivados (OMS,
2017) (95).

En México, a partir del afio 2000, se observa un incremento en la notificacién de casos
(Figura 8). En el periodo que va del afio 2000 al 2017 se registraron 9,981 casos de

Enfermedad de Chagas (agudos y cronicos); mientras que en 2017 el reporte del cierre
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informa de 126 casos agudos y 738 casos cronicos que fueron notificados a través del
Boletin Epidemiolégico de la Direccion General de Epidemiologia. De manera general, el
grupo y género mas afectado comprende de 25 a 44 afios, mayoritariamente a varones.
Los estados con mayor nimero de casos reportados fueron Veracruz (17.8 %), Yucatan
(10.3 %), Oaxaca (10.5 %), Morelos (9.2 %), Chiapas (8.1 %), Jalisco (5.9 %), Estado de
México (5.2 %).
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Fuente: Direccion General de Epidemiologia, SSA. Anuarios estadisticos 2000 - 2017.

Figura 8. Perfil epidemioldgica de Enfermedad de Chagas en México, 2000-2017 (95).

En México se realiza el tamizaje de la prueba de Chagas (figura 9) a todos los donadores
de sangre como lo dispone la NOM-253-SSA1-2012“ Para la disposicion de sangre
humana y sus componentes con fines terapéuticos”; si la prueba es reactiva, se da
destino final a la sangre y sus componentes. Se procede a repetir la prueba por duplicado,
si el resultado es reactivo, se toma al donante una segunda muestra y se realizan pruebas
suplementarias de acuerdo con las indicaciones de la norma. En caso de dos pruebas
reactivas con diferente principio antigénico, el Centro Estatal de Transfusiébn Sanguinea
(CETS) o banco de sangre notificara al area de epidemiologia del hospital, jurisdiccion

sanitaria y nivel estatal (areas de epidemiologia y vectores) para el estudio y seguimiento
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del caso correspondiente. Todo resultado diagnéstico (positivo o negativo a T. cruzi) se

reporta al donante.
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Figura 9. Estudio y seroprevalencia de Trypanosoma cruzi 2007-2017 (95).

La enfermedad de Chagas en México presenta un reto para la salud publica, debido a la
naturaleza cronica de sus peores efectos (miocarditis 0 meningoencefalitis), la dificultad
de identificacion de casos crénicos (tamizaje en donacién de sangre) y sobre todo el
aumento de presencia de los insectos vectores en estados donde antes no eran
endémicos, lo anterior obliga a México a no dejar de lado el estudio del Trypanosoma
cruzi y el desarrollo de nuevos tratamiento en prevencién de una futura crisis de salud,
principalmente en una poblacion de varones adultos (25-44 afios ) por parte de le
enfermedad de Chagas, esto debe ser considerado ya que la salud de México es un area

critica para el gobierno de México.
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11.2.5 Técnicas utilizadas para el presente estudio.

La farmacognosia se encarga del estudio de la composicién de los efectos de los
principios activos de las sustancias de origen vegetal y animal. Este se concentra en
realizar ensayos para la caracterizacion y valoracién de estas sustancias, asi como
determinar la farmacologia y las principales aplicaciones que podria tener. Las plantas
elaboran en su metabolismo una serie de sustancias llamadas metabolitos secundarios,
a los cuales también se les podria denominar principios activos. Cada una de estas
sustancias es la responsable de los efectos farmacoldgicos y por ello se les puede otorgar
esta caracteristica (51, 102, 103).

La investigacion fitoquimica utiliza métodos de separacion, fundamentalmente
cromatograficos, y métodos de elucidacion estructural, principalmente espectroscopicos

como Resonancia Magnética Nuclear (RMN) o espectroscopia de infrarrojo (IR) (102-104)

Para identificar los componentes que podrian estar presentes en las especies vegetales,
es necesario implementar técnicas cromatogréficas y espectroscépicas para su
determinacion y realizar extracciones reproducibles, cuantitativas, estables y eficientes
para realizar los estudios necesarios y demostrar el efecto buscado. El tamizaje consiste
en realizar una extraccion de los metabolitos que se encuentran en el material vegetal,
utilizando diferentes disolventes con polaridad creciente, generalmente comenzando con
hexano, e ir aumentando la polaridad con cloroformo, acetato de etilo, metanol y etanol
(51, 103-105). Este procedimiento ayuda a que la extraccion con diferentes polaridades
arrastre diferentes metabolitos secundarios y de esta forma poder purificarlos mas
facilmente.

Existen varios métodos de separacion e identificacion de compuestos quimicos. Entre los
mas usados para separar de compuestos se encuentran la sublimacion, destilacion,
cromatografia y la cristalizacion fraccionada, el mas utilizado es la cromatografia. Una
vez separados los compuestos por alguna de estas técnicas, se recurre a métodos como
espectroscopia y resonancia magnética nuclear para identificacion de compuestos
guimicos (43, 51, 103).
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[1.2.5.1 Cromatografia.

Esta técnica se usa para obtener los componentes individuales puros de una mezcla y
determinar su proporcién. Por este método las moléculas se distribuyen entre dos fases
distintas, y la separacion tiene relacion directa con la diferencia de solubilidad y polaridad
gue muestren las moléculas en cada fase. Las separaciones se obtienen al introducir una
mezcla de compuestos organicos en una fase estacionaria, dejando luego que una fase
movil fluya a través de la muestra. Los diversos métodos cromatograficos varian respecto
a la fase movil (liquido o gas), la fase estacionaria (papel, gel o empaque sélido) y la
fuerza que impulsa a la fase movil (presion, gravedad o un campo eléctrico) (51, 103,
106, 107).

Existen diferentes métodos cromatogréaficos, uno de ellos es la cromatografia en papel
gue se aplica a productos polares como carbohidratos, aminoacidos, acidos organicos y
fenoles. En este método la separacion se realiza sobre tiras de papel poroso, participando
tanto fendmenos de particibn como de adsorcién. La cromatografia en capa fina se
emplea para la separacion de mezclas de toda clase de productos naturales y las
condiciones de separacion se eligen en funcion de las caracteristicas de la mezcla a
separar. Otro método es la cromatografia en columna que involucra la adsorcién de un
compuesto a una fase estacionaria y la elucion con disolventes de diferente polaridad.
También se emplea la cromatografia flash que tiene el mismo principio que la
cromatografia en columna aplicando una presién en la parte superior, en funcién de
aumentar el flujo de la fase maovil. La cromatografia de gases es un método que permite
separar e identificar extractos que, por su complejidad o cantidad de extracto, no es
posible separar con las técnicas cromatograficas previamente descritas. Estos métodos
y otros similares sirven para identificar principios activos, drogas, metabolitos

secundarios, tinturas, entre otros compuestos quimicos (51, 103, 106, 107).
11.2.5.2 Espectroscopia.

La espectroscopia comprende un conjunto de técnicas que miden la respuesta de una

molécula a la aportacion de energia. El espectro resultante es una serie de bandas que
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muestran la magnitud de la respuesta en funcion de la longitud de onda de la energia
incidente. La fuente de energia puede ser de fotones Opticos (espectroscopia ultravioleta,
visible e infrarroja) o de energia de radiofrecuencia (espectroscopia de resonancia
magnética nuclear). La técnica de resonancia magnética nuclear se utiliza una vez que
la mezcla se haya separado en sus componentes y de esta forma interacciona con la
radiacion electromagnética y cada nucleo de cada elemento en los compuestos quimicos
generan una vibracion electromagnética Unica que permite identificar cada elemento y
proporcionan informacién de su conectividad en cada compuesto quimico. (103, 106,
107).

[1.2.6. Quimica tedrica

La quimica tedrica es una rama relativamente nueva de la quimica, pero que ha
presentado un avance y crecimiento rapido en los ultimos 20 afios debido al avance de

los sistemas de computo ya sean de uso personal, académico o industrial (108).

La quimica tedrica se basa en la quimica cuantica, la cual a su vez utiliza de principios
de fisica clasica, fisica cuantica, estadistica, tedrica atomica y el modelo de atomo de
hidrégeno de Bohr, uniendo todo lo anterior con ayuda de complejos modelos matematico
los cuales permiten modelar y simular las condiciones, caracteristicas y estados de los
compuestos en su forma libre, en una reaccién o en la interaccidn con seres vivos, esto
supone una ventaja ya que los modelos permiten un mayor control de las observaciones

y de los factores que estén interactuando (108).

Que se utilicen modelos matematicos, no es sinbnimo de que los resultados no sean
observables experimentalmente, un modelo matematico puede ser muy exacto en sus
resultados como consecuencia de su complejidad y del nUmero de variables a tener en
cuenta. Un mayor uso de variables en los modelos matematicos acerca mas a lo
observable experimentalmente, sin embargo, también complica el modelo matematico y
su resolucién en tiempo y esfuerzo. Anteriormente los célculos y resoluciones
matematicas necesarias para completar y resolver un modelo matematico se hacian a

mano con apoyo de un gran nimero de colaboradores. Sin embargo ahora con el uso de
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modernos computadores y software de calculo matematico el tiempo y la necesidad de
colaboradores se ha reducido; Ahora un numero menor de investigadores pueden
resolver modelos matematicos mas complejos en un menor tiempo, con lo cual se

aumentan los resultados y las conclusiones obtenidos de estos experimentos (108).

Por las razones antes mencionadas el crecimiento de la quimica teorica y la quimica
cuantica se ha intensificado a la par del desarrollo de ordenadores de mayor capacidad
de procesamiento, mas velocidad y con un costo menor en su adquisicion. Esto
representa una ventaja ya que se puede hacer un andlisis tedrico del experimento
deseado (reaccion quimica, interaccidn bioldgica, interaccién con proteinas o receptores)
y en base a los resultados arrojados por el modelo matematico tomar la decision costo

beneficio para llevar el trabajo a un nivel experimental de laboratorio (108).

[1.2.6.1. Quimica Cuéntica.

A principios del siglo veinte, los fisicos encontraron que la mecéanica clasica no describe
correctamente el comportamiento de particulas tan pequefias como electrones y nucleos
de atomos y moléculas. EI comportamiento de estas particulas esta regido por un
conjunto de leyes denominado mecanica cuantica. La aplicacion de la mecanica cuantica
a los problemas de la quimica constituye la Quimica Cuantica. La influencia de la quimica
cuantica se manifiesta en todas las ramas de la quimica (108).

Los Fisicoquimicos utilizan la mecanica cuantica para calcular (con la ayuda de la
mecénica cuantica y la estadistica) propiedades termodinamicas (por ejemplo, la
entropia, la capacidad calorifica) en los gases; para interpretar los espectros moleculares
y calcular propiedades moleculares teéricamente, lo que permite la determinacién
experimental de estas propiedades moleculares (por ejemplo, longitudes de enlace y
angulos de enlace, momentos dipolares, diferencias de energia entre isdmeros de
conformacion; para calcular propiedades de los estados de transicion de las reacciones
quimicas, lo que permite estimar las constantes de velocidad; comprender las fuerzas

intermoleculares; y para estudiar el enlace en los sélidos (108).
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Los quimicos organicos usan la mecéanica cuantica para estimar la estabilidad relativa de
las moléculas, calcular las propiedades de las especies intermedias de reaccion,
investigar los mecanismos de las reacciones quimicas y analizar los espectros RMN
(108).

Los quimicos analiticos utilizan de forma habitual los métodos espectroscépicos. Las
frecuencias y las intensidades de las lineas de un espectro sélo pueden entenderse e

interpretarse adecuadamente, mediante el uso de la mecénica cuantica (108).

Los quimicos inorganicos usan la teoria del campo ligando, un método mecanocuantico,
para predecir y explicar las propiedades de los iones complejos de los metales de

transicion (108).

En el campo de la bioguimica, el gran tamafio de las moléculas biolégicamente
importantes hace que los calculos cuénticos de las mismas sean extremadamente
dificiles. Sin embargo, los bioquimicos estan empezando a sacar provecho de los
estudios mecanocuanticos de conformaciones de moléculas biolégicas de enlaces

enzima-substrato y de solvatacién de moléculas biologicas (108).

En la actualidad, varias compafiias venden software de computador para realizar calculos
guimico-cuanticos moleculares. Estos programas estan disefiados para que puedan ser

utilizados no solo por los quimicos cuanticos, sino por cualquier quimico.

11.2.6.2. Acoplamiento tedrico Ligando-Proteina.

El acoplamiento ligando-proteina se ha convertido en una herramienta poderosa para el
desarrollo de drogas. Es considerado uno de los métodos capaces de identificar modos
de unién ligando-proteina o ligando-receptor con alta precision. Esta precision es esencial
para calcular de manera fiable la energia libre de unién del ligando. Se necesitan dichos

meétodos cuando el modo de union de los compuestos a estudiar no se puede determinar
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experimentalmente, por cuestiones de costos, viabilidad o de tiempo, para esto es
necesario la optimizacion del ligando basado en la estructura quimica que presente (109,
110).

Varias estructuras de proteinas son objetivos potenciales para la industria farmacéutica,
y la importancia del disefio de farmacos basado en estructura ha aumentado tanto,
durante los ultimos afos. Varios métodos computacionales basados en estas estructuras
tienen como objetivo la racionalizacién de los experimentos, centrdndose en compuestos

Mas propensos a tener la actividad, biodisponibilidad y toxicidad deseada (109, 110).

En la actualidad, la técnica mas comun para hacer frente a este problema, se denomina
seleccidn de alto rendimiento virtual (por sus siglas en inglés VHTS), tiene la intencion de
clasificar varios miles de moléculas pequefias (por lo general tomadas de una base de
datos) de acuerdo con una serie de propiedades relacionadas con la fijacion a una diana
farmacéuticamente relevante. Complementario a VHTS se utiliza de manera virtual un
disefio racional de farmacos (por sus siglas en inglés RDD) el cual sugiere modificaciones
basadas en la estructura de un compuesto segun su fijacién a una diana bioldgica (109).

