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Resumen
Evaluacion bioloégica de extractos organicos y nanoparticulas de

plata sintetizadas mediante ruta verde a partir de Tecoma stans
(L.) Juss. ex Kunth

La planta Tecoma stans (L.) Juss. ex Kunth, conocida como “tronadora” o
‘campanilla amarilla”, se ha utilizado principalmente en la medicina tradicional
mexicana para el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2 debido a sus propiedades
hipoglucemiantes. Ademas, se le han atribuido propiedades como cardioprotector,
antiulceroso, citotoxico, antiinflamatorio, hepatoprotector, cicatrizante,
antiespasmaodico, antimicrobiano, antifungico, analgésico y anticanceroso, razén
por la cual esta planta sigue siendo motivo de estudio para conocer sus compuestos
activos. Actualmente, el uso de la nanotecnologia ha impulsado el uso de
nanoparticulas (NPs) como estrategia terapéutica dirigida a diversos blancos
farmacéuticos. Los estudios de toxicidad indicaron que los extractos organicos de
Tecoma stans (T. stans) son mayoritariamente seguros, aunque ciertas
nanoparticulas de plata (AgNPs) mostraron toxicidad elevada dependiendo del
disolvente y la concentracion. Los ensayos DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo)
demostraron que los extractos y nanoparticulas obtenidos con disolventes polares
(metandlico y acetdnico) presentan mayor actividad antioxidante, atribuida a la
presencia de metabolitos fendlicos. Dado el papel de las especies reactivas de
oxigeno (EROs) en enfermedades cronico-degenerativas, estos sistemas
representan una alternativa prometedora frente a antioxidantes convencionales.
Adicionalmente, las nanoparticulas de plata funcionalizadas mostraron una potente
actividad antimicrobiana frente a bacterias Gram positivas y Gram negativas,
incluyendo patégenos clinicamente relevantes, destacando su potencial como
alternativa terapéutica antioxidante y antimicrobiana.

PALABRAS CLAVE: Medicina tradicional mexicana; compuestos fitoquimicos;
sintesis verde; nanotecnologia; agentes reductores; aplicaciones terapéuticas;

metabolitos secundarios.
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Abstract

Biological evaluation of organic extracts and silver nanoparticles
synthesized using a green route from Tecoma stans (L.) Juss. ex Kunth

The plant Tecoma stans (L.) Juss. ex Kunth, known as “tronadora” or “yellow
bellflower”, has been used mainly in traditional Mexican medicine for the treatment
of type 2 diabetes mellitus due to its hypoglycemic properties. In addition, it has
attributed properties such as cardioprotective, anti-ulcer, cytotoxic, anti-
inflammatory, hepatoprotective, healing, antispasmodic, antimicrobial, antifungal,
analgesic, and anticancer, which is why this plant continues to be studied to know
its active compounds. Currently, advances in nanotechnology have promoted the
use of nanoparticles (NPs) as a therapeutic strategy directed toward diverse
pharmaceutical targets. Toxicity studies indicated that the organic extracts of
Tecoma stans (T. stans) are largely safe, although certain silver nanoparticles
(AgNPs) exhibited high toxicity depending on the solvent and concentration. DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidracilo) assays demonstrated that extracts and nanoparticles
obtained using polar solvents (methanolic and acetonic) showed higher antioxidant
activity, attributed to the presence of phenolic metabolites. Given the role of reactive
oxygen species (ROS) in chronic degenerative diseases, these systems represent
a promising alternative to conventional antioxidants. Additionally, functionalized
silver nanoparticles exhibited strong antimicrobial activity against Gram-positive and
Gram-negative bacteria, including clinically relevant pathogens, highlighting their

potential as antioxidant and antimicrobial therapeutic alternatives.
KEY WORDS: Mexican traditional medicine; phytochemical compounds; green

synthesis; nanotechnology; reducing agents; therapeutic applications; secondary
metabolites.

Xiv



1. Introduccion

En las ultimas tres décadas, el uso de productos y suplementos medicinales a base
de plantas ha crecido de forma exponencial y mas del 80% de la poblacién mundial
utiliza este tipo de suplementos para algun aspecto de la atencidn sanitaria primaria
(Ekor, 2014).

El uso terapéutico de la flora vegetal en México ha despertado el interés por
el estudio de las plantas medicinales como fuente de productos naturales, por los
principios activos que contienen y se ha incrementado en las ultimas décadas
debido a la urgente necesidad de descubrir nuevos agentes terapéuticos y
desarrollar nuevos medicamentos con el objetivo de mejorar la eficacia de las
terapias, disminuir los efectos secundarios de los medicamentos existentes y mitigar
el desarrollo de bacterias multirresistentes (Molina-Salinas, y otros, 2011; Vega-
Menchaca, y otros, 2013.) Es importante tomar en cuenta que los multiples
compuestos y la variabilidad de las plantas depende principalmente de la estacion
de recoleccién y del origen del cultivo (Rios, Ocampo-Acuia, Ramirez-Cisneros, &
Salazar-Rios, 2020).

Tecoma stans (L.) Juss. Ex Kunth (nombres comunes: amarillo-anciano o
campana amarilla) es una planta medicinal popular utilizada a nivel mundial. En
México se ha utilizado para tratar la diabetes mellitus tipo 2. Las revisiones
exhaustivas han identificado su uso como un agente hipoglucémico, cardioprotector,
citotéxico, anticanceroso, hepatoprotector, antimicrobiano, antinociceptivo,
antiinflamatorio, antiartritico, antiespasmadico, antidiarreico y antiulceroso. (Mukul
& Basavaraju, 2021). (Mukul & Basavaraju, A review on phytochemistry and
pharmacological uses of Tecoma stans (L.) Juss. ex Kunth, 2021)EI extracto acuoso
muestra propiedades antidiabéticas, lo que refleja sus usos tradicionales (Taher,
Dawood, & Sanad, 2016; Aguilar-Santamaria, Ramirez, Nicasio, Alegria-Reyes, &
Herrera-Arellano, 2009). Se han aislado mas de 120 compuestos mediante analisis



fitoquimico de T. stans con una diversidad de esqueletos base que incluyen
alcaloides de monoterpeno, flavonoides, terpenoides, glucosidos y componentes
volatiles. Todas las partes de la planta han sido sometidas a analisis fitoquimicos

(Mukul & Basavaraju, 2021) aunque la quimica de las flores aun es poco explorada.

El aprovechamiento de extractos vegetales como fuentes de compuestos
bioactivos y como agentes reductores y estabilizantes en procesos de sintesis verde
ha adquirido un interés creciente como alternativa a métodos quimicos
convencionales mas agresivos. T. stans se ha identificado como una especie de
relevancia debido a su contenido de flavonoides y polifenoles, presentes
principalmente en extractos polares e hidroalcohdlicos, con actividad antioxidante
demostrada en ensayos quimicos como 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) y en el
Poder de Reduccion Antioxidante del 16n Férrico (FRAP). Se han reportado
fracciones semipolares (acetato de etilo y cloroformo) con alta capacidad
antioxidante, para extractos metandlicos de hojas, lo que evidencia su potencial
bioactivo. (Fernades & Mankad, 2022).

La extraccion sucesiva utilizando solventes de distinta polaridad, como
hexano, diclorometano, acetato de etilo, acetona y metanol, permite separar
metabolitos segun su afinidad quimica, lo que facilita la correlacion entre las clases
de compuestos presentes y la actividad biologica observada. (Fernades & Mankad,
2022)

La generacion de especies reactivas de oxigeno (EROs) es un proceso
fisiologico inherente al metabolismo celular; sin embargo, cuando su produccion
supera la capacidad antioxidante enddgena, se produce un estado de estrés
oxidativo que contribuye al desarrollo y progresion de diversas enfermedades
cronicas, incluyendo diabetes mellitus, cancer y trastornos neurodegenerativos
(Liguori, y otros, 2018). El dafio ocasionado por estas especies sobre biomoléculas
esenciales como lipidos, proteinas y ADN puede deteriorar la funcionalidad celular

y favorecer procesos patoldgicos. Por ello, el uso de antioxidantes exogenos
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adquiere relevancia terapéutica al reducir la carga oxidativa y prevenir el dafo
celular (Pham-Huy, He, & Pham-Huy, 2008). No obstante, las limitaciones de
biodisponibilidad y eficacia de algunos antioxidantes tradicionales han impulsado la
busqueda continua de nuevas fuentes, especialmente de origen vegetal, que
puedan ofrecer moléculas mas activas, estables y selectivas (Liguori, y otros, 2018).

La evaluacion preliminar de la toxicidad es esencial para orientar el desarrollo
de extractos y compuestos derivados hacia aplicaciones biomédicas o
biotecnoldgicas. El bioensayo de letalidad en Artemia salina permite una estimacion
rapida y econdmica de toxicidad general, mientras que ensayos celulares de
viabilidad, como MTT o resazurina, proporcionan informacién mas especifica en
lineas celulares normales y tumorales. Estudios previos con extractos de T. stans
han sefalado la importancia de integrar ambos niveles para obtener perfiles de
seguridad mas robustos (Fernades & Mankad, 2022).

