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RESUMEN

La emergencia de microorganismos resistentes a diversos agentes antimicrobianos
se ha convertido en uno de los principales problemas de salud a nivel mundial,
amenazando el enfoque conocido como “One Health”. Actualmente, la estrategia
convencional para tratamiento y prevencion contra infecciones microbianas es el uso de
antibidticos. Sin embargo, esos farmacos estan siendo ineficientes debido al incremento
de la resistencia por parte de estos microorganismos. La falta de disponibilidad de
antibioticos efectivos resalta la necesidad de descubrir alternativas para combatir
infecciones bacterianas. Asi, se han desarrollado estrategias para el tratamiento de
enfermedades infecciosas, tales como el uso de nanoparticulas metalicas. Por lo que en el
presente trabajo se pretende 1) sintetizar y caracterizar nanoparticulas metalicas de
bismuto y plata, 2) evaluar la actividad antibacteriana de estas nanoparticulas (NPs) contra
Staphylococcus aureus y Escherichia coli en diversos modelos de infeccion in vitro € in
vivo, 3) determinar el efecto citotdxico sobre varias lineas celulares representativas de los
tejidos a tratar, 4) evaluar su efecto sobre la produccion de citocinas proinflamatorias en
un modelo in vitro, asi como 5) determinar su efecto sobre la capacidad fagocitica de
PBMC. Los resultados indican que es posible obtener nanoparticulas bimetalicas de
bismuto y plata en solucion acuosa a partir de una unica reaccion, las nanoparticulas son
estables al menos durante 28 dias, presentan una morfologia cuasi-esférica con un
diametro individual promedio de 18.39+7.49 nm y un valor de potencial zeta de 39.3 mV
con una carga neta positiva. Ademas, tienen efecto antibacteriano contra Staphylococcus
aureus ATCC 29213 (CMB de 1.72ug/mL) y Escherichia coli ATCC 11229 (CMB de

3.44ng/mL), pueden inhibir la formacion de biopeliculas de S. aureus, no tienen efecto

VII



citotoxico sobre lineas celulares representativas de los tejidos a tratar (HUVEC, NIH/3T3
y MCF7) ni sobre PBMC; no afectan la produccion de citocinas inflamatorias (IL-6 e IL-
8) en la linea celular epitelial mamaria diferenciada evaluada ni el proceso de fagocitosis

de PBMC.
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ABSTRACT

The emergence of resistant microorganisms to several antimicrobial agents has
become one of the main health problems worldwide, threatening the “One Health”
approach. Currently, the conventional strategy for treatment and prevention against
microbial infections is the use of antibiotics. However, these drugs are proving ineffective
due to these microorganisms' increased resistance. The lack of availability of effective
antibiotics highlights the need to discover alternatives to combat bacterial infections.
Therefore, strategies have been developed for treating infectious diseases, such as using
metallic nanoparticles. Thus, in the present work we aim to 1) synthesize and characterize
metallic nanoparticles of bismuth and silver, 2) evaluate the antibacterial activity of these
nanoparticles (NPs) against Staphylococcus aureus and Escherichia coli in several
infection models in vitro and in vivo, 3) determine the cytotoxic effect on several cell lines
representative of the tissues to be treated, 4) evaluate their effect on the production of
proinflammatory cytokines in vitro model, and 5) determine their effect on the phagocytic
activity of PBMC. The results indicate that it is possible to obtain Bi/Ag NPs in aqueous
solution from a single reaction, NPs are stable for at least 28 days, and they have a quasi-
spherical morphology with an average individual diameter of 18.39+7.49. nm and a zeta
potential of 39.3 mv with a net positive charge. In addition, they have an antibacterial
effect against Staphylococcus aureus ATCC 29213 (MBC of 1.72ug/mL) and Escherichia
coli ATCC 11229 (MBC of 3.44pg/mL), can inhibit the formation of S. aureus biofilms,
have no cytotoxic effect on cell lines representative cell lines of the tissue to be treated

(HUVEC, NIH/3T3 and MCF7) or PBMC. They do not affect the production of
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inflammatory cytokines (IL-6 and IL-8) in the differentiated mammary epithelial cell line

evaluated or the phagocytosis process of PBMC.