Una exploracion exhaustiva del espacio de union para el ligando y las posibles formas de
union no es factible debido a que el tamafio del espacio y el numero de posibles uniones
crecen exponencialmente conforme aumenta el nimero de grados de libertad del
sistema. Dentro de los métodos que nos permiten simplificar el calculo de formas de unién
se encuentran técnicas denominadas: muestreo heuristico para generar modos de union.
Estas técnicas se clasifican en tres familias principales: a) Enfoque derivado de busqueda
sistematica, b) Técnicas de simulacién de dinAmica molecular y ¢) Métodos estocasticos
(209).

a) Los métodos de busqueda sistematica serian demasiado costosos para ser aplicados
directamente, pero varios enfoques sistematicos se combinan para mejorar la técnica, un
ejemplo es el denominado reconstruccion incrementada del ligando. El principio general

de este ultimo es dividir al ligando en fragmentos rigidos y flexibles los cuales se acoplan
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en la superficie de la proteina en la posicion y sitio mas conveniente, posteriormente el

ligando se reconstruye sobre la posicion seleccionada previamente (109).

b) Técnicas de simulacion de mecanica molecular estandar (dinamica molecular y la
reduccion al minimo) son atractivos debido a sus fundamentos fisicos en que se basan,
pero consumen tiempo y no son efectivas en cruzar las altas barreras de energia libre de
moléculas bioldgicas, dentro de un tiempo de simulacién relativamente corto. Sin
embargo, la reduccion de las fuerzas de Van Der Waals y las repulsiones electrostaticas
son una manera excelente de seleccionar conformaciones o posiciones de ligando para
el grupo de propuestas de unién debido a la reduccion de barreras de energia en las

conformaciones de transicion (109).

c) Métodos estocasticos, son técnicas de optimizacion en general con una base fisica
limitada, y son capaces de explorar el espacio de busqueda para el ligando, ignorando

las barreras de energia (109).

Una opcién que retoma lo mejor de cada uno de las técnicas anteriores son los algoritmos
evolutivos, que son procedimientos de optimizacién estocastica iterativos donde se
genera una poblacién inicial de soluciones y evaluados con respecto a un conjunto de
restricciones, descritas por la funcion de aptitud (caracteristicas buscadas como: nivel de
energia, conformacion, etc.) (109).

En el problema de acoplamiento, la funcion de aptitud describe las interacciones entre el
ligando y el receptor. Esta optimizacion se realiza mediante la variacion de los grados de
libertad relacionados con el ligando y las posiciones del receptor, asi como las
orientaciones y conformaciones. Durante el ciclo evolutivo, peores soluciones son
susceptibles de ser sustituidos por la nueva generacion de respuestas (denominadas
descendientes o hijos), creadas a partir de las primeras soluciones (denominadas padres)
seleccionadas como las soluciones mas aptas. Este proceso se repite hasta que se ha

alcanzado una tendencia en la poblacion, o después de un nimero fijo de generaciones.
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Los algoritmos evolutivos requieren un equilibrio entre la diversificacion y seleccion,

controlando la distribucion de soluciones en el espacio de busqueda (109).

Una diversidad alta combinada con una tasa de renovacion lenta de la poblaciéon conduce
a un algoritmo robusto y lento, mas o menos similar a una busqueda de tipo estocastica.
Por el contrario, una baja diversidad con una solucion rapida es probable que cause una
tendencia prematura. Este sesgo de muestreo, puede ser controlado por los parametros
evolutivos (diversidad de factores o valores, tiempo de generacién de poblaciones) es un
aspecto muy potente de los algoritmos evolutivos, ya que se pueden sintonizar de

acuerdo con la complejidad del problema a resolver (109).

Dos limites se pueden sefialar; En primer lugar, este procedimiento no sigue
estrictamente una estadistica de Boltzmann, y por tanto no proporciona una vision directa
sobre las propiedades termodindmicas de un sistema, tales como la energia libre de
union. En segundo lugar, los algoritmos evolutivos utilizan elementos estocasticos, y por
lo tanto, la busqueda de la solucién 6ptima no esta garantizada dentro de un periodo finito
de tiempo. Por esa razon se requieren de enfoques hibridos mas eficientes, en los que el
conocimiento de un problema especifico se utiliza para conducir la evolucién

(estocastico), son ampliamente utilizados para el inicio del acoplamiento (docking) (109).

La mayor parte de los métodos docking utilizan la bausqueda estocastica eficiente de los
algoritmos evolutivos para cruzar las barreras de energia y obtener los minimos, que
posteriormente refinan mediante una busqueda local de minimizacion de la energia. Con
lo anterior se utiliza un enfoque hibrido en el acoplamiento, obteniéndose una respuesta

con una mayor probabilidad de veracidad, la cual nos acerca mas a la verdad (109, 110).
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Figura 10 Cuadro de procedimiento de algoritmo de software EADock(109).

La Figura 10 representa el esquema del algoritmo usado por el software ocupado para
realizar los calculos en el presente trabajo, llamado EADock, que. En donde se utiliza un
algoritmo evolutivo hibrido con dos funciones de aptitud, en combinacion con una
sofisticada gestion de la diversidad. EADock se interconecta con el paquete de software
CHARMM para céalculos de energia y coordinar el manejo de las iteraciones. Los ejemplos
gue han sido usados para validacion de la exactitud el software, estan alrededor del 68%
de los complejos. La tasa de éxito aumenta a 78 % cuando se consideran los cinco
acoplamientos mejor clasificados, y el 92 % si se tienen en cuenta todos los grupos
presentes en la ultima generacién. La mayoria de las fallas podrian explicarse por la

presencia de los contactos de cristal en la estructura experimental (109).
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[ll. Objetivos.

l1l.1. Objetivo general.

Obtener nanoparticulas de plata (AgNPs) por sintesis verde y probar su efecto biolégico

sobre el parasito Trypanosoma cruzi en pruebas “in vitro”.

l1l.2. Objetivos especificos.

e Sintetizar nanoparticulas semiesféricas de plata (AgNPs) con un tamafio
promedio < 20 nm y forma definida (esférica) usando un método de sintesis
verde.

e Caracterizar el extracto de Myrtillocactus geometrizans usado en la sintesis
verde.

e Caracterizar las nanoparticulas de plata sintetizadas, con técnicas como:
microscopia electrénica de transmision (TEM) y espectrofotometria UV-VIS.

e Determinar el efecto biolégico de las nanoparticulas de plata sobre el
Trypanosoma cruzi (en las formas: epimastigotes), en concentraciones crecientes
desde 0.1 pM.

e Proponer una explicacion de efectos biolégicos presentes en el Trypanosoma cruzi

frente a las nanoparticulas de plata.

IV. Material y Métodos

IV. 1 Preparacién del extracto

La baya de cactus (Myrtillocactus geometrizans) fue recolectada en Alfajayucan (20 °
24'35 " latitud norte, 99 ° 20'58 " longitud oeste) en el estado de Hidalgo, México. La fruta
se selecciono (Bayas de buena calidad: maduras, brillantes, coloridas, no contaminadas

ni podridas), se limpié con agua y se molié para obtener una pasta de bayas. La pasta
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resultante se remojo con etanol (V / V) para producir la extraccién por maceracion que
durd un dia. La mezcla sefiltro y se afiadio de nuevo etanol a la pasta restante. El proceso
se llevdé a cabo al menos tres veces para asegurar una extraccion exhaustiva. Los
extractos de etanol se recogieron y secaron usando un evaporador rotatorio a 70 °C bajo
condiciones de presién reducida. Los extractos concentrados se secaron a masa
constante mediante un bafio de agua hirviendo donde se eliminé el etanol residual (57-

59). El extracto seco final se solubilizé en agua.

IV.2 Obtencion de sintesis de AgNPs.

La metodologia de sintesis de nanoparticulas de plata con el extracto de M. geometrizans
sigue la ruta de sintesis convencional por inyeccién en caliente (35-37). Se vertieron 5 ml
de un extracto acuoso (2.2% masa / masa) en un matraz y se calenté a una temperatura
de 80 °C. Posteriormente, se afiadi6 1 ml de una solucién acuosa de AgNOs 0.1 M. El
tiempo total de reaccion fue de 30 min. La mezcla se denomind solucién de reaccioén. Los
residuos sélidos de la mezcla de reaccion se separaron por centrifugacién a 10,000 rpm

durante 10 minutos y se conservo la solucion coloidal transparente.

IV.3 Espectrometria UV-Vis.

Los espectros UV-visible (UV-vis) se analizaron en una cubeta de cuarzo de calidad
Optica con una longitud de trayectoria de 1 cm, requiriendo aproximadamente 1 ml de
solucién para llenar la cubeta. Los espectros se obtuvieron a temperatura ambiente (25
°C) vy el espectrografo UV-vis se registré utilizando una cubeta de cuarzo con agua
desionizada como referencia. El extracto acuoso (M. geometrizans) y la referencia se
analizaron mediante UV-Vis. Los espectros se recogieron de 200 a 800 nm. El equipo

utilizado fue el espectrometro Shimadzu UV-1800.
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IV.4 Analisis de cromatografia liquida de alta resolucién con espectrometria de

masas (HPLC / MS) de extracto de Myrtillocactus geometrizans.

Previo al analisis de HPLC, a cada una de las fracciones de cada extracto se les realiz
este analisis fitoquimico de manera preliminar mediante cromatofolios comerciales de
vidrio y aluminio recubiertos con gel de silice 60 F254, como fase estacionaria, y como

eluyentes se utilizaron hexano, acetato de etilo y etanol.

1. Se cortaron las placas segun las medidas requeridas (4 cm x5cm é 3 cm x4 cm)
2. Sobre la placa se depositd una gota de los extractos fraccionados, con ayuda de
un capilar, a una distancia de 0.5 cm del extremo inferior de la placa.

3. Cada placa se introdujo en un recipiente hermético, previamente acondicionado
con la mezcla de disolvente seleccionado y se mantuvieron en la camara hasta que se
diluyera la muestra. Se retird de la camara y dejo secar el disolvente.

4, Se sometio a revelado con luz ultravioleta y yodo para determinar su posicion

relativa en el cromatofolio.

El andlisis de HPLC se realiz6 en un dispositivo Thermo Scientific UltiMate 3000 con
colector de fracciones, equipado con una columna Zorbax SB C18 (150 x 4.6 mm, 3 pm).
Los pardmetros de medicion establecidos fueron: Caudal: 0.7 mL / min, Temperatura de
la columna: 40 °C Muestra: 200 pg / yL (Metanol: Agua 3:7), Temperatura del auto
muestreador: 30 °C, Volumen de inyeccion: 50 uL, deteccion: 280 nm, MeOH / H20 9:1
Volumen / Volumen, fase mévil. El espectrémetro de masas fue un analizador cuadrupolo
y trampa de iones lineal QTRAP 3200, ABSciex con fuente Turbo Spray. Inyeccion: Por
infusion directa, flujo: 10 pyL/min, tipo de escaneo: Q1 polaridad: positiva y negativa.
Rango m / z: 100-1500.

IV.5. Caracterizacion por Microscopia electréonica de transmision (TEM).

Se obtuvieron micrografias electrénicas de transmisiébn de alta resolucion en un

microscopio JEM-ARM200F que operaba a un voltaje de trabajo de 200 kV. Las muestras
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para observacion por microscopia electronica se prepararon a partir de una solucion
acuosa. Posteriormente, se depositaron 40 uL de la solucién sobre una pelicula de
Carbono soportada sobre una rejilla de cobre (Cu) y se dejé evaporar en condiciones
ambientales. Todos los analisis de tamafio se realizaron con el software Gatan

Microscopy Suite version 2.01 (Gatan Inc. CA Estados Unidos).

IV.6 Obtencién de modelo molecular para el andlisis de quimica computacional.

Se construy6 el ligando mediante el uso de dos softwares de quimica:

a) El primer software que se uso fue ChemBiooffice2010. Los pasos por seguir fueron:
1. Se construy6 la molécula en dos dimensiones, usando las herramientas del software
ChemBioDraw ultra 12.

2. La molécula se paso a tres dimensiones con el software Chem3D Pro 12.

3. Se minimizo energia de molécula y optimizo parcialmente la geometria de la estructura
mediante un célculo de mecanica molecular (MM2) con ayuda del software Chem3D Pro
12.

4. La nueva estructura y sus resultados fueron guardados en un archivo con extension

.pdb, esto con el fin de que se pueda manipular la informacién posteriormente.

b) Los segundos softwares usados fueron Gaussian 03W y GaussView 3.0

1. Haciendo uso del archivo .pdb anteriormente generado, la informacién se cambio al
formato nativo del software Gaussian 03W.

2. Para la optimizacion de geometria de la molécula, se realiz6 un calculo de tipo Hartree-
Fock con la molécula en estado basal, y siendo la molécula neutra (sin carga eléctrica).
3. Terminado el calculo, la estructura final de la molécula y la informacion, fueron salvados
en un archivo con terminacién. mol2, para facilitar su posterior manipulacion.

IV.7. Cultivo de linea celular LL47 Ensayo de citotoxicidad celular.

La linea celular de fibroblastos humanos LL47 se mantuvo en un medio F-12K
(Modificacion de Kaighn del medio F-12 de Ham) (ATCC® 30-2004) que contenia suero
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bovino fetal (FBS) al 10%, 100 U / ml de penicilina, 100 ug / ml estreptomicina en CO: al
5% a 37 °C. En este proceso, inicialmente se incubaron 20 000 células en placas de 24
pocillos y se cultivaron hasta que alcanzaron una confluencia del 70 % en medio F-12K
suplementado con FBS al 10 %; luego, las células se privaron de alimento durante 12
horas con FBS al 2 %. Posteriormente, las células se sometieron a una Unica exposiciéon
de nanoparticulas de plata a diferentes concentraciones (1, 3, 5, 10, 15 pg/uL) durante

72 horas. El grupo de control (CN) no recibi6é exposicion a nanoparticulas de plata.

