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  Resumen 

Resumen 

La resistencia de los microrganismos a los antibióticos de primera línea para 

uso clínico es un problema global conocido desde hace muchos años. La gran 

capacidad que las bacterias han desarrollado para enfrentar la acción de los 

antimicrobianos ha generado en los científicos la necesidad de encontrar nuevos 

compuestos bioactivos que posean actividad antimicrobiana frente a las diferentes 

especies bacterianas. Debido a las innumerables propiedades que presentan las 

nanopartículas, se espera que la plata en su forma elemental y en tamaño 

nanométrico actúe como un antimicrobiano con mejores destrezas con respecto a 

su forma iónica. De todos los métodos de fabricación de nanomateriales se ha 

creado un gran interés por el término biosíntesis, que se caracteriza por utilizar la 

maquinaria proveniente de microorganismos y/o plantas y por ser eficiente desde el 

punto de vista energético y no tóxica. En este contexto, se plantea en este trabajo 

de tesis obtener nanopartículas de plata (NPsAg) a través de un método 

ecoamigable y evaluar su actividad como agente antimicrobiano, como así también, 

su capacidad para modificar el metabolismo oxidativo de bacterias y su toxicidad en 

células humanas, con el propósito de contribuir al conocimiento sobre diversos 

aspectos involucrados en el posible mecanismo de acción de las mismas. Se 

encontró que la biosíntesis de NPsAg a partir del sobrenadante de P. aeruginosa 

fue exitosa, obteniéndose NPsAg de tamaño homogéneo y estables. Las mismas 

fueron efectivas como antimicrobianos frente a diferentes especies bacterianas, 

superando la acción de la plata en su forma iónica y antibióticos de actual uso 

clínico. Se observó que las NPsAg produjeron un estado de estrés oxidativo en las 

células bacterianas estudiadas, mediante el aumento de las especies reactivas del 
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oxígeno y un desbalance en los sistemas antioxidantes protectores. Se logró 

cuantificar la oxidación de proteínas, lípidos y el daño al ADN, y se expusieron como 

evidencia del estrés oxidativo producido por las NPsAg. Se propone el uso de las 

NPsAg biosintetizadas como un potencial antimicrobiano para ser utilizado en 

aquellas infecciones donde el tratamiento con los antibióticos existentes no es 

viable. 
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1. Introducción 

La resistencia de los microrganismos a los antibióticos de primera línea para uso 

clínico es un problema global conocido desde hace muchos años1. La 

identificación de especies bacterianas que sobreviven a la acción de aquellos 

antimicrobianos que se utilizan en última instancia para la recuperación del 

paciente es inmensurable. Algunos casos reportados son, por ejemplo, la 

detección de cepas de Pseudomonas aeruginosa y de Acinetobacter baumanii 

resistentes a carbapenemes en toda Latinoamérica2,3, la aparición de cepas de 

Klebsiella pnuemoniae resistentes a colistin4 y de cepas de Staphylococcus 

aureus resistentes a meticilina5, que están produciendo en el ámbito de la salud 

una gran  incertidumbre acerca de la elección en los tratamientos para este tipo de 

infecciones. La gran capacidad que las bacterias han desarrollado para enfrentar 

la acción de los antimicrobianos ha generado en los científicos la necesidad de 

encontrar nuevos compuestos bioactivos que posean actividad antimicrobiana 

frente a las diferentes especies bacterianas. 

Takeuchi Naboru definió a la Nanociencia como el estudio de los procesos 

fundamentales que ocurren en las estructuras de un tamaño entre 1 y 100 nm, las 

cuales se conocen como nanoestructuras y a la Nanotecnología como al área de 

investigación que estudia, diseña y fabrica materiales o sistemas a escalas 

nanoscópicas y les da alguna aplicación práctica6. Los grandes avances que se 

han realizado en Nanociencia han permitido descubrir las excelentes propiedades 

fisicoquímicas de la materia cuando se encuentran en tamaño nanométrico y sus 

diferencias de cuando se encuentran en un estado macro/micrométrico. Cuando 

una partícula disminuye en tamaño, una mayor proporción de átomos se 
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encuentra en la superficie en comparación con su interior. Una mayor relación 

superficie/área cambia o mejora las propiedades de las nanopartículas (NPs) tales 

como reactividad, resistencia y características eléctricas. En el área de la 

Biomedicina, hay dos características relevantes de las NPs que las distingue de 

los demás materiales: i) debido a su tamaño pueden llegar con mayor rapidez y 

efectividad a un blanco elegido luego de ser administrados y, ii) la relación 

área/volumen es mayor que en un material macroscópico, lo cual permite 

modificar su superficie con una mayor cantidad de moléculas activas y ofrece una 

mayor exposición ante el blanco elegido7. Por lo tanto, si reducimos las 

dimensiones de un material, modificaremos sus propiedades y en consecuencia 

podremos diseñar materiales con propiedades deseadas. Todos estos factores 

establecieron la posibilidad de considerar a la nanotecnología como una 

alternativa prometedora a los enfoques basados solo en antibióticos, 

principalmente en áreas como la entrega de fármacos antimicrobianos, diagnóstico 

y control de infecciones cruzadas, pero sobre todo en la superación de los 

patógenos resistentes a los antibióticos8. 

La plata en sus diferentes formas, plata metálica, nitrato de plata y plata 

sulfadiazina, se ha utilizado como tratamiento antimicrobiano en heridas por 

quemaduras, en odontología, en catéteres y en el control de infecciones 

bacterianas desde hace muchos años9. Sin embargo, en la actualidad se estudia 

la posibilidad de que ejerza su acción antimicrobiana como plata elemental.  
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Síntesis de nanomateriales 

Los métodos de fabricación de los nanomateriales (NM), en general, se 

dividen en dos categorías: “top-down” (de arriba hacia abajo) o “bottom-up” (de 

abajo hacia arriba)10 (Fig.1). El método “top-down” se lleva a cabo a partir de 

materiales de grandes dimensiones que se reducen hasta alcanzar tamaños de 

pocos nanómetros empleando técnicas como la molienda o desgaste. El método 

“bottom-up” consiste en la construcción de estructuras a partir de átomos o 

moléculas en fase gaseosa o en solución, a semejanza de lo que ocurre en la 

síntesis de proteínas, ADN o estructuras celulares en los seres vivos. Este último 

método es el más utilizado para la fabricación de NM. A partir de este concepto, se 

han desarrollado diversos métodos químicos, físicos y biológicos que permiten la 

síntesis de NPs.  

 

 

 

 

Fig.1. Mecanismos posibles de formación de NPs. Bottom-up de átomos a moléculas y 

posteriormente a NPs. Top-down del material bulk a molienda fina y posteriormente a NPs. 
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Síntesis química vs síntesis green: 

La metodología bottom-up se caracteriza por iniciar el proceso con la 

reducción de los iones metálicos a átomos metálicos, seguido por la agregación 

controlada de estos átomos. En el caso de los métodos químicos, se utiliza la 

reducción química, técnicas electroquímicas y fotoquímicas, siendo la primera la 

estrategia más empleada en el caso de nanopartículas de plata (NPsAg)11. Los 

métodos químicos poseen algunas desventajas que incluyen el uso de solventes 

tóxicos, la generación de subproductos peligrosos y el alto consumo de energía. 

En consecuencia, existe una necesidad esencial de desarrollar procedimientos 

ambientalmente benignos para la síntesis de NPs metálicas. En los últimos años, 

se ha creado un gran interés por el término “biosíntesis” y básicamente consiste 

en la utilización de plantas, algas, hongos, bacterias y virus para la producción de 

NM de bajo costo, eficientes desde el punto de vista energético y no tóxicos12.  

Las NPsAg biosintetizadas son más aceptables para aplicaciones médicas 

debido a una biocompatibilidad superior que las sintetizadas químicamente13. Esta 

biocompatibilidad estaría mediada por las biomoléculas que actúan como 

estabilizantes naturales de las NPs, impidiendo no sólo la agregación a lo largo del 

tiempo sino también otorgándoles una estabilización adicional14. 

 

Biosíntesis de NPs por bacterias 

El mecanismo preciso de la síntesis de NPs que emplean agentes 

biológicos no ha sido aún definido. Muchos microorganismos producen materiales 

inorgánicos intra o extracelularmente, pero el mecanismo para la síntesis intra y 

extracelular de NPs (Fig. 2) es diferente para cada tipo de agente biológico 
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(bacterias, hongos y plantas). En el procedimiento intracelular se añade, al medio 

de cultivo que contiene células bacterianas, la sal de plata y se incuba en 

condiciones apropiadas. El método de síntesis intracelular requiere de pasos 

adicionales para recuperar las NPs acumuladas en el interior de las células por lo 

que es el menos utilizado para la obtención de las mismas15. La síntesis 

extracelular de NPs se produce fuera de la célula bacteriana e involucra la 

reducción de los iones metálicos a NP en presencia de enzimas y compuestos 

reductores generados por la actividad de la célula15. 

Un mecanismo propuesto por muchos autores es que las enzimas 

reductasas extracelulares producidas por los microorganismos reducen los iones 

plata a escala nanométrica. Mediante un ensayo de identificación de proteínas se 

ha descubierto que la enzima reductasa dependiente de NADH está implicada en 

la biorreducción de iones de plata a NPsAg16. 

 

 Fig.2. Mecanismos de síntesis biológica de NPs a partir de bacterias 
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Actividad antibacteriana de NPsAg 

La plata ha sido utilizada desde la antigüedad por sus propiedades 

microbicidas. La sal de plata y sus formulaciones coloidales han sido propuestas 

para el tratamiento de úlceras, quemaduras y heridas crónicas, sepsis aguda, 

epididimitis, amigdalitis e infecciones y para prevenir enfermedades oculares en 

los lactantes17,18. Su uso fue reemplazado por los efectos adversos encontrados a 

largo plazo gracias al desarrollo de nuevos antibióticos más eficaces.  

Una ventaja de las NPs biosintetizadas es que presentan una gran 

interacción con las moléculas biológicas, en su mayoría proteínas, azúcares e 

incluso células enteras, que las estabilizan y permiten fácilmente que interactúen 

con otras biomoléculas, lo que podría aumentar su actividad antimicrobiana 

mejorando las interacciones con los microorganismos patógenos19. Muchos 

estudios han reportado que las NPsAg poseen una potente actividad 

antimicrobiana, mediada por la inhibición de la división celular bacteriana que 

finalmente conduce a la muerte celular a través de la destrucción de la membrana 

bacteriana20. Otra opción que se considera es que las NPs podrían causar una 

rápida generación de radicales libres mediante reacciones redox en las cuales, por 

ejemplo, el Fe0 reacciona con el oxígeno (O2) o el agua y libera Fe2+ generando 

especies reactivas del oxígeno (ERO) vía la reacción de Fenton21. El aumento de 

las ERO en la célula puede resultar en la generación de estrés oxidativo22,23. Las 

células sometidas a estrés oxidativo presentan diversas disfunciones en la 

membrana lipídica, las proteínas y el ADN lo cual podría resultar en la muerte de 

los microorganismos 24.  
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Estrés oxidativo 

Los organismos aeróbicos utilizan el O2 en la respiración u oxidación de 

nutrientes para obtener energía. Los subproductos de la reducción del O2, tales 

como el radical anión superóxido (O2
·-), el peróxido de hidrógeno (H2O2) y el 

radical hidroxilo (HO·), se generan continuamente en células cultivadas 

aeróbicamente. Los radicales libres representan especies químicas reactivas que 

poseen un electrón no apareado en la órbita externa y son, al mismo tiempo, 

capaces de existir con independencia25. Es por ello que son considerados 

altamente reactivos, ya que pueden reaccionar con diversos sustratos biológicos 

interaccionando directamente con estructuras celulares como lípidos y proteínas26.  

Para mantener el equilibrio redox, las células presentan mecanismos de 

defensa cuya función principal es mantener la concentración de los radicales 

derivados de O2 en niveles aceptables o de reparar los daños oxidativos que se 

producen27. Entre ellas, podemos mencionar a las enzimas superóxido dismutasa 

(SOD), catalasa (CAT), peroxidasas, y a algunas moléculas como glutatión 

reducido (GSH), vitamina C, entre otros. 

Cuando ocurre un desequilibrio entre los agentes oxidantes y antioxidantes 

en favor de los primeros o por reducción de los segundos, se produce una 

interrupción de la señalización redox y control y/o daño molecular y ocurre lo que 

se denomina “estrés oxidativo” 28.  

 

Especies Reactivas del Oxígeno 

Una de las características interesantes del O2 es el hecho de que tiene dos 

electrones desapareados (que no están unidos cada uno con otro electrón) 
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ocupando cada uno de ellos dos diferentes orbitales moleculares externos (en el 

orbital π*). Este tipo de estructura es llamado estado basal o estado triplete y 

significa que el oxígeno es un birradical, pues los radicales son usualmente más 

reactivos tratando de encontrar otro electrón con quien establecer un par29. 

Las principales radicales que se originan de la reducción parcial del O2 son: 

 

 Oxígeno singlete:  

Es un estado electrónicamente excitado del O2 y es un agente fuertemente 

oxidante. La generación fotoquímica del oxígeno singlete (1O2) consiste en la 

transferencia de energía desde una molécula electrónicamente excitada debido a 

la absorción de un cuanto de luz, denominada comúnmente fotosensibilizador, al 

O2
30.  

 

 Radical anión superóxido: 

La formación del O2
·- ocurre por la reducción univalente del O2, es decir, cuando el 

O2 acepta un electrón, por lo que el O2
·- contiene un electrón no apareado en un 

orbital externo antienlazamiento (1). Esta especie radicalaria resulta del 

metabolismo del O2 por varias oxidasas, tales como  dihidro nicotinamida adenina 

dinucleótido fosfato oxidasa (NADPH oxidasa), xantina oxidasa y ciclooxigenasa29. 

Si bien su reactividad es baja, es importante ya que es la especie que da lugar a la 

formación de otras ERO. El O2
·- se convierte en forma espontánea o 

enzimáticamente en H2O2 . 

 

H+ + O2 + 2e-       HO2
•        O2

•-  + H+ (1) 
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 Peróxido de hidrógeno  

Aunque no es un radical libre, tiene una gran lipofilicidad que le permite atravesar 

membranas celulares y reaccionar con el O2
·- en presencia de metales de 

transición para generar el HO·. Por esta razón, se lo considera un oxidante 

importante en las células de organismos aerobios29. Las enzimas SOD, glucosa 

oxidasa, D-aminoácido oxidasa, xantina oxidoreductasa son algunas de las 

enzimas que catalizan la formación del H2O2 y también puede producirse por 

reacciones químicas, como la autooxidación del ácido ascórbico catalizada por el 

cobre31 (2).  

         SOD 

2 O2
.- + 2H+     H2O2        (2) 

 

La reducción de H2O2 conduce a la formación de HO• y anión hidroxilo (HO-). 

 

 Radical hidroxilo  

La reducción del H2O2 lleva a la formación de la ERO más reactiva, que es el HO•, 

quien posee una semivida en solución acuosa de menos de 1 ns32. La alta 

reactividad se debe a que no existe un sistema enzimático para defender a los 

organismos vivos contra el HO• y, por lo tanto, la prevención de su formación es la 

forma más eficaz de protección contra esta especie oxidante. 

La reacción de Fenton (3) y de Haber-Weiss (4) son los procesos de formación del 

HO• más importantes en medios biológicos33,34: 
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Reacción de Fenton 

 

Fe2+ +  H2O2      Fe3+ + HO• + HO-  (3) 

 

Reacción de Haber-Weiss 

    

O2
.-    +       H2O2  O2 + HO- + HO.  (4) 

 

 Radical peroxilo  

Otros radicales que se pueden formar en los organismos vivos son los radicales 

peroxilo (ROO•). Los radicales de peróxidos son especies de alta energía, con un 

potencial de reducción de +0,77 a +1,44 V, dependiendo del grupo R35. El ROO• 

más simple es el radical dioxil(hidroperoxilo) (HOO•), que es el ácido conjugado de 

su peróxido. 

 

 Óxido nítrico 

El óxido nítrico (NO•) es un radical libre gaseoso, un potente oxidante que actúa 

como una importante molécula de señalización biológica en una gran variedad de 

diversos procesos fisiológicos, incluyendo la neurotransmisión, la regulación de la 

presión arterial, los mecanismos de defensa, la relajación del músculo liso y la 

regulación inmune36. El NO• tiene una vida media de sólo unos pocos segundos en 

un medio acuoso, sin embargo en ambientes donde la concentración de O2 es 

baja la vida media es >15 s37. El NO• y O2
•- pueden reaccionar juntos para producir 

cantidades significativas de una molécula mucho más oxidante que es el anión 

peroxinitrito (ONOO-), quien puede causar la fragmentación del ADN y la oxidación 



Introducción 

12 
 

de gran cantidad de lípidos38. La producción de O2
•- y NO•, in vivo, es diferente 

espacio temporalmente y se solapa escasamente, por lo cual la producción de 

ONOO- ocurre siempre con exceso de uno o de otro39.  

 

Marcadores de estrés oxidativo 

Las ERO pueden modificar la mayoría de los tipos de biomoléculas 

incluyendo proteínas, lípidos, carbohidratos y ácidos nucleicos. La determinación 

de la oxidación de macromoléculas tales como lípidos, proteínas y ADN es una 

estrategia factible que permite comprobar si el estrés oxidativo está o no 

involucrado en la actividad antibacteriana de un determinado compuesto. 

 

 Peroxidación lipídica: 

Las ERO pueden iniciar la peroxidación de lípidos, que comienza por la 

eliminación de un hidrógeno en una cadena de ácido graso insaturado. El radical 

de ácido graso resultante puede reaccionar con O2 para generar radicales lipídicos 

que se propagan en una reacción en cadena40. Esta lipoperoxidación trae como 

consecuencia alteraciones en la estructura de la membrana, afectando su fluidez y 

provocando daño en su integridad. La peroxidación de los lípidos genera especies 

como el malondialdehído (MDA) y el 4-hidroxi-2-nonenal, los cuales son 

considerados citotóxicos, ya que pueden funcionar como agentes electrofílicos 

capaces de interactuar con otros componentes celulares, principalmente proteínas 

y ADN 29. 
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 Efecto sobre proteínas 

Las consecuencias de la acción de las ERO sobre las proteínas son la 

oxidación de los residuos de aminoácidos, el rompimiento de los enlaces 

peptídicos y agregación29. Desde 1996 comenzaron a utilizarse como marcadores 

de estrés oxidativo los denominados productos proteicos de oxidación avanzada 

(o sus siglas en inglés AOPP), quienes fueron detectados en el plasma de 

pacientes urémicos crónicos41. Sus características espectrales corresponden a 

varios cromóforos entre los que se incluyen ditirosina, carbonilos y pentosidinas. El 

uso de los AOPP y carbonilos como marcadores de estrés oxidativo es importante 

ya que permite estimar el grado de daño a la proteína mediada por oxidantes42.  

Las ERO pueden atacar la columna vertebral de una proteína para causar 

fragmentación y cambios conformacionales en la estructura secundaria y terciaria 

de la proteína. Disulfuro, ditirosina y otros compuestos intermoleculares puentes 

inducidos por la oxidación pueden resultar en agregación de proteínas y 

polimerización para cambiar sus propiedades proteolíticas43. 

. 

 Acciones sobre los ácidos nucleicos 

Las ERO dañan al ADN al reaccionar con las bases nitrogenadas y con la 

desoxirribosa. Se ha observado que en presencia de las ERO, el ADN puede 

fragmentarse y pueden aparecer fragmentos internucleosomales formados por la 

ruptura de ADN entre los nucleosomas (estructuras fundamentales para la 

organización del ADN dentro de los cromosomas), ocasionando con ello 

problemas en la compactación y enrollamiento del mismo29. Se sabe que el HO• 
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reacciona con todos los componentes de la molécula de ADN dañando tanto las 

bases de purina como las de pirimidina y también el esqueleto de desoxirribosa 44. 

Existen múltiples métodos para medir el daño oxidativo al ADN, de los 

cuales uno de los más populares emplea la digestión enzimática del ADN 

acoplado a HPLC para la detección de los compontes oxidadados45. La 8-hidroxi-

2'-deoxiguanosina (8-OHdG) es buen biomarcador de estrés oxidativo de un 

organismo y un biomarcador potencial de la carcinogénesis ya que es uno de los 

principales productos de la oxidación del ADN36. 