1.- INTRODUCCION

La emergencia de bacterias multirresistentes es una de las principales
preocupaciones en el ambito de salud publica a nivel mundial dentro del enfoque “One
Health”. La estrategia convencional para prevencion y tratamiento contra las infecciones
microbianas es el empleo de antibidticos (Schrader et al., 2020); sin embargo, estos
farmacos estan siendo ineficientes debido al incremento de la resistencia antimicrobiana
(RAM; Freeland et al., 2023).

Las heridas en piel son sitios comunes de infeccion bacteriana, tanto en salud
humana como animal (Wolcott ef al., 2010; Neopane et al., 2018). Las cepas bacterianas
aisladas con mayor prevalencia a partir de estas heridas son Staphylococcus aureus y
Escherichia coli (Calina et al., 2017; Liu et al., 2018; Vasile et al., 2020). Este tipo de
infecciones pueden ser incontrolables e incluso pueden ocasionar otros cuadros clinicos
mas severos como mastitis bovina (Kateete et al., 2013; Boireau et al., 2018; Saidi et al.,
2019) o cuadros de sepsis, el cual puede llegar a poner en riesgo la vida del individuo
(Mora-Rillo et al., 2015; Paulsen et al., 2015).

La falta de disponibilidad de antibioticos efectivos resalta la necesidad de
descubrir alternativas que puedan ser efectivas para combatir la RAM (Uchil et al., 2014).
Una alternativa es el uso de nanoparticulas metalicas (NPs), las cuales son toxicas para
algunas bacterias debido a su tamafio nanométrico, entre 1 y 100 nm (Leid et al., 2012).
Estas son capaces de crear poros en la pared celular de la bacteria y asi, desorganizar,
dafiar e incrementar la permeabilidad de la membrana celular. Ademads, pueden alterar
localmente el microambiente que rodea a la bacteria y generar especies reactivas de

oxigeno (ROS), ocasionando muerte celular (Bilal et al., 2017). Las nanoparticulas de



plata (AgNPs) son las NPs metalicas mas estudiadas debido a sus excelentes efectos
bacteriostaticos y bactericidas, incluso sobre bacterias multirresistentes como MSRA
(Ansari et al., 2015), la cual ha sido encontrada en algunas heridas infectadas (Li et al.,
2023). Otras NPs evaluadas sobre estos modelos son las nanoparticulas de bismuto
(BiNPs), las cuales han demostrado poseer actividad antimicrobiana y baja citotoxicidad
sobre células eucariotas (Shakibaie et al., 2019; da Luz et al., 2020; Vazquez-Muiioz et
al.,2020; Maliha et al., 2021). NPs de Bi,03 han sido evaluadas sobre 65 cepas de MSRA
aisladas de pacientes con quemaduras infectadas y se encontr6 que poseen actividad
bactericida sobre 16% de estas cepas (Dalvand et al., 2018). Algunos reportes indican que
la combinacién de nanoparticulas monometalicas de Bi y Ag poseen efecto antibacteriano
contra las bacterias multirresistentes. Sin embargo, esta combinacién no mostr6 un efecto
sinérgico al combinarse (Iftikhar e al., 2021). Ademas, existen estudios que indican que
el uso de nanoparticulas bimetalicas de Au-Ag, sobre heridas infectadas, aceleran el
proceso de sanacion, haciéndolo mas efectivo y seguro, sin efectos adversos de toxicidad
(Kumar et al., 2019). Asi, nosotros proponemos que las nanoparticulas bimetélicas de
bismuto y plata tienen un mayor efecto antimicrobiano sobre S. aureus y E. coli cuando
se aplican en dosis mas bajas que las reportadas como nanoparticulas monometalicas,
teniendo menor toxicidad en células eucariotas. Por lo tanto, los objetivos del presente
trabajo son 1) sintetizar y caracterizar nanoparticulas metalicas de bismuto y plata (NPs
Bi/Ag), 2) evaluar la actividad antibacteriana de NPs Bi/Ag contra Staphylococcus aureus
y Escherichia coli en diversos modelos de infeccion in vitro e in vivo, 3) determinar el
efecto citotoxico sobre varias lineas celulares representativas de los tejidos a tratar, 4)
evaluar su efecto sobre la produccion de citocinas proinflamatorias en un modelo in vitro,

asi como 5) determinar su efecto sobre la capacidad fagocitica de PBMC.