IV.8. Ensayo de citotoxicidad celular en LL47.

Se evaluo la citotoxicidad de las células LL47 y su viabilidad mediante estimacion
colorimétrica utilizando el ensayo de bromuro de 3- (4, 5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-
difeniltetrazolio (formazan) (MTT, Thermo Fisher Scientific, M6494). La cantidad de
formazan fue directamente proporcional al nimero de células viables. Después de la
incubacion con nanoparticulas de plata durante 72 horas, las placas con células se
lavaron con 1X PBS y luego se incubaron en medio fresco que contenia MTT (0.5 mg /
ml) durante 3 horas a 37 °C. Posteriormente, se descarté el medio que contenia MTT y
se afiadio DMSO para disolver los agregados de formazan. La intensidad del producto se
leyé a 570 nm usando un lector de microplacas ELISA. Las fotografias en campo claro
con un aumento de 20X se adquirieron con una camara de alta resolucién conectada a
un microscopio o6ptico. Todos los experimentos se realizaron con grupos de 6 repeticiones
(n = 6).

IV.9. Cultivo de paréasitos Trypanosoma cruzi.

Las cepa Cl-Brenner de T. cruzi Epimastigotes se mantuvieron en cultivo axénico y se
propagaron en medio de infusion hepatica con triptosa LIT, complementado con suero
bovino fetal al 10 % (FBS [Gibco Laboratories, EE. UU.]), 1% de penicilina-estreptomicina
(Gibco Laboratories, EE. UU.) y 1% de hemina (5 mg/mL), en condiciones controladas
(28 °C y 5 % de humedad).
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Se utilizaron Epimastigotes de T. cruzi de las cepas Cl-Brenner y Esmeraldo (Tcll) para
infectar un cultivo monocapa de células Vero y se mantuvieron en medio suplementado
con DMEM (suero bovino fetal al 2 % [FBS] y penicilina-estreptomicina al 1% (Gibco).
Laboratories, USA) en condiciones controladas (37 °C, 5 % CO2 y humedad saturada).
Después de una a semanas de infeccion, los parasitos comenzaron a romper las células,
luego, se recolectaron tripomastigotes que nadaban libremente en tubos conicos de 15
mL y se centrifugaron a 2700 rpm durante siete minutos, se deseché el sobrenadante y
se resuspendié el sedimento en un mL de medio DMEM nuevo, se contaron los
tripomastigotes con hemocitdmetro y se ajusto la dosis del parasito para las necesidades

especificas del ensayo.

IV.10 Ensayo de toxicidad in vitro de AgNPs para T. cruzi.

Se cultivaron epimastigotes (1 x 10 / pocillo) en una placa de 96 pocillos (Sarstedt, EE.
UU.) En medio LIT suplementado (FBS al 10 %, penicilina 10,000 unidades/mL y
estreptomicina 10,000 pg/mL) y AgNP a 5, 10 y 12 ug/100 pl. El ensayo se realizd por
triplicado con los siguientes controles: a) ST (epimastigotes no tratados) y b) nifurtimox
(NFMX) (400 pg / 100 uL) (Lampit®, Bayer). Se prepar6 NFMX molido y diluido. Una
tableta de la presentacion comercial de NFMX (120 mg) se molié en un mortero estéril y
se resuspendié en 1 mL de dimetilsulféxido (DMSO). La concentracion final de DMSO en
el medio de cultivo nunca super6 el 0.3% en una solucion V/V. Las placas se incubaron
durante 24 horas en condiciones controladas (28 °C y 5 % de humedad). Después del
tratamiento, se estimo la viabilidad de los parasitos y las células utilizando MTS (3- [4,5,
dimetiltiazol-2-il] -5- [3- carboximetoxifenil] -2- [4-sulfofenil] -2H-tetrazolio sal) de CellTiter
96 kit® Aqueous One Solution (Promega, EE.UU.), siguiendo las instrucciones del
fabricante. La actividad metabdlica de paréasitos y células sobre MTS se estimé mediante
colorimetria a una longitud de onda de 490 nm. En este ensayo, cuanto mas altos sean
los valores de densidad 6ptica (DO), mayor sera la viabilidad celular. Las AgNPs se
prepararon a las concentraciones indicadas usando como vehiculo primero agua

inyectable y después solucion de buffer de fosfatos.
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V.11 Ensayo para evaluar efecto toxico de los vehiculos, agua inyectable vs

solucion buffer de fosfatos (PBS siglas en inglés) sobre T. cruzi.

Se cultivaron epimastigotes (1 x 10° / pocillo) en una placa de 96 pocillos (Sarstedt, EE.
UU.) En medio LIT suplementado (FBS al 10 %, penicilina 10,000 unidades/mL y
estreptomicina 10,000 pg/mL) y AgNP a 0.17, 0.30, 1.2, 1.7 y 2.5 pg/100 pl (dosis
reducidas para acercarse a niveles de efecto bhioldgico por propuestos por Ordzhonikidze
C.G. etal. en 2009 (111). El ensayo se realiz6 por triplicado con los siguientes controles:
a) ST (epimastigotes no tratados) y b) nifurtimox (NFMX) (400 ug / 100 pL) (Lampit®,
Bayer). Se preparé NFMX molido y diluido. Una tableta de la presentacion comercial de
NFMX (120 mg) se moli6 en un mortero estéril y se resuspendid6 en 1 mL de
dimetilsulféxido (DMSO). La concentracion final de DMSO en el medio de cultivo nunca
superd el 0.3% en una solucion V/V. Las placas se incubaron durante 24 horas en
condiciones controladas (28 °C y 5 % de humedad). Después del tratamiento, se estimo
la viabilidad de los parasitos y las células utilizando MTS (3- [4,5, dimetiltiazol-2-il] -5- [3-
carboximetoxifenil] -2- [4-sulfofenil] -2H-tetrazolio sal) de CellTiter 96 kit® Aqueous One
Solution (Promega, EE.UU.), siguiendo las instrucciones del fabricante. La actividad
metabodlica de parasitos y células sobre MTS se estimé mediante colorimetria a una
longitud de onda de 490 nm. El vehiculo principal de las AgNPs en los primeros
experimentos hasta ahora fue agua inyectable, sin embargo, el agua provoca un choque
osmatico en la membrana externa del T cruzi (112), por esta razon se sustituy6 el agua
inyectable por una solucion buffer de fosfatos, una solucion ya utilizada en los cultivos de
epimastigotes de T. Cruzi, manteniendo las mismas condiciones experimentales. Para el
experimento final se aumentd 3h mas el tiempo de incubacién con el fin de que el MTS
reaccionara completamente y no existieron sesgos por error del reactivo de medicién de
actividad metabdlica (MTS).

V.11 Analisis estadistico.

Para el analisis estadistico de los ensayos de MTS y MTT se utiliz6 el paguete estadistico
GraphPad Prism version 5.0 que incluye pruebas de ANOVA con un analisis de tipo

Tukey, donde se compara si habia diferencia significativa de todas las columnas de datos
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experimentales con el control positivo. Se establecié un intervalo de confianza (IC) del
95% y valor de P < 0.05. Para el tratamiento previo de los datos de todos los analisis se
utilizé Microsoft Office Excel.

V. Resultados y Discusién

V.1 HPLC / MS anaélisis del extracto de fruta de M. geometrizans.

Andlisis HPLC / MS del extracto de fruto de M. geometrizans. Partiendo de 0.1 g de
extracto seco, se preparé una muestra de 200 ug/ml para analisis por duplicado de HPLC
(fase inversa)/MS, el andlisis de masas se realiz6 mediante flujo directo. De acuerdo con
las condiciones descritas en la seccion de metodologia en el analisis, se identificaron y
recolectaron los picos de mayor intensidad detectados en el cromatograma (tiempo de
experimento 60 min); estas fracciones (masa> 100 ng) se analizaron por MS. La
informacion de literatura parcial disponible sobre la caracterizacion quimica de
Myrtillocactus geometrizans (56-59, 61), excluye el uso de patrones internos en HPLC.
Los compuestos principales de la Tabla 3 se identificaron por su peso molecular
caracteristico y su relacion de polaridad-tiempo de retencion. Como se muestra en la
tabla 3, los tiempos de retencién (TR) de los compuestos 1-4 son muy proximos entre si,
entre una polaridad media-alta, lo que dificulta su separacion mediante técnicas
convencionales como se describe en la literatura (113). El acido oleico es detectable en
una amplia gama de TR, lo que indica que se encuentre en cantidades significativas. Las
betalainas se encuentran en valores bajos de TR segun su alta polaridad, ambos son los

principales compuestos para la formacion de nanoparticulas de plata.
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Tabla 3 Masa molecular, tiempo de retencién de datos (RT) y masa experimental ([M +

H] + [M-H] -), masa molecular de literatura*.

Compuesto Masa [M+ H]+ [M-H]- RT
molecular* (m/z) (m/z) (min)
(g/mol) polaridad - polaridad +
(1) Chichipegenina 474.7 475.2 473.4 17.8-18.43
Olean-12-ene-3beta, 16beta, 24.6 - 25.5
22alpha, 28-tetrol 37.44 -44.14
o
OH
HO'
1
(2) Peniocerol 402.7 403.4 401 17.8-22.6y
(3beta, 5alpha, 6alpha) - 4414
Cholest-8-eno-3,6-diol
&
2
(3) Macdougallin 416.7 417.4 415.3 15.05-18.43
14-metilcolesterol-8-eno- 21.43-25.5
3,6-diol 37.44 - 39.94
(4) Estigmasterol 412.7 413.3 - 246y
(24S) -5,22-Stigmastadien- 37.4-38.1

3B-ol
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(5) Acido oleico 282.3 283.4 - 18.13-41.9
(9z, 12z) -acido
hexadecadienoico
N

OH

(6) betalainas 550.5 551.2 549.1 8.4-17.8

(1E, 2R) -1 - [(2E) -2- (2,6-
Dicarboxi-2,3-dihidro-4 (1H)
-piridiniliden) etiliden] -5- (a-

D-glucopiranosiloxi) -6- 2-

carboxilato de hidroxi-2,3-

dihidro-1H-indolio
0.

OH

o

o)
Y o,
N\
e
6
HO

o}

HO of

HO™ “*OH

La chichipegenina, peniocerol, macdugalina, estigmasterol y acido oleico son
compuestos quimicos (tabla 3) que se han identificado previamente en los extractos

polares de partes aéreas de Myrtillocactus geometrizans (57-61). En el caso de las
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betalainas estas por su funcién principal de coloracion rojo-violeta es mas abundante en

el fruto del cactus que otras de sus partes aéreas.

V.2 Monitoreo del decaimiento del extracto de M. geometrizans por medio de UV-
Vis.

La sintesis de nanoparticulas de plata se examiné utilizando un espectrofotometro UV-
vis. La absorbancia del extracto del fruto de M. geometrizans esta en un rango de 200-
450 nm, este es caracteristico de los compuestos 1-5, fitosterol 205-254 nm (114), acido
oleico puro 230-290 nm y acido oleico con impurezas 230-330 nm (115) en analisis UV-
vis. La figura 11 muestra los espectros UV-vis de la solucién acuosa del extracto con 1
ml de AgNOs 0.1 M. Las nanoparticulas se forman en los primeros 30 minutos de
reaccion. Se obtienen tamafios mas pequefios en este momento; sin embargo, si el
proceso continla, las particulas experimentaran un aumento de tamafo. Los tamafios se
estabilizan a la reaccion de 1 hora, sin cambios aparentes hasta las 10 horas. La
resonancia de los plasmones de superficie (RSP) caracteristica de las nanoparticulas de
plata (380-420 nm) estd enmascarada debido al amplio rango de absorbancia del extracto
de M. geometrizans (70, 116).

(a) | (b)
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Figura 11. Resultados de UV-Vis a) andlisis UV-Vis de la reaccion de sintesis de Ag NPs con decaimiento del
extracto de M. geometrizans. b) imagenes de sintesis de nanoparticulas a diferentes horas de reaccion.
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V.3. Analisis de Microscopia electronica de transmisién barrido (STEM).

Los experimentos de microscopia electrénica de transmision se muestran en la figura 12.
La figura 12a corresponde a la sintesis con Oleilamina (OAm)/Acido oleico (OA) y AgNO3
0.1 M, la figura 12b corresponde al extracto de Myrtillocactus geometrizans con AgNO3
0.1 M. Las nanoparticulas de ambos experimentos adoptaron una morfologia esférica con
una ligera tendencia a formar agregados. Para la sintesis con OAmM/OA didmetro medio
de 16.78 nm desviacién estandar de 5.28 nm; para la reaccion con extracto, diametro
medio de 4.72 nm y desviacion estandar de + 3.92 nm. Imagenes de microscopia
electrénica de transmision de barrido (STEM) de alta resolucibn muestran la red de
nanoparticulas de plata. En la figura 12, la transformada rapida de Fourier (FFT) muestra
que las direcciones cristalogréficas preferenciales corresponden a los planos [111]

caracteristicos de una estructura cubica de plata centrada en la cara (FCC) (117).

La evidencia de los planos cristalograficos [111], caracteristicos de Ag, confirma que
existe una orientacién preferencial en ambas sintesis, en el primer experimento se debe
a la presencia de OAM/OA que favorecen estructuras [111] como se describid
anteriormente, y en la reaccion del extracto se debe a la presencia de los compuestos 1-
6. Esto se debe a que OAmM/OA tienen similitudes quimicas con los componentes
identificados en el extracto de M. geometrizans. La principal de estas similitudes son los
grupos funcionales hidroxilo (-OH) y amina (Ri-NH-R2), ambos grupos funcionales son

clave en las caracteristicas de reactividad quimica de OAm y OA.