La sintesis verde de nanoparticulas mediada por extractos vegetales ha
emergido como una alternativa ambientalmente favorable frente a métodos
guimicos convencionales. Extractos de T. stans han sido empleados con éxito para
la obtencion de nanoparticulas de plata (AgNPs), donde los metabolitos presentes
actuan simultdneamente como agentes reductores y estabilizantes. Dichas
nanoparticulas han mostrado actividades antioxidantes, antimicrobiana vy
antiproliferativa superiores a las de los extractos originales, ademas de presentar
recubrimientos biogénicos que pueden mejorar la biocompatibilidad. (Lavudi &
Harika, 2022).

En la actualidad han surgido numerosas areas prometedoras. Un enfoque
particular se centra en las nanoparticulas (NP) ya que a escala nanométrica la
relacion de superficie/volumen provoca variaciones fisicas y quimicas en sus
propiedades, en contraste con estructuras quimicas mas grandes que comparten
funciones similares (Ray, 2010). Asi mismo, los métodos de sintesis de
nanoparticulas han cambiado; algunos de estos cambios son las rutas de sintesis

3



verde, que se estan utilizando como una alternativa mas segura para el medio
ambiente al emplear bacterias, plantas y otros recursos biolégicos (Lateef et al.,
2016).

La nanotecnologia es una rama de la ciencia que se refiere al estudio,
manipulacion y control de la materia a escala nanométrica, es decir, entre 1y 100
nandmetros. En esta escala, los materiales pueden presentar propiedades fisicas,
quimicas y biolégicas unicas que no se observan en tamafios mayores. Esta
tecnologia permite el disefio de materiales y dispositivos con aplicaciones en
campos como la medicina, la electronica, la energia y el medio ambiente, entre
otros. (Bawa, 2005). La sintesis de NP mediante métodos ecolégicos como la
sintesis verde es una opciéon segura para el medio ambiente y deberia ser
ampliamente promovida (Abada, Mashraqi, Modafer, Al-Abboud, & A, 2024). La
sintesis de NP mediada por plantas medicinales es preferible a la mediada por
microorganismos, ya que no requiere condiciones asépticas rigurosas. En el campo
biomédico, la compatibilidad de las NP con los sistemas biolégicos se debe a su
pequefio tamafo y amplia superficie. Ademas, la sintesis de NP mediante
nanoprecipitacion con extractos acuosos de plantas medicinales representa una
excelente alternativa para la administracion de farmacos, ya que evita el uso de
extractos organicos, lo que las hace no téxicas para el medio ambiente (Tang et al.,
2017).



2. Justificacion, hipotesis y objetivos

21. Justificacion

El creciente interés por el uso de plantas medicinales como fuente de compuestos
bioactivos ha impulsado la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas que
contribuyan al tratamiento de enfermedades cronicas y al combate de
microorganismos resistentes.

T. stans es una especie de amplia distribucién y uso tradicional en México, cuyos
extractos han demostrado actividad hipoglucemiante, antioxidante, antimicrobiana
y antiproliferativa. No obstante, persiste la necesidad de profundizar en la
caracterizacion de sus metabolitos secundarios y su relacién con la actividad
biolégica observada.

Asimismo, la sintesis verde de nanoparticulas, particularmente de plata, ha
mostrado resultados prometedores al potenciar la actividad biologica de los
extractos vegetales, reducir la toxicidad de métodos quimicos convencionales vy
favorecer la obtencién de materiales mas biocompatibles. En este contexto, resulta
pertinente evaluar de manera integral la actividad antioxidante, toxica y biolégica de
extractos organicos y AgNPs sintetizados mediante T. stans, con el fin de identificar
fracciones y nanoparticulas con potencial uso farmacolégico o biotecnologico. Este
estudio aporta conocimiento sobre los mecanismos y compuestos implicados en su
actividad, ademas de contribuir a la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas
basadas en recursos naturales y procesos sustentables.

2.2, Hipotesis

Los extractos organicos de T. stansy las nanoparticulas de plata sintetizadas
mediante ruta verde a partir de dichos extractos presentan actividad antioxidante y
biolégica significativa, y las AgQNPs exhiben una mayor eficacia y selectividad debido
a la accion conjunta entre los metabolitos vegetales y el nucleo metalico, en

comparacion con los extractos originales.



2.3. Objetivos

2.3.1 Objetivo general

Evaluar la actividad biolégica de extractos organicos de T. stans y de nanoparticulas
de plata sintetizadas mediante ruta verde, con el fin de identificar aplicaciones
terapéuticas.

2.3.2 Objetivos especificos

e Obtener extractos organicos de T. stans mediante extraccidn sucesiva con
solventes de diferente polaridad.

e Sintetizar nanoparticulas de plata (AgNPs) utilizando los extractos de T. stans
como agentes reductores y estabilizantes mediante un proceso de sintesis
verde.

e Caracterizar las AgNPs obtenidas mediante técnicas espectroscopicas.

e Evaluar la actividad antioxidante de los extractos mediante el ensayo DPPH.

e Determinar la toxicidad preliminar de los extractos y AgNPs mediante el

bioensayo de letalidad en A. salina.



3. Materiales y métodos
3.1. Extractos organicos de Tecoma stans

3.1.1 Recoleccién

La recoleccion de la planta T. stans se realizo en diferentes puntos de la region de
San Luis Potosi, San Luis Potosi, México con georreferencia 22.14742° N,
101.03946° O; 22.15082° N, 101.04004° O. Al igual se tom6 una muestra de la
misma planta en la region de Fresnillo, Zacatecas. 23.16873° N, 102.86832° O.

3.1.2 Tratamiento del material vegetal

El material vegetal se limpidé para dejar secar a temperatura ambiente y a la
sombra durante 4 semanas. Pasado este tiempo, las hojas y flores de T. stans se
molieron y el polvo resultante se mantuvo de forma segura en un recipiente para su

posterior tratamiento.

3.1.3 Elaboracion de extractos

Se pesaron 100g de material vegetal para su posterior extraccién por
maceracion con hexano, acetato de etilo, diclorometano, acetona y metanol. La
extraccion por maceracion se realizo en proporcidn de material vegetal y disolvente
1:18, respectivamente. Los macerados se filtraron y los disolventes se evaporaron
a presion reducida utilizando un rotavapor marca BUCHI® a una temperatura de
50°C y un vacio entre 350 y 700 mbar, segun el disolvente a evaporar. Los extractos
se dejaron enfriar a temperatura ambiente para obtener el rendimiento de cada uno,

dado por la formula:

o Gramos de extracto obtenido
Rendimiento (%) = - — x 100%
Gramos de material vegetal utilizados




3.2, Nanoparticulas de plata (AgNPs)

Las nanoparticulas de plata (AgNP) son ampliamente utilizadas en terapias
antimicrobianas y anticancerosas, ademas de aplicarse en la reparacién de heridas,
la curacion désea, como adyuvantes de vacunas, agentes antidiabéticos y
biosensores. (Li, y otros, 2020).

La sintesis de nanomateriales mediante bacterias, hongos, algas y extractos
de plantas es una alternativa ecologica, eficiente, sostenible y no toxica, debido a
los metabolitos secundarios involucrados. (Pandit et al., 2022; J. Singh et al., 2018).
Los extractos vegetales contienen metabolitos bioactivos como proteinas,
flavonoides, alcaloides, polifenoles, terpenoides y polisacaridos, que actuan como
agentes reductores, recubridores y estabilizadores naturales en la formacion de
nanoparticulas. (Osman et al., 2024; Singh et al., 2023).

3.2.1 Sintesis de AgNPs

La plata coloidal fue preparada utilizando el método de reduccién quimica de
acuerdo con lo descrito por Lee y Meisel (1982). Todas las soluciones fueron
preparadas con agua MilliQ. El experimento consiste en agregar 5 mL gota a gota
de una solucion de citrato de sodio al 1% a 50 mL de una solucion de nitrato de
plata 103 M, calentando la solucién hasta 60 °C. Durante este proceso se mezclo
vigorosamente en una atmosfera libre de oxigeno. La reaccion se llevo a cabo
durante 25 min hasta notar un cambio de coloracion a un amarillo palido. Al término

del tiempo de reaccion, la solucion se dejé enfriar a temperatura ambiente.

3.2.2 Sintesis verde

Para realizar la técnica de sintesis verde se siguid la metodologia
previamente descrita por Lee y Meisel (1982), modificando el agente reductor
(solucidn de citrato de sodio al 1%), por extracto organico, haciendo uso de 0.05 g
de extracto organico (extracto hexanico, extracto de acetato de etilo, extracto de

diclorometano, extracto aceténico y extracto metandlico).



3.2.3 Analisis estructural

El estudio de la morfologia de las nanoparticulas se llevo a cabo en el
microscopio electrénico de barrido FEI QUANTA 200 del Laboratorio Nacional de

Investigaciones en Nanociencias y Nanotecnologia (LINAN).

3.2.4 Calculos de concentracion teorica

La concentracion tedrica de nanoparticulas de plata (AgNPs) se calculé a
partir de la cantidad total de iones plata (Ag*) presentes en la solucién precursora
de nitrato de plata (AgNOs), bajo la hipdtesis de que dichos iones se redujeran
completamente a plata metalica (Ag°®). Para la sintesis, se utilizé una solucion de 50
mL de AgNO; 10 M a la que se anadieron 50 mg de extracto vegetal de T.
stans como agente reductor y estabilizante.