2.- ANTECEDENTES

2.1.- Impacto global de las infecciones bacterianas

La poblacion mundial sigue en constante aumento, de acuerdo con la FAO se
espera que para el afio 2050 haya 9.8 mil millones de habitantes en el mundo (FAO, 2022).
Bajo estas condiciones se requiere mas espacio para la producciéon de comida, y se
necesitan mas animales para alimentar a esta poblacion. Asimismo, las enfermedades
infecciosas estan incrementando, causando pérdidas en vidas humanas y animales, asi
como grandes costos a la sociedad (Lindahl ef al., 2015). A pesar, de la adquisicion de
varios métodos preventivos, de control y tratamiento, las enfermedades infecciosas
permanecen siendo una de las principales preocupaciones de salud publica a nivel mundial
que resultan en millones de muertes al afio (Qadri et al., 2023). El Banco Mundial estima
que el costo de los brotes de enfermedades infecciosas durante el tltimo siglo es mayor
de 20 billones de USD (Lindahl et al., 2015).

Los antibidticos han hecho posible tratar infecciones bacterianas como meningitis
y sepsis que, antes eran intratables y mortales. Desafortunadamente, en décadas recientes
debido al uso indebido y excesivo de los antibiodticos, asi como a factores sociales y
econdmicos han acelerado la diseminaciéon de bacterias multirresistentes, haciendo
inefectivo el tratamiento con estos farmacos. Sin tratamientos nuevos y mejores, la OMS
predice que la cifra de personas muertas debido a infecciones por bacterias
multirresistentes serd de 10 millones en 2050 (Mancuso et al., 2021).

Los cuadros patoldgicos por infecciones bacterianas son un fuerte contribuyente a
las morbilidades y mortalidades a nivel mundial, asi como una constante amenaza a la

salud y economia global (Qadri et al., 2023). Desafortunadamente, los ensayos clinicos



para esas enfermedades infecciosas estan retrasados en comparacion con enfermedades
como cancer o cardiovasculares y por lo tanto existe una necesidad urgente para identificar
estrategias practicas que permitan un mejor tratamiento para las enfermedades infecciosas
(Kirtane et al., 2021).
2.2.- Resistencia antimicrobiana

Globalmente una porcion significativa de antimicrobianos es empleada en el sector
animal para produccion de alimentos como profilactico o para promover un rapido
desarrollo del animal, especialmente en paises de bajos y medianos ingresos. Los
antimicrobianos utilizados en la agricultura, acuicultura, veterinaria, y salud humana en
ocasiones son los mismos, asi el uso excesivo o indebido de éstos en medicina humana,
ganaderia, pesca y produccion agricola ha provocado una alta aparicion de resistencia
antimicrobiana (RAM) y ha contribuido al desarrollo de resistencia en los seres humanos
(Samtiya et al., 2022).

La RAM se define como la capacidad de los patdogenos a sobrevivir a la exposicion
de compuestos que se esperaba los eliminara (Freeland ef al., 2023; Schrader et al., 2020).
La RAM ha llegado a ser una crisis de salud publica internacional severa y un topico
frecuente de discusion en reuniones politicas de orden mundial (Xia y Li, 2016), debido a
que las opciones terapéuticas para infecciones comunes son cada vez mas limitadas o no
disponibles cuando éstas son ocasionadas por bacterias resistentes (Paphitou, 2013), por
lo que eventualmente se encuentra en riesgo la vida. De acuerdo con la OMS, las
enfermedades infecciosas son la tercera causa de mortalidad en todo el mundo (Leung et
al.,2011), se estima que para el afio 2050 la region de Asia-Pacifico pierda 4.73 millones

de vidas al afio a causa de infecciones ocasionada por microorganismos con RAM y el



impacto econdomico global puede ser tal alto como de 100 trillones de dolares
estadounidenses (O'Neill, 2015).