 

Sistemas de defensas contra ERO: Sistemas antioxidantes 

Bajo condiciones de estrés oxidativo las células activan algunos 

mecanismos que le facilitan la supervivencia. Estos mecanismos están basados 

en la regulación de diferentes sistemas antioxidantes, enzimáticos y no 

enzimáticos. Los antioxidantes reaccionan de manera segura con los radicales 

libres y terminan las reacciones en cadena antes de que se produzca daño celular 

por lo que cumplen una importante función homeostática. Los sistemas 

enzimáticos son responsables de la eliminación de O2
•- y H2O2 y, por lo tanto, de  

la prevención de la formación de HO•. Entre ellos se destacan las enzimas SOD, 

CAT y glutatión peroxidasa (GPx)46. Los antioxidantes no enzimáticos pueden 

reaccionar directamente con las ERO o servir de sustrato de enzimas defensivas. 

Los antioxidantes no enzimáticos implican vitamina C, vitamina E, carotenoides, 

antioxidantes tiol (GSH, tiorredoxina y ácido lipoico), flavonoides naturales, entre 

otros47. 
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 Antioxidantes enzimáticos 

Superóxido dismutasa: la SOD cataliza la conversión del O2
•- a H2O2 (5). Es una 

enzima que puede encontrarse en el citoplasma y/o en el fluido extracelular (Cu-

Zn SOD) y en mitocondria en el caso de células eucariotas (Mn-SOD). Todos los 

miembros de la familia SOD utilizan metales de transición en su sitios activos 

como cofactores, por ejemplo, mononucleares Fe, Mn, Ni o CuZn dinuclear48,49. 

     SOD 

2O2
•- + 2 H+                        H2O2 + O2    (5) 

 

Glutatión peroxidasa y reductasa: la primera es una selenoenzima presente en 

varias isoformas (GPx citosólica, GPx plasmática y GPx de fosfolípidos) y cataliza 

la reducción de peróxidos empleando dos moléculas de GSH (6 y 7). Los 

productos de la reacción son el glutatión oxidado (GSSG) y el agua. 

 

H2O2 + 2GSH     GSSG + H2O     (6) 

 

ROOH + 2GSH    GSSG + ROH + H2O  (7) 

 

Como GPx necesita de GSH para ejercer su función, las células disponen de una 

vía capaz de regenerarlo. Glutatión reductasa (GR) es una enzima que se 

encuentra en citoplasma y tiene a la coenzima FAD en su sitio activo. Esta enzima 

cataliza la reducción de GSSG empleando la coenzima NADPH (8).  

 

GSSG + NADPH + H+       NADP+ + 2GSH (8) 
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Catalasa: cataliza la reducción del H2O2 a H2O (9), aunque también tiene actividad 

peroxidasa (10) 

2H2O2     2H2O + O2  (9) 

H2O2 + RH2      2H2O + R (10) 

La constante de la reacción (Km) es relativamente baja (posee una alta afinidad 

por el H2O2) sin embargo su velocidad máxima de reacción (Vmax) es muy alta por 

lo que sólo es activa cuando se encuentran altas concentraciones de H2O2.  

 

Tiorredoxina: la Tiorredoxina (Trx) es un polipéptido con un peso molecular de 12 

kDa y está presente en todos los organismos, tanto en procariotas (descripta 

inicialmente en el citoplasma de E. coli)50 como en eucariotas (en el retículo 

endoplásmico)51. Esta proteína contiene dos grupos tiol adyacentes en su forma 

reducida (SH) que se pueden oxidar a su forma disulfuro (S2 o S—S) (10): 

 

Trx-(SH)2 + proteína-S2     Trx-S2 + proteína-(SH)2 (10) 

 

 Antioxidantes no enzimáticos 

Glutatión: reducido protege los grupos sulfhidrilo de las proteínas de la acción 

oxidante de las ERO y tiene la capacidad de reaccionar con el H2O2, el O2
•- y el 

HO•. Se considera que es el mayor tampón redox tiol-disulfuro de la célula52. El 

GSH es muy abundante en el citosol (1-11 mM), núcleos (3-15 mM) y mitocondrias 

(5-11 mM)36. En E. coli se encuentra en una concentración 5 mM53. 
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Vitaminas:  

Vitamina E: la isoforma más abundante es el α-tocoferol. Es el antioxidante más 

distribuido en los seres vivos. Se encuentra en las membranas biológicas y tiene la 

capacidad de interrumpir la lipoperoxidación en la fase de propagación.  

Vitamina C: también se conoce con el nombre de ácido ascórbico. Se localiza en 

el citosol y en los fluidos extracelulares. Tiene la capacidad de aceptar electrones 

y reaccionar directamente con el O2
.- y el HO•. 

Vitamina A: se encuentra en las membranas e impide la lipoperoxidación al 

reaccionar principalmente con el 1O2 y el HO• 34. 

En la Fig. 3 puede observarse la reducción del O2 para formar H2O, las ERO y los 

sistemas antioxidantes que participan en la misma. 

 

 

 

Fig.3: Generación de ERO y sistemas antioxidantes. 
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Secuestrantes de ERO 

Se define como secuestrantes a aquellos compuestos que cumplen con la 

función de “atrapar”, ya sea física o químicamente, a las ERO producidas en la 

célula, mientras que los inhibidores serían aquellos capaces de “bloquear” las vías 

de producción de las ERO o de acelerar sus procesos de catálisis. Sin embargo, a 

los fines prácticos ambos términos (secuestrantes o inhibidores) pueden utilizarse 

de manera indistinta, cuando el objetivo es reducir la cantidad de ERO presentes. 

Los agentes secuestrantes de ERO pueden ser específicos de una especie o 

pueden ser generales. Como agentes específicos se pueden encontrar: TIRON 

secuestrante físico de O2
.-, 2,2'-dipiridil agente quelante de Fe2+ (indispensable en 

la reacción de Fenton) inhibe indirectamente al HO•, MANITOL secuestrante 

químico especifico de HO• y la enzima CAT para acelerar la catálisis de H2O2. Por 

último, GSH como un secuestrante redox general de ERO54-56 (Fig. 4). 

 

Fig. 4. Generación de ERO y sitios de acción de los diferentes secuestrantes:  

  Vit. A,     Vit.C,      Vit. E,     GSH,     Manitol,     2,2 Dipiridil,     tirón,      CAT. 
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De acuerdo a lo anteriormente expuesto, se manifiesta la importancia de poder 

encontrar nuevos agentes antibacterianos y que tengan la capacidad de actuar 

frente a microorganismos multirresistentes o frente a aquellos en los cuales no es 

posible la utilización de los antimicrobianos ya descriptos. En este contexto se 

plantea en este trabajo de tesis, obtener NPsAg a través de un método 

ecoamigable y evaluar su actividad como agente antimicrobiano, como así 

también, su capacidad para modificar el metabolismo oxidativo de bacterias y la 

toxicidad en células humanas, con el propósito de contribuir al conocimiento sobre 

diversos aspectos involucrados en el posible mecanismo de acción de las mismas. 
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HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

 
  

 



 

21 
 

Hipótesis: 

1- Las nanopartículas de plata biosintetizadas podrían ser una alternativa 

terapéutica en bacterias multirresistentes y en aquellas especies bacterianas en las 

que no es posible utilizar un tratamiento con antibióticos de uso clínico. 

2- Las nanopartículas podrían interactuar con la membrana bacteriana alterando el 

metabolismo respiratorio y llevando a la célula a una condición de estrés oxidativo 

lo cual conduciría a la muerte bacteriana. 

3- La diferente susceptibilidad del huésped y de la célula bacteriana al estrés 

generado por nanopartículas metálicas permitirá establecer si existe toxicidad 

selectiva de las mismas en base a la alteración de promotores y biomarcadores de 

oxidación. 
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Objetivo general  

Contribuir al desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas evaluando la actividad 

antimicrobiana de nanopartículas de plata y su relación con la generación de estrés 

oxidativo en bacterias multirresistentes.  

 

Objetivos específicos  

1- Investigar la potencialidad de nanopartículas como agentes antibacterianos 

en bacterias multirresistentes.  

2- Investigar la capacidad de las nanopartículas de generar especies reactivas 

del oxígeno y del nitrógeno en bacterias.  

3- Evaluar modificaciones del metabolismo oxidativo bacteriano mediante la 

determinación de marcadores de estrés, tales como oxidación de ADN, 

lípidos y proteínas.  

4- Comparar los cambios generados en los sistemas antioxidantes, tanto 

enzimáticos como no enzimáticos, en condiciones basales o bajo 

condiciones de estrés oxidativo.  

5- Indagar la toxicidad de nanopartículas sobre células sanguíneas. 

 

 



  

 

CAPÍTULO 2 
Materiales y Métodos 
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2.1 Biosíntesis y caracterización de NPs metálicas  

A partir de un cultivo de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 en agar 

tripteina soya (ATS), se preparó una suspensión bacteriana en diferentes tipos 

de medios de cultivo líquidos (Luria Bertani, Mueller Hinton y Tripteina Soya), 

previamente esterilizados. Luego de 18 h de incubación, los cultivos se 

centrifugaron por separado a 10.000 rpm por 20 min recuperando el 

sobrenadante y descartando el pellet resultante. Cada sobrenadante obtenido se 

filtró utilizando una membrana estéril de 0,22 µm con el objetivo de eliminar 

aquellas células que no hayan sido separadas por centrifugación. Los filtrados 

resultantes fueron utilizados para la biosíntesis de NPsAg. 

 

2.1.1 Obtención de nanopartículas de plata 

El proceso de biosíntesis se realizó adaptando el protocolo de Ahmad y 

col57. Se puso en contacto el sobrenadante del cultivo de P. aeruginosa con una 

solución de nitrato de plata (AgNO3) de 1 a 10 mM y como control negativo de 

síntesis se utilizó agua destilada estéril. Ambos medios de reacción fueron 

protegidos de la luz y llevados a incubar en una estufa con agitación constante 

en diferentes condiciones de tiempo y temperatura. 

Se evaluaron modificaciones en los parámetros de síntesis con el objetivo 

de optimizar las condiciones de la misma y de esta manera, obtener 

nanopartículas estables, de tamaño y forma homogéneos. Los parámetros 

valorados fueron los siguientes: Relación de volumen entre la solución de AgNO3 

y el sobrenadante de P. aeruginosa (90/10, 70/30 y 50/50, respectivamente), 

concentración de la solución de AgNO3 (1, 5 y 10 mM), temperatura (37, 50 y 

100 °C) y tiempo de síntesis (1  o 24 h). 
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Como control de la reducción de los iones plata a plata elemental, se tomaron 

muestras cada una hora y se leyó la absorbancia entre 200 y 1000 nm hasta la 

aparición del plasmón de resonancia característico de NPsAg. 

 

2.1.2 Caracterización de NPs biosintetizadas 

2.1.2.1 Cambio de color del medio de reacción 

De acuerdo al tamaño, forma y concentración de  NPsAg, su color puede variar 

desde el amarillo al negro; es por esto que el cambio de color del medio de 

reacción es el primer indicio de la formación de NPS. El mismo va a depender 

no solo del tamaño sino también de la forma y de la concentración de 

nanopartículas obtenidas58. 

 

2.1.2.2   Espectroscopia de absorción de luz ultravioleta y visible 

La bioreducción de los iones plata fue monitoreada a intervalos regulares 

mediante la toma de muestras de la mezcla de reacción, a las cuales se les 

realizó el espectro de absorción UV-vis. Las muestras fueron colocadas en 

cubetas de cuarzo y la absorbancia fue medida entre 200 y 1000 nm en un 

espectrofotómetro Shimadzu UV-vis a temperatura ambiente59. 

 

2.1.2.3  Potencial Z y tamaño de partícula 

La estabilidad y la dispersidad de NPsAg biosintetizadas fueron evaluadas 

mediante la técnica dispersión dinámica de la luz (DLS). Se trabajó en un 

instrumento Delsa_Nano C (Beckman Coulter). Las muestras fueron colocadas 

en una cubeta de cuarzo y las lecturas se realizaron a temperatura ambiente60. 
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2.1.2.4  Microscopia electrónica de transmisión (TEM) 

El análisis morfológico de las NPsAg fue llevado a cabo en un microscopio a 

JEM-JEOL 1120 EXII operado a 80 kV. Se tomaron 10 µL de las muestras y se 

colocaron sobre una rejilla de carbono recubierta de cobre y se dejaron secar a 

temperatura ambiente, protegidas de la luz61. Las imágenes obtenidas fueron 

analizadas por el programa ImageJ para la determinación del tamaño y la 

elaboración de un histograma. 

 

2.1.2.5 Espectroscopia infrarroja (IR) 

Las muestras fueron preparadas mediante el método de disco de bromuro de 

potasio (método en fase sólida). Cada muestra se llevó a liofilizar durante 24 h. 

A 2 mg de la muestra sólida se le adicionaron 50 mg de bromuro de potasio y se 

pulverizaron en un mortero de ágata, teniendo precaución respecto a la 

absorción de humedad.  Se comprimió la mezcla en un molde adecuado para las 

formación de las pastillas par IR. Los discos obtenidos que no eran uniformes 

fueron descartados para el análisis62. Las muestras fueron analizadas en un 

equipo FT-IR (Avatar 360). 

 

2.1.2.6 Difracción de Rayos X 

La estructura cristalina y composición química de las NPsAg fueron 

determinadas por la técnica difracción de rayos X (DRX) usando un difractómetro 

PANalytical X-Pert Pro que opera con radiación Kα Cu, geometría 2θ rango de 

30-70° y a 40 kV - 40mA63. 
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2.1.2.7 Caracterización del capping de NPsAg 

2.1.2.7.1 Medición de contenido proteico en las muestras 

Se utilizó el método de Bradford para cuantificar las proteínas totales. 

Para ello, se colocaron 800 μL de la muestra y 200 μL del reactivo de Bradford 

(BIO-RAD) dentro de un tubo eppendorf de 1,5 mL. Se dejó estabilizar durante 2 

min el color desarrollado debido a la interacción del colorante azul de coomassie 

G-250 con las proteínas a través de grupos ionizados y se procedió a leer la 

absorbancia a 595 nm. Se construyó una curva de calibración a partir de 

soluciones de concentraciones conocidas de albúmina sérica bovina (BSA) en 

un rango de 0 a 10 μg/mL de concentración final. 

Las lecturas de absorbancia de las muestras y de los estándares se 

corrigieron restando la absorbancia de un blanco de reactivo que fue preparado 

del mismo modo utilizando H2O destilada en lugar de las muestra. 

 

2.1.2.7.2 SDS-PAGE 

A partir de los datos obtenidos de concentración proteica en las muestras 

evaluadas, se calculó el volumen necesario de cada una de ellas para obtener 

15 μg para ser sembrados en los geles. Se sembró el volumen total de la 

preparación de muestra en cada uno de los carriles de los geles. El gel de 

apilamiento (5 % de poliacrilamida al 30 % p/v) se corrió a 80 v durante 20min. 

Luego, el voltaje se aumentó a 120 v para la corrida del gel de resolución (12 % 

de poliacrilamida al 30 % p/v) durante 2 h. Una vez concluida la corrida 

electroforética, se procedió a realizar la coloración del gel. 
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2.1.2.7.3 Tinción con plata 

Se colocaron los geles en solución de fijación durante 15 min en agitación 

suave. Esto se realizó por duplicado. Se agregó la solución de sensibilización 

durante 30 min en agitación. Se realizaron tres lavados con agua bidestilada 

durante 5 min. Se añadió la solución de plata y se incubó durante 20 min. Se 

realizaron dos lavados con agua bidestilada de 1 min cada uno. Se agregó la 

solución de revelado y en el momento de aparición de spots definidos se añadió 

inmediatamente la solución de stop para frenar la tinción. Finalmente, los geles 

se conservaron en agua destilada hasta la escisión de las bandas seleccionadas 

para su identificación proteica, realizada por la Dra. Silvia Moreno en el  

CEQUIBIEM de la Universidad de Buenos Aires. 

 

2.2. Evaluación de la actividad antimicrobiana 

2.2.1 Determinación de la actividad antibacteriana  

La actividad antimicrobiana de NPsAg fue valorada en diferentes especies 

bacterianas. 

Los microorganismos de estudio fueron: Gram-positivos: S. aureus ATCC 29213, 

cepa clínica 1 de S. aureus sensible a la meticilina (MSSA), cepa clínica 2 MSSA, 

cepa clinica 3 de MSSA, S. aureus resistente a la meticilina (MRSA), S. 

epidermidis ATCC 12228, y Enterococcus faecalis ATCC 28212. Entre las 

bacterias Gram-negativas se estudió el efecto en una cepa clínica de Proteus 

mirabilis, cepa clínica de Acinetobacter baumannii, Escherichia coli ATCC 25922, 

cepa clínica 1 de E. coli, cepa clínica 2 de E. coli, P. aeruginosa ATCC 27853 y 

Klebsiella pneumoniae ATCC 700603.  
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El método estándar de dilución en tubo  fue utilizado para evaluar la 

eficacia antimicrobiana de NPsAg siguiendo las indicaciones del Clinical & 

Laboratory Standards Institute (CLSI)64. Diferentes cepas provenientes de 

cultivos de 24 h en medio agar MH  se diluyeron hasta ajustar el inóculo a una 

concentración de  106 UFC/mL y se incubaron por 10 min a 37 °C. Las 

concentraciones de NPsAg utilizadas fueron de 0,025 a 51,2 pM. El crecimiento 

bacteriano fue observado a las 18 h de incubación. 

 

2.2.1.1 Concentración inhibitoria mínima y Concentración bactericida 

mínima  

La concentración más baja de NPsAg que inhibió el crecimiento bacteriano se 

consideró la concentración inhibitoria mínima (CIM). La concentración 

bactericida mínima (CBM) fue considerada como la concentración más baja que 

redujo en un 99.9 % el inóculo inicial de trabajo. La determinación de la CIM/CBM  

permitió conocer la actividad bactericida o bacteriostática del compuesto en 

estudio64. 

 

2.2.1.2 Efecto sobre el crecimiento bacteriano 

Este ensayo fue llevado a cabo en 3 cepas de referencia: S. aureus 29213, E. 

coli ATCC 25922 y P. aeruginosa ATCC 27853. El inóculo inicial de trabajo para 

las 3 cepas fue de 106 UFC/mL en CMH. Luego de 2,5 h de incubación a  37 °C 

con agitación constante, cada inóculo se dividió en 2 (de 1 ml cada uno). A una 

de las alícuotas se le agregó 500 µL de NPsAg 15 pM. A los respectivos controles 

negativos se les adicionó buffer fosfato (PBS) pH 7,2. Las mismas se llevaron a 

incubar a 37 °C con agitación a 140 rpm. Se tomaron muestras cada 30 min, 
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tanto del control como de los cultivos que tenían NPs y se midió la densidad 

óptica a 600 nm63.Los resultados fueron expresados como OD600 vs tiempo. 

 

2.2.2 Determinación de la actividad antifúngica  

La actividad de NPsAg fue valorada en diferentes especies de hongos 

filamentosos. Los microorganismos de estudio fueron: Aspergillius niger, 

Alternaria alternata, Fusarium graminearum, Rhizopus stolonifer, Botrytis 

cinerea, Penicillium expansum. Todas las cepas crecieron aeróbicamente en 

Caldo Papa Dextrosa (CPD) durante 3 - 5 días a 28 °C.  

Se utilizó el método de microdilución en caldo para evaluar la eficacia fungicida 

de NPsAg de diferente origen de síntesis. Las cepas se diluyeron hasta ajustar 

el inóculo a una concentración entre 105-103 esporas/mL.  

Las concentraciones de NPsAg utilizadas fueron de 0,0015 a 15 pM. Se tomaron 

100 µL de una solución estéril de cloruro de sodio al 0,9 % y se adiciono 100 µL 

de NPsAg (15 pM) provenientes del sobrenadante de P. aeruginosa. Luego se 

realizaron diluciones seriadas en el medio. Posteriormente, se agregaron 100 µL 

de CMH y 10 µL del inóculo inicial a cada pocillo. El mismo procedimiento se 

realizó para las NPsAg provenientes del extracto del hongo B. cinerea. Las 

muestras se llevaron a incubar durante 3 a 5 días a 28 °C. 

La concentración más baja de NPsAg que inhibió el crecimiento de los hongos se 

consideró la CIM65.  
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2.3. Efecto de nanopartículas de plata sobre el metabolismo oxidativo 

Microorganismos de estudio: Los ensayos se realizaron con las cepas de 

S. aureus ATCC 29213, E. coli ATCC 25922 y P. aeruginosa ATCC 27853.  

 

2.3.1 Determinación de especies reactivas del oxígeno 

Se obtuvieron cultivos de 18 h de las 3 cepas de estudio, se centrifugaron 

y resuspendieron en PBS estéril. De cada inóculo obtenido, se tomó una alícuota 

de 500 µL y se puso en contacto con 500 µL de NPsAg de diferente 

concentración  (1,29 a 12,9 pM) durante 4 h a 37 °C. Como control se utilizó PBS 

estéril. 