El nimero de moles de Ag* disponibles se contabilizé mediante la ecuacion:

n=CXV

donde C es la concentracion de AgNO; (1072 mol-L™") y V el volumen de la
solucion (0.050 L). De este modo:
n=(1%x10"3)x 0.050 = 5.0 x 10~°> mol Ag*

La masa total de plata metalica te6ricamente formable se obtuvo al multiplicar

los moles por la masa molar de Ag (107,87 g-mol™):
m=nxM=5.0x10"%x107.87 = 0.00539 g = 5.39 mg

Por tanto, la concentracion tedrica maxima de AgNPs en la suspension
resultante es:

5.39mg mg ug
tebrica = S0mL = 0.1078 = =107.8 o

Teniendo un 80% de conversion total, lo resultante es:
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B9 ¢ 80 =8624—+L
m m

107.8

3.3. Evaluacion de la toxicidad en A. salina

Los nauplios del camaron en salmuera se consideran un sistema modelo
simple y adecuado para las pruebas de toxicidad aguda. Los nauplios, es decir, las
primeras larvas de los crustaceos presentan mayor sensibilidad a los agentes
toxicos que la Artemia adulta (Trompeta et al., 2019)

La evaluacion de la toxicidad aguda de los extractos organicos de T. stans
se realizd con el ensayo de A. salina siguiendo la metodologia de Banti &
Hadjikakou, 2021.

El ensayo se llevo a cabo siguiendo la metodologia reportada por Banti &
Hadjikakou, 2021. Se pesardn 1 g de quistes de A. salina y se hidrataron en 500 mL
de agua dulce natural durante 1 hora. Siguiente a esto, se pesaron 17 g de sal
marina en 500 mL de agua purificada y se adicionaron a los quistes de A. salina
previamente hidratados. Los quistes de A. salina se dejaron con aireacion utilizando
una bomba de aire a temperatura ambiente y bajo iluminacion continua durante 48
horas, después de las cuales los nauplios eclosionaron.

En un tubo de ensayo se agreg6 una alicuota de 5 mL de solucion salina con
20 nauplios.

Para obtener las concentraciones de 125, 250, 500 y 1000 ug/ mL de cada
extracto organico de T. stans se disolvieron los mg correspondientes del extracto
organico seco con agua destilada.

e Para 125 pyg/mL

125 (ug/mL) x 5 (mL)
1000

Cantidad extracto (mg) = = 0.625mg
e Para 250ug/mL
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250 (ug/mL) x 5 (mL)

Cantidad extracto (mg) = 1000 = 1.25mg
e Para 500 pg/mL
500 mL) x 5 (mL
Cantidad extracto (mg) = (ug/mL) (mL) =2.5mg

1000
e Para 1000 pg/mL

1000 (ug/mL) x 5 (mL) _ .
1000 —>my

Cantidad extracto (mg) =

El volumen final de cada tubo de ensayo debe de ser de 10mL.

3.3.1 Evaluacién de viabilidad

Tras 24 horas de incubacion, los nauplios fueron examinados bajo un
estereoscopio. Se consideraron viables los nauplios que mostraron movimientos

internos o externos durante un periodo de observacion de 10 segundos.

3.3.2 Determinacion de ICso

La concentracion letal 50 (LCso). El intervalo de confianza del 95% vy la
pendiente se determinaron a partir de los conteos a las 24 horas utilizando el método

de analisis probit descrito por Finney. (Molina-Salinas & Said-Fernandez, 2006).

3.3.3 Analisis de datos

El porcentaje de mortalidad de las larvas de Artemia s. se calculara de
acuerdo con (Abbott, 1925):
Lc— Lt

M (% vs control) = x 100

M: es mortalidad
Lc: Nauplios vivos en el control después de 24 hrs
Lt: Nauplios vivos con el agente a probar después de 24 hrs
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3.4. Determinacion de la actividad antioxidante

Los ensayos para evaluar la actividad antioxidante se han desarrollado con
base en distintos mecanismos quimicos, principalmente la transferencia de
electrones (ET) y la transferencia de atomos de hidrogeno (HAT). Uno de los
métodos mas ampliamente utilizados es el ensayo del radical DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo), que se basa en la capacidad de los antioxidantes para donar
electrones o atomos de hidrogeno y neutralizar este radical libre, resultando en una
disminucién de la absorbancia medible espectrofotométricamente. Ademas del
DPPH, existen otros métodos representativos como el FRAP (Ferric Reducing
Antioxidant Power), que mide el poder reductor de los compuestos, y el ensayo
ABTS, que evalua la capacidad de los antioxidantes para eliminar el radical ABTS".
Por otro lado, el método ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity), basado en
HAT, mide la capacidad de los antioxidantes para inhibir la oxidacion inducida por
radicales peroxilo. La eleccion del método depende del tipo de compuesto a
analizar, el mecanismo antioxidante predominante y las condiciones experimentales

especificas (Ronald, Xianli, & Karen, 2005)

Con el objetivo de investigar la actividad captadora de radicales libres (ACRL)
de los extractos con y sin nanoparticulas de T. stans se realizara el ensayo de
DPPH.

Este estudio sigue un disefio experimental in vitro para evaluar la capacidad
antioxidante de extractos organicos de T. stans mediante la prueba de DPPH. El
ensayo DPPH es el método mas simple y una primera aproximacion para evaluar el

potencial antioxidante de un compuesto, un extracto u otras fuentes bioldgicas.

El DPPH se caracteriza como un radical libre estable en virtud de la
deslocalizacion de un electron sobre toda la molécula, asi que la molécula no

dimeriza, tal como ocurre con otros radicales libres. La deslocalizacion da lugar al
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desarrollo de un color violeta que absorbe radiacion a 517 nm, de forma que su
concentracion se puede determinar mediante métodos espectrofotométricos. En el
ensayo se determina la concentracion inicial de DPPH y la concentracion resultante
una vez que se ha anadido el posible antioxidante, de forma que una disminucion
de la absorcion de radiacion se traduce en una disminucion de la concentracion de
DPPH debida a la cesion de electrones de la especie antioxidante. El electron impar
del atomo de nitrégeno en el DPPH se reduce al recibir un atomo de hidrégeno de
los antioxidantes a la hidrazina correspondiente (Contreras-Guzman & Strong lii,
1982) (Figura. 1).

O,N NO, O,N NO,

NOZ NOZ

Figura 1. Reaccién del radical DPPH con un antioxidante (A-H)

El analisis de la actividad captora de radicales libres (ACRL) de los extractos
con y sin nanoparticulas, dada por la evolucion de su cinética de reaccion, se
determind al término del tiempo de exposicién de los extractos con el radical libre
estable DPPH esto es, hasta que el remanente DPPH alcance el equilibrio. Cada
uno de los extractos sera evaluado por triplicado, en soluciones etandlicas a
diferentes concentraciones 25, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350 y 400 yg/mL y a
intervalos de 30 min hasta 360 min y una ultima medicién a los 1440 min (24 h), en
presencia del radical libre DPPH (0.1 mM), empleando como control una solucién
etandlica, que representa el 100% de DPPH, a 25 °C. El a-tocoferol ayuda a prevenir
el dafio que causan a las células los radicales libres (productos quimicos

sumamente reactivos). Es un tipo de antioxidante, también llamado vitamina E.
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3.4.1 Preparacion de las diluciones de los extractos

Se preparo una solucion madre de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) cuyo
peso molecular es de 394.32 g/mol en metanol con una concentracion de 0.2 mM,
para una vez realizada la reaccion (1:1) la concentracion final sea de 0.1 mM. La

solucidn se almacenara en un lugar oscuro para evitar la fotodegradacion.

El calculo de la cantidad necesaria de DPPH para un volumen de 25 mL se

realizé mediante la siguiente formula:
Cantidad DPPH (g) = Concentraciéon (M) x Volumen (L) x PM (%)

Al sustituir los valores:

mmol
L

Cantidad DPPH () = 0.2 (—0y x 0.025 (L) x 394.32 (%)

Cantidad DPPH (g)= 1.97 mg

Se pesaron 1.97 mg de DPPH en un recipiente limpio y seco utilizando una
balanza analitica. El DPPH se transfirio a un matraz de 25 mL, agregando 10 mL de
metanol. La mezcla se agité hasta que el compuesto se disolvié por completo.
Posteriormente, el volumen de la solucion se ajusto a 25 mL con metanol, utilizando

un matraz aforado.

Se disolvieron los extractos secos en metanol para preparar diferentes
concentraciones (25, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350 y 400 pg/mL). Para
determinar cuanto se necesita pesar de los extractos secos para preparar las
diluciones, el calculo se hace en funcion de la concentracion deseada y el volumen

final de solucion siguiendo la siguiente formula:
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Concentracion (ug/mL) x Volumen (mL)

Cantidad extracto (mg) = 1000

Para preparar 2 mL de cada una de las siguientes concentraciones finales:
25, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350 y 400 pug/mL, a partir de una solucién madre

de 8 mg/mL, se aplica la ecuacion de dilucion:

C1V1=CyV2
C1=8 mg/mL=8000 pg/mL
C2 = concentracion final deseada (pg/mL)

V1= volumen de solucion madre necesario

Vo=2mL
_C2xV2
V1l = 1
Conc.trabajo Vol stock Vol solvente Vol total
(ug/mL) (L) (L) (L)
50 12.50 1 987.50 2000
100 25.00 1 975.00 2000
200 50.00 1 950.00 2000
300 75.00 1 925.00 2000
400 100.00 1 900.00 2000
500 125.00 1 875.00 2000
600 150.00 1 850.00 2000
700 175.00 1 825.00 2000
800 200.00 1 800.00 2000
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3.4.2 Ensayo en microplaca

En una microplaca de 96 pocillos, se mezclaron 100 uL de cada dilucién de
extracto con 100 yL de la solucién de DPPH. como control positivo se us6 a-
tocoferol y como control negativo se usara 100 uL de metanol en lugar del extracto.
La mezcla reaccion6 durante 30 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad.
Se registro la absorbancia a 517 nm utilizando un espectrofotometro UV-Vis.