A partir del afio 2007 se ha observado un inevitable aumento tanto en la proporcion
como en el nimero de patdgenos bacterianos con resistencia a multiples farmacos, es por
ello que organizaciones como el Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades
(CDC) de E.U.A., el Centro Europeo para la Prevencion y Control de las Enfermedades
(ECDC) y la OMS han realizado recomendaciones e iniciativas tanto a nivel nacional
como internacional para combatir esta situacion, las cuales son: restringir el uso de
antimicrobianos en casos que realmente necesiten ser tratados con estas sustancias,
mejorar los diagnosticos para orientar el uso de antimicrobianos, establecer sistemas de
vigilancia eficaces para la deteccion temprana de RAM y promover esfuerzos de
investigacion para desarrollar nuevos antimicrobianos con lo cual se pueda ofrecer una
terapia efectiva a los pacientes. Resaltando que es crucial descubrir algunas alternativas
que puedan ser potencialmente efectivas para combatir la RAM (Uchil et al., 2014; Bilal
etal.,2017; Hozyen et al., 2019).

La RAM es una realidad que se vive dia con dia en todo el mundo. En 2014 la
prevalencia estimada en China de bacterias resistentes fue de: 44.6%, 62% y 10.5% para
MSRA, Escherichia coli productora de B-lactamasa y Klebsiella pneumoniae resistente a
carbapemen, respectivamente (Zhang et al.,, 2016), por lo que el desarrollo de nuevos
compuestos eficaces con propiedades antimicrobianas se ha vuelto una necesidad de
primer orden a nivel mundial (Uchil et al., 2014).

Hoy en dia se han logrado aislar varias cepas de bacterias multidrogarresistentes a
partir de animales con enfermedades infecciosas como Staphylococcus coagulasa negativa

(Saidi et al., 2019; Boireau et al., 2018; Gentilini et al., 2002); Streptococcus dysgalactiae
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(Zhang et al., 2018); Streptococcus uberis (Tomazi et al., 2019; Boireau et al., 2018);
Escherichia coli (Boireau et al., 2018; Yang et al., 2018; Ahmed y Shimamoto, 2011; Nam
et al., 2009); Staphylococcus aureus (Saidi et al., 2019; Elemo et al., 2018; Marques et
al., 2017; Dias et al., 2013) y Streptococcus agalactiae (Abd et al., 2021). Todas estas
cepas pueden llegar a ocasionar cuadros de infecciones severas, pero en el caso particular
de S. aureus esto se debe a su capacidad de formar biopelicula sobre las superficies de su
hospedador, ya que también es un mecanismo de evasion del sistema inmune (Alghararib
et al., 2020; Brouillette y Malouin, 2005).

Los patogenos utilizan diferentes mecanismos para adquirir resistencia a los
antibioticos. Estos mecanismos incluyen: salida activa de los antibidticos de las bacterias
por medio de una sobreexpresion de bombas de salida, adquisicion de rutas metabolicas
alternas a las inhibidas por los farmacos, disminucion de la permeabilidad de la pared
celular bacteriana que restringe el acceso de los antimicrobianos a los sitios diana,
degradacion del antibidtico, modificacidon enzimatica de éste, modificacion de la molécula
diana del antibiotico, sobreproduccion de la enzima diana y, transferencia de genes de
resistencia a los antimicrobianos mediante deteccion via quérum dentro de los miembros
de los consorcios de biopeliculas (Bilal et al., 2017).