La estabilidad de las AgNPs obtenidas con M. geometrizans es de 20 dias después de la
sintesis, desde el dia 20 hasta el 30 las AgNPs se fusionan hasta alcanzar un estado de
semi - estabilidad donde las nanoparticulas alcanzan un diametro de 50-60 nm y formas

irregulares, figura 13.
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Figura 12. Micrografias de STEM e histogramas de tamafio de los AgNP sintetizados. (a) Usando OAm
40% / OA 60%, (b) Usando extracto de fruta de M. geometrizans.
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Figura 13. AgNPs de 50-60 nm después de perder estabilidad en el dia 20 y alcanzando estas formas al
dia 30.

V.4. Propuesta de mecanismo para la formacion de AgNPs.

Para OA y OAm, ambos se usan comunmente en varios protocolos para la sintesis de
nanoparticulas de plata como agentes reductores y estabilizantes. Estos compuestos
tienen pares de electrones libres en los grupos (—OH) y amina primaria (R1 — NH,)
respectivamente; estos grupos funcionales pueden estabilizar nanoparticulas metalicas

ademas de ser acidos de Lewis (118-120).
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De los compuestos 1-6 (figura 2), estos compuestos tienen pares de electrones libres en
los grupos (—OH) y una amina secundaria (R1 —NH —R2) en el compuesto 6; en

consecuencia, son capaces de estabilizar las nanoparticulas metélicas (66, 121).

El mecanismo propuesto de formacion de nanoparticulas de plata en sintesis con
extractos de plantas se basa en la formacion de grupos funcionales quimicos con
electrones libres y densidades de electrones (116). Estos grupos electrénicamente
negativos se forman a partir de compuestos organicos como alcaloides, polifenoles,
flavonoides, acidos organicos, entre otros (122, 123). Grupos funcionales como las
aminas (R1— NH — R2) y el hidroxido (—OH) sufren la pérdida del protdén acido (H+) y
ganan pares de electrones libres que luego ayudaran en la reduccién de atomos de plata
(Ag* — Ag®) (67, 116, 123) figura 14.

Proposicion de mecanismo de reduccion de plata (Ag).

—Ag—Ag— o M9 —AgTAGT
; 5 ' : —_— : :
+HN_R |T!H R TH R
R R R
Beta eliminacion
— AQ*— Eliminacion de R por: C Ag— Ag—
- Disociac;ic’m - Eg Eg + R
Reduccion. |T|H H
R

Figura 14. Esquema de propuesta de mecanismo de reduccion Ag por grupos funcionales como aminas.
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Los compuestos quimicos 1-5 poseen el mismo grupo funcional (—OH). En el caso de un
compuesto plano como el acido oleico, presenta este grupo funcional y favorece una
orientacion cristalografica [111] en Ag. El compuesto 6 tiene una amina secundaria (R1 —
NH — R2) muy similar a la amina primaria (R1 — NH,) presente en OAm, la presencia de

estas aminas muy similares sugiere que favoreceria una orientacion cristalografica [111].

RERCCION DE SINTESIS ”: ang
VIA INYECCION CALIENTE.

[Rx-9)

Inyeccidn de Precursores [AgND;)
01M=45mg
‘oh Rl TR T | R o Trampa de GaCl,

o Mtmdsfera Inerte

Extracto Myrtillocactus
geometrizans 5ml (2.2%)

Temperatura de Grecimiento
80-100 C, 30 min - 1 Hr.

Figura 15. Esquema general de Sintesis verde con Myrtillocactus geometrizans.

V.5. Calculos tedricos de los compuestos de Myrtillocactus geometrizans.

El mecanismo propuesto de formacion de AgNPs en sintesis con extractos de plantas se
basa en la presencia de grupos funcionales quimicos con electrones libres y densidades
de electrones (116). Estos grupos electrénicamente negativos se forman a partir de
compuestos organicos como alcaloides, polifenoles, flavonoides, acidos organicos, entre
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otros (122, 123). Grupos funcionales como las aminas (R-NH-R) y el hidroxido (-OH)
sufren la pérdida del protén acido (H +, enlace quimico mas largo entre O y H) y obtienen
pares de electrones libres que posteriormente ayudaran en la reduccién de la plata.
atomos (Ag + — Ag°) (116, 123).

La Tabla 4 muestra los compuestos identificados en el presente trabajo. El enlace quimico
O-H maés largo se indica como el que podria ser el primer grupo funcional propenso a en
generar pares de electrones libres y como consecuencia incrementar la formacion de

nanoparticulas de Ag. Esto a sugerencia del analisis in silico (figura 16).

Tabla 4. El valor del enlace quimico mayor y mas positivo para el OH, calculado in silico, se indica para los
siguientes compuestos quimicos: chichipegenina (1), peniocerol (2), macdugalina (3), estigmasterol (4),

oleico acido (5) y betalainas (6).

Compuesto Chichipegenina Peniocerol Macdougalina Estigmasterol Acido  Betalainas

quimico (2) ) 3) 4) oleico (6)
(5)
Enlace 0.9620 0.9602 0.9602 0.9603 0.9713 1.1183
quimico
O-H (A)
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Figura 16. Se muestra el resultado final de las estructuras quimicas del calculo in silico, que indica el

enlace quimico (O-H) con mayor probabilidad de generar un acido H *.

V.6. Ensayo de citotoxicidad con células LL47.

Se evaluod la citotoxicidad de las AgNPs en células de fibroblastos de pulmén humano
(LL47) con el apoyo de la M en C. Gabriela Carrasco Torres en el area de biologia celular
Cinvestav-IPN. Las células LL47 se expusieron durante un periodo de 72 horas con
AgNPs sintetizadas con extracto de M. geometrizans, en concentraciones que oscilan
entre 0 y 15 pg/uL. Como se ve en la figura 17, las nanoparticulas no promovieron una
disminucién significativa en la viabilidad de LL47, excepto por la concentracién mas alta.
La citotoxicidad de los AgNPs fue estadisticamente significativa a concentraciones

iguales a 15 pg/pL (viabilidad 61 %). Estudios previos (in vivo e in vitro) muestran
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evidencia donde las AgNPs recubiertos muestran dafio a concentraciones de 3.3 pg/mL
y 5 pg/mL (viabilidad 50 %) para AgNPs con un tamafio de 9 nm + 6 (111, 124). Las
AgNPs con tamafo de 5-35 nm presentan dafio a células con concentraciones de 25
pg/mL (viabilidad 90 %) y 50 pg/mL (viabilidad 60 %) (116, 124).

Varios parametros, como el tamafio de las nanoparticulas, la forma, el grado de
aglomeracion, la composicion quimica de la superficie, la carga, la concentracién y el
tiempo de exposicidn podrian influir significativamente en la toxicidad del nanomaterial
(116, 125). Por tanto, existen dificultades para correlacionar la evaluacion de citotoxicidad
en cultivos celulares, organismos o animales, ya que los experimentos se realizan en
diferentes cepas u organismos con distintas nanoparticulas de plata con y sin
recubrimiento (124). Sin embargo, se necesitan mas estudios para comprender mejor los
mecanismos de citotoxicidad, asi como las correlaciones entre las nanoparticulas y su

impacto en la salud humana y el medio ambiente.

No hay estudios toxicoldgicos recientes de AQNPs sobre células LL47, sin embargo, como
referente de comparacion de toxicidad de nanoparticulas sobre células LL47 se debe
revisar el estudio de Cabral-Romero et al. que en 2019 reportan que la toxicidad de
nanoparticulas lipofilicas de Bismuto (BISBAL) empieza en 50 uM (2300 pM/uL aprox.)
con un 80 % viabilidad celular de LL47 (126).
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AghE's MTT at 72h LL47
CN 1 pg/uL
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Figura 17. Viabilidad celular de LL47 con AgNPs a diferentes concentraciones (a) Seccién superior
fibroblastos LL47 fijos en superficie de cultivo sin AgNPs, seccién inferior nimero menor de fibroblastos
fijos con AgNPs y algunos fragmentados a medida que se incrementan dosis de AgNPs (b) Efecto de los

AgNPs sobre la viabilidad de las células en el ensayo MTT.

Solo la concentracion mas alta utilizada mostré una disminucién del 40 % en la viabilidad

bioldgica de las células LL47, Hay que hacer énfasis en la conclusién de Tortella G. R. y

colaboradores quienes en 2020 después de una revision exhaustiva de literatura sobre
toxicologia de AgNPs concluyen que a pesar del gran nimero de estudios toxicol6gicos
, la mayoria son ensayos clasicos de letalidad o inhibicion (incluyendo el ensayo MTT de
células LL47 del presente trabajo) y que para poder explicar un mecanismo toxicoldgico
y efectos morfolégicos de AgNPs fuera de debate para cada linea celular, es necesario
incluir estudios de estrés oxidativo, genotoxicidad, inmunotoxicidad y neurotoxicidad

donde sea necesario. Finalmente, Tortella G. R. y colaboradores sugieren un contexto de

regulacion para estandarizar estudios de toxicidad para nanoparticulas y elucidar los
efectos sobre microorganismos mas alla de la explicacién del dafio por estrés oxidativo
reportado en la literatura (127, 128). Con base en lo anterior se sugiere en perspectivas
reproducir el estudio clasico toxicologico de MTT con LL47 incluyendo estudios de estrés

oxidativo y micrografias de TEM con cortes de ultramicrotomo para proporcionar una
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mejor descripcion del dafio celular por AgNPs por sintesis verde con extracto de M.

geometrizans.
V.7 Pruebas de viabilidad de Trypanosoma cruzi.

Con el fin de evaluar el efecto inhibidor de las AgNPs de M. geometrizans frente al
protozoario Trypanosoma cruzi, se realiz6 colaboracion con el departamento de
Biomedicina Molecular (Cinvestav-IPN) en el laboratorio de la Dra. Rebeca Manning Cela.
Agradecimientos a la apreciable colaboracion de la Dra. Rebeca Manning y el Dr. José
Esteban Aparicio Burgos (UAEH-Apan), a través de la cual, fue posible la adecuacion del
protocolo de evaluacion de viabilidad de Trypanosoma cruzi. Las dos modificaciones
principales fueron: el cambio del reactivo de ensayo de viabilidad del ensayo MTT al
reactivo del ensayo MTS y la segunda modificacion fue usar buffer de fosfatos (PBS)
para preparar las soluciones experimentales de AgNPs, los controles positivos y

negativos.

Evaluacion de viabilidad de MTS: La diferencia principal entre la prueba MTT y la prueba
MTS, es la sustitucion de reactivo que sufre oxidacién biolégica (figura 18) y que
posteriormente es el que se cuantifica y su presencia es directamente proporcional al
namero de células viables biol6gicamente. La diferencia del compuesto se puede apreciar
en las moléculas de la figura 19.

<1 <1

NAD(P)H (_ NAD(P) AN —n
% \
: ;/ ©/N:—:N
MTT (sal de tetrazolio) formazano del MTT
—forma oxidada- -forma reducida-
Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (E,Z)-5-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-1,3-difenilformazano
INnChI Key: FTZIQBGFCYJWKA-UHFFFAOYSA-N InChI Key: GIFKVQOPAIDJLO-YQHXDIBWSA-N

Figura 18. Reaccidn de reduccion del formazan o formazano.
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Figura 19. Reactivos que se reducen en cada técnica que permite la evaluacion de viabilidad celular.

El MTS es una técnica de evaluacion de viabilidad biologica que debido al cambio de
reactivo principal permite disminuir el tiempo de procesamiento de muestras y minimizar
el error debido al factor humano del analista, para aumentar el entendimiento de la técnica

se desarrollé la figura 20.
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Ensayo MTS [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-
tetrazolium, inner salt]
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Todos los experimentos se realizaron por triplicado y en tres experimentos independientes.

Figura 20. Reactivos que se reducen en cada técnica de evaluacion de viabilidad biolégica.

Resultados de evaluacion de viabilidad de MTS: Trypanosoma cruzi presenta 3 estados
principales de desarrollo en su ciclo de vida, Amastigotes (forma intracelular en
humanos), Epimastigotes (forma encontrada en vectores triatominos), tripomastigotes
(forma encontrada en sangre circulante de los humanos), de las tres formas del

Trypanosoma cruzi se selecciond la forma de epimastigote.

Estas pruebas se realizaron segun se indica en la seccién de materiales y métodos y
recibieron un tratamiento estadistico segun lo marca los métodos. La figura 20 representa
la primera prueba de MTS en Trypanosoma cruzi (linea CL-Brenner) sobre la forma de
epimastigotes, incluye controles positivo y negativo, asi como concentraciones de AgNPs
de 1 pg, 5 ug, 10 ug y 12 ug (disueltas en PBS). Como se puede observar el efecto
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inhibitorio empieza en concentraciones muy bajas de 1 ug, indicando que la efectividad

de las AgNPs para inhibir epimastigotes es elevada.

MTS Trypanosoma cruzi (Epimastigote, CL-Brenner)

100~
904 |
80 |
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60
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Concentraciones

Figura 21. Gréfica viabilidad biolégica del Trypanosoma cruzi con AGNPs en forma epimastigote.

La siguiente prueba (figura 22) se realiz6 sobre la forma epimastigote (forma intracelular
del t. cruzi) de Trypanosoma cruzi (linea CL-Brenner), con concentraciones de 1.7 ug, 3
Mg, 12 ug, 17 pg y 25 pg, incluyendo los respectivos controles. Se puede observar un
claro descenso de la viabilidad bioldgica en epimastigote desde la concentracidén mas

baja de 1.7 pg y se mantiene muy similar hasta la concentracion mas alta de 25 pg.
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Figura 22. Gréfica viabilidad biolégica del Trypanosoma cruzi con AgNPs en forma epimastigote.