3.4.3 Calculo del porcentaje de inhibicion

La capacidad antioxidante se calcul6 mediante la siguiente formula:

L Abs control — Abs muestra
%Inhibicion = bs control x 100

Donde:
ADbs control; €S la absorbancia del DPPH sin extracto.
ADbs muestra: €S la absorbancia del DPPH con extracto.

3.5. Prueba de inhibicion del crecimiento microbiano.

En colaboracion con la Dra. Michelle Alejandra Chavez Hernandez del Laboratorio
de Biologia Molecular de Bacterias y Levaduras de la Escuela Nacional de Ciencias
Bioldgicas del Instituto Politécnico Nacional en la Ciudad de México, se evaluaron
las AgNPs funcionalizadas con extractos de T. stans sobre 16 cepas de referencia
de diferentes especies bacterianas de naturaleza patdgena, aisladas de diversos

ambientes hospitalarios, enumeradas en la Tabla 1.
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Tabla 1. Cepas bacterianas patdégenas y sus caracteristicas

Especie Procedencia No. de cepas Caracteristica fenotipica
Bacillus
. ENCB-IPN Referencia n= 1 Sensible a antibidticos
megaterium
Micrococcus Referencia n= 1 ] o
ENCB-IPN Sensible a antibidticos
luteus ATCC 15307
Staphylococcus Hospital Civil de Referencia n=1 _ . o
Resistencia a antibi6ticos
aureus Guadalajara ATCC 25923
Referencia n= 1
Sensible a antibidticos
Klebsiella Hospital Civil de ATCC 700603
pneumoniae Guadalajara Aislados clinicos n=1
Resistencia a antibiéticos
Hp599
Acinetobacter = Hospital general Aislados clinicos n=1 ) . o
Resistencia a antibi6ticos
baumannii regional No. 251 A18
Referencia n= 2
ATCC 27853 Sensible a antibidticos
ENCB- IPN y
Pseudomonas ) . PAO1
. Hospital Civil de
aeruginosa ] Aislados clinicos n=2
Guadalajara
L721 Resistencia a antibiéticos
U2336
ENCB- IPN y

Escherichia coli

Hospital Civil de

Referencia n=1

Sensible a antibioticos

ATCC 25922

Guadalajara

Referencia n=1
Shigella flexneri ENCB- IPN Sensible a antibioticos
ATCC 12022
Salmonella
ENCB-IPN Referencia n=1 Resistencia a antibidticos
Typhi

3.5.1 Verificacion de la pureza de las cepas bacterianas patégenas

Las cepas bacterianas descritas en la Tabla 1 se inocularon por estria cruzada en
cajas Petri con caldo Lisogenia (LB, por su acrénimo en inglés, Lysogeny broth), y
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se incubaron a una temperatura de 37°C por 24-48 h. La pureza de las cepas se
corroboré por morfologia colonial y microscopica.

3.5.2 Preparacion de los in6culos de bacterias patogenas

La siguiente metodologia fue tomada y modificada de Ramirez-Ganillo et al. (2015),
y se realizd para cada una de las cepas bacterianas patogenas por triplicado.

A partir de colonias aisladas de cada cepa se inocularon tubos con 5 mL de caldo
LB y se incubaron a una temperatura de 37°C por 24 h. Transcurrido el tiempo de
incubacion, se colocd 1 mL del crecimiento obtenido en microtubos y se centrifugd
a 13,000 rpm durante 5 min. Se retiro el sobrenadante y se lavaron las células
bacterianas 3 veces con PBS 1X estéril.

Posteriormente se suspendieron los botones celulares obtenidos en 500 uL de PBS
1X. En un tubo con 5 mL de PBS estéril, se ajustd la suspension de células
bacterianas al tubo 0.5 del Nefelémetro de McFarland que corresponde a una

concentracion de 1x108 bacterias/mL aproximadamente.
3.5.3 Prueba cuantitativa de inhibicion el crecimiento de bacterias

Se realizaron cultivos en caldo LB de cada una de las cepas bacterianas a probar y
se incubaron a 37°C durante 24 horas. Posteriormente los inoGculos se ajustaron a
una concentracion bacteriana de 1x108 bacterias/mL aproximadamente en tubo con
caldo Mdller Hinton. Las microplacas de 96 pozos estériles se llenaron con 100 pL
de cada solucion de AgNPs y se colocaron 100 yL de cada una de las cepas
bacterianas a probar y se incubaron a 37 °C por 18 horas.

Por ultimo, se midié la absorbancia de cada uno de los pozos a 620 nm en un
espectrofotometro Multiskan FC (Thermo Scientific) para determinar el efecto de los
compuestos probados. Los resultados fueron tratados mediante un analisis de
varianza (ANOVA) de una via (P<0,001) con el paquete estadistico GraphPad

Prism.
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4. Resultados y discusién

4.1. Extractos organicos de Tecoma stans

El rendimiento de los extractos organicos de T. stans se midio en porcentaje,
por lo que, por cada 100 g de material vegetal, equivale a un 100%, asi que el peso
de extracto recuperado es el rendimiento obtenido. Se realizé el calculo siguiendo

la siguiente formula:

o Gramos de extracto obtenido
Rendimiento (%) = - — x 100%
Gramos de material vegetal utilizados

El rendimiento obtenido para cada extracto organico de T. stans se
muestra en la Tabla 2:

Tabla 2. Rendimiento de extractos organicos de T. stans

Disolvente Peso del extracto Rendimiento
organico (9) %
Hexano 8 8
Acetato de Etilo 10 10
(AcOEt)
CH2Cl2 11 11
Me2CO 12 12
MeOH 41 41
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4.2. Sintesis verde de AgNPs

Los resultados obtenidos los podemos observar en las fig. 2, 3 y 4, en donde
se muestra un plasmaon caracteristico de la plata a 420-460 nm, obtenidos mediante
un Uv-Vis. Mediante microscopia electronica de barrido se obtuvieron la imagen 1a
y 1b en la cual podemos observar la forma y tamafio de las nanoparticulas a una
distancia de 25000 y 100000 x, obteniendo una plata coloidal de un tamafo
aproximado de 30nm. En la tabla 2 encontramos el analisis Energy Dispersive X-
ray Spectroscopy (EDS), en el cual se muestran los componentes de las
nanoparticulas.

La tabla 3 nos muestra los resultados de EDS, demuestran que el 63.55%
del elemento dominante es plata, también se encontré Si, S y ClI como

contaminacion del pin al momento de ingresar la muestra.

Tabla 3. EDS de AgNPs

Element Wt % At %
CK 11.59 35.46
OK 11.26 25.88
NaK 4.68 7.48
SiK 0.8 1.05
S K 0.53 0.61
CIK 7.59 7.87
AgL 63.55 21.65

Total 100 100

20



En la figura 2 en el inciso a encontramos una aglomeracion de AgNPs a 25000x,

en el inciso b AgNPs a 100 000 x, forma coloidal, diferentes tamafos de

nanoparticulas, imagenes obtenidas por SEM.

Figura2. @ AgNPs observadas en SEM.

En la figura 3 encontramos en el Uv-Vis el plasmén caracteristico de plata,

confirmando la existencia de plata en las nanoparticulas en un pico caracteristico
de 410-440nm

0.9
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0.3
0.2
0.1

AgNPs

100 200 300 400 500 600 700 800

Figura 3.  Espectro Uv-vis de AgNPs.
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En la figura 4 se aprecian particulas de forma principalmente esférica a cuasi-
esférica, lo cual es tipico en nanoparticulas de plata sintetizadas por extractos
vegetales, algunas particulas aparecen como agregados probablemente por
interaccidn entre si o por restos de compuestos organicos del extracto que actuan
como agentes de recubrimiento (capping agents).

Los puntos mas brillantes corresponden a las nanoparticulas metalicas
(AgNPs), mientras que las zonas mas opacas corresponden a la matriz organica del
extracto vegetal. El hexano es un solvente no polar, asi que los compuestos que
reducen la plata aqui son principalmente terpenoides, esteroles, compuestos
lipofilicos. Esto explica por qué vemos particulas recubiertas de material organico y

cierta tendencia al aglomerado.

det WD | curr HV | mag B ————————300 nm
TLD ' 4.5 mm (43 pA|8.00 kV | 200 000 x Pin 5 (IPICYT-LINAN)

Figura4. AgNPs sintetizadas de extracto hexanico.
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En la figura 5 observamos estructuras que son aglomerados de
nanoparticulas con morfologia principalmente esférica, observamos principalmente
cluster formados por la unidon de nanoparticulas de plata. La formacion de particulas
tan grandes podemos deducirla por la falta de estabilizante a la hora de realizar la

sintesis.

det| WD [curr | HV |mag @ 1 um
TLD | 4.7 mm |43 pA | 8.00 kV | 50 000 x Pin 2 (PICYT-LINAN

Figura 5. AgNPs de extracto CH:Cl..