 

2.3.1.1 Método espectrofotométrico de NBT  

Esta prueba se basa en la reducción del azul de nitrotetrazolio (NBT 

incoloro) a su forma reducida (NBTH), formándose un precipitado (azul de 

formazán)66. Se tomaron muestras de 200 µL (punto 2.3.1) a tiempo 0, 1, 2, 3,4  

hs y se le  agregó 50 µL de NBT (SIGMA) 1 mg/mL y se incubaron durante 30 

min a 37 ºC en oscuridad. Posteriormente, se agregó a cada una 10 µL de HCl 

0,1 N (Cicarelli) para detener la reacción. Luego se agregó 40 µL de 

dimetilsulfóxido (DMSO, Cicarelli) para extraer el NBT reducido (ERO 

intracelular). El azul de formazán obtenido se midió espectrofotométricamente a 

575 nm en un espectrofotómetro UV-visible SHIMADZU-160A. Los resultados 

fueron expresados como absorbancia por mg de proteínas vs tiempo para cada 

cepa.  
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2.3.1.2 Método espectrofluorométrico utilizando la sonda 6-carboxi-2′,7′-

diclorodihidrofluoresceina diacetato diacetoximetil ester  

La sonda H2-DCFDA (Sigma-Aldrich ,St. Louis, MO,USA) es un compuesto no 

fluorescente de naturaleza hidrofóbica que, al entrar en la célula, puede 

desacetilarse por la acción de las enzimas esterasas intracelulares dando lugar 

al compuesto no fluorescente 2’,7’-dihidroclorofluoresceina. A continuación, este 

compuesto reacciona con las ERO y se convierte en 2'7'-diclorofluoresceína 

(DCF) el cual posee un elevado componente fluorescente (520 nm) y se puede 

medir por técnicas fluorométricas67.  

Para la obtención de las muestras se procedió de igual manera que en el punto 

2.3.1. A cada muestra (200 µL) se le agrego 20 µL de sonda H2-DCFDA 20 μM 

y se incubaron por 30 minutos a 37 °C en condiciones de oscuridad. Transcurrido 

este tiempo, se midió la fluorescencia de la muestra en un espectrofluorímetro 

Biotek Synergy HT. Las longitudes de onda de excitación y emisión de la sonda 

fueron 480/520, respectivamente68. Los resultados se expresaron como 

Fluorescencia por mg de proteínas vs tiempo.  

 

2.3.1.2.1 En presencia de secuestrantes de ERO 

Los inóculos de trabajo se obtuvieron siguiendo la metodología descripta en el 

punto 2.3.1, con una concentración 15 pM de NPsAg y  se agregó 500 uL de 

secuestrantes de ERO (Tirón 10 mM, Dipiridil 250 µM, GSH 1 mM, manitol 40 

mM,  CAT 9 mg/ml). Se procedió a realizar la experiencia de la manera descripta 

anteriormente en el punto 2.3.1.268. Los resultados se expresaron como 

porcentaje de variación con respecto al control sin NPs.  
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2.3.1.3 Microscopia de Fluorescencia  

La microscopia de fluorescencia fue utilizada para monitorear la generación de 

ERO intracelular. El microscopio usado fue un NIKON TE-2000U y las longitudes 

de onda de trabajo fueron: excitación, 490 nm; emisión, 519 nm; espejo 500 nm; 

emisión Japón, LP 515 nm69. Se obtuvieron cultivos de 18 h de incubación de 

una cepa Gram-negativa (E. coli ATCC 25922) y una Gram-positiva (S. aureus 

ATCC 29213), se centrifugaron y resuspendieron en PBS estéril (este proceso 

se repitió 3 veces) hasta un volumen final de 500 µL. 

De cada inóculo obtenido, se tomó una alícuota de 100 µL y se puso en contacto 

con 100 µL de NPsAg (concentración 12,9 pM) durante 1 h para S. aureus y 4 h 

para E. coli a 37 °C. Como control se utilizó PBS. 

A cada muestra se le agrego 20 µL de sonda H2-DCFDA 20 μM y se incubó por 

30 minutos a 37 °C, en condiciones de oscuridad. Transcurrido este tiempo, se 

tomó una alícuota de 50 µL y se colocó sobre un portaobjeto nuevo. 

Inmediatamente se observó la fluorescencia emitida tanto del control como de la 

muestra problema68.  

 

2.3.2 Determinación de especies reactivas del nitrógeno por el método de 

Griess 

Se prepararon los cultivos de acuerdo a la metodología descripta en el 

punto  2.3.1, las concentraciones de NPsAg utilizadas fueron de 2,1 a 21 pM. 

Cada 1 h se tomaron muestras de 100 µL y se agregaron 50 μL de sulfanilamida 

al 2 % en HCl 5 % (v/v) y  50 μL de  solución acuosa al 0,1 %  de diclorhidrato 

de naftilendiamina. Las mismas se llevaron a  incubar a 37 °C por 15 min en 
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oscuridad. Luego se leyó la absorbancia a 540 nm en un elisómetro Biotek 

Synergy 2 multimodo operado a una resolución de 1 nm.  

La absorbancia medida es proporcional a la cantidad de nitritos presentes 

en la muestra con respecto a la solución estándar tomada como parámetro69. 

Los resultados se expresaron como µM de NaNO2 por mg de proteínas vs tiempo.  

Curva de solución estándar de NaNO2. 

Se realizó una curva de calibrado con una solución de NaNO2 a diferentes 

concentraciones (0,21 a 100 µM) partiendo de una solución de NaNO2 10 mM, 

solución stock. Las determinaciones se realizaron a 540 nm. 

 

2.3.3 Determinación de proteínas por el método de Bradford 

La concentración de proteínas en todas las muestras fue determinada por 

el método de Bradford. Para calcular la concentración de proteínas se construyó 

una curva patrón o de calibrado a partir del suero patrón Proti 2 Wiener Lab (de 

0,036 a 0,156 mg/mL). A 100 µL de la muestra se le adicionó 100 µL de reactivo 

de Bradford y se midió la absorbancia en un elisómetro a 595 nm67. La 

concentración de proteínas fue determinada por interpolación de los valores de 

absorbancia de las muestras en la curva patrón. 

 

2.4. Efecto de nanopartículas de plata sobre macromoléculas 

Microorganismos de estudio: Los ensayos se realizaron con las cepas de 

referencia de S. aureus ATCC 29213, E. coli ATCC 25922 y P. aeruginosa ATCC 

27853. 
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2.4.1 Preparación de muestra 

Se obtuvieron cultivos de 18 h de incubación de las 3 cepas de estudio, 

se centrifugaron y resuspendieron en PBS estéril. De cada inóculo obtenido, se 

tomó una alícuota de 500 µL y se puso en contacto con 500 µL de NPsAg (15, 

7,5 y 3 pM) o con 500 µL de PBS (control) y se llevaron a incubar a 37 °C. 

 

2.4.2 Evaluación de la peroxidación lipídica  

Entre los diferentes aldehídos que se pueden formar durante la 

peroxidación lipídica el más estudiado es el MDA. Este se forma por la 

descomposición de ácidos grasos poliinsaturados y se utiliza como indicador del 

grado de peroxidación lipídica. 

La oxidación de lípidos se evaluó a diferentes tiempos: 0, 1, 3, 4 y 24 h de 

incubación según la cepa analizada. A cada muestra se le agrego 1 mL de ácido 

tricloroacético 35 % v/v y se llevaron a incubar a temperatura ambiente durante 

20 min en oscuridad. Luego, se añadió 1 mL de ácido tiobarbitúrico  y se 

colocaron en un baño de agua a 80 °C durante 30 min. Posteriormente se 

enfriaron en baño de hielo, se centrifugaron y se midió la absorbancia del 

sobrenadante a 535 nm. Los resultados se expresaron como nmol de MDA por 

mg de proteína vs tiempo70,71.  Para realizar la curva de calibración se prepararon 

soluciones en agua destilada del testigo MDA (SIGMA). 

  

2.4.2.1 En presencia de secuestrantes de ERO 

Las muestras se obtuvieron de acuerdo a lo descripto en el punto 2.4.1. Además, 

se les adicionó 500 µL de secuestrantes o inhibidores de ERO (Tirón 10 mM, 

GSH 1 mM y CAT 9 mg/ml) o 1000 µL de PBS estéril (control). 
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Se procedió a medir oxidación de lípidos de acuerdo a lo descripto en el punto 

2.4.2 70,71. 

 

2.4.3 Determinación de la oxidación de proteínas  

Los niveles de los AOPP se determinaron por un método espectrofotométrico 

que utiliza Cloramina T como testigo en presencia de yoduro de potasio (KI) y 

que absorbe a 340 nm.  

Las muestras se obtuvieron de acuerdo a lo descripto en el punto 2.4.1. 

Se tomaron alícuotas a diferentes tiempos (0,1, 3, 4 y 24 h). A cada muestra se 

le agregó 50 μL de IK (1,16 M) y 50 μL de ácido acético. La absorbancia se midió 

a 340 nm. Las concentraciones de AOPP se expresaron como mequivalentes 

(meq) de Cloramina-T por mg de proteínas vs tiempo72.  

 

2.4.3.1 En presencia de secuestrantes de ERO  

Las muestras se obtuvieron de acuerdo a lo descripto en el punto 2.4.2.1  

Se procedió a cuantificar los AOPP de acuerdo a lo descripto en el punto 2.4.3. 

luego del agregado de secuestrantes descriptos en el punto 2.3.1.2.1. 

 

2.4.4 Determinación del potencial de membrana 

Las modificaciones en el potencial de membrana se determinaron 

mediante la medición de la fluorescencia de la sonda 1-anilino-8-naftaleno 

sulfonato (ANS), la cual es una sonda fluorescente utilizada para detectar 

cambios conformacionales en proteínas y estudiar membranas biológicas72.   

Las muestras se obtuvieron de acuerdo a lo descripto en el punto 2.4.2.1. 
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Se tomaron alícuotas de 160 µL de las muestras a diferentes tiempos (0, 1, 3, 4 

y 24 h). A cada una se le agregó 40 μL de sonda ANS (60 μM) y se incubaron 

durante 20 min a temperatura ambiente. La fluorescencia fue medida en un 

espectrofluorímetro Biotek sinergia HT a las longitudes de onda de excitación y 

emisión, 360 y 520 nm, respectivamente. Para realizar la curva de calibración, 

se tomaron fracciones de 1 mL y se les agregó ANS en diferentes 

concentraciones (0-240 μM)73. Los resultados fueron expresados como 

fluorescencia por mg de proteínas vs tiempo.  

 

2.4.5 Determinación del daño en el ADN  

Se obtuvieron suspensiones de 18 h de incubación de las 3 cepas 

estudiadas, las cuales fueron centrifugadas y resuspendidas en PBS estéril. Se 

tomaron 500 µL de los inóculos obtenidos y se pusieron en contacto con 500 µL 

de NPsAg  15 pM o con PBS (control).  Las muestras se incubaron a diferentes 

tiempos: 1 h para S. aureus, 3 h para P. aeruginosa y 4 h para E. coli. 

 

2.4.5.1 Extracción y Purificación  

Se utilizó el kit de EasyPure bacterial genomic DNA para la extracción y 

se siguieron las instrucciones del fabricante hasta la obtención de ADN libre de 

impurezas (relación Abs260/Abs280>1,8). 100 µg del ADN obtenido se 

resuspendió en 200 µL de buffer TRIS-HCl 0,01 M (pH 7). Luego se le agregó 5 

U de la enzima nucleasa y se llevó a incubar durante 1 h en oscuridad a 37 °C. 

Inmediatamente se le agregó a cada muestra 3 U de la enzima fosfatasa alcalina 

y se llevaron a incubar durante 1 h a 37 °C. 
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2.4.5.2 Cuantificación del nucleósido oxidado 8-OH-dG 

Finalmente, las muestras (control y tratadas) fueron procesadas para ser 

analizadas mediante HPLC. Los testigos utilizados fueron 1 mM de dG y 8-OHdG 

(nucleósido no oxidado y oxidado, respectivamente).  

Los resultados se expresaron mediante la relación de 8-OHdG/dG74,75. 

 

2.4.5.3 Interacción NPsAg-ADN  

Con el objetivo de analizar la interacción entre el ADN bacteriano y las 

nanopartículas biosintetizadas se observaron las variaciones en el espectro del 

ADN ante la adición de pequeñas cantidades de NPsAg. 

En primer lugar, se realizó la extracción de ADN de E. coli 25922 utilizando el kit 

EasyPure bacterial genomic DNA kit siguiendo las instrucciones del fabricante.  

Luego se tomó una muestra de 200 µL y se realizó la curva espectral entre 200 

y 1000 nm (muestra inicial) para determinar el pico correspondiente al ADN de 

E. coli. Se realizaron 20 adiciones de 10 µL de NPsAg 15 pM o de PBS (muestra 

control) en forma consecutiva. Ante cada agregado se midió la absorbancia de 

cada muestra para observar modificaciones en la curva espectral del ADN 

bacteriano75. 

 

2.5. Efecto de nanopartículas de plata sobre sistemas antioxidantes 

Microorganismos de estudio: Los ensayos se realizaron con las cepas de 

referencia de S. aureus ATCC 29213, E. coli ATCC 25922 y P. aeruginosa ATCC 

27853. Preparación de las muestras: Se obtuvieron cultivos de 18 h de 

incubación de las 3 cepas de estudio, se centrifugaron y resuspendieron en PBS 

estéril. 
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Se tomaron 1500 µL de los inóculos obtenidos y se pusieron en contacto con 

1500 µL de NPsAg (15, 7 y 1,5 pM) o con PBS (control) y se llevaron a incubar 

a 37 °C. Las muestras se tomaron a diferentes tiempos, 0, 1, 3, 4 y 24 h. 

 

2.5.1 Sistemas antioxidantes enzimáticos 

2.5.1.1 Determinación cuantitativa de la actividad de catalasa 

Las muestras se prepararon de acuerdo a lo descripto en el punto 2.5  

A 2 ml de solución de H2O2 0,2 M se le agregaron 2,5 mL de PBS y a continuación 

se agregó 1mL de la mezcla (bacteria + NPsAg o buffer). Se tomó 1 mL de cada 

mezcla y se le agregaron 2 mL de reactivo (dicromato de potasio al 2 % en ácido 

acético glacial) y se llevaron a incubar  100 ºC durante 2 min. Luego se enfriaron 

en un baño de hielo y se determinó la absorbancia a 570 nm en un 

espectrofotómetro UV-visible SHIMADZU-160A. Una U CAT desdobla 1 µM de 

H2O2 por min a 25 ºC y pH 7,076,77.  

Los resultados fueron expresados como % de activación de la enzima CAT con 

respecto al control (100%). 

 

2.5.1.2 Determinación cuantitativa de la actividad de superóxido dismutasa 

Para la reacción de determinación de SOD se utiliza riboflavina la cual 

pierde un electrón en presencia de luz y dispara una serie de reacciones que 

generan O2
·-. El NBT agregado compite con la SOD presente en la muestra por 

el O2
.- formado. La reducción de NBT, por lo tanto, disminuye en presencia de 

SOD ya que esta enzima dismuta del O2
.- a H2O2. La medición del azul de 

formazán formado por la oxidación del NBT, es una medida indirecta de la 

cantidad de SOD presente. 
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Las muestras se prepararon de acuerdo al punto 2.5.  A cada tiempo las 

muestras fueron centrifugadas a 1500 rpm durante 15 min y se separó el 

sobrenadante (SOD extracelular). Los precipitados se resuspendieron en 0,5 mL 

de PBS estéril (SOD intracelular). Posteriormente, a 100 µL de la fracción 

intracelular o extracelular se le agregaron 100 µL de NBT en DMSO (Anedra) 75 

µM, 300 µL de metionina (SIGMA) 13 mM, 300 µL de EDTA 100 nM, 300 µL de 

riboflavina (SIGMA) 2 µM en PBS. Las muestras fueron expuestas a luz 

fluorescente de 20 W durante 6 min para desencadenar la reacción.  La lectura 

del color final se determinó espectrofotométricamente a 560 nm. Se definió como 

una unidad de actividad SOD a la cantidad de enzima requerida para disminuir 

en un 50 % la producción de NBT reducido78.  

Los resultados se expresaron como % activación de enzima SOD con respecto 

al control (100%) . 

 

2.5.2 Evaluación de sistemas antioxidantes no enzimáticos 

2.5.2.1 Determinación cuantitativa de glutatión reducido 

En esta técnica se utiliza el reactivo de Ellman (ácido 5,5´ditiobis-2-

nitrobenzoico, DTNB), el cual en presencia de GSH reacciona formando un 

complejo que se determina espectrofotométricamente a 412 nm79. Las muestras 

se prepararon de acuerdo al punto 2.5. Se tomaron 100 µL de las muestras y 

fueron incubadas a temperatura ambiente con 20 L de glutatión reductasa (6 

U/mL), 50 L de NADPH (4 mg/mL) y 20 L de ácido DTNB 1,5 mg/mL. Los 

resultados fueron expresados como % de aumento de GSH con respecto al 

control (100%). 

 



  Materiales y métodos 

41 
 

2.5.3 Determinación de la capacidad antioxidante total  

Para determinar la capacidad antioxidante total bacteriana se adaptó un 

método de determinación en fluidos biológicos. El ensayo ferric reducing 

antioxidant power (FRAP) mide el poder reductor de los antioxidantes80. Esta 

técnica, se basa en la reducción del complejo Fe3+-2,4,6-tris (2-piridil)-1,3,5-

triazina (TPTZ, SIGMA) a su forma ferrosa el cual tiene un color azul intenso, 

que puede ser monitoreado espectrofotométricamente a 593 nm.  

Las muestras se prepararon de acuerdo a lo descripto en el punto 2.5. Se 

preparó una solución de trabajo con 2,5 mL de buffer acetato 300 mM pH 3,6 con 

0,25 mL de solución de TPTZ 10 mM en HCl 40 mM y 0,25 mL de FeCl.6H2O 20 

mM (relación 10:1:1). Se incubaron 50 µL de las muestras tomadas a cada 

tiempo con 150 µL de la solución de trabajo preparada y se llevaron a incubar 

por 10 min a temperatura ambiente. La absorbancia de la muestra se determinó 

a 593 nm. Se prepararon soluciones acuosas de concentraciones conocidas de 

Fe2+ (FeSO4.7H2O) como testigos para realizar la curva de calibración.  

Los resultados se expresaron como μM FeSO4/mg proteína. 

 

2.6. Efecto de nanopartículas de plata sobre células eucariotas  

2.6.1 Obtención de Leucocitos polimorfonucleares  

En primer lugar, se tomó una  muestra de 20 mL de sangre heparinizada 

de donantes voluntarios sanos por punción venosa. Por cada 3 mL de sangre 

entera obtenida se agregó 1 mL de dextrán (SIGMA) al 6 % y se dejó sedimentar 

durante 30 min a temperatura ambiente. De esta manera se pudo separar el 

plasma rico en leucocitos de los eritrocitos. Se agregó 1 mL de Ficoll-Hypaque 

(Histopaque 1077, SIGMA) cada 3 mL de plasma obtenido. Se separó 
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cuidadosamente el plasma con leucocitos (región central)  y se lo coloco en un 

tubo cónico. Las muestras se llevaron a centrifugar a 2000 rpm durante 10 min 

para separar los leucocitos polimorfonucleares (PMN) de las células 

mononucleares. Las células se lavaron dos veces con HBSS-albúmina (SIGMA) 

0,1 mg/mL y se resuspendieron en 1 mL del mismo buffer81.  

  

2.6.2 Determinación de la viabilidad de leucocitos mediante técnicas 

espectrofotométricas. 

 2.6.2.1 Ensayo con Resazurina  

Los leucocitos obtenidos se incubaron con NPsAg (0,15 pM) o con HBSS-

albúmina (SIGMA) 0,1 mg/mL como control, durante 1,3 y 4 h. A cada tiempo se 

tomó una muestra  de 100 µL y se le agregó 50 µL de rezasurina 1 mg/ml. Las 

muestras se llevaron a incubar durante 30 min a 37 °C. Luego se determinó la 

absorbancia a 570 nm y 600 nm82. Los resultados se expresaron como 

porcentaje de viabilidad con respecto al control (100 %). 

 

2.6.2.2 Ensayo con 2,3-Bis-(2-Methoxi-4-Nitro-5-Sulfofenil)-2H-Tetrazolium-

5-Carboxanilida (XTT) 

Los leucocitos obtenidos se incubaron con NPs (0,15 pM) durante 1,3 y 4 h. 