Hay que resaltar que esta prueba con Trypanosoma cruzi, en forma epimastigote se
realizd con las nanoparticulas disueltas en agua inyectable (tratando de usar menos
reactivos y economizar el proceso), lo relevante de usar agua, es debido al inconveniente
gue provoca, todas las formas de Trypanosoma cruzi sufren alteraciones osmaticas en
presencia de agua (112), estas alteraciones pueden disminuir la viabilidad biolégica del
T. cruzi y crear la ilusion de un gran efecto inhibitorio de las AgQNPs y en realidad este

efecto inhibitorio es por la alteracion osmaética causada por el agua.
Con el fin de establecer el impacto del efecto osmético del agua y su consecuente

disminucién de viabilidad sobre Trypanosoma cruzi, se realizaron 3 experimentos mas,

en donde las AgNPs se administraron diluidas en solucion buffer de fosfatos (PBS) y al
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mismo tiempo se administro igual volumen de agua inyectable para comparar el potencial

de inhibicién del agua inyectable.

MTS Trypanosoma cruzi (Epimastigote, CL-Brenner)
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Figura 23. Grafica viabilidad biolégica del Trypanosoma cruzi con AgNPs (H20), contra efecto osmético

de volumen de agua inyectable.
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MTS Trypanosoma cruzi (Epimastigote, CL-Brenner, PBS)
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Figura 24. Gréfica viabilidad bioldgica del Trypanosoma cruzi con AgNPs (PBS), contra efecto osmético

de volumen de solucién buffer de fosfatos.

Como se puede apreciar en la figura 23 vemos una disparidad en la viabilidad biol6gica
a medida que aumenta la concentracion de las AgNPs, esto indica una anormalidad en
el protocolo de preparacion, especificamente en el vehiculo (agua inyectable), también
se puede apreciar como existe una cierta inhibicion que tiene Unicamente el agua
inyectable. En la figura 24 se observa como al sustituir el vehiculo por PBS la disparidad
en la viabilidad bioldgica se corrige y da una respuesta clasica de disminucion de
viabilidad biol6gica al aumentar la concentracibn de AgNPs. Esto nos indica que
Unicamente el agua si tiene un efecto de alteracion del Trypanosoma cruziy como al usar
un vehiculo diferente (PBS) el efecto de las AgNPs se revela. El experimento de la figura
24 descarta que sea el reactivo el qué no esté reaccionado correctamente y reafirma la

reproducibilidad de los resultados con vehiculo PBS.
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3h-MTS Trypanosoma cruzi (Epimastigote, CL-Brenner, PBS)
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Figura 25. Gréfica viabilidad bioldgica del Trypanosoma cruzi con AgNPs (PBS), contra el efecto osmético
del volumen de la solucién buffer de fosfatos, aumentando el tiempo de reaccion del reactivo del MTS a 3
horas extras sobre el tiempo protocolo.

Las principales estructuras de intercambio con el exterior en el Trypanosoma cruzi, se
denominan, bolsa flagelar y citostoma (93, 96, 97, 99, 100, 129), El camino de endocitosis
completo ha sido descrito por De Souza W. et al. (93, 98) a través de cryo-microscopia
electrénica de cortes biolégicos de Trypanosoma cruzi y nanoparticulas de oro y hierro
de 10 nm. De Souza W. et al. elucidaron el camino de endocitosis para citostomay bolsa
flagelar (diametro maximo de 0.3 um), estas estructuras con alta polarizacién por
presencia de proteinas con carbohidratos de carbono presentaron una alta unién con
nanoparticulas de oro y pueden observarse claramente con cryo-microscopia electronica,
con esto se puede afirmar que las nanoparticulas de naturaleza metalica similar al oro
tienen alta afinidad por el citostoma y bolsa flagelar. En nuestro trabajo las nanoparticulas
de plata con recubrimiento de extracto M. geometrizans tienen alta probabilidad de unirse

a alguna de estas dos estructuras (citostoma y bolsa flagelar, Figura 26) y posiblemente
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se internalicen como las nanoparticulas de oro en el trabajo De Souza W. et al. (98). La
diferencia central es que mientras el oro es no reactivo y quimicamente estable a ataques
acidos, la plata tiene una reactividad quimica mayor y genera estrés oxidativo mediante
la formacion de iones plata (Ag*), estos iones plata se generan con interaccion de acidos
organicos o grupos funcionales polares. Los iones Ag* alteran la estructura terciaria de
proteinas y generan especies reactivas de oxigeno al interior del protozoario, esto es una

plausible explicacién para la diminucion de viabilidad biol6gica del Trypanosoma cruzi.

Propuesta de Mecanismo de accion biolégica NPs de Ag.

Trypanosoma cruzi Forma Epimastigote
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Figura 26. Propuesta del mecanismo de accién de inhibicién de las AQNPs en Trypanosoma cruzi, unioén
de nanoparticulas de plata al citostoma y bolsa flagelar y posterior internalizacion para generacion de

iones plata e iniciar estrés oxidativo (representado por Ag+).
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VI. Conclusiones.

Las nanoparticulas de plata obtenidas por sintesis verde con M. geometrizans con un
diametro promedio 4.79 nm baja dispersién en tamafio ( £3.92 nm desviacion estandar),
con estabilidad de 20 dias y un recubrimiento mixto de los componentes del extracto
vegetal con potencial para aplicaciones biolégicas debido a su toxicidad relativamente
baja de 15 pg/uL (viabilidad 61 %).

Las AgNPs presentan inhibicion del 80 % al 95 % (concentraciones de: 1 pg/ml a 2.5
pg/ml) de las formas epimastigote del parasito Trypanosoma cruzi in vitro, la
internalizacion de las AgNPs posiblemente ocurre por la naturaleza quimica que
comparten nanoparticulas de plata y nanoparticulas de oro, estas ultimas utilizadas por
De Souza W. et al.(98), estas nanoparticulas de oro son internalizadas por citostoma y
bolsa flagelar estructuras encargadas de endocitosis y exocitosis del T. cruzi, por lo cual
se propone que las AgNPs tendran el mismo comportamiento, con la diferencia que las
AgNPs generan estrés oxidativo e inhibicion parasitaria y las nanoparticulas de oro no

generan estrés oxidativo significativo.

La dosis de AgNPs que presento toxicidad en células LL47 es de 15 pg/ml. La dosis
donde empieza un efecto antiparasitario para Trypanosoma cruzi es de 1 pg/ml, esto nos
da un rango amplio para una probable ventana terapéutica con pruebas “in vivo” para
realizar pruebas de dosis letal 50. Estos resultados pueden generar un avance en
opciones terapéuticas tangibles. Hacen falta realizar experimentos de cryo-microscopia
electrénica en muestras biologicas de Trypanosoma cruzi expuestos a nanoparticulas de
plata y confirmar su presencia en citostoma y bolsa flagelar, asi como observar si existe

una internalizacion de AgNPs y un estrés oxidativo asociado.

VIl. Recomendaciones.

El estudio de efecto biologico de cualquier especie vegetal siempre conlleva
inconvenientes, tales como el rendimiento de los extractos obtenidos, la viabilidad de uso

de los extractos, la solubilidad del extracto en el vehiculo al momento de realizar las
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pruebas bioldgicas, los posibles efectos sinérgicos del extracto, debido a la gran cantidad
de compuesto quimicos presentes en un extracto aun ya purificado. Se recomienda
trabajar con solo con mezclas binarias de compuestos provenientes de extractos

vegetales.

VI.1Perpectivas

Se requiere preparar y manipular muestras de Trypanosoma cruzi con AgNPs para
microscopia electrénica y finalmente contar con imagenes de equipos TEM y SEM que
permitan comprobar las interacciones bioldgicas de T. cruzi con AgNPs en citostoma y
bolsa flagelar, cuidando el bajo voltaje de trabajo y la cantidad de electrones suministrada
a las muestras bioldgicas para disminuir su alteracion, con el fin de obtener resultados

similares a la figura 26.

Figura 27. T. cruzi endocitosis: sitios de entrada - La membrana entre el citostoma y el bolsillo flagelar es
un dominio especial de membrana. Réplicas de fractura por congelacion (a), el dominio de la membrana

gue se proyecta desde el citostoma y se abre al bolsillo flagelar estd casi desprovisto de particulas
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intramembranosas, ambos lados de la flecha. Si se voltea (b) para exponer la superficie de la celda, es el

mismo dominio. Este aspecto se correlaciona con una gran concentracion de gluconjugados de superficie,

como ya se ha demostrado por la tincion roja de rutenio (d), que puede tener una funcién de receptor,

segln lo indicado por la union de la transferrina (e) etiquetada en oro observada por la microscopia

electrénica de transmisién. El mismo aspecto se puede observar mediante microscopia electronica de

barrido por emisiéon de campo de alta resolucion (c). barra de 200 nm (98).

VIll. Referencias

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Gomes A, Sengupta J, Datta P, Ghosh S, Gomes A. Physiological Interactions of Nanoparticles in
Energy Metabolism, Immune Function and Their Biosafety: A Review. Journal of Nanoscience and
Nanotechnology. 2016;16(1):92-116.

Makhlouf ASH, Scharnweber D. Handbook of nanoceramic and nanocomposite coatings and
materials: Butterworth-Heinemann; 2015.

Mulfinger L, Solomon SD, Bahadory M, Jeyarajasingam AV, Rutkowsky SA, Boritz C. Synthesis
and Study of Silver Nanoparticles. Journal of Chemical Education. 2007;84(2):322.

Tolaymat TM, El Badawy AM, Genaidy A, Scheckel KG, Luxton TP, Suidan M. An evidence-based
environmental perspective of manufactured silver nanoparticle in syntheses and applications: A
systematic review and critical appraisal of peer-reviewed scientific papers. Science of The Total
Environment. 2010;408(5):999-1006.

Suresh AK, Pelletier DA, Wang W, Morrell-Falvey JL, Gu B, Doktycz MJ. Cytotoxicity Induced by
Engineered Silver Nanocrystallites Is Dependent on Surface Coatings and Cell Types. Langmuir.
2012;28(5):2727-35.

MacCormack TJ, Clark RJ, Dang MKM, Ma G, Kelly JA, Veinot JGC, et al. Inhibition of enzyme
activity by nanomaterials: Potential mechanisms and implications for nanotoxicity testing.
Nanotoxicology. 2012;6(5):514-25.

Wang J, Jensen UB, Jensen GV, Shipovskov S, Balakrishnan VS, Otzen D, et al. Soft Interactions
at Nanoparticles Alter Protein Function and Conformation in a Size Dependent Manner. Nano
Letters. 2011;11(11):4985-91.

Bilberg K, Hovgaard MB, Besenbacher F, Baatrup E. In Vivo Toxicity of Silver Nanoparticles and
Silver lons in Zebrafish (Danio rerio). Journal of Toxicology. 2012;2012:9.

Ringwood AH, McCarthy M, Bates TC, Carroll DL. The effects of silver nanoparticles on oyster
embryos. Marine Environmental Research. 2010;69:549-S51.

Hadrup N, Sharma AK, Loeschner K. Toxicity of silver ions, metallic silver, and silver nanoparticle
materials after in vivo dermal and mucosal surface exposure: A review. Regulatory Toxicology and
Pharmacology. 2018;98:257-67.

Mao B-H, Tsai J-C, Chen C-W, Yan S-J, Wang Y-J. Mechanisms of silver nanoparticle-induced
toxicity and important role of autophagy. Nanotoxicology. 2016;10(8):1021-40.

Turkevich J, Stevenson PC, Hillier J. A study of the nucleation and growth processes in the
synthesis of colloidal gold. Discussions of the Faraday Society. 1951;11(0):55-75.

Bhattarai B, Zaker Y, Bigioni TP. Green synthesis of gold and silver nanoparticles: Challenges and
opportunities. Current Opinion in Green and Sustainable Chemistry. 2018;12:91-100.

Bastus NG, Merkogci F, Piella J, Puntes V. Synthesis of Highly Monodisperse Citrate-Stabilized
Silver Nanopatrticles of up to 200 nm: Kinetic Control and Catalytic Properties. Chemistry of
Materials. 2014;26(9):2836-46.

Liu K, Liu H, Fan Q, Zhang S, Liu Z, Han L, et al. Solid to Hollow Conversion of Silver
Nanocrystals by Surface-Protected Etching. Chemistry — A European Journal. 2018;0(ja).

Jorge de Souza TA, Rosa Souza LR, Franchi LP. Silver nanoparticles: An integrated view of
green synthesis methods, transformation in the environment, and toxicity. Ecotoxicology and
Environmental Safety. 2019;171:691-700.

78



17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.
32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

Sweeney SF, Woehrle GH, Hutchison JE. Rapid Purification and Size Separation of Gold
Nanoparticles via Diafiltration. Journal of the American Chemical Society. 2006;128(10):3190-7.
Yang J, Lee JY, Ying JY. Phase transfer and its applications in nanotechnology. Chemical Society
Reviews. 2011;40(3):1672-96.

Joshi CP, Bigioni TP. Model for the Phase Transfer of Nanoparticles Using lonic Surfactants.
Langmuir. 2014;30(46):13837-43.

Kahrilas GA, Wally LM, Fredrick SJ, Hiskey M, Prieto AL, Owens JE. Microwave-Assisted Green
Synthesis of Silver Nanopatrticles Using Orange Peel Extract. ACS Sustainable Chemistry &
Engineering. 2014;2(3):367-76.

Pacioni NL, Borsarelli CD, Rey V, Veglia AV. Synthetic Routes for the Preparation of Silver
Nanoparticles. In: Alarcon El, Griffith M, Udekwu KI, editors. Silver Nanoparticle Applications: In
the Fabrication and Design of Medical and Biosensing Devices. Cham: Springer International
Publishing; 2015. p. 13-46.

Paramelle D, Sadovoy A, Gorelik S, Free P, Hobley J, Fernig DG. A rapid method to estimate the
concentration of citrate capped silver nanoparticles from UV-visible light spectra. Analyst.
2014;139(19):4855-61.

Nunes MCP, Dones W, Morillo CA, Encina JJ, Ribeiro AL. Chagas Disease: An Overview of
Clinical and Epidemiological Aspects. Journal of the American College of Cardiology.
2013;62(9):767-76.