En la figura 6 observamos particulas con forma esférica/semiesférica
distribuidas de manera irregular sobre la superficie, muchas de ellas parecen
aglomeradas, formando racimos compactos. La superficie de fondo corresponde a
restos organicos del extracto que actua como estabilizante.

La presencia de particulas con contraste mas brillante que el fondo indica la
presencia de un elemento mas pesado que corresponde a la plata reducida. Una de
las posibles razones del tamafio se puede deber a aglomeracion por falta de
estabilizante en el extracto (los compuestos fendlicos, flavonoides, etc., pudieron no
haber sido suficientes).
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994

Figura 6. AgNPs sintetizadas de extracto de AcOET.

En la figura 7 observamos particulas brillantes sobre un fondo mas oscuro y
rugoso, lo que sugiere que las zonas claras son nanoparticulas metélicas (Ag)
mientras que el fondo corresponde a restos de matriz organica del extracto vegetal
(T. stans) se ven aglomeradas en racimos, podemos deducir que la tendencia a
aglomerados se debe principalmente a la falta de estabilizantes (fenoles,
flavonoides, etc.), de igual forma, la sintesis verde tiende a tener una distribucién

polidiversa.

det wD curr H mag B pm
TLD | 4.3 mm |43 pA|8.00 kV 000 x Pin 1 (IPICYT-LINAN)

Figura7. AgNPs de extracto acetoénico.
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En la figura 8 observamos una morfologia de “coliflor/granular”: dominios
redondeados y coalescidos, con bordes suaves y halos. Estos aglomerados son
tipicos de nanoparticulas de Ag embebidos o recubiertos por matriz organica del
extracto, el contraste brillante concuerda con islas mas conductoras sobre un fondo
organico, la posible razon para el tamafo y aglomerado podria deberse a un capping
débil o falta de polifenoles, flavonoides, azucares, proteinas, etc., los cuales se

adsorben en la superficie de la NP de plata.

det| WD |curr | HV |mag B 2 um
TLD | 4.5 mm |43 pA|8.00 kV | 24 996 x Pin 3 (PICYT-LINAN

Figura 8.  AgNPs sintetizadas de extracto metandlico.

En las figuras 9 y 10 notamos un plasmon entre los 600nm mostrando asi el

material verde de las plantas.

AgNP MeOH
1.2
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0.2
0
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
—@—2agnp

Figura9. Espectro Uv-Vis de AgNPs con extracto metandlico.
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Figura 10. Espectro Uv-Vis de AgNPs con extracto hexanico.

En la tabla 4 observamos el analisis EDS realizado sobre las regiones
brillantes observadas confirmé la presencia mayoritaria de plata (Ag), consistente
con los agregados de AgNPs sintetizados con extracto de T. stans. En la
cuantificacion se detectaron sefiales menores de Al, Ky Mg. La aparicion de Al se
atribuye a la contribucién del porta muestras de aluminio dentro del volumen de
interaccidn del haz a 8 kV, mientras que Ky Mg corresponden a trazas residuales
del proceso de sintesis o del entorno.

Tabla 4. Analisis EDS

Element Wt % At % K-Ratio z A F
CK 5.78 23.66 0.0438  1.3258 0.5713 1.0000
OK 7.63 23.45 0.0291 1.2891 0.2958 1.0001
MgK 0.64 1.30 0.0056  1.2397 0.7050 1.0020
AIK 9.11 16.59 0.0862 1.1889 0.7939 1.0023
AgL 76.83 35.00 0.6915  0.8970 1.0034 1.0000
Total 100.000 100.000

Element Net Inte. Bkgd Inte. Inte. P/B

Error
CK 14.36 0.24 5.37 59.83
OK 17.00 0.48 4.99 35.42
MgK 2.96 0.40 13.10 7.40
AIK 40.64 1.04 3.22 39.08
AgL 61.96 0.44 2.56 140.82
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4.3. Toxicidad en A. salina

Los resultados del ensayo de toxicidad del extracto hexanico se encuentran
en la Tabla 5, del extracto de acetato de etilo se muestra en la Tabla 6, del extracto
de diclorometano se muestra en la Tabla 7, del extracto aceténico en la Tabla 8 y
del extracto metandlico en la Tabla 9. Se observaron las diferencias de toxicidad de
cada extracto, esto lo notamos por las diferencias de fitoquimicos que posee cada
extracto, En las Tablas 10-16 se muestran los resultados de los extractos con

nanoparticulas.

En la tabla 5 observamos que el extracto hexanico presentdé muy baja
toxicidad ante A. salina, esto debido a los fitoquimicos por los cuales se conforma,

que son principalmente lipidos, ceras, clorofilas, carotenoides y terpenos no polares

Tabla 5. Toxicidad en A. salina con extracto hexanico

Ensayo A. Salina

Extracto hexanico

o Nauplios 24 hrs
. Nauplios vivos antes . _
Concentracion (ug/mL) después de agregar % Mortalidad
de agregar extractos

extractos
Control 20 20 0
125 20 20 0
250 20 20 0
500 20 20 0
1000 20 19 3.33333333

En la tabla 6 observamos que, a baja concentracion, obtenemos una mayor
letalidad que a concentraciones mayores esto puede deberse a que algunos
compuestos pueden agregarse, precipitar o formar micelas, reduciendo la fraccion

biodisponible.
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Tabla 6. Toxicidad en A. salina con extracto de acetato de etilo

Ensayo A. salina

Extracto acetato de etilo

Nauplios vivos Nauplios 24 hrs
Concentracion (ug/mL) antes de agregar después de % mortalidad
extractos agregar extractos
Control 20 20 0
125 20 5 77
250 20 18 12
500 20 19 3
1000 20 17 17

En la tabla 7 observamos que el extracto de diclorometano cuenta con una toxicidad
nula, esto debido a los fitoquimicos por los cuales se conforma, que son
principalmente terpenoides, esteroides, algunos alcaloides no polares

Tabla 7. Toxicidad en A. salina con extracto de diclorometano

Ensayo A. salina

Extracto CH2Cl2

Nauplios vivos  Nauplios 24 hrs

Concentracion (ug/mL) antes de agregar ~ después de % mortalidad
extractos agregar extractos
Control 20 20 0
125 20 20 0
250 20 20 0
500 20 20 0
1000 20 20 0
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En la tabla 8 observamos que el extracto acetdnico cuenta con una toxicidad nula,
esto debido a los fitoquimicos por los cuales se conforma, que son principalmente
compuestos fenolicos y flavonoides.

Tabla 8. Toxicidad en A. salina con extracto acétonico

Ensayo A. salina

Extracto acétonico

Nauplios vivos Nauplios 24 hrs

Concentracion (ug/mL) antes de agregar después de agregar % mortalidad
extractos extractos
Control 20 20 0
125 20 20 0
250 20 20 0
500 20 20 0
1000 20 20 0

En la tabla 9 observamos que el extracto metandlico cuenta con una toxicidad
baja a bajas concentraciones, pero en concentraciones altas, observamos una
toxicidad significativa, esto debido a los fitoquimicos como los polifenoles,

flavonoides, acidos fendlicos, compuestos hidrofilicos.

En la tabla 10 observamos que a pequefas concentraciones no se
encuentran rastros de toxicidad, pero a concentraciones mayores observamos una
toxicidad baja, esto puede ser debido a que, al transcurrir el tiempo, se formaron
clousters de nanoparticulas y formacion de agregados.
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Tabla 9. Toxicidad en A. salina con extracto de MeOH

Ensayo A. salina

Extracto metandlico

Nauplios vivos Nauplios 24 hrs

Concentracion (ug/mL) antes de agregar después de % mortalidad
extractos agregar extractos
Control 20 20 0
125 20 20 0
250 20 19 5
500 20 16 20
1000 20 12 38.33333333

Tabla 10. Toxicidad en A. salina utilizando AgNPs

Ensayo A. salina
AgNPs
Nauplios vivos  Nauplios 24 hrs
Concentraciones (ug/mL) antes de agregar  después de % Mortalidad
AgNPs agregar AgNPs
Control 13 13 0
21.56 13 13 0
43.12 13 13 0
64.68 13 11 15.3846154
86.24 13 12 7.69230769

En la tabla 11 observamos una mortalidad moderada-baja a bajas
concentraciones, pero a concentraciones mayores de 50 pg/mL, tenemos una

mortalidad mayor al 50%, posiblemente debido a formacion de clousters.
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Tabla 11. Toxicidad en A. salina utilizando AgNPs con extracto hexanico

Ensayo A. salina

AgNP sintetizadas con extracto Hexanico

Nauplios vivos antes

Nauplios 24 hrs

Concentraciones (pg/mL) después de agregar % Mortalidad
de agregar extractos
extractos

Control 14 14 0
21.56 14 12 17.85714286
43.12 14 13 10.71428571
64.68 14 2 85.71428571
86.24 14 0 100

En la Tabla 12 observamos una mortalidad moderada-alta desde

concentraciones bajas, asi que ademas de formacidon de clousters, posiblemente

los fitoquimicos encargados de la sintesis de las AgNPs suelen ser toxicos.