Como control se utilizó  HBSS-albúmina (SIGMA) 0,1 mg/mL. A cada tiempo se 

tomó una muestra  de 100 µL y se le agrego 50 µL del colorante XTT. Las 

muestras se llevaron a incubar durante 30 min a 37 °C. Luego se determinó la 

absorbancia a 450 y 650 nm83. Los resultados se expresaron como porcentaje 

de viabilidad con respecto al control (100 %). 
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2.6.3 Determinación de especies reactivas del oxígeno  

Los leucocitos obtenidos, de acuerdo a la metodología descripta en el punto 

2.6.1, se incubaron con NPsAg 0,15 pM o con HBSS-albúmina (SIGMA) 0,1 

mg/mL como control, durante 1,3 y 4 h. A cada tiempo se tomó una muestra  de 

200 µL y se le agrego 20 µL de la sonda  H2-DCFDA 20 μM. Las muestras se 

llevaron a incubar durante 30 min a 37 °C en oscuridad. Transcurrido este 

tiempo, se midió la fluorescencia de la muestra en un espectrofluorímetro Biotek 

Synergy HT. Las longitudes de onda de excitación y emisión de la sonda fueron 

480/520, respectivamente81. Los resultados se expresaron como porcentaje de 

fluorescencia con respecto al control sin NPsAg (100 %). 

 

2.6.4 Microscopia electrónica de transmision 

Los leucocitos obtenidos, de acuerdo a la metodología descripta en el punto 

2.6.1, se incubaron con NPsAg (0,15 pM) durante 4 h. Las imágenes se 

obtuvieron de un microscopio a JEM-JEOL 1120 EXII operado a 80 kV. Se 

tomaron 10 µL de las muestra de leucocitos y se colocaron sobre una rejilla de 

carbono recubierta de cobre y se dejaron secar a temperatura ambiente, 

protegidas de la luz61. Las imágenes obtenidas fueron analizadas con el objetivo 

de detectar modificaciones en la morfología de los leucocitos tratados con 

NPsAg. 
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2.6.5 Obtención de Eritrocitos  

Se realizó la extracción de sangre a donantes voluntarios sanos por punción 

venosa. La sangre entera obtenida se diluyo al 1 % v/v en PBS estéril.  

 

2.6.5.1 Actividad hemolítica de NPsAg  

Se tomaron muestras de 500 µL de sangre al 1% y llevaron a incubar durante 4 

h con 500 µL de NPsAg (0,15 pM) o AgNO3 (10mM) o agua destilada estéril como 

control positivo del 100 % de hemólisis y PBS estéril como control negativo. 

Transcurrido el tiempo de incubación, se le agregó a cada muestra 250 µL de  

CaCl2 0,5 mM y se llevaron a incubar de nuevo durante 1 h a temperatura 

ambiente. Luego, las muestras fueron centrifugadas a 3000 rpm durante 10 min. 

Se leyó la absorbancia del sobrenadante a 540 nm84. 

El porcentaje de hemólisis se calculó mediante la siguiente formula: 

 

 

 

 2.7. Análisis estadístico  

Los datos fueron representados como la media ± la desviación estándar (DE). 

Los ensayos fueron realizados por triplicado. En todos los casos, las diferencias 

fueron consideradas significativas para una probabilidad (p) menor a 0,05. 

% HEMÓLISIS = ((abs de la muestra- abs control negativo)/ 
                                        (abs control positivo-abs control negativo)) X100 



 

CAPÍTULO 3 
Resultados 
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3.1 Biosíntesis y caracterización de nanopartículas metálicas  

Un número creciente de estudios han demostrado la gran utilidad de 

organismos y biomoléculas para producir materiales nanoestructurados85. 

La biosíntesis o síntesis green, se caracteriza por ser un proceso amigable con 

el medio ambiente debido a que no se utilizan solventes orgánicos ni deja 

residuos tóxicos86. 

La investigación en curso tiene por objetivo buscar la optimización de un 

protocolo de síntesis de NPsAg, ganando control sobre el tamaño y la forma de 

las mismas, para que la obtención de las mismas mediante un proceso biológico 

pueda competir con éxito con la síntesis química y física de nanoestructuras.  

La evaluación del uso de NPs en ciencias biomédicas es indispensable ya 

que podrían desempeñar un papel importante en la administración de fármacos, 

diagnóstico, imágenes y detección, entre otros. Por lo tanto, en este campo, el 

uso de NP ecológicamente producidas podría ser sumamente relevante como 

alternativa para la obtención de las mismas.  

 

3.1.1 Obtención de nanopartículas de plata 

Utilizando el medio extracelular de la bacteria P. aeruginosa se 

biosintetizaron NPsAg. Las condiciones de síntesis empleadas fueron: AgNO3 

10 mM, relación de volúmenes entre la solución de  AgNO3 y el sobrenadante 

bacteriano de 50/50 v/v, respectivamente, incubación de 24 h a 37 °C con 

agitación y en oscuridad. 
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Optimización de la síntesis: 

Se analizaron diferentes condiciones para la obtención de  las NPsAg. 

En la Tabla 1 se pueden observar los resultados obtenidos modificando la 

concentración de la sal metálica y el porcentaje final de sobrenadante utilizado 

en el medio de reacción. 

 

Tabla 1: Valores obtenidos de la modificación de la concentración de la sal de  

plata y de la relación de volúmenes entre la solución de AgNO3 y el sobrenadante 

de P. aeruginosa. 

 

 

Concentración 

de AgNO3 

Porcentaje de 

sobrenadante 

(v/v) 

Pico máx. 

(long. de onda) 

Absorbancia 

1mM 10 % ---------- -------- 

30% ---------- --------- 

50% 423 nm 0,224 

5 mM 10% 440 nm 0,050 

30% 441 nm 0,221 

50% 443 nm 0,253 

10 mM 10 % 430 nm 0,200 

30% 504 nm 0,591 

50% 496 nm 0,774 
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Se descartaron las concentraciones más bajas de AgNO3 debido a que 

las absorbancias leídas luego de 24 h de incubación fueron muy bajas.  

Utilizando una concentración 10 mM de sal se obtuvo la síntesis más eficiente, 

observándose que la relación 70/30 v/v entre la solución de AgNO3 y el 

sobrenadante era la más conveniente. Considerando los valores de relación 

70/30 de v/v y sal de plata 10 mM, se modificaron otros parámetros como  medio 

de cultivo, temperatura y  tiempo de incubación, obteniéndose los siguientes 

resultados: 

1) Medio de cultivo para la obtención del sobrenadante bacteriano: 

Tal como se puede observar en la Fig. 5, si  utilizamos CTS o LB, la 

concentración de NPsAg obtenida es mayor que si se utiliza CMH. Por lo que el 

medio de cultivo utilizado para obtención del sobrenadante de P. aeruginosa, 

produce modificaciones en la obtención de NPsAg 

 

 

Fig. 5.  Espectro UV-Vis de NPsAg biosintetizadas a partir de diferentes medios de cultivo: A 

sobrenadante obtenido a partir de CMH, sobrenadante obtenido a partir de CTS y LB.  
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Otro de los cambios que también pudieron observarse es que en medio LB, 

el pico del plasmón de NPs se desplazó hacia longitudes de ondas más cortas, 

indicando una modificación en el tamaño (más chicas) y en la forma (más 

esferoidales) de las NPsAg87. Esto puede deberse a que los nutrientes que 

forman parte de cada medio, probablemente, modifican el crecimiento y el 

metabolismo de la bacteria y por consiguiente, se ve alterado el medio 

extracelular que se utiliza para la síntesis. 

 

2) Temperatura y tiempo de síntesis (en medio LB) 

En la Fig. 6  se graficaron 3 de las modificaciones en estos parámetros donde 

se observaron los cambios más significativos en la síntesis de NPsAg:  

Tiempo de síntesis: 1 h o 24 h 

Temperatura de síntesis: 37 °C, 50 °C o 100 °C. 

 

Fig. 2. Espectro UV-Vis de NPsAg biosintetizadas a diferentes temperaturas: A 37 °C durante 24 

h, a 50°C durante 1 h y a 100°C durante 1 h.  

 

El aumento en la temperatura aceleró el proceso de síntesis, como así 

también, la absorbancia del pico del plasmón de NPsAg. Se observó una gran 
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diferencia entre 24 h de incubación a 37 °C y 1 h de incubación a 50 °C. A partir 

de esta temperatura, la eficiencia de la síntesis comenzó a decaer, la 

absorbancia obtenida a 100 °C fue la misma que la obtenida para 37 °C. Esto 

probablemente nos indique que existe algún proceso enzimático participando de 

la bioreducción de los iones plata, por lo que la temperatura sería un factor clave 

para controlar durante la síntesis. 

En conclusión, las condiciones finales utilizadas para la biosíntesis fueron: 

a) Medio LB para la obtención del sobrenadante de P. aeruginosa. 

b) Relación 70/30 v/v entre la solución de AgNO3 y el sobrenadante. 

c) Temperatura de 50 °C durante 1 h. 

d) Agitación 150 rpm y oscuridad. 

En la Fig. 7 pueden observarse las imágenes correspondientes a la obtención de 

NPsAg.  

 

 

 

  

 

 

      (A)                         B)         

 

   2.1.2 Caracterización de NPs biosintetizadas 
Fig. 7. Biosíntesis de NPsAg (A) obtención del cultivo de P. aeruginosa (B) muestras de 

sobrenadante de cultivo de P. aeruginosa (control) y de sobrenadante de cultivo de P. aeruginosa 

con AgNO3 10 mM, en oscuridad. 
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3.1.2 Caracterización de NPs biosintetizadas 

Las NPsAg obtenidas fueron caracterizadas por diferentes técnicas que 

permitieron estudiar su morfología y composición así como también establecer 

su estabilidad en medio líquido. 

 

3.1.2.1 Cambio de color del medio de reacción 

El primer registro correspondiente a la formación de NPsAg fue, tal como se 

ve en la Fig. 8, el cambio del color del medio de reacción de verde 

(correspondiente a la presencia de pigmentos provenientes del cultivo de P. 

aeruginosa) a marrón oscuro. 

 

(A)                         (B)  

 

Fig. 8. Biosíntesis de NPsAg (A) sobrenadante de cultivo de P. aeruginosa antes del agregado 

de la solución AgNO3 10 mM. (B) sobrenadante de cultivo de P. aeruginosa con AgNO3 10 mM 

luego de 24 h de incubación. 

 

3.1.2.2  Espectroscopia de absorción de luz ultravioleta y visible 

La reducción de los iones plata (Ag+)  fue monitoreada por espectroscopia 

UV-visible y los espectros se registraron a temperatura ambiente (28 °C) en 
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función del tiempo (Fig. 9). Las NPsAg exhibieron un pico máximo de absorción 

alrededor de 450 nm luego de 24 h de reacción. El pico obtenido es característico 

de la resonancia del plasmón de superficie (SPR) de NPsAg. Esto 

probablemente se deba a la vibración longitudinal de los plasmones en la 

solución88,89. No se observó aumento en la intensidad de la banda de resonancia 

luego de 24 h de incubación, lo que nos sugirió la finalización de la reacción. 

 

 

 

Fig. 9. Espectro UV-Vis de NPsAg biosintetizadas, solución de AgNO3 y el sobrenadante 

del cultivo de P. aeruginosa.  

 

3.1.2.3 Potencial Z y tamaño de partícula 

El potencial zeta de las NPs biosintetizadas fue de -18 mV lo que sugiere que las 

fuerzas repulsivas entre las nanopartículas pueden ser las responsables de la 

estabilidad electrostática y de que las NPsAg se hayan podido dispersar en el 

medio donde se encuentran. Se obtuvo una polidispersidad de 0,3, lo que nos 

indicia que la población de NPsAg fue relativamente homogénea (Tabla 2). 
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 Tabla 2: Parámetros obtenidos por dinamic ligth scattering. 

 

Tamaño 40 + 2 

Polidispersidad 0,298 + 0,07 

Potencial Z -18 + 1 

 

 

3.1.2.4 Microscopia electrónica de transmisión 

La morfología y la distribución del tamaño de las NPs obtenidas fueron 

analizadas por TEM. Se observó que las mismas tienen forma pseudoesferoidal 

(Fig. 10) y un diámetro relativamente uniforme entre 30 y 40 nm (Fig. 11). 

 

 

Fig. 10. Imágenes TEM representativas de NPsAg biosintetizadas a partir del sobrenadante de 

cultivo de P. aeruginosa. 
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Fig. 11. Histograma que muestra la distribución de tamaño de unas 100 NPsAg a partir de la 

imagen de TEM obtenida. 

 

3.1.2.5  Espectroscopia infrarroja 

En las imágenes obtenidas por TEM se observó que las NPs se 

encuentran rodeadas por una envoltura, probablemente, proveniente del 

sobrenadante del cultivo de P. aeruginosa. Se decidió estudiar las NPsAg por 

espectroscopia infrarroja para identificar las posibles biomoléculas responsables 

de la cobertura y de la estabilidad. Se analizó el sobrenadante de la bacteria y 

las NPsAg biosintetizadas por separado. Una vez que las muestras fueron 

liofilizadas, fueron examinadas en un equipo FT-IR (Avatar 360) y se obtuvo lo 

siguiente: para la muestra del sobrenadante se observó la aparición de picos a 

3417 correspondientes a la presencia de grupos Amidas (vibraciones de tensión 

del enlace N-H) ,1663 perteneciente a las vibraciones de la tensión del enlace 

C=O, 1401 vibración de flexión de C-OH, 1074 correspondientes a la vibración 

del enlace C-O-C en grupos de polisacáridos. La aparición de estas bandas 
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características hace suponer la presencia de carbohidratos y proteínas en 

sobrenadante de la bacteria (Fig.12). 

 

 

 

Al comparar el espectro IR de las NPsAg (Fig. 13) con el espectro del 

sobrenadante, se pueden observar algunos corrimientos y disminuciones de las 

distintas bandas anteriormente descriptas. Principalmente la disminución de la 

banda observada 3417 nm, que podría considerarse como principal grupo 

funcional del compuesto que actúa como agente reductor y el aumento de la 

banda a 1401, que podría pertenecer a las moléculas que forman parte del 

agente estabilizante de la NPsAg. Con estos resultados se puede inferir que las 

NPsAg se encuentran interaccionando con los distintos grupos funcionales de 

proteínas y carbohidratos que se encuentran presentes en el sobrenadante de 

P. aeruginosa. Estas interacciones serían las principales responsables de la 

estabilidad características de las NPsAg biosintetizadas.  

Fig.12. Espectro infrarrojo de sobrenadante de la bacteria P. aeruginosa. 
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3.1.2.6. Difracción de Rayos X 

Se obtuvo el patrón de difracción de rayos X que se muestra en la Fig. 14. 

Se confirmaron tres picos a 38,1 °, 44,2 ° y 64,5 ° correspondientes a los planos 

(111), (200) y (220) de plata, utilizando datos de difracción de polvo estándar de 

JCPDS número 04-0783. Todos los picos correspondían a una simetría cúbica 

centrada en la cara (fcc). Además de estos picos representativos de nanocristal 

de plata fcc, otros picos se pueden observar en el patrón de rayos X, lo que 

sugiere la cristalización de una fase bioorgánica en la superficie NPsAg. 

 

Fig. 14. Espectro de DRX de NPs Ag biosintetizadas 

 

14
01

 

Fig. 13. Espectro infrarrojo de NPsAg biosintetizadas. 
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3.1.2.7 Caracterización del capping de NPsAg 

Para profundizar los resultados obtenidos por TEM e IR, se analizó 

mediante electroforesis en gel de 1D de poliacrilamida al 12 % en condiciones 

desnaturalizantes (SDS-PAGE) la composición de la cobertura observada en las 

NPsAg biosintetizadas. Se analizaron las muestras de sobrenadante de P. 

aeruginosa y las NPsAg biosintetizadas. Se observaron 2 bandas en el carril 

correspondiente al sobrenadante de P. aeruginosa, indicando la presencia de 

proteínas de diferente peso molecular. Mientras que en el carril de NPsAg se 

divisaron 6 bandas de diferente intensidad (Fig. 15). Las muestras fueron 

enviadas al centro CEQUIBIEM de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales 

en la Universidad de Buenos Aires para ser analizadas mediante  nanoHPLC 

acoplado a un espectrómetro de masa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 15. Corrida electroforética: carril 1 corresponde al sobrenadante de P. aeruginosa (2 bandas: 

S01 y S02) y carril 2 corresponde a NPsAg (6 bandas: NP03, NP04, NP05, NP06, NP07, NP08.) 
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Esta técnica permitió identificar 26 proteínas en el capping de NPsAg, de las 

cuales 5 no pudieron ser caracterizadas (ver tabla 3). Dos segmentos fueron 

observados tanto en el sobrenadante como en el recubrimiento de las NPsAg, 

una lipoproteína de membrana externa de 8,8 kDa y una de 20,8 kDa de origen 

extracelular. Estos resultados son precursores en la identificación de proteínas 

en el capping de NPs, los cuales sugieren cuales serían las responsables de la 

estabilidad y/o biocompatibilidad de las NPsAg biosintetizadas extracelularmente 

por P. aeruginosa. 
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Tabla 3: Proteínas identificadas en NPsAg mediante nanoHPLC acoplado a MS 

N° de 

banda 

Nombre N° de 

acceso 

score PM IP  

NP03 Outer membrane protein OprG 
OS=Pseudomonas aeruginosa  

Q9HWW1 4,45 25,2 5,12 

NP04 PhoP/Q and low Mg2+ inducible outer 
membrane protein H1 OS=Pseudomonas 
aeruginosa 

G3XD11 
 

21,68 21,6 9,03 

 UPF0312 protein PA0423 OS=Pseudomonas 
aeruginosa  

Q9I690 14,31 20,8 6,55 

 Major outer membrane lipoprotein 
OS=Pseudomonas aeruginosa 

P11221 4,63 8,8 8,18 

 Alkyl hydroperoxide reductase subunit C 
OS=Pseudomonas aeruginosa 

Q9I6Z3 2,16 20,5 6,33 

NP06 Azurin OS=Pseudomonas aeruginosa  P00282 8,82 16 6,92 

 Lipid A deacylase PagL OS=Pseudomonas 
aeruginosa  

Q9HVD1 3,37 
 

18,4 6,3 

 60 kDa chaperonin OS=Pseudomonas 
aeruginosa 

P30718 
 

2,25 
 

57,1 
 

5,14 
 

 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
OS=Pseudomonas aeruginosa 

Q9HZK4 2,02 50,1 7,9 

 Pterin-4-alpha-carbinolamine dehydratase 
OS=Pseudomonas aeruginosa 

Q9HZK4 2,02 50,1 7,9 

NP07 Trigger factor OS=Pseudomonas aeruginosa Q9I2U2 4,5 48,6 4,87 

 UPF0339 protein PA0329 OS=Pseudomonas 
aeruginosa  

Q9I6G2 2,51 11,8 9,28 

 Motility protein FimV OS=Pseudomonas 
aeruginosa 

Q9HZA6 2,42 96,9 4,36 

 Glycine cleavage system H protein 1 
OS=Pseudomonas aeruginosa 

Q9I136 2,23 13,8 4,3 

 30S ribosomal protein S20 OS=Pseudomonas 
aeruginosa  

Q9HVM1 1,96 9,9 11,14 

 Single-stranded DNA-binding protein 
OS=Pseudomonas aeruginosa  

P40947 1,93 18,5 5,66 

NP08 Probable cold-shock protein 
OS=Pseudomonas aeruginosa 

Q9I4H8 13,58 7,7 7,42 

 Periplasmic serine endoprotease DegP-like 
OS=Pseudomonas aeruginosa  

G3XD20 2,1 50,3 7,58 

 Lysine--tRNA ligase OS=Pseudomonas 
aeruginosa  

Q9HXU0 2,1 57,3 5,38 

 Bacteriohemerythrin OS=Pseudomonas 
aeruginosa  

Q9I352 1,95 17,8 6,21 

 RNA-binding protein Hfq OS=Pseudomonas 
aeruginosa 

Q9HUM0 1,94 9,1 9,52 

N° de acceso: identificador único asignado a la proteína mediante la base de datos utilizada; 
score:muestra la puntuación de proteína, que es la suma de las puntuaciones de los péptidos individuales; 
PM: peso molecular; IP: punto isoeléctrico teórico. 
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3.2.1 Determinación de la actividad antibacteriana  

La selección continua de bacterias que son resistentes a una amplia gama 

de antibióticos ha llevado al resurgimiento en la investigación de nuevas fuentes 

no convencionales de antibióticos. Las propiedades medicinales de la plata se 

conocen desde hace mucho tiempo, siendo utilizada en diferentes aplicaciones 

con fines antimicrobianos (odontología, dispositivos médicos y en tratamiento de 

quemaduras). Sin embargo, el uso de iones de plata tiene sus limitaciones, por 

lo que el reemplazo por NPsAg puede ser una alternativa viable. 