Salazar-Schettino PM, Bucio-Torres MI, Cabrera-Bravo M, de Alba-Alvarado MC, Castillo-Saldafia
DR, Zenteno-Galindo EA, et al. Enfermedad de Chagas en México. Revista de la Facultad de
Medicina UNAM. 2016;59(3):6-16.

Bern C. Chagas’ Disease. New England Journal of Medicine. 2015;373(5):456-66.

Khodashenas B, Ghorbani HR. Synthesis of silver nanoparticles with different shapes. Arabian
Journal of Chemistry. 2015.

Thakkar KN, Mhatre SS, Parikh RY. Biological synthesis of metallic nanoparticles. Nanomedicine:
Nanotechnology, Biology and Medicine. 2010;6(2):257-62.

Kouvaris P, Delimitis A, Zaspalis V, Papadopoulos D, Tsipas SA, Michailidis N. Green synthesis
and characterization of silver nanoparticles produced using Arbutus Unedo leaf extract. Materials
Letters. 2012;76:18-20.

Ahmad A, Mukherjee P, Senapati S, Mandal D, Khan MI, Kumar R, et al. Extracellular
biosynthesis of silver nanoparticles using the fungus Fusarium oxysporum. Colloids and Surfaces
B: Biointerfaces. 2003;28(4):313-8.

Lansdown ABG. A Pharmacological and Toxicological Profile of Silver as an Antimicrobial Agent
in Medical Devices. Advances in Pharmacological Sciences. 2010;2010.

Hill WR, Pillsbury DM. Argyria: the pharmacology of silver: Williams & Wilkins Company; 1939.
Rai M, Yadav A, Gade A. Silver nanopatrticles as a new generation of antimicrobials.
Biotechnology Advances. 2009;27(1):76-83.

Chernousova S, Epple M. Silver as Antibacterial Agent: lon, Nanopatrticle, and Metal. Angewandte
Chemie International Edition. 2013;52(6):1636-53.

Kim JS, Kuk E, Yu KN, Kim J-H, Park SJ, Lee HJ, et al. Antimicrobial effects of silver
nanoparticles. Nanomedicine: Nanotechnology, Biology and Medicine. 2007;3(1):95-101.

Brito TK, Silva Viana RL, Gongalves Moreno CJ, da Silva Barbosa J, Lopes de Sousa Junior F,
Campos de Medeiros MJ, et al. Synthesis of Silver Nanoparticle Employing Corn Cob Xylan as a
Reducing Agent with Anti-Trypanosoma cruzi Activity. Int J Nanomedicine. 2020;15:965-79.
Mathur P, Jha S, Ramteke S, Jain NK. Pharmaceutical aspects of silver nanoparticles. Artificial
Cells, Nanomedicine, and Biotechnology. 2018;46(sup1):115-26.

Prabhu S, Poulose EK. Silver nanoparticles: mechanism of antimicrobial action, synthesis,
medical applications, and toxicity effects. International Nano Letters. 2012;2(1):32.

de Mello Donega C, Liljeroth P, Vanmaekelbergh D. Physicochemical Evaluation of the Hot-
Injection Method, a Synthesis Route for Monodisperse Nanocrystals. Small. 2005;1(12):1152-62.
Pillai ZS, Kamat PV. What Factors Control the Size and Shape of Silver Nanoparticles in the
Citrate lon Reduction Method? The Journal of Physical Chemistry B. 2004;108(3):945-51.

Kwon SG, Hyeon T. Formation Mechanisms of Uniform Nanocrystals via Hot-Injection and Heat-
Up Methods. Small. 2011;7(19):2685-702.

79



41.

42.

43.

44.

45.

46.
47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.
56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

de Mello Donegé C, Liljeroth P, Vanmaekelbergh D. Physicochemical Evaluation of the Hot-
Injection Method, a Synthesis Route for Monodisperse Nanocrystals. Small. 2005;1(12):1152-62.
R. M. Curso Teorico de Farmacognosia In: UNAM, editor. México: UNAM; 2000. p. 2-5.

Garcia RA. Estudio estereoquimico y conformacional de

algunos metabolitos secundarios aislados de

Stevia pilosa y Stevia tomentosa. México: Universidad Auténoma del Estdo de Hidalgo; 2005.
Batista GRAML, Camila de Albuquerque M, Cynthia Layse Ferreira de A, Petrénio Filgueiras de A-
F, José Maria B-F, Lednia M. Database Survey of Anti-Inflammatory Plants in South America: A
Review. International Journal of Molecular Sciences. 2011;12(4):2692-749.

Christopher R. McCurdy SSS. Analgesic substances derived from natural products
(natureceuticals). Life Sciences. 2005;78:476 — 84.

de Sousa DP. Analgesic-like activity of essential oils constituents. Molecules. 2011;16(3):2233-52.
Balunas MJ, Kinghorn AD. Drug discovery from medicinal plants. Life Sciences. 2005;78(5):431-
41.

Heinrich M, Ankli A, Frei B, Weimann C, Sticher O. Medicinal plants in Mexico: healers' consensus
and cultural importance. Social science & medicine (1982). 1998;47(11):1859-71.

Amaral JFd. Tesis de posgrado La actividad antiinflamatoria, antinociceptiva y Gastroprotector del
aceite esencial Croton sonderianus Muell. Arg. Fortaleza, Brasil: Universidade Federal do Ceara;
2004.

Leonti M, Sticher O, Heinrich M. Antiquity of medicinal plant usage in two Macro-Mayan ethnic
groups (Mexico). J Ethnopharmacol. 2003;88(2-3):119-24.

Bafios RIE. Aislamiento y cuantificacion de la (+)-ivalina en el té de Zaluzania triloba. México:
Universidad Autondma del Estado de Hidalgo; 2010.

A. Namvaran Abbas Abada MHKNAGFT. Effect of Matricaria chamomilla Hydroalcoholic Extract
on Cisplatin-induced Neuropathy in Mice. Chinese Journal of Natural Medicines. 2011;9(2):126—
31.

Biblioteca digital de la medicina tradicional mexicana México: Computo Academico UNAM; 2014
[cited 2014 22/04/2014]. Available from:
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/index.php.

Correa-Betanzo J, Jacob JK, Perez-Perez C, Paliyath G. Effect of a sodium caseinate edible
coating on berry cactus fruit (Myrtillocactus geometrizans) phytochemicals. Food Research
International. 2011;44(7):1897-904.

Ballester Olmos JF. Los cactus y las otras plantas suculentas1978.

Barrera FAG, Reynoso CR, Gonzalez de Mejia E. Estabilidad de las betalainas extraidas del
garambullo (Myrtillocactus geometrizans) / Stability of betalains extracted from garambullo
(Myrtillocactus geometrizans). Food Science and Technology International. 1998;4(2):115-20.
Djerassi C, Burstein S, Estrada H, Lemin AJ, Lippman AE, Manjarrez A, et al. Terpenoids.
XXVIII.1 The Triterpene Composition of the Genus Myrtillocactus2. Journal of the American
Chemical Society. 1957;79(13):3525-8.

Djerassi C, Murray RDH, Villotti R. 204. The structure of the cactus sterol, peniocerol (cholest-8-
ene-3pB,6a-diol). Journal of the Chemical Society (Resumed). 1965(0):1160-5.

Sandoval A, Manjarrez A, Leeming PR, Thomas GH, Djerassi C. Terpenoids. XXX.1 The
Structure of the Cactus Triterpene Chichipegenin. Journal of the American Chemical Society.
1957,79(16):4468-72.

Khong P, Lewis K. New triterpenoid extractives from <I>Lemaireocereus chichipe</I>. Australian
Journal of Chemistry. 1975;28(1):165-72.

Céspedes CL, Salazar JR, Martinez M, Aranda E. Insect growth regulatory effects of some
extracts and sterols from Myrtillocactus geometrizans (Cactaceae) against Spodoptera frugiperda
and Tenebrio molitor. Phytochemistry. 2005;66(20):2481-93.

Salazar Juan R, Martinez-Vazquez M, Cespedes Carlos L, Ramirez-Apan T, Nieto-Camacho A,
Rodriguez-Silverio J, et al. Anti-Inflammatory and Cytotoxic Activities of Chichipegenin,
Peniocerol, and Macdougallin Isolated from Myrtillocactus geometrizans (Mart. ex Pfeiff.) Con.
Zeitschrift fur Naturforschung C2011. p. 24.

Brufau G, Canela MA, Rafecas M. Phytosterols: physiologic and metabolic aspects related to
cholesterol-lowering properties. Nutrition Research. 2008;28(4):217-25.

80


http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/index.php

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

Kangsamaksin T, Chaithongyot S, Wootthichairangsan C, Hanchaina R, Tangshewinsirikul C,
Svasti J. Lupeol and stigmasterol suppress tumor angiogenesis and inhibit cholangiocarcinoma
growth in mice via downregulation of tumor necrosis factor-a. PLOS ONE. 2017;12(12):e0189628.
Gandia-Herrero F, Escribano J, Garcia-Carmona F. Biological Activities of Plant Pigments
Betalains. Critical Reviews in Food Science and Nutrition. 2016;56(6):937-45.

Siddigi KS, Husen A, Rao RAK. A review on biosynthesis of silver nanoparticles and their biocidal
properties. Journal of Nanobiotechnology. 2018;16(1):14.

Zaheer Z, Rafiuddin. Silver nanopatrticles to self-assembled films: Green synthesis and
characterization. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces. 2012;90:48-52.

Siddigi KS, Husen A. Recent advances in plant-mediated engineered gold nanoparticles and their
application in biological system. Journal of Trace Elements in Medicine and Biology. 2017;40:10-
23.

Husen A, Siddiqgi KS. Phytosynthesis of nanoparticles: concept, controversy and application.
Nanoscale Research Letters. 2014;9(1):229.

Raj S, Chand Mali S, Trivedi R. Green synthesis and characterization of silver nanoparticles using
Enicostemma axillare (Lam.) leaf extract. Biochemical and Biophysical Research
Communications. 2018;503(4):2814-9.

Hiramatsu H, Osterloh FE. A Simple Large-Scale Synthesis of Nearly Monodisperse Gold and
Silver Nanopatrticles with Adjustable Sizes and with Exchangeable Surfactants. Chemistry of
Materials. 2004;16(13):2509-11.

Razgoniaeva N, Acharya A, Sharma N, Adhikari P, Shaughnessy M, Moroz P, et al. Measuring
the Time-Dependent Monomer Concentration during the Hot-Injection Synthesis of Colloidal
Nanocrystals. Chemistry of Materials. 2015;27(17):6102-8.

Lucas-Goémez |, Carrasco-Torres G, Bahena-Uribe D, Santoyo-Salazar J, Fernandez-Martinez E,
Sanchez-Cris6stomo I, et al. Green synthesis of silver nanoparticles with phytosterols and betalain
pigments as reducing agents present in cactus Myrtillocactus geometrizans. MRS Advances.
2020;5(63):3361-9.

Logeswari P, Silambarasan S, Abraham J. Synthesis of silver nanoparticles using plants extract
and analysis of their antimicrobial property. Journal of Saudi Chemical Society. 2015;19(3):311-7.
Emmanuel R, Palanisamy S, Chen S-M, Chelladurai K, Padmavathy S, Saravanan M, et al.
Antimicrobial efficacy of green synthesized drug blended silver nanoparticles against dental caries
and periodontal disease causing microorganisms. Materials Science and Engineering: C.
2015;56:374-9.

Latha M, Sumathi M, Manikandan R, Arumugam A, Prabhu NM. Biocatalytic and antibacterial
visualization of green synthesized silver nanoparticles using Hemidesmus indicus. Microbial
Pathogenesis. 2015;82:43-9.

Ibrahim HMM. Green synthesis and characterization of silver nanoparticles using banana peel
extract and their antimicrobial activity against representative microorganisms. Journal of Radiation
Research and Applied Sciences. 2015;8(3):265-75.

Mittal AK, Tripathy D, Choudhary A, Aili PK, Chatterjee A, Singh IP, et al. Bio-synthesis of silver
nanoparticles using Potentilla fulgens Wall. ex Hook. and its therapeutic evaluation as anticancer
and antimicrobial agent. Materials Science and Engineering: C. 2015;53:120-7.

Mata R, Nakkala JR, Sadras SR. Biogenic silver nanoparticles from Abutilon indicum: Their
antioxidant, antibacterial and cytotoxic effects in vitro. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces.
2015;128:276-86.

Sadeghi B, Rostami A, Momeni SS. Facile green synthesis of silver nanopatrticles using seed
aqueous extract of Pistacia atlantica and its antibacterial activity. Spectrochimica Acta Part A:
Molecular and Biomolecular Spectroscopy. 2015;134:326-32.

Gavade NL, Kadam AN, Suwarnkar MB, Ghodake VP, Garadkar KM. Biogenic synthesis of multi-
applicative silver nanoparticles by using Ziziphus Jujuba leaf extract. Spectrochimica Acta Part A:
Molecular and Biomolecular Spectroscopy. 2015;136:953-60.

Ramesh PS, Kokila T, Geetha D. Plant mediated green synthesis and antibacterial activity of
silver nanoparticles using Emblica officinalis fruit extract. Spectrochimica Acta Part A: Molecular
and Biomolecular Spectroscopy. 2015;142:339-43.

81



83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

Miri A, Sarani M, Rezazade Bazaz M, Darroudi M. Plant-mediated biosynthesis of silver
nanoparticles using Prosopis farcta extract and its antibacterial properties. Spectrochimica Acta
Part A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy. 2015;141:287-91.

Kuppurangan G, Karuppasamy B, Nagarajan K, Krishnasamy Sekar R, Viswaprakash N,
Ramasamy T. Biogenic synthesis and spectroscopic characterization of silver nanoparticles using
leaf extract of Indoneesiella echioides: in vitro assessment on antioxidant, antimicrobial and
cytotoxicity potential. Applied Nanoscience. 2016;6(7):973-82.