Tabla 12. Toxicidad en A. salina utilizando AgNPs con extracto de CH:Cl:

Ensayo A. salina

AgNP sintetizadas con extracto diclorometano

Concentraciones

Nauplios vivos antes de

Nauplios 24 hrs después

%Mortalidad

(ug/mL) agregar extractos de agregar extractos

Control 20 20 0
21.56 20 7 67
43.12 20 10 52
64.68 20 10 52
86.24 20 5 75
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En la tabla 13 observamos una mortalidad alta en la mayoria de las
concentraciones analizadas, por lo tanto, los fitoquimicos encargados de la sintesis
son toxicos.

Tabla 13. Toxicidad en A. salina utilizando AgNPs con extracto de AcOET

Ensayo A. salina

AgNP sintetizadas con extracto ACOET

Concentraciénes Nauplios vivos antes | Nauplios 24 hrs después
%Mortalidad

(ng/mL) de agregar extractos de agregar extractos

Control 20 20 2
21.56 20 11 47
43.12 20 0 100
64.68 20 0 100
86.24 20 0 100

En la tabla 14 observamos que los compuestos encontrados en el extracto
acetonico utilizado para la formacion de las AgNPs, cuenta con toxicidad alta, ya
que, desde concentraciones bajas, observamos una toxicidad del 100%, lo cual es

un indicador de los compuestos que rodean las nanoparticulas son toxicos.

En la tabla 15 observamos que al igual que con el extracto aceténico, el uso
del extracto metandlico y su composicion principalmente de fitoquimicos fendlicos,
los cuales suelen ser toxicos a concentraciones altas, muestran esa toxicidad

potencializada al ser usados para sintetizar nanoparticulas.
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Tabla 14. Toxicidad en A. salina utilizando AgNPs con extracto aceténico

Ensayo A. salina
AgNP sintetizadas con extracto aceténico
Nauplios 24 hrs
Concentraciones | Nauplios vivos antes de
después de agregar %Mortalidad
(ug/mL) agregar extractos
extractos

Control 20 0 100
21.56 20 0 100
43.12 20 0 100
64.68 20 0 100
86.24 20 0 100

Tabla 15. Toxicidad en A. salina utilizando AgNPs con extracto de MeOH

Ensayo A. salina

AgNP sintetizadas con extracto MeOH

Concentraciones | Nauplios vivos antes | Nauplios 24 hrs después de
%Mortalidad

(ug/mL) de agregar extractos agregar extractos

Control 20 20 0
21.56 20 9 55
43.12 20 5 75
64.68 20 0 100
86.24 20 0 100
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En la tabla 16 observamos la LC50
Tabla 16. 1C50 extractos vs AgNPs

Extracto/AgNPs LC50 (ug/mL) Clasificacion de Toxicidad
Extracto Hexanico > 1000 No toxico
Extracto Diclorometano > 1000 No toxico
Extracto AcCOET 518.75 Ligeramente toxico
Extracto Metandlico 500 Ligeramente toxico
Extracto Acetonico > 1000 No toxico
AgNP solas (sin extracto) > 86.24 Moderadamente toxico
AgNPs con Extracto < 86 Toxico
Hexanico
AgNP con extracto 42.79 Toxico
diclorometano
AgNPs con Extracto < 21.56 Toxico
AcOET
AgNPs con Extracto < 21.56 Toxico
Acetonico
AgNPs con Extracto < 21.56 Toxico

Metanolico

Segun los criterios de Meyer et al. (1982) y Clarkson et al. (2004):
Toxico: LC50 < 100 ug/mL; Moderadamente toxico: LC50 = 100-500 ug/mL;
Ligeramente toxico: LC50 = 500-1000 ug/mL; No toxico: LC50 > 1000 ug/mL.

Los extractos hexanico, diclorometano y acetonico mostraron toxicidad
minima (0-3.3% mortalidad maxima), atribuible a la presencia de compuestos de
baja toxicidad como lipidos, ceras, clorofilas, terpenos. Los extractos de acetato de
etilo (LC50 = 518.75 pg/mL) y metandlico (LC50 = 500.00 pg/mL) mostraron
toxicidad limitada, probablemente debido a compuestos fendlicos de polaridad

media.
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Las AgNPs con extracto hexanico mostraron una LC50 > 86 pg/mL,
comportamiento similar que con las AgNPs sin extracto. AQNPs con extractos
diclorometano, acetato de etilo, acetonico y metandlico son altamente toxicos,
indicando que los fitoquimicos fendlicos y compuestos organicos que recubren las
nanoparticulas potencializan significativamente la toxicidad, posiblemente por
mayor biodisponibilidad o sinergia con los iones de plata.

44. Potencial antioxidante

Los resultados de las pruebas antioxidantes en extractos puros se
encuentran en las Figuras 14-18, mostrando la capacidad antioxidante de cada
extracto con su respectivo disolvente de extraccion, notamos que los extractos con
mayor capacidad antioxidante son los extractos acetdnicos y metandlicos,
mostrando una capacidad antioxidante a una concentracion baja.

De las AgNPs de las Figuras 19-23, las AgNPs provenientes de extractos
mas polares (Acetona y Metanol) presentaron mayor capacidad antioxidante, lo cual
indica que los compuestos fendlicos adsorbidos en la superficie de las
nanoparticulas contribuyen al mecanismo antioxidante. Las figuras a) nos muestran
el porcentaje de capacidad antioxidante respecto al tiempo transcurrido y las figuras
b) nos muestran el porcentaje de capacidad antioxidante respecto a las diferentes
concentraciones utilizadas.

En la figura 11 el extracto de T. stans obtenido con hexano mostré una
actividad antioxidante moderada, observandose un incremento progresivo en el
porcentaje de inhibicion conforme a) se aumentaba la concentracidén del extracto y
b) aumentaba el tiempo de reaccion. Esto sugiere que los compuestos extraidos en
la fraccidn no polar poseen cierta capacidad para estabilizar radicales libres, aunque
su efecto es limitado comparado con extractos obtenidos con disolventes de mayor
polaridad.
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En la figura 12 observamos que el extracto de T. stans con CH2Cl;
(diclorometano) se observdé una baja inhibicion radicalaria, especialmente en
concentraciones menores. La actividad antioxidante solo se volvido apreciable a
concentraciones altas y tiempos prolongados, lo cual indica una presencia reducida
de compuestos antioxidantes en esta fraccion, posiblemente debido a la baja
capacidad de este disolvente para extraer metabolitos fendlicos o flavonoides.
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Figura 12. Capacidad antioxidante del extracto de T. stans con
CH2Cl..
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En la tabla 13 observamos que el extracto de T. stans con acetato de etilo
presentd una actividad inicial baja, pero un incremento notable en la inhibicidon
antioxidante a altas concentraciones y a 24 h. Esto indica que en este extracto se
encuentran compuestos antioxidantes de polaridad intermedia, que requieren mayor
dosis para mostrar efecto significativo.
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Figura 13. Capacidad antioxidante del extracto de T. stans con
AcOET.
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En la figura 14 observamos que el extracto de T. stans en acetona mostré
una respuesta rapida y creciente, alcanzando valores de inhibicidon cercanos a los
del control positivo en el tiempo de 24 h. Esto sugiere que en esta fraccidon se
concentraron metabolitos antioxidantes activos y con alta afinidad por radicales
libres. La acetona, al tener polaridad intermedia-alta, facilita la extraccion de
flavonoides y polifenoles.
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Figura 14. Capacidad antioxidante del extracto de T. stans con
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En la figura 15 observamos que el extracto metandlico presento la actividad

antioxidante mas alta entre todos los solventes evaluados. Incluso a bajas

concentraciones, se observo una inhibicion significativa y muy cercana al control

positivo.
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En la figura 16 las AgNPs obtenidas con el extracto de T. stans en hexano
mostraron una baja capacidad antioxidante durante las primeras horas, presentando
porcentajes de capacidad antioxidante menores al 30% en la mayoria de las
concentraciones evaluadas. Sin embargo, a las 24 h se observa un incremento
considerable en su capacidad antioxidante, alcanzando valores superiores al 50%
en las concentraciones mas altas, aunque el extracto en hexano contiene pocos
compuestos antioxidantes disponibles para estabilizar radicales, algunos
fitoquimicos no polares que permanecen en la superficie de las nanoparticulas

podrian contribuir a una respuesta antioxidante retardada.
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Figura 16. Capacidad antioxidante de AgNPs con extracto hexanico.
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En la Figura 17 observamos que las nanoparticulas sintetizadas con el
extracto de T. stans en CH2Cl> presentaron la menor actividad antioxidante entre
todas las AgNPs analizadas. Los valores de capacidad antioxidante permanecieron
bajos incluso tras 24 horas de reaccidn, y solo a concentraciones elevadas se
observo una inhibicion moderada. Esto sugiere que el extracto de T. stans en CH2Cl>
no aporta suficientes compuestos antioxidantes como agentes de recubrimiento en

la superficie de las nanoparticulas.
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Figura17. Capacidad antioxidante de AgNPs con extracto de CH2Cl..
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En la Figura 18 observamos que las AgNPs provenientes del extracto de T.
stans en AcOEt mostraron una capacidad antioxidante intermedia. Las primeras
horas de reaccion reflejaron una baja actividad, a las 24 h se observé un incremento
notable de la capacidad antioxidante, especialmente en concentraciones

superiores.
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Figura 18. Capacidad antioxidante de AgNPs con AcOET.
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En la Figura 19 observamos que las AgNPs sintetizadas a partir del extracto
acetonico de T. stans presentaron una actividad antioxidante alta y progresiva,
alcanzando valores cercanos al control positivo en concentraciones mas altas
después de 24 horas. Este comportamiento refleja los compuestos extraidos
(principalmente flavonoides y fenoles de polaridad media-alta).

a)
Acetona AgNPs
£ 197 e~ 30min
1}
g 80 -= 1hora
i)
€ 604 —4— 2 horas
% ~¥- 4 horas
% 40 —+— 6 horas
& 20- o 24hrs
cf, 0 Blanco Positivo
o
0 1 I 1 1 1
0 10 20 30 40 50
Concentracion AgNPs (ug/mL)
b)
Acetona AgNPs
100
£ ®o—o—o ° 5.39 pg/mL
1}
:>E< 80 - 10.78 pg/mL
L
€ 604 21.56 pg/mL
§ 32.35 pg/mL
= 40 43.12 pg/mL
§ 20 -o- Blanco Positivo
(&
°\ o T 11T rmrrrrura l T 1T rrrrora l L L L
0 10 20
Horas

Figura 19. Capacidad antioxidante de AgNPs con extracto aceténico.