Las propiedades físico químicas de la Ag como nanopartículas son 

diferentes que en su forma iónica ya que no tienen carga, son de pequeño 

tamaño, tienen una alta relación superficie-masa, lo que mejora su interacción 

con el medio circundante90-92. Por consiguiente, se exploraron las propiedades 

antimicrobianas de los NPsAg biosintetizadas frente a patógenos bacterianos 

Gram-positivos y Gram-negativos. Se desafiaron cepas clínicas y de referencia 

de S. aureus, S. epidermidis, E. faecalis, P. mirabilis, A. baumannii, E. coli, P. 

aeruginosa y K. pneumoniae con diferentes concentraciones de NPsAg (de 0,1 

a 51,2 pM) determinando la CIM y la CBM (Tabla 4). Se puede observar que las 

NPsAg biosintetizadas fueron eficaces contra todas las especies bacterianas 

estudiadas. 
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Tabla 4: CIM y CBM de NPsAg biosintetizadas en diferentes especies bacterianas 

 

Cepa 

NPsAg  Ciprofloxacina 

CIM (pM) CBM (pM) CBM/CIM CIM (µM) 

S. aureus ATCC 29213 0,2 0,2 1 1,3 

SAMS cepa clínica 1 0,8 0,8 1 0,8 

SAMS cepa clínica 2 0,4 0,4 1 0,8 

SAMS cepa clínica 3 0,4 0,8 2 0,4 

SAMR cepa clínica 3,1 3,1 1 99,1 

S. epidermidis ATCC 12228 3,1 6,2 2 3,1 

E. faecalis ATCC 29212 0,8 0,8 1 0,8 

P. mirabilis cepa clínica 0,4 0,4 1 0,4 

A. baumanii cepa clínica 0,8 0,8 1 1,6 

E. coli ATCC 25922 0,1 0,1 1 0,4 

E. coli cepa clínica 1 1,6 1,6 1 0,8 

E. coli cepa clínica 2 3,1 3,1 1 1 

P. aeruginosa ATCC 27853 0,02 0,02 1 3,1 

K. pneumoniae ATCC 700603 0,8 1,6 2 0,4 

 

Los valores de CIM determinados se encontraron en concentraciones 

picomolar, entre 0,02 y 3,1 pM. En comparación con un antibiótico de uso clínico 

como CIP, las NPsAg mostraron un mayor efecto de inhibición del crecimiento 

frente a todas las especies bacterianas ensayadas a concentraciones 

significativamente más bajas (μM y pM para CIP y NPsAg, respectivamente). El 

valor de CIM observado para S. epidermidis fue mayor que para otras cepas 
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bacterianas, lo cual podría explicarse por su capacidad para formar biofilms, lo 

que se tradujo en una reducción de la acción antimicrobiana mediada por NPsAg. 

Sin embargo, la CIM hallada para P. aeruginosa (especie bacteriana formadora 

de biofilms) fue la más baja (0,02 pM). Una explicación para este resultado sería 

que como las NPsAg son sintetizadas por el sobrenadante de esta cepa y se 

encuentra rodeada por compuestos provenientes de la misma, la bacteria la 

reconocería como algo propio sin ofrecer resistencia a la misma. Este 

comportamiento facilitaría la acción de las NPsAg como antimicrobianos.  

Se consideró la relación CBM / CIM como medida del poder bactericida 

de un agente antimicrobiano (agente bactericida: CBM / CIM ≤2, agente 

bacteriostático: CBM / CIM >2), los resultados permiten señalar una actividad 

bactericida de NPsAg en las especies bacterianas analizadas.  

También, se analizó la actividad antibacteriana del AgNO3 en P. 

aeruginosa, E. coli y S. aureus. Los resultados obtenidos pueden observarse en 

la Tabla 5. 

 

Tabla 5: CIM y CBM de AgNO3 en 3 especies bacterianas 

 

Cepas 

AgNO3 

CIM (µM) CBM (µM) 

S. aureus ATCC 29213 78 78 

E. coli ATCC 25922 78 78 

P. aeruginosa ATCC 27853 10 10 

 

Como puede observarse, la CIM y CBM de AgNO3 para las tres cepas 

estudiadas se encuentra en concentraciones µM, mientras que las 



  Resultados 

63 
 

correspondientes a NPsAg están en el orden del pM. Los resultados obtenidos 

afirman que el efecto antibacteriano de NPsAg biosintetizadas es superior a la 

sal de plata de la cual se parte para la biosíntesis de las mismas 

 

3.2.1.1 Efecto sobre el crecimiento bacteriano 

Se analizó el efecto del agregado de las NPsAg en el crecimiento de las 

cepas de referencia de P. aeruginosa, E. coli y S. aureus. La Fig. 16 muestra que 

las NPsAg redujeron drásticamente la densidad óptica (DO) de la suspensión 

bacteriana durante 5 h de incubación después de añadirlas al cultivo de las tres 

especies bacterianas estudiadas respecto al control. La DO600 con el tratamiento 

fue 4,5 veces menor que el control (sin tratamiento) para S. aureus y E. coli, 

mientras que para P. aeruginosa fue 6 veces menor.  

 

 

Fig. 16. Curva de crecimiento de P. aeruginosa (  ), E. coli ( ) y S. aureus (         ) 

y las tratadas con NPsAg 0,6 pM a los 150 min de incubación en CMH  P. aeruginosa (      ), 

E. coli (         ) y S. aureus (  ). 
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El efecto bactericida de NPsAg se estudió mediante TEM en S. aureus 

ATCC 29213. En la figura 17 (A, B y C) se puede observar cómo las NPsAg se 

adhieren a la pared de S. aureus después de 1 h de incubación, mientras que 

después de 6 h se puede observar la lisis de las células. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 17. S. aureus ATCC 29213 incubada con NPsAg por 0 h (A) ,1 h (B) y 6 h (C). 

 

3.2.2 Determinación de la actividad antifúngica 

  La falta de control sobre los fitopatógenos ocasiona la pérdida total de 

cosechas, afectan la calidad y durabilidad del cultivo, siendo una de las 

principales causas de inestabilidad en la industria agrícola generando un enorme 

impacto económico y social. Además, el desarrollo de resistencia a diferentes 
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fármacos, así como los efectos adversos que ocasionan los antifúngicos 

utilizados actualmente, hacen necesaria la búsqueda de estrategias alternativas 

para el tratamiento de enfermedades producidas en plantas. Se estudió la 

capacidad fungicida de las NPsAg biosintetizadas frente a diferentes 

fitopatógenos importantes a diferentes concentraciones de NPsAg (de 0,0025 a 

15 pM). 

Se puede observar en la Tabla 6 que las NPsAg biosintetizadas fueron 

eficaces contra todas las especies fúngicas estudiadas. 

 

Tabla 6: CIM de NPsAg biosintetizadas en diferentes fitopatógenos. 

 

Cepa 

NPsAg 

CIM (pM) 

Aspergillius niger 0,005 

Alternaria alternata 0,02 

Fusarium graminearum 0,02 

Rhizopus stolonifer 0,04 

Botrytis cinerea 0,17 

Penicillium expansum 0,34 

 

 

De acuerdo a los resultados obtenidos cabe destacar que los valores de 

CIM para hongos también se encontraron en el orden de picomolar, pero en 

comparación con las halladas para bacterias, son muchos menores entre 0,005 

y 0,4 pM. Los valores obtenidos permiten considerar a las NPsAg biosintetizadas 

como potenciales agentes antimicrobianos y sugieren la naturaleza de amplio 

espectro de su actividad. 
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3.3. Efecto de NPsAg sobre el metabolismo oxidativo 

El mecanismo de acción de NPsAg como agentes antimicrobianos se ha 

convertido en foco de estudio en los últimos años. Algunos antecedentes que se 

conocen es que la plata en su forma iónica interacciona con las proteínas de la 

membrana bacteriana, aumentando la permeabilidad de la misma, disminuyendo 

la movilidad celular y el flujo de nutrientes, produciendo la ruptura de la bicapa 

lipídica y reaccionando con el ADN bacteriano, inhibiendo su replicación93.  

Debido a lo anteriormente expuesto, y considerando que la cadena respiratoria 

se ubica en la membrana celular, se podría pensar que las NPsAg podrían 

interactuar con la membrana bacteriana alterando el metabolismo respiratorio y 

llevando a la célula a una condición de estrés oxidativo lo cual conduciría a la 

muerte bacteriana. 

 

3.3.1 Determinación de especies reactivas del oxígeno 

3.3.1.1 Método espectrofotométrico de NBT  

Esta técnica se utiliza desde hace muchos años como una manera de 

determinar espectrofotométricamente la cantidad de la especie O2
·ˉ generada 

durante el metabolismo aerobio en bacterias. 

Se estudió la generación de ERO en tres especies bacterianas: como modelos 

de Gram negativas: P. aeruginosa ATCC 27853 y E. coli ATCC 25922 y como 

modelo de Gram positivas: S. aureus ATCC 29213.  

Se observó que para el caso de  P. aeruginosa, la generación de ERO fue 

dependiente de la concentración de NPsAg y del tiempo de incubación, siendo 

máxima a una concentración de NPsAg 17 pM durante 3 h de contacto con el 

inóculo (Fig.18) 
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Fig. 18. Cinética de generación de ERO para P. aeruginosa. Los ensayos fueron realizados 

por triplicado. Las células incubadas con NPs a 17 pM durante 4 h presentan un incremento 

significativo de ERO a las 3 h de contacto respecto del control sin NPs. 

 

En E. coli, la generación de ERO también fue concentración y tiempo 

dependiente. El máximo estímulo se obtuvo a las 4 h de incubación con la 

máxima concentración de NPs analizada (12,9 pM) (Fig. 19). 

 

      Fig. 19. Cinética de generación de ERO en E. coli. Los ensayos fueron realizados por 

triplicado. Las células incubadas con NPs 12,9 pM durante 4 h presentan un incremento 

significativo de ERO respecto del control sin NPs. 

0
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0,7
0,8
0,9

1

0 1 2 3 4 5

A
b

so
rb

an
ci

a 
p

o
r 

m
g 

d
e

 P

Tiempo (h)

control AgNps 8,5 pM AgNps 17 pM8,8 pM 17 pMM

0,0
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0,7
0,8
0,9
1,0

0 1 2 3 4 5

A
b

so
rb

an
ci

a 
p

o
r 

m
g 

d
e

 P

Tiempo (h)

control AgNps 6,3 pM AgNps 12,9 pM6,3 pM 12,9 pM



 Resultados 

68 
 

Para el caso de S. aureus ATCC 29213 se observó que la cantidad de 

ERO generadas fue dependiente de la concentración de NPs agregada y del 

tiempo de incubación hasta las 3 h de incubación, y posteriormente, se mantuvo 

constante hasta las 4 h de contacto en las dos concentraciones de NPsAg 

estudiadas. El máximo estímulo se encontró para la concentración de NPsAg 

12,9 pM  con 1 h de contacto con el inóculo (Fig. 20) 

 

 

Fig. 20. Cinética de generación de ERO en S. aureus. Los ensayos fueron realizados por 

triplicado. Las células incubadas con NPs a 12,9 pM durante 4 h presentaron un incremento 

significativo de ERO  a una 1 h de contacto respecto del control sin NPs. 
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Para complementar los resultados obtenidos en el ensayo de reducción 

de NBT se cuantificaron las ERO por fluorometría utilizando la sonda H2-DCFDA. 
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con la mayor concentración de NPs analizada durante 4 y 1 h de incubación para 

E. coli y S. aureus, respectivamente (Fig. 21 y Fig. 22). 

 

Fig. 21. Determinación de ERO en E. coli por espectrofluorometría. Los ensayos fueron 

realizados por triplicado. Las células incubadas con NPsAg 12,9 pM durante 4 h presentan un 

incremento significativo de ERO a las 4 h de contacto respecto del control sin NPs. 

 

 

 

Fig. 22. Determinación de ERO en S. aureus por espectrofluorometría. Los ensayos fueron 

realizados por triplicado. Las células incubadas con NPsAg a 12,9 pM durante 4 h presentan un 

incremento significativo de ERO a 1 h de contacto respecto del control sin NPs. 
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Los resultados obtenidos estarian indicando que la presencia de NPs en 

la célula bacteriana estimula la formación de ERO, dicho estímulo es 

dependiente de la concentración y del tiempo de exposición. Pudo observarse 

que para las especies bacterianas Gram-negativas, la generación de ERO fue 

más lenta en comparación con la cepa Gram-positiva y esto puede deberse a 

que, claramente, cada especie bacteriana posee una maquinaria de defensa 

antioxidante diferencial para responder a la acción de NPsAg. 

 

3.3.1.2.1 En presencia de secuestrantes de ERO 

Con el objetivo de profundizar el estudio de la capacidad de las NPsAg para 

estimular la generación de ERO en bacterias, se decidió incorporar agentes 

secuestrantes de ERO. De esta manera, se podría determinar que ERO se 

encuentra más involucrada en la acción de las NPsAg. Los resultados obtenidos 

indican que para el caso de P. aeruginosa se produce una reducción en la 

generación de ERO en presencia de todos los secuestrantes evaluados; a las 3 

h de incubación (que es la máxima generación de ERO para esta especie 

bacteriana) tirón y GSH logran disminuir la cantidad de ERO  en un 44 % y 40 

%, respectivamente (Fig. 23). Como GSH es un antioxidante general de ERO, se 

podria considerar que la especie O2
·ˉ , sería la principal especie involucrada en 

el estrés oxidativo producido por NPsAg a este tiempo. En menor proprorción 

partiparian H2O2 y HO·, ya que puede observarse que la adicion de CAT y manitol 

reducen en menor medida la generación de ERO. 
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Fig. 23. Determinación de ERO en P. aeruginosa en presencia de secuestrantes: Los 

ensayos fueron realizados por triplicado. A las 3 h de incubación con 15 pM de NPsAg se produce 

la máxima generación de ERO y los secuestrantes tirón, GSH y CAT logran reducir los valores 

por debajo de la muestra con NPsAg sin el agregado de secuestrantes (100%). 

 

En la Fig. 24 se observa que, para el caso de E. coli, el agregado de GSH redujo 

los niveles de ERO en todos los tiempos evaluados, inclusive hasta un 80 % en 

el máximo de ERO (4 h). A tiempos cortos, se destaca el agregado de la enzima 

CAT que reduce en un 75 % los niveles de ERO en presencia de NPsAg y de 

manitol a las 2 h que reduce un 78 %, mientras que a tiempos prolongados se 

acentúa la acción de los secuestrantes tirón (disminución del 71 %) y dipiridil 

(disminución del 54 %). Estos resultados podrian indicar que las principales 

especies involucradas a tiempos cortos son H2O2 y HO· (mediante la vía de 

Fenton), mientras que a las 4 h de contacto la especies que más participarían 

serían O2
.- y el HO· (por la reacción de Haber-Weiss).  
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Fig. 24. Determinación de ERO en E. coli en presencia de secuestrantes. Los ensayos fueron 

realizados por triplicado. Las células incubadas con NPsAg a 15 pM presentan una disminución 

significativa de ERO respecto del control con NPs (100%) 

 

 

En S. aureus, se observó que a la hora de máxima generación de ERO todos los 

secuestrantes lograron reducir el nivel de estres oxidativo generado, sin 

embargo, CAT fue la más efectiva disminuyendo un 63 % las ERO en presencia 

de NPsAg. En segundo lugar GSH con un 61 % y tirón con un 48 % por debajo 

del control con NPsAg. Estos resultados evidencian que la especie H2O2 sería la 

más estimulada en el aumento de las ERO y en menor porporción el HO· 

(mediante la vía de Fenton) (Fig. 25). 
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Fig. 25. Determinación de ERO en S. aureus en presencia de secuestrantes. Los ensayos 

fueron realizados por triplicado. Las células incubadas con NPs a 15 pM presentan una 

disminución significativa de ERO respecto a las muestras tratadas con NPs sin secuestrantes.  

 

El uso de secuestrantes de ERO permitió analizar en profundidad acerca 

del posible mecanismo de acción de las NPsAg como agentes antimicrobianos. 

 

3.3.1.3 Microscopia de Fluorescencia 

Mediante Microscopia de Fluorescencia pudo detectarse en forma 

cualitativa el aumento de las ERO, utilizando como modelos a  E. coli  (Fig. 26) 

y S. aureus (Fig. 27). A los tiempos en los que se halló el máximo estímulo de 

ERO, se tomó una muestra de ambas cepas incubadas con y sin NPsAg. En las 

imágenes puede observarse como la fluorescencia de la sonda aumenta en las 

muestras tratadas con NPs respecto al control sin tratamiento. Esta técnica 

permitió verificar el incremento de las ERO en presencia de NPsAg 

biosintetizadas. 
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Fig. 26. E. coli: A) Control sin tratar  B) muestra tratada con NPsAg durante 4 h. 

 

                 

Fig.27. S. aureus: A) Control sin tratar B) muestra tratada con NPsAg durante 1 h. 

 

3.3.2 Determinación de especies reactivas del nitrógeno por el método de 

Griess 

Nitratos y nitritos son productos estables provenientes de la degradación 

del óxido nítrico (NO·) que se acumulan en el sobrenadante de muestras 

biológicas, por lo tanto, se puede utilizar el nitrito total como indicador de la 

concentración de NO·. De manera similar a los resultados obtenidos en la 

determinación de las ERO, los niveles de ERN fueron dependientes del tiempo 

y de la concentración cuando las cepas bacterianas ensayadas se incubaron con 

NPsAg. Para el caso de P. aeruginosa se encontró la máxima generación de NO· 

a 1 h de contacto con la concentración más alta de NPsAg (21 pM), siendo el 

aumento de un 268 % más que el control sin NPsAg (Fig. 28). En E. coli, la 
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generación de NO· fue mayor en presencia de NPsAg con respecto al control sin 

NPs e independiente de la concentración de NPsAg evaluada. A 1 h de contacto 

a la máxima concentración de NPs los niveles de ERO superaron en un 644 % 

al control, seguido de una disminucion de los niveles de nitritos y aumentando 

de nuevo hacia las 3 h de contacto (Fig. 29). En S. aureus (Fig. 30) el estímulo 

máximo se obtuvo después de 2 h de incubación con la mayor concentración de 

NPsAg analizada, aumentando los niveles de NO· un 107 % por encima del 

control. Posteriormente disminuyó en un pequeño porcentaje, hacia las 4 h de 

contacto. 

 

 

Fig. 28. Determinación de NO· en P. aeruginosa. Los ensayos fueron realizados por triplicado. 

Las células incubadas con NPsAg presentaron un incremento significativo de NO· respecto del 

control sin NPs. 
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Fig. 29. Determinación de NO· en E. coli. Los ensayos fueron realizados por triplicado. Las 

células incubadas con NPs durante 4 h presentan un incremento significativo de NO· respecto 

del control sin NPsAg . 

 

 

 

Fig. 30. Determinación de NO· en S. aureus. Los ensayos fueron realizados por triplicado. Las 

células incubadas con NPsAg presentan un incremento significativo de las NO· respecto del 

control sin NPs. 
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Los resultados obtenidos nos permiten afirmar que, en presencia de NPsAg, la 

generación de ERN se ve afectada en las tres cepas estudiadas. Se observó 

que, en P. aeruginosa la presencia de NPsAg produce un aumento en los niveles 

de nitritos, y por consiguiente de NO·. Posteriormente disminuye hacia las 3 h de 

contacto, coincidiendo con el máximo estímulo en las ERO. Este efecto puede 

explicarse, ya que se sabe que dependiendo de la concentración de NO· 

presente, el mismo puede actuar como antioxidante (a bajas concentraciones) o 

como prooxidante (altas concentraciones)94. El mismo efecto puede observarse 

en S. aureus, donde en el tiempo máximo de ERO coincide con una disminución 

en los valores de NO· cuantificados. La especie E. coli se comporta de manera 

particular, aumenta progresivamente los niveles de ERO mientras que el NO·  

aumenta rápidamente independientemente de la concentración de NPsAg. Estos 

resultados sugieren que el estrés oxidativo causado por NPsAg modifica el 

balance entre el estímulo de las ERO y la producción NO·. Podríamos decir que 

las modificaciones en el estrés oxidativo y nitrosativo halladas podrían estar 

relacionadas con la actividad antibacteriana de NPsAg biosintetizadas en las tres 

especies bacterianas estudiadas, por lo que se propone profundizar en el 

desbalance oxidativo producido por NPsAg. 
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3.4. Efecto de nanopartículas de plata sobre macromoléculas 

3.4.1 Evaluación de la peroxidación lipídica   

Los ensayos se realizaron con las cepas de referencia de P. aeruginosa 

ATCC 27853, E. coli ATCC 25922 y S. aureus ATCC 29213. 