Panja S, Chaudhuri I, Khanra K, Bhattacharyya N. Biological application of green silver
nanoparticle synthesized from leaf extract of Rauvolfia serpentina Benth. Asian Pacific Journal of
Tropical Disease. 2016;6(7):549-56.

Baharara J, Namvar F, Ramezani T, Mousavi M, Mohamad R. Silver Nanoparticles
Biosynthesized Using Achillea biebersteinii Flower Extract: Apoptosis Induction in MCF-7 Cells via
Caspase Activation and Regulation of Bax and Bcl-2 Gene Expression. Molecules.
2015;20(2):2693-706.

Khatami M, Mehnipor R, Poor MHS, Jouzani GS. Facile Biosynthesis of Silver Nanoparticles
Using Descurainia sophia and Evaluation of Their Antibacterial and Antifungal Properties. Journal
of Cluster Science. 2016;27(5):1601-12.

Ahila NK, Ramkumar VS, Prakash S, Manikandan B, Ravindran J, Dhanalakshmi PK, et al.
Synthesis of stable nanosilver particles (AgNPs) by the proteins of seagrass Syringodium
isoetifolium and its biomedicinal properties. Biomedicine & Pharmacotherapy. 2016;84:60-70.
Sinha SN, Paul D, Halder N, Sengupta D, Patra SK. Green synthesis of silver nanopatrticles using
fresh water green alga Pithophora oedogonia (Mont.) Wittrock and evaluation of their antibacterial
activity. Applied Nanoscience. 2015;5(6):703-9.

Patel V, Berthold D, Puranik P, Gantar M. Screening of cyanobacteria and microalgae for their
ability to synthesize silver nanopatrticles with antibacterial activity. Biotechnology Reports.
2015;5:112-9.

Kathiraven T, Sundaramanickam A, Shanmugam N, Balasubramanian T. Green synthesis of silver
nanoparticles using marine algae Caulerpa racemosa and their antibacterial activity against some
human pathogens. Applied Nanoscience. 2015;5(4):499-504.

Ahmed E, Hafez A, Ismail F, Elsonbaty M, Abbas H, Eldin R. Biosynthesis of silver nanoparticles
by Spirulina platensis and Nostoc sp. Global Adv Res J Microbiol. 2015;4:036-49.

Porto-Carreiro I, Attias M, Miranda K, De Souza W, Cunha-e-Silva N. Trypanosoma cruzi
epimastigote endocytic pathway: cargo enters the cytostome and passes through an early
endosomal network before storage in reservosomes. European Journal of Cell Biology.
2000;79(11):858-69.

Teixeira ARL, Argafiaraz ER, Freitas LH, Lacava ZGM, Santana JM, Luna H. Possible integration
of Trypanosoma cruzi KDNA minicircles into the host cell genome by infection. Mutation
Research/Fundamental and Molecular Mechanisms of Mutagenesis. 1994;305(2):197-209.
Salazar Schettino P, Bucio Torres M, Rojo Mdina J, Manuel Valencia Y. Manual de
procedimientos para la Enfermedad de Chagas en México. 2019.

de Souza W, Rocha GM, Miranda K, Bisch PM, Weissmuller G. Atomic Force Microscopy as a
Tool for the Study of the Ultrastructure of Trypanosomatid Parasites. In: Braga PC, Ricci D,
editors. Atomic Force Microscopy in Biomedical Research: Methods and Protocols. Totowa, NJ:
Humana Press; 2011. p. 211-21.

Vidal JC, Alcantara CdL, de Souza W, Cunha-e-Silva NL. Loss of the cytostome-cytopharynx and
endocytic ability are late events in Trypanosoma cruzi metacyclogenesis. Journal of Structural
Biology. 2016;196(3):319-28.

de Souza W, Sant’/Anna C, Cunha-e-Silva NL. Electron microscopy and cytochemistry analysis of
the endocytic pathway of pathogenic protozoa. Progress in Histochemistry and Cytochemistry.
2009;44(2):67-124.

Girard-Dias W, Alcantara CL, Cunha-e-Silva N, de Souza W, Miranda K. On the ultrastructural
organization of Trypanosoma cruzi using cryopreparation methods and electron tomography.
Histochemistry and Cell Biology. 2012;138(6):821-31.

Field MC, Carrington M. The trypanosome flagellar pocket. Nature Reviews Microbiology.
2009;7:775.

82



101.
102.
103.
104.
1065.
106.
107.
108.
109.
110.
111.
112,

113.

114,

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124,

125.

Enfermedades CNdPPyCd. Manual de Procedemientos para la enfermedad de Chagas en
México. In: Salud Sd, editor. México: Secretaria de Salud México; 2019. p. 107.

D.E.J. O. Aspectos basicos de farmacognosia. . Medellin. : Facultad Quimica Farmacologica,
Universidad de Antioquia. ; 2009.

Castelazo FG. Determinacion de los componentes quimicos y evaluacion de la capacidad
genotoxica mediante ensayo cometa de la planta Jatropha dioica. Mexico: Universidad Autbnoma
del Estado de Hidalgo; 2013.

Dominguez XA. Metodos de investigacion Fitoquimica. México: Ed. Limusa; 2000.

Robert Thornton Morrison RNB. Quimica Organica. 5° ed. USA: Addison-Wesley Iberoamericana;
1987. 1474 p.

McMurry J. Quimica Organica. 3° ed. México: Editorial Iberoamerica; 1994. 1274 p.

Harris DC. Analisis Quimico cuantitativo. México1992. 619-30 p.

Levine IN. Quimica cuéntica. 5° ed. Madrid: Pearson Educacién; 2001.

Grosdidier A, Zoete V, Michielin O. EADock: docking of small molecules into protein active sites
with a multiobjective evolutionary optimization. Proteins. 2007;67(4):1010-25.

Aurélien Grosdidier OM. SwissDock - The online docking web server of the Swiss Institute of
Bioinformatics - Home. 2014;2014.

Ordzhonikidze CG, Ramaiyya LK, Egorova EM, Rubanovich AV. Genotoxic effects of silver
nanoparticles on mice in vivo. Acta naturae. 2009;1(3):99-101.

Rohloff P, Docampo R. A contractile vacuole complex is involved in osmoregulation in
Trypanosoma cruzi. Experimental Parasitology. 2008;118(1):17-24.

Djerassi C, Knight JC, Wilkinson DI. The Structure of the Cactus Sterol Macdougallin (14a-Methyl-
[UNK]-Cholestene-38,6a-Diol)--A Novel Link in Sterol Biogenesis. Journal of the American
Chemical Society. 1963;85(6):835-.

Lee J, Weon JB, Yun BR, Eom MR, Ma CJ. Simultaneous determination three phytosterol
compounds, campesterol, stigmasterol and daucosterol in Artemisia apiacea by high performance
liquid chromatography-diode array ultraviolet/visible detector. Pharmacognosy magazine.
2015;11(42):297-303.

Arudi RL, Sutherland MW, Bielski BH. Purification of oleic acid and linoleic acid. Journal of Lipid
Research. 1983;24(4):485-8.

Rolim WR, Pelegrino MT, de Araujo Lima B, Ferraz LS, Costa FN, Bernardes JS, et al. Green tea
extract mediated biogenic synthesis of silver nanopatrticles: Characterization, cytotoxicity
evaluation and antibacterial activity. Applied Surface Science. 2019;463:66-74.

Edington J. Typical Electron Microscope Investigations, Philips Technical Library. Monographs in
Practical Electron Microscopy in Material Science, Thomson Litho Ltd. 1976.

Reyes-Rodriguez JL, Velazquez-Osorio A, Solorza-Feria O, Bahena-Uribe D, Roque J. Influence
of the injection temperature on the size of Ni—Pt polyhedral nanoparticles synthesized by the hot-
injection method. MRS Communications. 2017;7(4):947-52.

Mourdikoudis S, Liz-Marzan LM. Oleylamine in Nanoparticle Synthesis. Chemistry of Materials.
2013;25(9):1465-76.

Anwar A, Abdalla SAO, Aslam Z, Shah MR, Siddiqui R, Khan NA. Oleic acid—conjugated silver
nanoparticles as efficient antiamoebic agent against Acanthamoeba castellanii. Parasitology
Research. 2019;118(7):2295-304.

Sengani M, Grumezescu AM, Rajeswari VD. Recent trends and methodologies in gold
nanoparticle synthesis — A prospective review on drug delivery aspect. OpenNano. 2017;2:37-46.
Abdelghany TM, Al-Rajhi AMH, Al Abboud MA, Alawlagi MM, Ganash Magdah A, Helmy EAM, et
al. Recent Advances in Green Synthesis of Silver Nanoparticles and Their Applications: About
Future Directions. A Review. BioNanoScience. 2018;8(1):5-16.

Thomas B, Vithiya BSM, Prasad TAA, Mohamed SB, Magdalane CM, Kaviyarasu K, et al.
Antioxidant and Photocatalytic Activity of Aqueous Leaf Extract Mediated Green Synthesis of
Silver Nanopatrticles Using Passiflora edulis f. flavicarpa. Journal of Nanoscience and
Nanotechnology. 2019;19(5):2640-8.

de Lima R, Seabra AB, Duran N. Silver nanoparticles: a brief review of cytotoxicity and
genotoxicity of chemically and biogenically synthesized nanoparticles. Journal of Applied
Toxicology. 2012;32(11):867-79.

Seabra AB, Duran N. Nanotoxicology of Metal Oxide Nanoparticles. Metals. 2015;5(2):934.

83



126.

127.

128.
129.

Cabral-Romero C, Solis-Soto JM, Sanchez-Pérez Y, Pineda-Aguilar N, Meester |, Pérez-Carrillo
E, et al. Antitumor activity of a hydrogel loaded with lipophilic bismuth nanoparticles on cervical,
prostate, and colon human cancer cells. Anti-cancer drugs. 2020;31(3):251-9.

Tortella GR, Rubilar O, Duran N, Diez MC, Martinez M, Parada J, et al. Silver nanoparticles:
Toxicity in model organisms as an overview of its hazard for human health and the environment.
Journal of Hazardous Materials. 2020;390:121974.

Seabra AB, Duran N. Nanotoxicology of Metal Oxide Nanoparticles. Metals. 2015;5(2):934-75.
Rocha GM, Brandédo BA, Mortara RA, Attias M, de Souza W, Carvalho TMU. The flagellar
attachment zone of Trypanosoma cruzi epimastigote forms. Journal of Structural Biology.
2006;154(1):89-99.

84



IX. Anhexos

E' Cornell University We gratefully acknowledge supf

the Simons Foundation and member ins:

arXiv.org > g-bio > arXiv:2012.14504 Search... All fields
Help | Advanced Search

Quantitative Biology > Biomolecules Download:

COVID-19 e-print « PDF only

Important: e-prints posted on arXiv are not peer-reviewed by arXiv; they should not be relied upon Current browse context
without context to guide clinical practice or health-related behavior and should not be reporied in news g-bic.BM ’
media as established information without consulting multiple experts in the field. - pn'av | next>

new | recent | 2012

Change to browse by:

[Submitted on 26 Dec 2020] g-hio

Docking study for Protein Nsp-12 of SARS-CoV with

. . References & Citation:
Betalains and Alfa-Bisabolol

« NASAADS

» Google Scholar
Isaac Lucas-Gomez, Abelardo Lopez-Fernandez, Brenda Karen Gonzalez-Pérez, M. Rivas- « Semantic Scholar

Castillo Andrea, A. Valdez Calderdn, Manuel A. Gayosso-Morales Export Bibtex Citation

The present Health Crisis tess the response of modern science and medicine to finding treatment for Bookmark
a new COVID-19 disease. The presentation on the world stage of antivirals such as remdesivir, obeys & Eﬁ &
to the continuous investigation of biclogically active molecules with multiple theoretical, computational

and experimental tools. Diseases such as COVID:19 remind us that research into active ingredients

for therapeutic purposes should cover all available sources, such as plants. In the present work, in

silico tools, specifically docking study, were used to evaluate the binding and inhibition capacity of an

antiviral such as remdesivir on the NSP-12 protein of SARS-CoV. a polymerase that is key in the

replication of the SARS-COV virus. The results are then compared with a docking analysis of two

natural products (Alpha-Bisabolol and betalain) with SARS-CoV protein, in order to find more

candidates for COWVID-19 virus replication inhibitors. in addition to increasing studies that help explain

the specific mechanisms of the SARs-CoV-2 virus, remembering that we will have to live with the virus

for an indefinite time from now on. Finally, natural products such as betalains may have inhibitory

effects of a small order but in conjunction with other synergistic active ingredients they may increase

their inhibition effect on NSP-12 protein of SARS-CoV.

Comments: 18 pages and 11 figures
Subjects:  Biomolecules {g-bio.BM)
Cite as: arXiv:2012 14504 [q-bio.BM]
(or arXiv:2012.14504v1 [g-bic.BM] for this version)

Submission history

From: Isaac Lucas-Gomez [view email]
[w1] Mon, 28 Dec 2020 22:07:20 UTC (2,193 KB)

85



Fiasnan camibridage ong) ore terma.

=k

TP address: 200.68.1 28161, an 14 Dee 2020 at 20602356, subject 1o the Cambridge Core terms of use &ailable at bt

S LAMB idge or Gleane,

s

Devain baadad I aan it

A5

W30

S0 EET A

hrtpayidoiong

MES Advances © The Author(s), 2020, published on behalf of Materials
Eesearch Society by Cambridge University Press

DOI: 10.1557/adv.2020.415
W

Green synthesis of silver nanoparticles with
phytosterols and betalain pigments as
reducing agents present in cactus
Myrtillocactus geometrizans.

Isaac lu{:asr'GﬁmezH‘, Gabriela Cmasc:n—Tom:sl, Damel Ba.heua—Un'be]'j,
Jaime Santoyo-Salazar', Eduardo Fernndez-Martinez’, Isabel Sanchez-
Criséstomo , José. A. Pescador-Rojas®, José E. Aparicio-Burgos®.