44



En la Figura 20 observamos que las AgNPs sintetizadas del extracto
metandlico de T. stans mostraron la mayor capacidad antioxidante entre todas las
nanoparticulas evaluadas. Incluso a bajas concentraciones, los porcentajes de
capacidad antioxidante fueron cercanos al control positivo. Esto confirma que las
fracciones metandlicas contienen la mayor cantidad de metabolitos antioxidantes
altamente polares, los cuales recubren de manera eficiente la superficie de la

nanoparticula.
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Figura 20. Capacidad antioxidante de AgNPs con extracto

metanolico.
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Las Figuras 24-28 nos muestran los porcentajes de capacidad antioxidante
de extracto vs. AgNPs con diferentes disolventes, el analisis comparativo de la
actividad antioxidante entre los extractos y las nanoparticulas de plata AgNPs
obtenidas con diferentes disolventes evidencia que la naturaleza del disolvente
empleado durante la sintesis tiene un efecto significativo sobre la capacidad
antioxidante final de las nanoparticulas. Las AgNPs sintetizadas con disolventes de
mayor polaridad (acetona y metanol) presentaron mayores porcentajes de actividad
antioxidante en comparacion con aquellas obtenidas a partir de solventes menos
polares, como hexano o CH2Cl», esto podria deberse a que dichos solventes extraen
preferentemente compuestos lipofilicos con menor poder reductor, limitando la

transferencia de electrones necesaria para neutralizar radicales libres.

En la Figura 21 observamos que, en cuanto a una mejora en la actividad
antioxidante, observamos que a las 24 horas tenemos el porcentaje de actividad
mas alto de las AgNPs de Hexano en comparacion al extracto puro, pero solo vemos
esta mejora a las 24 horas, posiblemente debido a la actividad retardada por sus

fitoquimicos.
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Figura 21. Actividad Antioxidante Extracto vs. AQNPs Hexano.
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En la Figura 22 se observo una notable mejoria de la actividad antioxidante
en las AgNPs en comparacion con el extracto puro al menos durante las primeras
horas observamos esta mejoria, ya que, a las 24 horas, las diferencias en cuanto a

su actividad no fueron muy notorias.
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Figura 22. Actividad Antioxidante Extracto vs. AgNPs CH:Cl..
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En la Figura 23 se observo una actividad antioxidante significativa en las
primeras horas de las AgNPs en su mayor concentracidn, pero también vemos que,
en cuanto a las 24 horas transcurridas, observamos una mejor actividad

antioxidante del extracto puro a su mas alta concentracion analizada.
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Figura 23. Actividad Antioxidante Extracto vs. AQNPs AcOET.
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En la Figura 24 se observé que no hay cambios significativos en las AgNPs,

al contrario, se perdio cierta actividad, posiblemente fitoquimicos que se perdieron

al momento de sintetizar las nanoparticulas, asi que observamos que el extracto

puro cuenta con una mejor capacidad reductora de radicales libres.
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Figura 24. Actividad Antioxidante Extracto vs. AgNPs Acetona.
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En la figura 25 se observd que, tanto las nanoparticulas como el extracto
presentan una actividad antioxidante notable durante las primeras horas,
comparable al blanco positivo. Ademas, se identificé que, al afiadir el DPPH, en el

caso de las AgNPs el cambio de color ocurrioé casi de manera inmediata.
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Figura 25. Actividad Antioxidante Extracto vs. AgNPs MeOH.
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4.5. Inhibicion del crecimiento microbiano

La actividad antimicrobiana de las nanoparticulas de plata (AgNPs) funcionalizadas
con extractos de Tecoma stans obtenidos con disolventes de diferente polaridad fue
evaluada mediante una prueba cuantitativa de inhibicién del crecimiento bacteriano,
determinando la densidad éptica (DO) a 620 nm tras 18 h de incubacion. En todas
las graficas, el testigo celular representa el crecimiento bacteriano sin tratamiento,
mientras que una disminucién en la DO indica un efecto inhibitorio sobre el
crecimiento microbiano.

En la Figura 26 se observo la cepa de referencia K. pneumoniae ATCC en la
cual se observo un crecimiento elevado en el testigo celular, confirmando la
viabilidad del in6culo. En contraste, los tratamientos con AgNPs funcionalizadas
mostraron una reduccion significativa de la DO, particularmente aquellas
sintetizadas con extractos de acetona y acetato de etilo, las cuales presentaron los
valores mas bajos de absorbancia. Este comportamiento sugiere una inhibicion
eficiente del crecimiento bacteriano, posiblemente asociada a la presencia de
metabolitos de polaridad intermedia que favorecen la interaccion de las AgNPs con
la membrana bacteriana.
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Figura 26. Actividad antimicrobiana en K. pneumoniae ATCC.
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En la Figura 27 se observo la cepa E. coli ATCC presentd un patrén claro de
inhibicion del crecimiento en presencia de las AgNPs funcionalizadas. Las
nanoparticulas obtenidas con extractos de diclorometano y acetona mostraron una
disminucién notable de la DO en comparacién con el testigo celular. Estos
resultados indican una alta susceptibilidad de la cepa de referencia, lo que
concuerda con reportes previos sobre la efectividad de las AgNPs frente a bacterias
Gram negativas cuando se emplean extractos vegetales como agentes reductores

y estabilizantes.
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Figura 27. Actividad antimicrobiana en E. coli ATCC.
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En la Figura 28 se observo la cepa clinica E. coliIMSS 105 se observo un
crecimiento bacteriano mayor en comparacién con la cepa ATCC, lo que sugiere un
perfil de resistencia mas elevado. No obstante, los tratamientos con AgNPs
funcionalizadas con extractos de T. stanslograron reducir la DO de manera

significativa, destacando las AgNPs-CH2Cl.. Este resultado evidencia que, aun en

cepas clinicas, las nanoparticulas mantienen una actividad antimicrobiana

relevante.
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Figura 28. Actividad antimicrobiana en E. coli IMSS 105.
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En la Figura 29 se observo que de manera similar a la cepa IMSS 105, E. coli IMSS
68 mostrd una reduccion del crecimiento bacteriano en presencia de las AgNPs. La
inhibicion fue mas evidente con las nanoparticulas funcionalizadas con extractos
de diclorometano, lo que sugiere que metabolitos de menor polaridad podrian
desempenfar un papel importante en la estabilizacion de las AgNPs con mayor

afinidad por la envoltura celular bacteriana.
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Figura 29. Actividad antimicrobiana en E. coli IMSS 68.
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En la Figura 30 se observd la cepa P. aeruginosa ATCC la cual presentd un
crecimiento elevado en el testigo celular, consistente con su alta capacidad
adaptativa. Sin embargo, las AgNPs funcionalizadas con extractos de acetona y
acetato de etilo lograron disminuir significativamente la DO. Aunque la inhibicion fue
menor en comparaciéon con otras bacterias evaluadas, el efecto observado es

relevante considerando la resistencia intrinseca de esta especie.
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Figura 30. Actividad antimicrobiana en P. aeruginosa ATCC.
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En la Figura 31 se observé la cepa clinica P. aeruginosa 105 en la cual se observo
una menor susceptibilidad a los tratamientos, reflejada en valores de DO
relativamente elevados. A pesar de ello, las AgNPs sintetizadas con extractos de
acetona mostraron una reduccion significativa del crecimiento bacteriano, lo que
sugiere que la funcionalizacién con metabolitos especificos puede contribuir a
superar parcialmente los mecanismos de resistencia caracteristicos de esta

especie.
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Figura 31. Actividad antimicrobiana en P. aeruginosa 105.
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En la Figura 32 se observé la cepa P. aeruginosa 77 la cual mostré un
comportamiento similar al observado en la cepa 105, con un efecto inhibitorio
moderado. Las AgNPs funcionalizadas con extractos de acetato de etilo y acetona
presentaron los menores valores de DO, confirmando que estos tratamientos son