Los resultados que se encontraron indican que en P. aeruginosa, la 

peroxidación lipídica fue dependiente de la concentración de NPsAg evaluada y 

del tiempo de incubación. Aumentó en un 60 % a las 3 h de contacto y 

posteriormente los valores de MDA disminuyeron por debajo del control a las 24 

h en todas las concentraciones de NPs ensayadas (Fig. 31).  

 

 

 

Fig. 31. Peroxidación lipídica en P. aeruginosa. Los ensayos fueron realizados por triplicado. 

Las células incubadas con NPsAg a 15 pM durante 24 h presentan un incremento significativo 

de MDA a las 3 h de contacto respecto del control sin NPs. 

  

 

Para el caso de E. coli la oxidación de lípidos fue dependiente de la 

concentración de NPsAg y del tiempo de exposición. En el tiempo máximo de 

estímulo de ERO (4 h) la peroxidación lipídica se encontró en un 60 % por encima 
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del valor del control sin NPs aumentando a un 150 % a las 24 h de contacto. Por 

lo que, a diferencia de P. aeruginosa, ninguna concentración de NPsAg permitió 

la recuperación de la oxidación de lípidos a los valores de MDA del control (Fig. 

32).  

 

 

Fig. 32. Peroxidación lipídica en E. coli. Los ensayos fueron realizados por triplicado. Las 

células incubadas con NPsAg a 15 pM durante 24 h presentaron un incremento significativo de 

MDA a las 24 h de contacto respecto del control sin NPs. 

 

 

En S. aureus la peroxidación lipídica fue dependiente del tiempo solo a la 

máxima concentración de NPsAg analizada y aumentó progresivamente hacia 

las 24 h de incubación (Fig. 33). En el tiempo máximo de estimulación de ERO, 

la oxidación de los lípidos fue de un 50 % por encima del valor del control, sin 

embargo, el valor máximo de MDA se detectó a las 24 h donde el incremento es 

de un 110 % con respecto al control sin NPs. En la menor concentración de NPs 

analizada, los valores de MDA se mantuvieron constantes luego de las 4 h de 

contacto. 
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Fig. 33. Peroxidación lipídica en S. aureus. Los ensayos fueron realizados por triplicado. Las 

células incubadas con NPsAg a 15 pM durante 24 h presentaron un incremento significativo de 

MDA a partir de 1 h de contacto respecto del control sin NPs. 

 

 

Los resultados expuestos demuestran que la presencia de NPsAg produjo 

un aumento en la oxidación de los lípidos que fue concentración y tiempo 

dependiente. Se observó que cada cepa respondió de manera particular, 

evidenciándose la gran capacidad de la bacteria P. aeruginosa para remediar la 

injuria oxidativa reduciendo los niveles de MDA a los originalmente observados 

en el control. 
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3.4.1.1 En presencia de secuestrantes de ERO 

 De acuerdo a los resultados obtenidos en el análisis de la generación 

de ERO en las tres especies bacterianas estudiadas, se investigó cómo se 

modificaba la oxidación de lípidos en presencia de secuestrantes de ERO.   

En la Tabla 4 pueden observarse los porcentajes de variación en el tiempo de la 

peroxidación lipídica de las cepas bacterianas estudiadas ante el agregado de 

los secuestrantes tirón, GSH y CAT, con respecto a las muestras con NPsAg sin 

secuestrantes. De esta manera, se podrá inferir que especie radicalaria posee 

una mayor participación en la oxidación de lípidos y profundizar aún más en el 

mecanismo de acción de las NPsAg. 

 Ante el agregado del secuestrante tirón, los valores de MDA en P. 

aeruginosa se redujeron en un 48 % en el tiempo máximo de generación de ERO 

(3 h)  y un 20 % en E. coli (4 h) indicando que el O2
·ˉ sería una de las principales 

especies responsables de la oxidación de lípidos, luego los valores aumentan 

progresivamente. El agregado de GSH produjo la reducción de los valores de 

MDA con respecto al control, tanto en P. aeruginosa como en E. coli, en un 36 

% y 47 % respectivamente. 

 No se observaron cambios significativos en S. aureus con respecto a 

las muestras sin secuestrantes. Evidentemente la oxidación de lípidos en esta 

cepa supera la capacidad de los secuestrantes, por lo que la inhibición de una 

sola especie radicalaria no produciría cambios cuantificables en la oxidación 

general de lípidos. 
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Tabla 7. Modificaciones en los niveles de MDA ante el agregado de secuestrantes 

de ERO en P. aeruginosa, E. coli  y S. aureus. Los ensayos fueron realizados por 

triplicado. (*p<0,05) 

 

Tiempo (h) 0 1 3 4 24 

     cepa   Tirón 

P. aeruginosa 4 -45 -31 -48* 150 

E. coli -7 12 --- -20 43 

S. aureus 19 -10 --- 47 -14 

      

  GSH  

P. aeruginosa 10 -37 -36* 95 280 

E. coli -24 -9 -- -47* -12 

S. aureus -7 -11 -- 53 -4 

      

CAT 

P. aeruginosa 26 -9 -26 -1 726 

E. coli -26 -17 -- -5 58 

S. aureus -5 -3 -- 66 -6 

    

 

3.4.2 Determinación de la oxidación de proteínas  

 Los niveles de AOPP se determinaron por un método 

espectrofotométrico, que utiliza la Cloramina T como testigo. Los resultados 

obtenidos indicaron que la generación de AOPP en presencia de NPsAg, tanto 

en P. aeruginosa como en E. coli, fueron dependientes de la concentración de 

NPsAg y del tiempo de incubación. Mientras que en S. aureus la generación de 

AOPP fue solo concentración dependiente. En la Fig.34 se observa un aumento 

del 300 % de los AOPP a las 2 h de contacto con NPsAg 15 pM en P. aeruginosa 

con respecto al control sin NPs, sin embargo hacia las 24 h la oxidación de 

proteínas se reduce hasta alcanzar los valores del control.  
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Fig. 34. Oxidación de proteínas en P. aeruginosa. Los ensayos fueron realizados por 

triplicado. Las células incubadas con NPsAg a 15 pM durante 24 h presentaron un incremento 

significativo en los valores de AOPP a las 2 h de contacto respecto del control sin NPs. 

 

 En la Fig. 35, se observó que en E. coli a las 2 h de contacto con 

NPsAg 15 pM se produce un aumento del 460 % en los niveles de AOPP con 

respecto al control. Posteriormente disminuyen en el máximo de ERO (4 h) y 

luego aumentan progresivamente hacia las 24 h de contacto con NPsAg. 

 

Fig. 35. Oxidación de proteínas en E. coli. Los ensayos fueron realizados por triplicado. Las 

células incubadas con NPs a 15 pM durante 24 h presentaron un incremento significativo en los 

valores de AOPP a las 2 h de contacto respecto del control sin NPs. 
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 Para el caso de S. aureus (Fig. 36) se observó un incremento inicial 

del 600 % en los niveles de AOPP en presencia de NPsAg 15 pM. Posteriormente 

los valores se mantuvieron en un 415 % por encima del control. 

 

 

Fig. 36. Oxidación de proteínas en S. aureus. Los ensayos fueron realizados por triplicado. 

Las células incubadas con NPsAg a 15 pM durante 24 h presentaron un incremento significativo 

en los valores de AOPP que se mantuvo en el tiempo respecto del control sin NPs. 

 

 Se observó que la injuria oxidativa producida por NPsAg en 

proteínas es mayor en S. aureus que en P. aeruginosa y E. coli. Probablemente 

la diferencia en la composición de la pared entre cepas Gram-negativas y Gram-

positivas influya en la acción de las NPsAg. Nuevamente, se observa que P. 

aeruginosa demuestra su gran capacidad para responder al daño producido por 

NPsAg en proteínas volviendo los valores de AOPP a los iniciales. 

 

3.4.2.1 En presencia de secuestrantes de ERO. 

La adición de secuestrantes de ERO produjo modificaciones en el daño 

oxidativo a proteínas. La Tabla 8 se resalta como el secuestrante tirón solo 
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produjo disminución (27 % en presencia de NPsAg) en los niveles de AOPP en 

P. aeruginosa, mientras que en E. coli y S. aureus no se observaron 

modificaciones significativas. Por el contrario, el agregado de GSH produjo una 

reducción marcada de los AOPP producidos en E. coli a la hora de máxima de 

generación de ERO (50 %) y un 32 % en S. aureus. La enzima CAT disminuyó 

los valores de AOPP en todos los tiempos evaluados, tanto en E. coli como en 

S. aureus. Entre las 4 y 24 h CAT redujo en un 52 % los AOPP en E. coli y en 

promedio un 30 % en todos los tiempos en S. aureus. Estos resultados podrían 

indicar que H2O2 y HO·, cumplirían un papel primordial en la oxidación de 

proteínas mediada por NPsAg. 

 

Tabla 8. Modificaciones en los niveles de AOPP ante el agregado de secuestrantes 

de ERO en P. aeruginosa, E. coli y S. aureus a diferentes tiempos. Los ensayos 

fueron realizados por triplicado. (*p<0,05) 

 

Tiempo (h) 0 1 3 4 24 

cepa                                         Tirón 

P. aeruginosa -8 8 -27* 8 -11 

E. coli -17 -8 --- 11 21 

S. aureus 4 -2 19 -5 -3 

      

GSH 

P. aeruginosa -2 -5 -16 8 63 

E. coli -3 -26 -- -50* -57* 

S. aureus -3 -6 1 -2 -32* 

      

CAT 

P. aeruginosa -23 0 -6 -13 301 

E. coli -27 -21 -- -29 -52* 

S. aureus -29 -30 -25 -35* -36* 
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3.4.3 Determinación del potencial de membrana 

Las modificaciones en el potencial de membrana se determinaron 

mediante la medición de la fluorescencia de la sonda ANS, la cual es una sonda 

fluorescente utilizada para detectar cambios conformacionales en proteínas y 

estudiar membranas biológicas. Se propone que una modificación en la 

fluorescencia de ANS sugeriría cambios en la superficie celular de la bacteria 

debido a la presencia de NPsAg. 

Se pudo evidenciar que la presencia de NPsAg biosintetizadas produjo un 

cambio conformacional en la membrana de las 3 cepas de estudio debido a que 

la fluorescencia de la sonda aumentó con respecto al control sin NPs.  

La fluorescencia inicial de la sonda en las cepas Gram-negativas 

evaluadas fue superior al control sin NPsAg. Se observó un incremento de la 

fluorescencia del 100 % por encima del control para P. aeruginosa y del 160 % 

para E. coli. Estos resultados muestran una respuesta rápida de estas especies 

bacterianas en la conformación de la membrana ante la presencia de NPsAg. En 

P. aeruginosa la fluorescencia aumenta progresivamente hacia las 24 h de 

incubación indicando un ambiente más apolar o lipofilico en los alrededores de 

la membrana, lo que podría traducirse como una mayor sobreexposición de 

lípidos en presencia de NPsAg (Fig. 37). En E. coli, la fluorescencia disminuye 

hacia las 4 h de contacto, revelando un ambiente más polar a este tiempo (Fig. 

38). Este resultado podría explicarse como una reducción en la cantidad de 

lípidos expuestos en la membrana. Posteriormente, la fluorescencia vuelve a 

aumentar al igual que en P. aeruginosa. En la cepa Gram positiva la 

fluorescencia aumenta en el tiempo máximo de estímulo de ERO en un 100 % 

respecto del control sin NPsAg (ambiente más polar, menos lípidos expuestos), 
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sin embargo,  el potencial se recupera alrededor de las 24 h retornando al valor 

del control (Fig. 39). 

Estos resultados podrían indicar que las modificaciones producidas en la 

estructura de la membrana (relación entre lípidos y proteínas) de S. aureus por 

la presencia de las NPsAg serían reversibles en el tiempo mientras que los 

cambios ocurridos en las Gram-negativas permanecerían constantes hasta las 

24 h de incubación. 

 

 

 

 

Fig. 37. Fluorescencia de la sonda ANS en P. aeruginosa. Los ensayos fueron realizados por 

triplicado. Las células incubadas con NPsAg a 15 pM durante 24 h presentaron un incremento 

significativo en la fluorescencia que se mantuvo en el tiempo respecto del control sin NPs. 
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Fig. 38. Fluorescencia de la sonda ANS en E. coli. Los ensayos fueron realizados por 

triplicado. Las células incubadas con NPsAg a 15 pM durante 24 h presentaron una disminución 

de la fluorescencia hacia las 4 h. 

 

 

 

Fig. 39. Fluorescencia de la sonda ANS en S. aureus. Los ensayos fueron realizados por 

triplicado. Las células incubadas con NPsAg a 15 pM durante 24 h presentaron un aumento de 

la fluorescencia a 1 h de contacto con NPs. 
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Las alteraciones en la membrana bacteriana en presencia de NPsAg 

producirían modificaciones en el potencial eléctrico, las cuales se traducirían en 

cambios estructurales en la célula y contribuirían a los daños originados por las 

NPs. 

La acción diferencial de las NPsAg podría deberse a las diferencias 

existentes en la composición de la membrana entre las bacterias Gram-positivas 

y Gram-negativas como así también a la carga de la misma. 

 

3.4.4 Determinación del daño al ADN  

3.4.4.1 Cuantificación del nucleósido oxidado 8-OH-dG 

La cuantificación de la 8-OH-dG en el  interior de las células es la técnica más 

ampliamente utilizada para evaluar el daño oxidativo de la molécula de ADN. En 

E. coli, se observó un aumento de 8-OH-dG en un 56 % con respecto al control 

sin NPsAg, mientras que no se pudieron cuantificar los nucleosidos (no oxidado 

y oxidado) en P. aeruginosa o S. aureus. Este resultado podría indicar la 

fragmentación o destrucción total del ADN en el tiempo evaluado (Tabla 9).  
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Tabla 9. Relación entre la cantidad de nucleosido oxidado y no oxidado en P. 

aeruginosa, E. coli y S. aureus a las 4 h de contacto. Los ensayos fueron realizados 

por triplicado.(*p<0,05) 

 

 

 

 

 

 

 

3.4.4.2 Interacción  NPsAg-ADN 

A partir de los resultados obtenidos del punto anterior se procedió a 

analizar  por espectrofotometría la interacción entre el ADN bacteriano y las 

nanopartículas biosintetizadas. Se observó que ante la adición de pequeñas 

cantidades de NPsAg se produjeron variaciones en el espectro UV- Vis del ADN 

de E. coli. Posterior a la extracción del ADN, se midió la muestra 

espectrofotométricamente entre 200 y 600 nm, obteniéndose un pico a 260 nm 

con una relación de la absorbancia medida a 260 y 280 nm de 1,8 lo que indica 

que el ADN extraído se encuentra libre de contaminantes como proteínas, ARN 

u otros (control 1). Como control 2 se midió la absorbancia de las NPsAg 

biosintetizadas puras entre 200 y 600 nm.  

Se observó que ante el agregado de los dos primeros volúmenes de 

NPsAg, el pico correspondiente al ADN no se corrió sino que sólo aumentó su 

absorbancia (Fig. 40). Con los siguientes agregados de NPsAg (de 15 a 140 μL), 

la curva espectral del ADN se transformó en otra completamente diferente, 

donde se observó la desaparición del pico a 260 nm hasta la aparición de dos 

                                         8-OHdG/dG 

 P. aeruginosa E. coli S. aureus 

Control 0,21 0,87 0,73 

NPsAg 15 pM -- 1,39* -- 
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picos, uno pequeño a 250 nm aproximadamente, el cual correspondería a la 

fragmentación del ADN, y otro gran pico a 290 nm, lo que podría corresponder a 

la oxidación de las NPsAg a plata iónica (Fig. 41). Finalmente, el pico a 250 nm 

desapareció completamente, indicando la destrucción total del ADN. Solo se 

observó el corrimiento del pico a 290 nm a longitudes de onda próximas a 400 

nm, el cual correspondería a un exceso de NPsAg (Fig. 42). 

 

 

 

Fig. 40. Modificaciones del espectro UV-Vis del ADN de E.  coli por la adición de NPsAg. 

Los ensayos fueron realizados por triplicado. Curva verde corresponde al ADN puro (control 1), 

curva marrón al agregado de 5 µL de NPsAg 15 pM, curva morada a la adición de 10 µL de 

NpsAg 15 pM. 
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Fig. 41. Modificaciones del espectro UV-Vis del ADN de E. coli por la adición de NPsAg. 

Los ensayos fueron realizados por triplicado. Curva verde corresponde al ADN puro (control 1), 

curva roja al agregado de 80 µL de NPsAg 15 pM, curva amarilla a la adición de 90 µL de NPsAg 

curva celeste a la adición de 110 µL de NPsAg y curva negra a la adición de 130 µL de NPsAg. 

 

 

Fig. 42. Modificaciones del espectro UV-Vis del ADN de E. coli por la adición de NPsAg. 

Los ensayos fueron realizados por triplicado. Curva verde corresponde al ADN puro (control 1), 

curva azul al espectro de NPsAg 15 pM puras (control 2), curva celeste al agregado de 140 µL 

de NPsAg 15 pM, curva roja a la adición de 160 µL de NPsAg 15 pM, curva amarilla a la adición 

de 210 µL de NPsAg 15 pM. 
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Los resultados obtenidos de la adición NPsAg al ADN demuestran que las 

NPsAg producen modificaciones en las bases del mismo, que dependen de la 

cantidad de NPs agregada. El daño que se produce sobre el ADN está siendo 

estudiado para comprender no solo su toxicidad en células procariotas sino 

también para analizar sus efectos sobre células eucariotas. 

  Previamente, se describió que la presencia de NPsAg en P. aeruginosa, 

E. coli y S. aureus produjo un aumento en los niveles de ERO de las células. 

Ahora se demostró cómo junto a este aumento de ERO se produjo daño sobre 

diferentes macromoléculas esenciales para la célula como son los lípidos y 

proteínas, lo que llevo también a alteraciones en la membrana, como por ejemplo 

modificaciones en su potencial redox. Finalmente, se pudo observar el daño 

directo sobre el ADN por acción de las NPsAg.  
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3.5. Efecto de nanopartículas de plata sobre sistemas antioxidantes 

Estudios previos han demostrado como los sistemas antioxidantes de 

diferentes especies bacterianas se ven afectados en presencia de antibióticos, 

como CIP o cloranfenicol, mediante el estrés oxidativo que generan42,95. 

Considerando que se ha observado que la exposición a NPsAg en las especies 

bacterianas estudiadas resultaron en un aumento en la generación de ERO y  

una modificación en los niveles de ERN con respecto a los controles sin NPs, se 

decidió comparar los cambios generados en los sistemas antioxidantes, tanto 

enzimáticos como no enzimáticos, en condiciones basales o bajo condiciones de 

estrés oxidativo. 

 

3.5.1 Sistemas antioxidantes enzimáticos 

3.5.1.1 Determinación cuantitativa de la actividad de catalasa 

Se  determinó  la  actividad  de la enzima CAT en las cepas ATCC de P. 

aeruginosa, E. coli y S. aureus. Como puede apreciarse en la Fig. 43, la inducción 

de la actividad CAT en P. aeruginosa fue lenta, observándose la máxima 

activación de la enzima luego de 24 h de incubación con 15 pM de NPs, con un 

incremento de 49 % en la actividad con respecto al control de la bacteria sin 

NPsAg. Tanto en E. coli como en S. aureus, se observaron cambios significativos 

de la actividad CAT a tiempos cortos de incubación con NPsAg. En E. coli la 

actividad CAT  aumentó un 50 % con respecto al control sin NPsAg en el tiempo 

máximo de incubación (4 h) y se mantuvo hacia las 24 h (Fig. 44), mientras que 

en S. aureus la activación de CAT fue del 70 % con respecto al control sin NPs 

a 1 h de contacto (máximo de generación de ERO) para posteriormente disminuir 

en forma gradual (Fig. 45). 
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Fig. 43. Cinética de activación de CAT en P. aeruginosa. Los ensayos fueron realizados por 

triplicado. Las células incubadas con NPsAg 15 pM durante 24 h presentan un incremento 

significativo de la enzima CAT a las 24 hs de incubación con respecto al control sin NPsAg 

(*p<0,05). 