Algunos de los tratamientos alternativos sugeridos al uso de antibioticos incluyen
la medicina herbal tradicional, péptidos antimicrobianos, extractos de plantas,
inmunoterapia (Li et al., 2023; Tashakkori et al., 2020; Freick et al., 2016; Wilson ef al.,
2007; Landin et al., 2015; Bradley et al., 2015; Nickerson y Ryman, 2019). Asi como
suplementacion con vitaminas y minerales, probidticos, bacteriofagos, mejores practicas

en el manejo de los animales zootécnicos, (Coppock, 2019; Rainard y Foucras, 2018;



Dego et al., 2020; Bronzo et al., 2020) y nanoparticulas (Gomes y Henriques, 2016,
Cabral-Romero y Chellam, 2014).

Sin embargo, bien cabe mencionar que el gran reto contra la RAM incluye
encontrar compuestos con suficientemente bajas concentraciones minimas inhibitorias
(CMI), baja toxicidad y facil biodisponibilidad para su uso eficiente y seguro en humanos
y animales (Bilal ef al., 2017). Es por esto que, de todas las opciones propuestas, la mas
prometedora es el uso de nanoparticulas, ya que, debido a su tamafio nanométrico poseen
una mayor relacion area:volumen y propiedades Unicas tanto quimicas como fisicas que
les permiten penetrar mas profundo en el interior de las estructuras celulares, pudiendo
penetrar libremente las barreras de los organismos y su elaboracioén es econdémicamente
viable (Lange et al., 2021; Hozyen et al., 2019; Kalinska et al., 2019; Taifa et al., 2022).
2.3.- Nanoparticulas como alternativa para combatir infecciones bacterianas

La nanotecnologia estd abriendo nuevos caminos en la ciencia y la tecnologia,
prometiendo cambios revolucionarios en diferentes disciplinas como alimentos,
farmacologia, medicina y produccion animal. Mediante la nanotecnologia es posible
desarrollar materiales o dispositivos con propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas
unicas, diferentes a las de sus materiales precursores, tal es el caso de las nanoparticulas
(Anselmo y Mitragotri, 2016).

El tamafio, el area superficial, morfologia, carga neta y los parametros
fisicoquimicos de las nanoparticulas (NPs) son pardmetros importantes que cambian las
propiedades antimicrobianas a través de sus multiples mecanismos de accion. Entre mas
pequenas son las NPs, la proporcion superficie-volumen aumenta. Grandes &reas
superficiales de NPs proveen una mejor interaccion con los microorganismos e influye

enormemente sobre su efecto antimicrobiano (Bilal ez al., 2017).



El tamafio nanométrico de esas particulas permite su comunicacién con varias
biomoléculas de la superficie celular bacteriana, asi como del interior (Mody et al., 2010).
Las NPs muestran capacidad para desorganizar y dafar la membrana celular e incrementar
su permeabilidad. Es decir, esas NPs pueden alterar localmente el microambiente que
rodea a la bacteria y generar especies reactivas de oxigeno (ROS), lo cual, finalmente lleva
a la destruccion de la bacteria (Bilal et al., 2017).

Actualmente existen reportes que indican que las NPs metdlicas son toxicas para
algunas bacterias como P aeruginosa, Burkholderia cepacia, S. aureus resistente a
meticilina, Acinetobacter baumannii y K. pneuminiae (Leid et al., 2012).

2.3.1.- Mecanismo de accion de nanoparticulas metdlicas

Las NPs metalicas son usualmente sintetizadas por reduccion quimica de cualquier
sal metalica (aluminio, oro, plata, bismuto, etc.) con un agente reductor y, sus
caracteristicas fisicoquimicas, opticas y biologicas pueden ser manipuladas dependiendo
de la aplicacion deseada (Bilal et al., 2017). Las NPs inorgéanicas poseen algunas ventajas
sobre los medicamentos debido a que poseen funciones de respuesta a estimulos que
surgen de su resonancia de superficie plasmonica o capacidad de respuesta magnética, que
otras moléculas no ofrecen (Anselmo y Mitragotri, 2016). Comparadas con las NPs
organicas (liposomas, NPs poliméricas, micelas poliméricas y NPs de lipidos s6lidos), las
NPs metalicas pueden ser mas pequefias (con un tamafio entre 1 y 100 nm), y su eficiencia
de carga es mucho mayor. Ademds, poseen propiedades antimicrobianas potenciales
debido a ese tamafio, ya que pueden crean poros sobre la pared celular bacteriana, y como
resultado, el contenido citoplasmatico se descarga en el medio ambiente extracelular, lo

que resulta en muerte celular (Bilal et al., 2017).