'Doctorade en Nanociencias y Nanotecnolegia, Centro ds Fvestigacion y de Estudios
Avamzados del Instituto Politécnico Nacional. Av. Instinuto Politécnico Nacional C. P.
07360 Ciudad de México, Mexice.

‘Departamento de Fisica, Centro de Frvestigacion y de Esrudios Avanzados del Institute
Politécnico Nacional. dv. Institute Politecnice Nacional C. P. 07360 Ciudad de México,

‘Laboratery of Medicinal Chemistry and Pharmacology. Center for Ressarch in Biclogy
of Reproduction, Medicine Department, Inztitute of Health Sciences, Universidad
Automoma del Estade de Hidalge. Calle Dr. Elizeo Ramirez Ulloa No 400, Col. Doctores,
Pachuca, Hidalge, Mévico.

*Escusla Superior de Apan. Universidad Auténoma dsl Estade de Hidalgo. Carretera
Apan-Calpulalpan Em 8, Col Chimalpa, 439020 Apan, Hidalgo.

“Laboraterio Avanzade de Nanoscopia Electronica (LANE), Centro de Iivestigacion y de
Estudios Avanzados del Institute Politécnico Nacional. Av. Instinute Politécnice Nacional
C. P 07360 Ciudad de Méxice, México.

“Universidad Matropolitana dal Valle de México (UTVAM), academia de quimica
ambiental.

*romesponding author

@ Crosshlark 86



fivrdra cambridge orgs coneter ms

58 & ailable at Frps

i idge Lo

he Ca

Dpect 1o 1

e 2020 &t 200236, su

14

55 200.68.128.161, on

Abstract:

In the curvent werk, we compared the green pmthesiz of silver nanoparticles [(AgNP)
using plant extracis, a promizing methodelogy against the use of chemical reducers, such
as oleic acid and oleviamine. The advantages of green synthesiz are ene-step method,
economic and ecological whils the advantages of classic pwmihesiz methods are high
nanoparticle pevformance, homegeneity in size and smaller average sizes. With thizs work
we want to demonztrate thar plant extracts with specific mixtures of chemical compounds
can abtain smaller average sizes with greater homegensity in nanoparticlss compared 1o
the wse of classical symthesis. Myrtillocactus geometrizans was used az a polar plans
extract, which was selected by the chemical components comtained in the extract.
Plptosterols, oleic acid and betalains comtained in Myriillocactus geometrizans are
biomolecules responsible for the reduction and stability of AgNP below 5 mm. TEM
analysis of the green pymthesis of nanopariicles revealed the formation of spherical
particles with an average diamster of J nm and with preferential crystallographic
directions gf the silver plane [111].

Oileic acid

Chichipaganin
phytastens
'
&9 —T7 nrs
Graphical absmact
INTRODUCTION.

Chemical syvothesis with conventional metheds to produce different
nanostructures of Ag, focuses on adjusting the condibons/parameters of synthesis (such as
temperzture, precursor, and pH) to obtan the desired nanostuctures. This means that
chemmical reducers and stabibizers fluence gwding phenomena (thermodynamies,
kinetics, and metal reducing-aspects) [l. 2]. Methods of chemucal synthesis of
nanoparticles using plant extracts have been populanzed and these extracts have many
chemical compounds quabfied for reducing metals as well as economwe and
environmental advantages [3].

Olaic acad (0A) and oleylamine (OAm) has been selected as the reducer and
stabilizer properly described in the literature and as a point of comparison with the plant
exiract that was examuned [2, 4] The plant selected for cbtammp the extract was
Myrallocacius geomerrizans (M. geomenrizans), a native cactus from Mexice [3, 6]. The
charactenzation was conducted to determine the major components in the cactus.

2
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OAm / OA favor a facet growth [111], whuich occurs faster than the
reamrangement of the atom on different seed faces, which 1 attmbuted to the system
reaching equilibrmum [1, 2]. In this work, the M. geomenrizans extract generates a sinmlar
phenomenon that favors growth [111].

MNewn. cambe

& at by

ms of usa availab

e

i Figure 1. Photograph of Artillocacns geometrizans.

MATERIALS AND METHODS.

Reagents and chemical substances:

Silver mitrate (reactive ACS). oleic acid, oleylamine, methanol and ethanol
were purchased from Sizma-Aldnch (St. Lows, MO, USA). Tn-distilled water (18 Q,
b Milh-Q) was used.

o0

Preparation of cranberry cactus extract (Garambullo):

-

The cactus benry (Myrrillocactus geometrizans) was collected mm Hidalgo State,
Meéxico. The fruit was selected (Bemes of good quality: mipe, bright. colorful, not
contammated), cleaned with water. and ground by hand to obtam a bemry paste. The
resulting paste was soaked with ethanol (1:1 volume'volume at 25 ° C) to produce the
extraction by maceration that tock one day. The muxture was filtered. and ethanol was
- added again to the remaining paste. The ethanol extracts were collected and dned usmg a
= rotary evaporator at 70 °C under reduced pressure conditions [7-9]. The final dry extract
was solubilized in water.

©. 1P address

fNnern camb e

8 & Svnthesis of silver nanoparticles:

The synthesis methodology used 15 simlar to the hot-injection synthesis route,
1o the first experiment a mixture of 60% OA / 40% OAm by volume was used, the second
3
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experiment used a pelar extract of Mywnillocacms geemetrizans [10, 11]. The first
experiment: 5-ml of the muxhore (60% OA / 40% OAm) was poured info a flask and
heated to a temperature of 100 ° C. Subsequently, 1-ml of 0.1 M agueous scolition of
AgNOy was added. The total reaction ime was 30 mm. The mrcture was named reaction
solution A. Second expenment: 5-ml of the polar extract diluted m water (2.2%
mass/mass) was poured into a flask and heated to 2 temperature of 85 * C. Subsequently,
l-ml of 0.1 M agueous solution AgNO: solution was added. The totzl reaction fime was
30 mm The muxture was called reaction soluton B. Sobd residues from both reactions
were separated by cenmfugztion at 10,000 rpm for 12 pumutes and the colloidal solution
was preserved.

UV - visible spectroscopv (UV-vis):

Spectra were collected In a quartz cuvette with a path length of 1 cm. requuinng
approxmately 1-ml of the solution to fill the cuvette. Specta were collected at room
temperzture (25 ® ). The spectra were collected from 200 to 800 nm The equipment
used was a Shimadezu UV-1800 spectrometer.

High-resolution Liquid Chromatographv analvsis with Mass
Specirometry LCALS) of Myrtillocactus geometrizans extract:

HPLC was parformed on a2 Themo Scientific UltiMate 3000 device with a
fraction collector equipped with Zorbax 5B €138 column (150 x 46 mm 3pm). The
established measurement parameters were flow: 0.7 mL /mm, cohimm temperature: 40 * C
Sample: 200 pz / pl (3:7 methanol: Water), Autosampler temperature: 30 * C, Injection
volume: 50 pl, detection: 280 nm, MeOH / H20 9: 1 VolumeVohime, mobile phase.
The mass spectrometer was a quadmipole analvzer and lnear ion trap QTEAP 3200,
ABSciex with Turbo Spray sowce. Injection: By drect infusion, flow: 10 pl / man. a type
of scan: (] polanty: positive and negatrve. Bange m /= 100-1500.

Scanning transmission electron microscopy (STEM):

High-resolution scanning transmission electron mucrographs were obtamed
a JEM-AFRM200F microscope operating at a workimg voltage of 200 k'V. The samples for
electron microscopy observation were prepared from an aqueous sclution. Subsequently,
40 pL of the solution was deposited on a carbon film supported on a copper gnd (Cu) and
allowed to evaporate at ambient conditions. All size analvzes were performed using the
Gatan Microscopy Swte software version 2.01 (Gatan Ine. CA United States].

RESULTS AND DISCUSSION,
HFPFLC /MS analvsis of the fruit extract of M. Geometrizans:

Startng with 0.1 g of dry extract, 2 200 pg / ml sample was prepared for
duplicate HPLC (reverse phase) / M5 analysis, the mass analysis was performed by direct
flow. According to condiions desenbed m the methodology sechon m the analysis, the
highest infensity peaks detected in the chromatogram were identified and collected
(experiment time 60 mumn); these fractions (mass= 100 ng) were analyzed by M5. The

4
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partial mformation avalzble on the chemuecal charzctenzation of Myrrillocachs
geometrizans [6-9, 12], excludes the use of infernal standards in HPLC. The prncipal
compounds m Table 1 were 1dentified by their charactenstic molecular weight and their
polanty-metention time relationship. As shown i Table 1, the retention tomes (BT) of
compounds 1-4 are close to each other, between z medium-hizh polanty, making it
difficult to separate them by conventionzl techmques as desenbed m the hiterature [13].
Oleic anad 15 detectzble in 2 wide range of BT, indicating that there are sigmficant
amounts. The betalains are found m low ET values according to their high polanty.

Table 1 Molecular mass, data retention time (BLT) and experimental mass {[M+ H]™ [M-H] ).

Compound AMolecular M+ H]+ [AI-H) ET
mass® (m'z) (m/'z) (min})
{z'mol) polarity - polarity +

(1) chichipegenin 4747 4752 4734 17.8-

Olean-11-eme- 18.43

Abeta, ldbeta,?2alpha 2 8-tetrol 2446 -
255
3744 -
44.14

1

(1) penioceral 402.7 403 4 401 178 -

(3beta Falpha,dalpha)- 5y

Cholest-B-ene-3, 6-diol .14

F
(=2}
2

(3) macdougallin 416.7 4174 415.3 1505 -

14-Methylcholesf-5-ene-3,6- 1843

dinl 2143 -
255
3744 -
3994

3

(4) stizmasteral 412.7 4133 - by

(245)-8,12-Stigmastadien-3 fi- 374-381

ol

4
(%) oleic acid 2823 2834 - 18.13 -
0z 11z)-hexadecadiencic acid 419
5

90



fivrdra cambridge orgs coneter ms

58 & ailable at Frps

i idge Lo

he Ca

o] ca el

e 2020 at 200236, sul

14

55 200.68.128.161, on

(6) betalains 550.5 5512 548.1 B4-178
(1E,2R}-1-[(2E)-2-{2,6-

Dicarboxy-2, 3-dibydro-4(1H)-

prridinylidene)ethvlidens]-5-

(e-D-glncopyranosvloxy)-6-

hydroxy-2, 3-dibydro-1H-

indolinm-I-carboxylate

* Molecular mass reported in the literamre [14-14].

The chemueal mixture 1-6 favors the erystallographic onentation [111] m
AgNP, which 15 similar to the onentation found in nancparticles synthesized with oleic
acid and olevlamme (Fig 3). Consequently, the extract has components that favor growth
[111] [17], in particular, chemical § which has a secondary amine (B -MH-Ey) somlar to
the primary amme (R; NH,) present in OAm [2], mncreasing the presence of smular
amines would increase the vield of green synthesis.

U'V-Vis monitoring of M. Geometrizans extract decline:

The synthesis of siber nanoparticles was examined usmg a UV-as
spectrophotometer. The absorbance of the extract of the fiut of M. geomerizans 13 n 2
range of 200-450 nm since this 1s the charactenstic range of compounds 1-5, phytosterol
205-254 nm [18], pure oleic actd 230 -290 om, and eleie acid with impunties 230-330 nm
[19] in UV-vas.

Figure 2 shows the UV -vis spectra of the aqueous selution of the extract wath 1
ml of 0.1 M AgNO:. The nanoparticles form in the first 30 mumutes of reaction. Smaller
sizes are obtamed at this time. The resonance of surface plasmons (SF) charactenstic of
silver nanoparticles (380-420 nm) 15 marginal due to mimmal performance m synthesis
with plant extracts (55-90% [3] ) and a wide range of absorbance of M. extract residues
geometnze that cover the swrface of nanoparticles [17, 20].
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Figure 2. UV-visible synthesis spectrum using M. geometrnizans frut extract. UV-1is spectra were
recorded from the aqueous reaction of the extract.

Analvsis of scanning transmission electron microscopy (STEM):

Transmussion electron microscopy expenments are shown in figure 3. Figure
3a) comesponds to the synthesis with OAm / OA and 0.1 M AgNO:, figuwre 3b)
comesponds to M. geomemizans extract with 0.1 M AgNO;. The nanoparticles in both
experniments adopted a semm-sphenical morphology wath a shight tendency to form
aggregates. For the synthesis wath OAm / OA average diameter of 6.33 nm; for the
reaction with extract, an average diameter of 4.71 nm. Fizure3b}4, the Fast Founer
Transform (FFT) shows that the preferential crystallographic directions comrespond to the
planes [111] charactenistic of a cubic silver face-centered structure (FCC) [21].

The evidence of the crystallographic planes [111], confirms that there 15 a
preferential onentation m both syntheses, in the first expenment 1t 15 due to the presence
of OAm / OA that favor structures [111], and in the reaction of the extract 15 due to the
presence of compounds 5-6. This 15 because OAm / OA has chemical simulanties with the
components 1dentified m the M. geomenizans extract.
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Figure 3. STEM micrograph and size histoprams of the synthesized AgMPs. (2) using OAm $0% 04
50 %o, (b) wing M seomerizans fruit exiract.

CONCLUSIONS.

The extract of M geomenizans can generate semu-spherical AgMNP: with
crystallographic directions [111], simular to traditional reducers, such as QA and OAm but
with a smaller diameter for green synthesis AgiPs. The specific onentation [111] by OA
and OAm 15 for a lower swface binding energy of Ag and Pt atoms with amines and a
carboxylic acd, this 15 demonstrated with DFT caleulations and expenmentally [2]. By
analogy, compound & with amine 1= the first cauwse of onentaton [111] in the greem
synthesis.

Punfication of extract compounds 5 and 6 by HPLC would increase vield and
homogeneity of size for AglNPs by green synthesis, this project for firture work.
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