los mas efectivos frente a esta bacteria Gram negativa altamente resistente.
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Figura 32. Actividad antimicrobiana en P. aeruginosa 77.
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En la Figura 33 se observo a cepa de referencia S. aureus ATCC la cual presento
uno de los perfiles de mayor inhibicién entre todas las bacterias evaluadas. Todos
los tratamientos con AgNPs funcionalizadas redujeron significativamente la DO en
comparacion con el testigo celular, destacando nuevamente las AgNPs-acetona.
Este resultado confirma la elevada eficacia de las nanoparticulas frente a bacterias
Gram positivas.
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Figura 33. Actividad antimicrobiana en S. aureus ATCC.
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En la Figura 34 se observo la cepa S. aureus PEBP 6301 se observo una inhibicion
marcada del crecimiento bacteriano con la mayoria de los tratamientos evaluados.
Las AgNPs funcionalizadas con extractos de acetona y diclorometano mostraron
una disminucion significativa de la DO, evidenciando una alta susceptibilidad de esta
bacteria Gram positiva, atribuible a la ausencia de membrana externa y a una mayor

exposicion de la pared celular a las nanoparticulas.
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Figura 34. Actividad antimicrobiana en S. aureus PEBP 6301.
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En la Figura 35 se observé la cepa clinica S. aureus 7837 se mantuvo el patron
observado en otras cepas del mismo género, con una reduccion clara del
crecimiento bacteriano en presencia de las AgNPs. Las nanoparticulas
funcionalizadas con extractos de acetona y acetato de etilo mostraron el mayor
efecto inhibitorio, lo que sugiere una accion consistente independientemente del

origen clinico o de referencia de la cepa.
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Figura 35. Actividad antimicrobiana en S. aureus 7837.
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En la Figura 36 se observo la cepa E. faecium ATCC en la cual se observé un patron
similar al de la cepa clinica, con una reduccion notable del crecimiento bacteriano
en presencia de las AgNPs. La consistencia de estos resultados sugiere que el
efecto antimicrobiano depende mas de la naturaleza del tratamiento que del origen

de la cepa.

E. faecium ATCC

© o
N (-]
1 |

D.O (Abs 620 nm)
o
T

0.0-
O 6 0 6 6 ,\O
B
& vq,»v‘b v",bv v@
S T ‘o
e’° ’@Qs O
&0 \2‘0 c, v. \@
B @ &7
éé‘(z?\@*‘ é\.’b
KRR TA

Compuestos ¢/ nanoparticulas

Figura 36. Actividad antimicrobiana en E. faecium ATCC.
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En la Figura 37 la cepa clinica E. faecium U2235 presentd una disminucion
significativa de la DO en presencia de las AgNPs funcionalizadas, particularmente
aquellas obtenidas con extractos de acetona. Considerando la resistencia conocida
de esta especie a multiples antibiéticos, estos resultados resaltan el potencial de las

nanoparticulas de plata como alternativa antimicrobiana.
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Figura 37. Actividad antimicrobiana en E. faecium U2235.
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En la Figura 38 la cepa clinica K. pneumoniae INP 8 mostr6 un crecimiento elevado
en el testigo celular; sin embargo, las AgNPs funcionalizadas con extractos de
acetona y acetato de etilo lograron reducir significativamente la DO. Aunque la
inhibicion fue menor en comparacién con la cepa ATCC, el efecto observado es

relevante en el contexto de cepas clinicas resistentes.
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Figura 38. Actividad antimicrobiana en K. pneumoniae INP 8.

63



En la Figura 39 de manera similar, K. pneumoniae INP 27 presentdé una
reduccion del crecimiento bacteriano con los tratamientos evaluados, destacando
nuevamente las AgNPs-acetona. Este comportamiento sugiere que las
nanoparticulas conservan su actividad incluso frente a variantes clinicas con

posibles mecanismos de resistencia adquirida.
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Figura 39. Actividad antimicrobiana en K. pneumoniae INP 27.
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En la Figura 40 la cepa A. baumannii 15 mostré una inhibicion del crecimiento
bacteriano. Las AgNPs funcionalizadas con extractos mas polares presentaron los
menores valores de DO, lo que indica que metabolitos de alta polaridad podrian
favorecer la interaccion de las nanoparticulas con la envoltura celular de esta

bacteria altamente resistente.
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Figura 40. Actividad antimicrobiana en A. baumannii 15.
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En la Figura 41 la cepa A. baumannii 20 presento un patrén similar al de la cepa 15,
con una reduccion significativa de la DO en presencia de AgNPs funcionalizadas
con extractos no polares. Estos resultados refuerzan la importancia de la polaridad
del disolvente de extraccion en la obtencion de nanoparticulas con mayor actividad

antimicrobiana.
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Figura 41. Actividad antimicrobiana en A. baumannii 20.
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5. Conclusiones

Los extractos organicos de T. stans obtenidos mediante diferentes
disolventes presentaron variaciones en su rendimiento y composicion fitoquimica,
siendo el extracto metandlico el de mayor rendimiento (41%). Esta diferencia refleja
la polaridad de los metabolitos presentes en la planta, lo cual influye directamente

en sus propiedades bioldgicas.

Los extractos organicos fueron capaces de reducir los iones de plata y
estabilizar las nanoparticulas obtenidas por sintesis verde. Las AgNPs mostraron
un plasmon caracteristico entre 420-460 nm y morfologia esférica observada por
SEM, con tamanos aproximados de 30 nm. La presencia de plata fue confirmada
mediante analisis EDS, demostrando la eficacia de los extractos vegetales como

agentes reductores y estabilizantes naturales.

Las pruebas de toxicidad con A. salina revelaron que la mayoria de los
extractos organicos no son toxicos a las concentraciones evaluadas (<1000 pg/mL),
salvo el extracto metandlico, que presentd6 un aumento de mortalidad a
concentraciones elevadas. En contraste, las AgNPs sintetizadas con extracto
hexanico mostraron toxicidad marcada (>80% de mortalidad) a concentraciones
superiores al 75%, lo que sugiere una relacion dosis-dependiente y la necesidad de
estudios complementarios para determinar su biocompatibilidad. Sin embargo, los
resultados de toxicidad sugieren ajustar las condiciones de sintesis y concentracion
antes de su aplicacion en sistemas biologicos.

En el ensayo DPPH, los extractos metandlico y acetdnico mostraron la mayor
capacidad captadora de radicales libres, alcanzando porcentajes de inhibicion
cercanos al control positivo (a-tocoferol). Los extractos menos polares (hexano y
CH,CI,) presentaron actividad antioxidante baja o moderada, lo que indica que los

compuestos fendlicos y flavonoides son los principales responsables de la actividad
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antioxidante. La capacidad antioxidante de las AgNPs depende directamente de la
polaridad del disolvente utilizado durante la obtencion del extracto vegetal.

Los disolventes polares (MeOH y acetona) permitieron la sintesis de NPs con
mayor actividad antioxidante, debido, probablemente a una mayor presencia y
fuerte adsorcion de compuestos fendlicos en la superficie de las AgNPs. Por el
contrario, los disolventes menos polares (Hexano y CH,Cl;) produjeron
nanoparticulas con actividad limitada, debido a la escasez de grupos antioxidantes
disponibles para interactuar con radicales libres. Considerando que las especies
reactivas de oxigeno (EROs) participan activamente en el desarrollo y progresion
de diversas enfermedades crénico-degenerativas incluyendo diabetes, cancer,
trastornos neurodegenerativos y enfermedades cardiovasculares, la busqueda de

nuevas terapias antioxidantes se vuelve fundamental.

Los antioxidantes convencionales suelen presentar limitaciones en su
biodisponibilidad, estabilidad o eficacia, por lo que la identificacibn de nuevas
moléculas y sistemas nanoestructurados derivados de plantas representa una
alternativa prometedora. Los extractos y nanoparticulas obtenidos de T. stans se
pueden mostrar como candidatos atractivos para el desarrollo de estrategias
terapéuticas innovadoras que contribuyan a disminuir el estrés oxidativo y, con ello,

mitigar procesos patoldgicos asociados a las EROs.

Las nanoparticulas de plata funcionalizadas con extractos de T.
Stans presentan una actividad antimicrobiana significativa y consistente frente a un
amplio espectro de bacterias Gram positivas y Gram negativas, incluyendo cepas
de referencia y aislados clinicos con perfiles de resistencia a antibidticos.
La disminucion significativa de la densidad optica observada en la mayoria de las
cepas evaluadas confirma un efecto inhibitorio directo sobre el crecimiento
bacteriano, el cual estuvo claramente influenciado por el disolvente de extraccion

empleado durante la sintesis de las AgNPs.
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Las nanoparticulas funcionalizadas con extractos particularmente acetona y
acetato de etilo, mostraron el mayor efecto inhibitorio, lo que sugiere que los
metabolitos secundarios extraidos bajo estas condiciones favorecen la
estabilizacidn, bioactividad e interaccion de las AgNPs con las estructuras celulares
bacterianas. Asimismo, se observé una mayor susceptibilidad en bacterias Gram
positivas, atribuible a diferencias estructurales en la envoltura celular, aunque los
efectos detectados en bacterias Gram negativas altamente resistentes,
como Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter baumannii, resaltan el potencial
de estas nanoparticulas como una estrategia antimicrobiana alternativa o

complementaria frente a patdogenos de relevancia clinica.
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