 

 

 

Fig. 44. Cinética de activación de la enzima CAT en E. coli. Los ensayos fueron realizados 

por triplicado. Las células incubadas con NPsAg 15 pM durante 24 h presentan un incremento 

significativo de la enzima CAT a las 4 h de incubación con respecto al control sin NPs (*p<0,05). 
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Fig. 45. Cinética de activación de CAT en S. aureus. Los ensayos fueron realizados por 

triplicado. Las células incubadas con NPsAg 15 pM durante 24 h presentan un incremento 

significativo de la enzima CAT a la 1 h de incubación con respecto al control sin NPs (*p<0,05). 

 

3.5.1.2 Determinación cuantitativa de la actividad de superóxido dismutasa 

Se pudo observar que en P. aeruginosa en presencia de NPsAg se estimula la 

enzima SOD hacia las 24 h, siendo más activa la SOD extracelular en el máximo 

tiempo de generación de ERO (3 h) e invirtiéndose el comportamiento con la 

SOD intracelular hacia las 24 h (Fig. 46). En E. coli, no se observan cambios 

significativos de la SOD intracelular a tiempos cortos (4 h) con respecto al control, 

a diferencia de la SOD extracelular en la cual se observó un aumento de la 

actividad (Fig. 47). S. aureus presentó un aumento de la actividad tanto de la 

SOD intra como extracelular hasta 1 h de contacto (máximo de ERO), 

manteniéndose elevada la SOD extra por encima del control hacia las 24 h de 

contacto con NPsAg (Fig. 48). 
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Fig. 46. Cinética de activación de SOD en P. aeruginosa. Los ensayos fueron realizados por 

triplicado. Las células incubadas con NPsAg 15 pM durante 24 h presentaron un incremento 

significativo de la enzima SOD (intra y extra) a las 3 h de incubación con respecto al control sin  

NPs. 

 

 

 

Fig. 47. Cinética de activación de SOD en E. coli. Los ensayos fueron realizados por triplicado. 

Las células incubadas con NPsAg 15 pM durante 24 h presentaron un incremento significativo 

de la enzima SOD extracelular con respecto al control sin NPs. 
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Fig. 48. Cinética de activación de SOD en S. aureus. Los ensayos fueron realizados por 

triplicado. Las células incubadas con NPsAg 15 pM durante 24 h presentaron un incremento 

significativo de la enzima intra y extracelular con respecto al control sin NPs a 1 h de incubación. 

 

3.5.2 Evaluación de sistemas antioxidantes no enzimáticos 

3.5.2.1 Determinación cuantitativa de glutatión reducido 

Se encontró que P. aeruginosa responde a la presencia de NPs aumentando la 

cantidad de GSH producido con respecto al control sin NPs en un 600 % a 1 h 

de contacto y posteriormente disminuye hacia las 24 h (Fig. 49), mientras que E. 

coli eleva sus niveles de GSH en un 141 % por encima del control en el tiempo 

de máxima generación de ERO, disminuyendo gradualmente hacia las 24 h de 

incubación (Fig. 50). S. aureus estimula la producción de GSH hacia las 24 h, 

aumentando en 500 % por encima del control sin NPsAg (Fig. 51). 
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Fig. 49. Cuantificación de GSH a diferentes tiempos en P. aeruginosa. Los ensayos fueron 

realizados por triplicado. Las células incubadas con NPs a 15 pM durante 24 h presentan un 

incremento significativo del GSH a 1 h de contacto respecto al control sin NPs (*p<0,05). 

 

 

 

Fig. 50. Cuantificación de GSH a diferentes tiempos en E. coli. Los ensayos fueron realizados 

por triplicado. Las células incubadas con NPs a 15 pM durante 24 h presentan un incremento 

significativo del GSH a las 3 h de incubación con respecto al control sin  NPs (*p<0,05). 
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Fig. 51. Cuantificación de GSH a diferentes tiempos en S. aureus. Los ensayos fueron 

realizados por triplicado. Las células incubadas con NPs a 15 pM presentan un incremento 

significativo del GSH a las 24 h de incubación con respecto al control sin  NPs (*p<0,05). 

 

3.5.3 Determinación de la capacidad antioxidante total 

A partir del ensayo FRAP se pudo observar que P. aeruginosa responde 

rápidamente al efecto oxidante de NPsAg, aumentando su maquinaria 

antioxidante un 136 % en el tiempo de máxima producción de ERO (Fig. 52). En 
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S. aureus el aumento va desde el 140 % por encima del control a 1 h de contacto 

con NPsAg hasta un 3000 % hacia las 24 h de contacto (Fig. 54). 
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Fig. 52. Capacidad antioxidante total de P. aeruginosa. Los ensayos fueron realizados por 

triplicado. Las células incubadas con NPsAg 15 pM durante 24 h presentaron un incremento con 

respecto al control sin NPs que disminuye hacia las 24 h de incubación. 

 

 

 

 

Fig. 53. Capacidad antioxidante total en E. coli. Los ensayos fueron realizados por triplicado. 

Las células incubadas con NPsAg 15 pM durante 24 h presentaron un incremento con respecto 

al control sin NPs que se mantiene en el tiempo. 
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Fig. 54. Capacidad antioxidante total en S. aureus. Los ensayos fueron realizados por 

triplicado. Las células incubadas con NPsAg 15 pM durante 24 h presentaron un incremento 

significativo a las 24 h de contacto con respecto al control sin NPs. 
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3.6 Efecto de nanopartículas de plata sobre células eucariotas  

El principal objetivo de estos ensayos es ahondar en la citotoxicidad de 

NPsAg abriendo una puerta al estudio de los efectos en células del huésped. 

 

3.6.1 Determinación de la viabilidad de leucocitos mediante técnicas 

espectrofotométricas. 

La viabilidad celular fue determinada por dos técnicas 

espectrofotométricas, la prueba de Resazurina y XTT, las cuales permiten 

evaluar la actividad metabólica de las células estudiadas. Los resultados 

obtenidos arrojaron que la viabilidad de los leucocitos PMN se mantiene hasta 

las 4 h de contacto con NPsAg en un 67 % con respecto al control sin NPsAg 

(Fig. 55). 

 

 

 

Fig. 55. Determinación de la viabilidad de leucocitos PMN. Los ensayos fueron realizados por 

triplicado. Las células incubadas con NPs 0,015 pM permanecen viables en un 67 % a las 4 h de 

contacto con NPsAg respecto del control sin NPs. 
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3.6.1.2. Determinación de especies reactivas del oxígeno  

Como pudimos observar en resultados previos, dado que las NPsAg 

producen un aumento de las ERO en bacterias, fue necesario analizar estos 

efectos sobre células del huésped. 

Se observó que la presencia de NPsAg produjo un aumento de los niveles 

de ERO en leucocitos, siendo este dependiente del tiempo de incubación. A las 

4 h de contacto el aumento fue del 37 % con respecto al control sin NPs (Fig. 

56). 

 

 

 

Fig. 56. Estímulo de ERO en leucocitos PMN incubados con NPsAg a diferentes tiempos. 

Los ensayos fueron realizados por triplicado. Se puede observar que a partir de la tercera hora 

de incubación hay un incremento significativo en la producción de ERO (p<0,005). 

 

3.6.1.3. Microscopia electrónica de transmisión 
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Se pudo observar que las mismas se encontraban fagocitando a las 

NPsAg extendiendo sus pseudópodos para la incorporación en el citoplasma de 

las mismas (ver flechas Fig. 57). 

 

  

 

 

 

 

 

Fig. 57. Imágenes TEM de leucocitos PMN incubados con NPs durante 4 h. 

 

En conclusión, se pudo determinar que en presencia de NPs, los 

leucocitos respondieron produciendo un aumento de las ERO en un 37 % al 

tiempo de 4 h de contacto, mientras que su viabilidad se redujo en un 33 %.  

El aumento de las ERO en presencia de NPs podría ser la causa o podría estar 

asociado a la disminución de la viabilidad de leucocitos a ese tiempo de análisis. 

 

3.6.2.1 Actividad hemolítica de Nanopartículas de plata  

Se analizó el efecto de NPsAg sobre eritrocitos a las 4 h de contacto (Fig. 

58). Una concentración de 0,15 pM de NPsAg produjo un 12 % de hemólisis en 

el tiempo analizado. Al comparar la concentración inicial de AgNO3 10 mM (de la 

cual se parte para la biosíntesis) se observó que la hemólisis fue del 120 %, por 

lo que el efecto hemolítico se incrementa considerablemente, incluso por encima 

del control positivo (Fig. 59). 
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Se ha establecido que menos del  10 %  de hemólisis representa un efecto 

no tóxico, de acuerdo a los valores obtenidos se debería asumir que, la 

concentración de NPs evaluada en el tiempo de estudio elegido, estaría 

produciendo el efecto hemolítico no deseado. Sin embargo, se debe realizar un 

análisis más profundo acerca de la toxicidad de NPsAg en células sanguíneas. 

 

 

Fig. 58. Imagen de hemólisis producida por NPsAg. De derecha a izquierda: eritrocitos en 

buffer, eritrocitos incubados con NPs 0,015 pM y eritrocitos incubados con agua durante 4 h. 

 

 

 

Fig. 59. Porcentaje de hemólisis. Los ensayos fueron realizados por triplicado. Las células 

incubadas con NPsAg 0,015 pM presentaron un porcentaje de hemólisis del 12 % a las 4 h de 

contacto con NPsAg respecto del control positivo (*p<0,05). 
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Resulta sumamente importante tener en cuenta estos resultados preliminares 

para considerar los ensayos de toxicidad de NPsAg, las posibles vías de 

administración y dosis a utilizar para los potenciales tratamientos. 

 

 



 

 

 

CAPÍTULO 4 
Discusión 
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4. DISCUSIÓN 

El desafío más importante en los procesos de síntesis es obtener NPs 

estables, controlando su tamaño y forma. La síntesis química de NPs se produce 

generalmente bajo condiciones extremas (por ejemplo, pH, temperatura) y los 

productos químicos usados pueden tener impacto en la salud y en el ambiente96. 

El uso de microorganismos en la síntesis de nanopartículas es un área de 

investigación relativamente nueva, prometedora, con un considerable potencial 

de expansión. En primer lugar, mediante una adaptación del método descripto 

por Ahmad y col.57, se logró biosintetizar NPsAg de tamaño y forma 

homogéneas, consiguiendo optimizar los parámetros de síntesis hasta concluir 

que las NPs biosintetizadas a 50 °C durante 1 h de incubación en oscuridad y 

agitación, son estables y de forma pseudoesferoideal. La biosíntesis presenta 

como principal ventaja menor uso de energía y un menor impacto ambiental, con 

respecto a los métodos convencionales de síntesis química o física10-97-98. 

Además de ser una técnica viable, posee otros beneficios como ser económica, 

de gran eficiencia y principalmente el hecho de que no produce residuos tóxicos 

ni utiliza solventes orgánicos19. Por otro lado, las biomoléculas implicadas en el 

proceso de biosíntesis le otorgan a las NPsAg una estabilidad diferencial debido 

a la función de capping que cumplen al interactuar con las NPs19. Otros autores 

demostraron que la síntesis de NPs a partir de hongos da lugar a NPsAg con 

una excelente actividad antibacteriana, sin embargo, la principal desventaja que 

posee es que la metodología involucra numerosos pasos y tiempos extensos 

donde, en algunos casos, la obtención de NPs puede llevar hasta 5 días de 

incubación99-103 por lo que el uso de bacterias (y en este caso el sobrenadante 

de P. aeruginosa) como vía de producción de NPsAg resulta más ventajoso que 
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el de otros microorganismos104-106. Para la obtención de un cultivo bacteriano se 

necesita generalmente de 24 h de incubación, mientras que para hongos entre 

48 y 72 h. La obtención del sobrenadante bacteriano implica centrifugación y 

filtrado y luego el contacto con la sal de plata, mientras que en hongos se 

necesita de lavados continuos del micelio, una nueva incubación del micelio con 

agua durante 24 a 48 h. Posteriormente se separa el micelio por filtración y  se 

agrega la sal de plata al sobrenadante acuoso. Por lo que el tiempo de obtención 

del sobrenadante y de síntesis sería el factor clave de la diferencia en la 

preparación de NPsAg entre hongos y bacterias104-107. 

El mecanismo preciso de la síntesis de NPs que emplean agentes 

biológicos continúa en su proceso de estudio. Esto se debe a que cada tipo de 

agente reacciona de manera diferente con los metales que conducen a la 

formación de NPs107. El mecanismo que mejor explica la biosíntesis de NPsAg 

es que la enzima nitrato reductasa dependiente de NADH, que es una enzima 

secretada por P. aeruginosa, sería la responsable de la reducción de Ag+ a Ag0  

con la posterior formación de NPsAg. La biorreducción de iones se iniciaría por 

la transferencia de electrones desde el NADH por la enzima reductasa 

dependiente de NADH como portadora de electrones12,103. En el análisis del 

capping asociado a las NPsAg biosintetizadas se encontraron diferentes 

proteínas, de las cuales una de ellas posee función reductasa (alkil 

hidroperoxidasa reductasa), quien podría ser la encargada de la reducción de los 

iones Ag+ a NPsAg. Las demás proteínas de menor peso molecular que  fueron 

encontradas (que cumplen funciones variadas dentro de la especie 

Pseudomonas aeruginosa, la mayoría de origen extracelular) serían las 

potenciales responsables de la estabilidad y/o biocompatibilidad hallada en las 
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NPsAg biosintetizadas. En un trabajo publicado por Jain y col. 108, se analizan 

NPsAg biosintetizadas por hongos mediante electroforesis. Ellos observaron 2 

bandas correspondientes a dos proteínas que cumplirían la función de agente 

reductor y del capping, sin embargo los resultados se limitan a lo obtenido por 

electroforesis y no se realiza la identificación de las proteínas encontradas. Los 

resultados obtenidos en esta tesis con respecto a la identificación de las 

proteínas que recubren a las NPsAg son pioneros en el área ya que completan 

la información obtenida de la corrida electroforética con los datos adquiridos del 

análisis de las bandas por nanoHPLC y el software indicado.  

Las NPsAg biosintetizadas por el sobrenadante de P. aeruginosa se 

caracterizaron por diferentes técnicas que permitieron evaluar su estabilidad y 

sus propiedades fisicoquímicas tales como área superficial, forma, distribución 

de tamaños, carga y  estado de agregación. Se pudieron biosintetizar NPsAg de 

un tamaño de alrededor de 30 nm y de forma pseudoesferoidal, con un potencial 

Z de -18 mV, por lo que serían estables en la solución donde se encontraban. El 

control de estos parámetros es sumamente importante debido a que una 

modificación en los mismos puede afectar significativamente las interacciones 

entre los nanomateriales y el objetivo planteado108,109. Las técnicas analíticas 

que se utilizaron, como espectroscopia UV-vis, TEM, DLS, potencial zeta, XRD 

y espectroscopia IR, se corresponden con las técnicas que se han encontrado 

en otros estudios y que se utilizan actualmente para la caracterización de las 

mismas 59,109-111. 

 El siguiente objetivo propuesto fue determinar la actividad 

antimicrobiana de NPsAg biosintetizadas. Se encontró que las NPsAg fueron 

eficaces contra todas las especies bacterianas y hongos estudiados. Las CIM 
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determinadas se encontraron en concentraciones pM, tanto en hongos como en 

bacterias, siendo mucho más efectivas las NPsAg en hongos filamentosos que 

en las cepas bacterianas. Otro resultado a destacar es que las CIM de NPsAg 

obtenidas de bacterias se encontraban por debajo de las concentraciones 

utilizadas para un antibiótico de uso convencional en la clínica como CIP o de la 

sal de plata utilizada para la síntesis (mM para CIP, µM para AgNO3 y pM para 

NPsAg). Las diferencias encontradas entre las CIM de AgNO3 y NPsAg afirman 

la teoría que las NPsAg per se serían las responsables de la actividad 

antimicrobiana observada y no los iones Ag+, pudiéndose considerar a las NPsAg 

como nuevos posibles agentes antimicrobianos frente a diferentes 

microorganismos. Estos resultados coinciden con otros estudios hallados en 

bibliografía donde se encontró que el ión Ag+ sólo (como AgNO3) tenía menor 

actividad antibacteriana que la concentración equivalente de NPsAg 

evaluada112,113. Otro estudio publicado por Siritongsuk y col., informó que durante 

el efecto de muerte producido por NPsAg, la cantidad del ión Ag+ liberado desde 

las NPsAg fue sólo de un 3,9 % de la concentración de NPsAg inicial 

observada114.  

 Por otro lado, existen gran cantidad de estudios que avalan que las NPs 

biogénicas poseen una mejor actividad antimicrobiana comparada a las de 

origen químico. Sintubin y col. obtuvieron que las NPs biosintetizadas poseían 

una actividad 20 veces mayor que las sintetizadas químicamente115. Botes y 

Cloete proponen que esto se debe a que las moléculas biológicas, no solo le 

otorgan estabilidad a las NPs sino que, también, incrementan notablemente la 

interacción con los microorganismos, aumentando su actividad 

antimicrobiana116. 
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 El mecanismo bactericida mediado por NPsAg es tema actual de 

investigación. Varios autores proponen que las NPsAg se adhieren a la pared 

celular afectando la integridad de la membrana, perturbando así las funciones de 

permeabilidad y respiración de la célula103. Estos resultados coinciden con los 

obtenidos en esta tesis donde se observó, a partir de imágenes TEM, como las 

NPsAg biosintetizadas se encontraban en contacto con la membrana de S. 

aureus para, posteriormente, producir la destrucción de la misma con la 

consecuente liberación del contenido celular.  

 Se conoce que la actividad antibacteriana de NPsAg es dependiente del 

tamaño y cuantas más pequeñas son, más grande es la superficie disponible 

para la interacción117. Entonces, es posible que las NPs no sólo puedan 

interactuar con la membrana de la célula sino que también puedan penetrar 

dentro de la misma. Sin embargo McQuillan y col. proponen que las NPsAg 

primero interaccionan con la membrana celular de E. coli K21 y luego son los 

iones Ag+ los responsables de la actividad antibacteriana118. El mecanismo 

propuesto por McQuillan difiere de la hipótesis que plantea esta tesis, donde se 

explica que las NPsAg biosintetizadas interactuarían con la membrana de la 

bacteria, interfiriendo en la cadena respiratoria, generando una inestabilidad en 

el equilibrio redox, aumentando los niveles de ERO y produciendo en la célula 

un estado de estrés oxidativo que la conduciría a la muerte.  

 Mediante diferentes técnicas, como espectrofotometría, 

espectrofluorometría y microscopía de fluorescencia, se corroboró que las 

NPsAg biosintetizadas produjeron un aumento de ERO en las tres especies 

bacterianas ensayadas (P. aeruginosa, E. coli y S. aureus) respecto al control 

sin NPs.  
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Estos resultados coinciden con otros estudios publicados donde se observa el 

mismo efecto de NPs de diferente origen sobre células bacterianas119,120. Por 

ejemplo, Kim y col. informaron que el efecto antibacteriano de NPsAg de origen 

químico fue diferencial entre bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, sin 

embargo en ambas cepas observaron un aumento de ERO121. Otro resultado 

obtenido fue la reducción en los niveles de ERN para las tres especies 

bacterianas estudiadas en los máximos encontrados para ERO, este efecto es 

similar al producido por diferentes antibióticos que generan estrés oxidativo en 

bacterias122,123. 

Por otro lado, se ha reconocido que ciertos antibióticos actúan por 

mecanismos oxidativos y que conducen al daño en diferentes macromoléculas 

como lípidos, ADN y proteínas y, consecuentemente, a la muerte bacteriana124. 

En este caso se observó que el tiempo de máximo generación de ERO producido 

por NPsAg en P. aeruginosa coincidió con el tiempo en el cual se obtuvo la mayor 

oxidación de lípidos y proteínas, asociándose este daño principalmente a la 

acción de la especie O2
.-. En congruencia con lo analizado, se observó que a 

este tiempo las enzimas SOD, tanto intra como extracelular, se encontraban 

activadas en un 50 y 70 %, respectivamente. Cabe destacar que el agregado de 

GSH como secuestrante de ERO no redujo su producción con respecto a las 

muestras sin GSH luego de las 4 h de contacto. Esto puede relacionarse con el 

hecho de que luego de la máxima generación de ERO, la capacidad secuestrante 

de GSH estaba saturada por lo que no pudo disminuir la cantidad de ERO 

producidas y por consiguiente la cantidad de lípidos y proteínas oxidadas. Se 

obtuvo que la capacidad antioxidante total inicial de P. aeruginosa en presencia 

de NPs supero en un 200 % al control sin NPs y disminuyó en forma constante 
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hacia las 24 h, consumiéndose toda la maquinaria responsable de las defensas 

contra las ERO.  

En el caso de E. coli el daño a proteínas se observó a tiempos cortos, 

donde se obtuvo una baja activación de las enzimas antioxidantes CAT y SOD, 

por lo que el agregado de CAT como secuestraste de ERO redujo la oxidación 

de las mismas en un 30 %. Debido a estos resultados, se asume que las especies 

H2O2 y/o HO· son las responsables del daño producido en proteínas. En 

oposición a SOD y CAT, GSH se encuentra altamente estimulado en el máximo 

de ERO, evitando la peroxidación lipídica, ya que se observa que la oxidación de 

lípidos se produce más lentamente. Posteriormente al consumirse este tiol, la 

cuantificación del MDA aumentó y se mantuvo elevada hacia las 24 h. Este 

resultado se corresponde con un estudio reciente que demostró que, al igual que 

otros genes antioxidantes de E. coli, el gen btuE  que codifica para GPx 

independiente de selenio, se induce en condiciones de estrés oxidativo y puede 

catalizar la descomposición de una variedad de peróxidos, principalmente 

peróxidos lipídicos125. Se podría inferir que en la capacidad antioxidante total de 

E. coli, GSH estaría cumpliendo un papel significativo al inicio del contacto con 

NPsAg, respondiendo rápidamente al estrés oxidativo producido y, a 

continuación, CAT y SOD serían las responsables de las defensas contra la 

acción de las ERO.  

Con respecto a la capacidad antioxidante total de S. aureus en presencia 

de NPsAg la  misma aumenta progresivamente, siendo las enzimas CAT y SOD 

las que responden inicialmente en el tiempo de máxima generación de ERO. Por 

otro lado, se observó que la oxidación proteica en presencia de la más alta 

concentración de NPsAg es superior al control sin NPs y se mantiene en el 



  Discusión 

116 
 

tiempo, por lo que evidentemente las proteínas serian un blanco importante de 

las ERO generadas. La disminución de los AOPP se produce solo ante el 

agregado de CAT, por lo que coincide con E. coli, que las especies responsables 

de la oxidación en proteínas serian H2O2 y el HO·. La peroxidación lipídica en 

esta cepa se produce gradualmente y disminuye solo ante el agregado de GSH, 

coincidiendo con la evidencia científica que avala que las bacterias Gram-

positivas poseen la capacidad de captación de GSH exógeno para reducir la 

peroxidación lipídica126. 

 Este es el primer estudio que incluye una análisis integral que involucra 

la generación de ERO con el daño en macromoléculas y, además, donde se 

especifica cual es la principal especie derivada de la reducción incompleta del 

oxígeno que produce el daño en lípidos y proteínas.  

Respecto al análisis de la variación del potencial de membrana utilizando 

la sonda fluorescente ANS, se conoce que el número de sitios de unión a 

proteínas de la sonda ANS en membranas biológicas es menor que el número 

de sitios de unión a lípidos (debido a la proporción lípidos/proteínas), por lo tanto 

cuando se agrega esta sonda en concentraciones altas, la mayoría de los sitios 

de unión de proteínas ya están ocupadas por la misma y gradualmente 

predomina la fluorescencia de ANS unida a lípidos en la fluorescencia total127. 

En esta tesis se obtuvo que la presencia de NPsAg produjo modificaciones en la 

fluorescencia de la sonda ANS, por lo que se podría deducir que se produjeron 

alteraciones en la composición de la membrana lipídica y, por ende, en el 

potencial de membrana. Debido a lo anteriormente expuesto, se asociaron las 

alteraciones observadas en la oxidación de lípidos y proteínas con las 

modificaciones observadas en la fluorescencia de la sonda.  
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En P. aeruginosa la fluorescencia de ANS en presencia de NPsAg es 

inicialmente superior al control. Este resultado coincide con lo obtenido a tiempo 

0 donde la oxidación de proteínas es mayor que la de lípidos, por lo tanto el 

medio en el cual se encuentra la sonda es más lipofilico. La fluorescencia sigue 

aumentando gradualmente hacia las 24 h, coincidiendo con  lo observado donde 

la recuperación de la célula en la oxidación de los lípidos es mayor que la de 

proteínas.  

Los resultados obtenidos en E. coli coinciden con P. aeruginosa, donde 

se observa que la fluorescencia inicial de la sonda ANS es mayor que el control, 

concordando con una mayor oxidación de proteínas que de lípidos. Sin embargo, 

se observa un patrón diferente hacia el máximo de ERO, donde la fluorescencia 

disminuye. Este efecto puede relacionarse con el aumento en la oxidación de 

lípidos y la disminución en los AOPP cuantificados. Posteriormente, la oxidación 

de proteínas vuelve a aumentar hacia las 24 h de contacto, coincidiendo con el 

aumento de la fluorescencia de la sonda.  

En la cepa Gram-positiva la fluorescencia de la sonda aumenta 

considerablemente a la hora de máxima generación de ERO. Este resultado se 

asocia a la alta proporción de proteínas oxidadas en relación a la cantidad de 

lípidos oxidados. Posteriormente, el decaimiento en la fluorescencia coincide con 

la oxidación de los lípidos hacia las 24 h y, por lo tanto, podría asociarse a la 

generación de un ambiente más hidrofílico. Las modificaciones en el potencial 

de membrana pueden estar asociadas a varios factores, pero evidentemente el 

daño oxidativo que se produce tanto en lípidos como en proteínas por la acción 

de las NPsAg juega un papel fundamental para el análisis del mismo. Otros 

parámetros a considerar, son los publicados por Páez y col. donde informaron 
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como diferentes antibióticos generadores de estrés oxidativo como parte de su 

mecanismo de acción, produjeron una modificación en el potencial de membrana 

de la cepa sensible de S. aureus mientras que en la cepa S. aureus resistente a 

CIP no se observaron cambios significativos73. Por otra parte, los resultados 

publicados por Lee y col.  muestran como células de E. coli tratadas con NPsAg 

exhibieron una dramática despolarización de la membrana plasmática 

relacionada a modificaciones en los niveles de calcio128.  

El daño que producen las NPsAg en el ADN se está estudiando para 

comprender no sólo su toxicidad en células procariotas, sino también para 

analizar sus efectos sobre las células eucariotas129. En la presente tesis, se 

estudió el efecto de NPsAg sobre el ADN de diferentes especies bacterianas y 

se observó no solo oxidación de la bases del ADN sino también fragmentación y 

destrucción del mismo. Se ha descripto que los radicales libres pueden causar 

modificaciones oxidativas en el ADN, incluyendo rotura de la cadena y oxidación 

de sus bases130. Entre los productos oxidados de daño al ADN, la 8-OHdG es 

probablemente la más estudiada debido a su relativa facilidad de 

cuantificacion130. Se encontró que las NPsAg produjeron un aumento del 60 % 

de la base oxidada con respecto al control sin NPsAg en E. coli, sin embargo, en 

P. aeruginosa y S. aureus no se logró cuantificar la base oxidada y no oxidada 

luego de la incubación con NPs. La ausencia de señal de las bases del ADN 

podría implicar la destrucción parcial o total al ADN analizado en estas cepas. 

Para determinar la fragmentación del ADN se utilizó espectroscopia de absorción 

ya que es una técnica útil en el análisis de unión al ADN con moléculas 

pequeñas131. Ya se conocen los sitios de enclaje en la que diferentes moléculas 

pueden unirse al ADN: (i) entre dos pares de bases (intercalación completa), (ii) 
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en la ranura menor, (iii) la ranura principal, (iv) en el exterior de la hélice y (v) por 

unión electrostática132. Los resultados obtenidos indicaron que la adición de 

pequeñas cantidades de NPsAg produjo el aumento de la intensidad de 

absorción de la muestra de ADN a 260 nm. Sin embargo, con los siguientes 

agregados de NPsAg se observó disminución de la absorbancia a 260 nm con la 

aparición de dos picos, uno a longitudes de onda más corta y otro a 290 nm, 

hasta la desaparición total del pico a 250 nm. Estos resultados son comparables 

con los obtenidos por Roy y col. quienes encontraron que ante el agregado de 

NPsAg, sintetizadas a partir de hongos, la intensidad de absorción del ADN de 

timo de ternera a 260 nm aumentó y este cambio se produjo por la formación 

directa de un complejo de NPsAg con la doble hélice del ADN de células 

eucariotas133. Por otro lado se conoce que el espectro UV-vis del nucleótido 

guanosina puede medirse a longitudes de onda cercanas a 250 nm por lo que 

es probable que el pico que se observa en el espectro de análisis del ADN, 

corresponda a la fragmentación del ADN por acción de las NPsAg. Otro estudio 

comparo la capacidad de ruptura de la cadena de ADN de E. coli de NPs de sílice 

y de nanoplatos de plata (de origen químico) mediante electroforesis en gel de 

agarosa. Ellos demostraron que tanto los nanoplatos como las NPs de sílice 

produjeron la ruptura de la cadena en el ADN, concluyendo que la sílice causa 

mayor efecto y es capaz de romper más hebras de ADN134. Otro estudio mostró 

que la rotura de la cadena de ADN de células eucariotas era fuertemente 

dependiente del tamaño de NPsAg de origen químico, NPs más pequeñas 

inducían más daño que las partículas más grandes. Además, encontraron que 

AgNO3 indujo más daño al ADN que NPsAg a las mismas concentraciones135.  

Estudios de interacciones directas entre Pb2+ y el ADN de timo de ternera 
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revelaron que el Pb2+ puede unirse al esqueleto de fosfato del ADN a través de 

fuerzas electrostáticas y entrar en pequeños surcos de ADN por combinaciones 

con purinas y pirimidinas136. Todos los avances obtenidos de los diferentes 

estudios contribuyen a dilucidar el daño de NPsAg sobre el ADN, no solo para 

sumarlo al mecanismo de acción bactericida sino también como posible efecto 

tóxico sobre las células del huésped. 

Se profundizo en la toxicidad de NPsAg sobre células eucariotas y se 

encontró que ante la presencia de concentraciones cercanas a la CIM los 

leucocitos PMN respondieron en primer lugar fagocitándolas, lo cual concuerda 

con los resultados descriptos por Poirier y col. donde se observó la 

internalización de NPsAg de 20 nm de diámetro en neutrófilos humanos137. 

Además en esta tesis se cuantificó un aumento del 37 % en los niveles de ERO 

en leucocitos PMN a las 4 h de contacto con NPsAg con respecto al control sin 

NPs. 

 Por otro lado, se obtuvo que la viabilidad de leucocitos se mantuvo en un 

67 % hasta las 4 h de contacto con NPsAg, siendo un resultado promisorio para 

seguir estudiando la citotoxidad de NPsAg biosintetizadas en líneas celulares. 

Un resultado interesante fue el obtenido por Soares y col. donde informaron que 

la activación y toxicidad inducida por NPsAg recubiertas con polivinilpirrolidona 

(PVP) en neutrófilos humanos fue tamaño y tiempo dependiente, siendo las 

NPsAg de 10 nm más tóxicas que NPsAg de 50 nm138. También observaron que 

se activó el estallido respiratorio de los neutrófilos causando daño a la 

membrana138. Estos datos sugieren que la toxicidad de NPsAg dependen de la 

concentración, el tiempo, el tamaño y el tipo de NPsAg analizada.  
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Los resultados publicados con respecto a la citotoxicidad de NPsAg son 

variados.  En algunos casos se informa que las NPsAg no son tóxicas para 

células eucariotas137,139, mientras que en otros se asume lo contrario140. 

Evidentemente, en modelos in vitro, el uso de diferentes tipos de células, cada 

una con una función única, produce desviaciones en los diferentes estudios y se 

muestran diferentes sensibilidades a las NPsAg ensayadas. Las diferencias en 

la sensibilidad de los tipos de células a las NPsAg pueden deberse, no solo a las 

variaciones entre las diferentes NPsAg estudiadas (origen, tipo, forma, tamaño), 

sino también a las diferentes técnicas que se utilizan para analizar la citotoxicidad 

de las NPs, por lo que resulta inminente unificar criterios y establecer 

metodologías específicas que permitan integrar los resultados que se obtienen 

de los diferentes ensayos. Para este caso se obtuvo que NPsAg biosintetizadas 

a concentraciones cercanas a la CIM de las especies bacterianas ensayadas 

presentaron una actividad hemolítica de un 12 % a las 4 h de contacto. Otras 

investigaciones han demostrado que NPsAg más pequeñas tienen una actividad 

hemolítica mayor comparada con las partículas grandes ampliando la 

información aportada en esta tesis141. En otros casos se encontró que  NPsAg 

sintetizadas utilizando un heteropolisacárido aislado de Lentinus squarrosulus 

con actividad antimicrobiana eran compatibles con hematíes humanos en su 

dosis de LD50142. Sin embargo, ampliando la búsqueda hacia otras NPs la 

diversidad de resultados mostró que la actividad hemolítica de NPs de sílice 

ahumada, sílice mesoporosa y NPs de sílice amorfa coloidal aumentaba con el 

aumento del tamaño de partícula143. Estos resultados difieren de otros estudios 

sobre NPs de otros metales como el oro, el dióxido de titanio y las NPs de 

hidroxiapatita que afirman que estas NPs no poseen actividad hemolitica144-146.  
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La evaluación de los efectos de la presencia de NPsAg en el torrente 

sanguíneo se considera de suma importancia no solo porque es imprescindible 

considerar la  compatibilidad de las NPs con los componentes sanguíneos, sino 

también, porque del resultado de este análisis dependerán las posibles 

aplicaciones biomédicas, formas de administración y posibles tratamientos a los 

que estaría dirigido el uso de NPsAg biosintetizadas. 
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5. Conclusión  

Las hipótesis planteadas pudieron ser comprobadas gracias al análisis 

integrado de los resultados obtenidos hasta el momento. Se obtuvo un producto 

biosintético con las ventajas que esto representa, utilizando el sobrenadante de 

cultivo de una cepa de referencia de P. aeruginosa  y sin el agregado de  agentes 

reductores tóxicos. Las NPsAg pudieron ser caracterizadas por diferentes técnicas 

que confirmaron la forma pseudoesferoideal y con una distribución uniforme de las 

mismas. Se destaca que las NpsAg biosintetizadas ejercieron una actividad 

bactericida significativa contra diferentes especies bacterianas a niveles de 

concentración picomolar, muy debajo de las CIM halladas para la sal de plata 

estudiada o para un antibiótico como lo es CIP. Esto es notable ya que las NPsAg 

han demostrado ser agentes antibacterianos eficaces, independientemente de los 

mecanismos de resistencia a los fármacos que existen en los diferentes 

microorganismos  estudiados. Profundizando en su mecanismo de acción, se 

observó que en las tres cepas de gran relevancia clínica como lo son, P. aeruginosa, 

E. coli y S. aureus la presencia de las NPsAg generó un aumento de los niveles de 

ERO y un desbalance en los sistemas antioxidantes propios de cada especie 

bacteriana. También, se observó un aumento en la cantidad de lípidos oxidados y 

en los niveles de AOPP, llevando a modificaciones en el potencial de membrana de 

las células estudiadas. El daño al ADN bacteriano pudo corroborarse, observándose 

no solo oxidación sino también fragmentación de la hebra. Basándonos en estos 

resultados, el daño celular por la generación de estrés oxidativo con la consecuente 

oxidación de macromoléculas debe considerarse como el principal  mecanismo de 
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acción por el cual las NPsAg ejercen su acción como antimicrobiano. Los resultados 

sobre citotoxicidad en células eucariotas dejan un camino abierto de gran 

proyección sobre el estudio del efecto en la célula del huésped. En conclusión, las 

NPsAg biosintetizadas están marcando una nueva dirección en el estudio de nuevas 

aplicaciones biomédicas como nanoantibióticos específicos. 
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Proyecciones 

Los resultados de esta tesis han dado lugar a las siguientes proyecciones: 

 Estudio de nuevas fuentes “green” para la obtención de NPsAg, extractos de 

plantas. 

 Estudio e identificación de las biomoleculas que conforman el “capping”  de 

las NPsAg biosintetizdas y que le otorgan estabilidad, para el desarrollo de 

nuevas estrategias para la síntesis green. 

 Estudio de la citotoxicidad in vitro de NPsAg biosintetizadas sobre diferentes 

lineas celulares, empleando tecnicas específicas de biologia molecular. 

 Estudio de la actividad antimicrobiana de NPsAg biosintetizadas sobre 

microorganismos que se encuentran en comunidades formando biofilms y su 

relacion con la generación de estrés oxidativo.  

 Estudio de la actividad antimicrobiana de nuevos compuestos de tamaño 

nanometrico provenientes de sintesis “green” sobre sobre células 

persistentes.  
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SOLUCIONES BUFFER Y MEDIOS DE CULTIVO 

 

 
Buffer salino de fosfatos (PBS) 

NaCl  8,0 g 

KCl 0,2 g 

Na2HPO4 1,15 g 

KH2PO4 0,2 g 

Agua destilada c.s.p. 1000 ml 

pH: 7,0 ± 0,2 

 

 

Agar Müeller Hinton (MH)-Britania 

Infusión de carne 300,0 g 

Peptona ácida de caseína 17,5 g 

Almidón 1,5 g 

NaCl 5,5 g 

Agar 15,0 g 

Agua destilada c.s.p. 1000 ml 

pH: 7,3 ± 0,1 

Preparación: Suspender 37 g del medio deshidratado en un litro de agua destilada. 

Dejar embeber de 10 a 15 minutos. Calentar con agitación frecuente y hervir durante 1 

minuto. Esterilizar a 121 °C durante 15 minutos.  

 

Caldo Müeller Hinton (MH)-Britania 

Infusión de carne 300,0 g 

Peptona ácida de caseína 17,5 g 

Almidón 1,5 g 

Agua destilada c.s.p. 1000 ml 

pH: 7,3 ± 0,2 

Preparación: Suspender 22 g del medio en un litro de agua destilada y dejar embeber 

10 minutos, agitando periódicamente. Calentar con agitación frecuente y hervir durante 

1 minuto. Distribuir en tubos, esterilizar a 121 °C por 15 minutos. 
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Agar Tripteína Soya (ATS)-Britania 

Tripteína 15, 0 g 

Peptona de soya 5,0 g 

Glucosa 1,0 g 

NaCl 5,5 g 

Agar-agar (ausente en el caldo) 2,5 g 

Agua destilada c.s.p. 1000 ml 

pH: 7,3 ± 0,2 

Preparación: Disolver 40 g de polvo deshidratado en un litro de agua destilada. Mezclar 

y dejar reposar 5 minutos. Calentar suavemente agitando y hervir durante 1 o 2 minutos 

hasta su disolución. Distribuir y esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 121 °C.  

 

Caldo Tripteína Soya (CTS)-Britania 

Tripteína 17, 0 g 

Peptona de soya 3,0 g 

NaCl 5,0 g 

K2HPO4 2,5 g 

Glucosa 2,5 g 

Agua destilada c.s.p. 1000 ml 

pH: 7,3 ± 0,2 

Preparación: Suspender 30 g del polvo en un litro de agua destilada. Mezclar y calentar 

hasta disolver. Distribuir y esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 minutos. 

 

 

Caldo Luria Bertani (LB) 

Triptona 10,0 g 

Extracto de levadura 5,0 g 

NaCl 5,0 g 

pH: 7,2 

Disolver 20 g en un litro de agua destilada y ajustar el pH a 7,2 esterilizar en autoclave 

a 121 ºC por 15 minutos. 
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Solución salina balanceada de Hanks 

Composición g/L 

 

NaCl 8,0 

KCl 0,4 

Na2HPO4 0,15 

KH2PO4 0,06 

MgSO4 0,1 

CaCl2 0,14 

MgSO2 0,1 

Dextrosa 1,0 

NaHCO3 0,35 

H2O dest. c.s.p 

pH 7,0 ± 0,2 

Conservar a 4° C 

 

Solución de Dextrán 

Composición g/L 

 

Dextrán  6,0 

Buffer Hanks c.s.p 

pH 7,0 ± 0,2 

Conservar a 4° C 

 

 

Electroforesis: Tinción con Plata 

 

Solución de fijación  

Composición v/v 

 

Ácido acético   10%  

Etanol   40%  
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Solución de sensibilización 

Composición 

 

Etanol   50 mL. 

Tiosulfato de sodio   333 mg. 

Acetato de sodio   11,33 g. 

 

 

 

  Solución de plata 

   Composición 

 

Nitrato de plata   125mg. 

Etanol   45mL 

 

 

   Solución de revelado 

  Composición p/v 

 

Carbonato de sodio   2,5% 

 

Al momento de utilizar, se agregaron 40μL de formaldehído cada 100ml de solución. 

  

  

 

  Solución de frenado 

  Composición p/v 

 

EDTA   1,86%  
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