El mecanismo de actividad antimicrobiana de las NPs atn no ha sido dilucidado,
pero, se propone que, al igual que los antibidticos comerciales, pueden actuar a través de
uno o mas mecanismos para inhibir el crecimiento microbiano o matar a los organismos
invasores (Mitchell et al., 2021; Muzammil et al., 2018). Estos mecanismos se enfocan
principalmente en aspectos moleculares (Figura 1), incluyendo moléculas que son
dafiadas, tales como el ADN, proteinas, membrana celular, disrupcion fisica de estructuras
celulares (pared celular, membrana plasmatica, ribosomas, etc.), disrupcion de la cadena
transportadora de electrones; dafio a la bomba de eflujo de protones; asi como por la
generacion de nuevas moléculas tales como las especies reactivas de oxigeno (ROS, por
sus siglas en inglés) y alteracion de la transduccion de senales (Slavin et al., 2017; Ahmed
et al., 2016). Todo esto contribuyen a dafio en el citoplasma, a plasmidos y contenido de

ADN, asi como a la sintesis de proteinas (Makvandi et al., 2020; Ozdal y Gurkok, 2022).
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Figura 1. Probables mecanismos de accion de nanoparticulas metalicas sobre células
procariotas. Adaptado de Makvandi et al., 2020.




Los nanomateriales poseen una ventaja sobre otras moléculas antibacterianas, para
atacar microorganismos capaces de formar biopeliculas debido a que su area superficial
excede en gran medida a su tamafio y puede penetrar facilmente esta estructura (Zhang et
al.,2014). Una via por medio de la cual se inhibe la produccion de biopelicula es mediante
la inhibicion de la sefializacion de “Quorum sensing”, donde, en bacterias Gram negativas,
autoinductores pequefios difusibles, como las N-acil homoserinas lactonas se combinan
con receptores afines para producir complejos que actiian como moléculas de senalizacion
y son identificados por cinasas intracelulares. En el caso de bacterias Gram positivas,
oligopéptidos modificados o péptidos autoinducidos actian como las lactonas. Estos
complejos activan cascadas de fosforilacion para inducir la fosforilacion de una proteina
reguladora de respuesta y se unen a una region promotora del ADN encargada de activar
factores de transcripcion de ciertos factores de virulencia, como los genes necesarios para
la produccion de biopelicula. La inhibicion del “quorum sensing” involucra inactivacion
de senales moleculares para la formacion de biopelicula bacteriana (Du et al., 2014; Paul
et al., 2018; Makvandi et al., 2020).

Otro mecanismo de accion elucidado es que las ROS producidas por las NPs
metalicas pueden dafiar directamente a los constituyentes dentro del citoplasma de la
bacteria; un buen ejemplo es el dafio al ADN ocasionado por la presencia de ROS en el
nucleolo. Un dano al ADN también puede ser ocasionado por la liberacion de iones de
plata, los cuales activan la disrupcion de los enlaces de puentes de hidrogeno entre las
cadenas antiparalelas de polinucledtidos. La desnaturalizacion del ADN puede ser
ocasionado por intercalacion entre bases purinicas y pirimidicas (Lemire et al., 2013).

Asimismo, se ha encontrado que las NPs pueden desfosforilar los residuos de tirosina, lo
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que ocasiona inhibicién en la transduccion de senales y arresto del crecimiento y
progresion celular.

Uno de los mecanismos de accidon, muy particular en el caso de las nanoparticulas,
es mediante la liberacion de iones metalicos. En el caso de la plata (Ag), hay reportes que
indican que las NPs esféricas muestran mayor actividad antimicrobiana, comparada con
las que poseen otra formar como discoidal o triangular, esto es debido a que la cantidad
de iones Ag que se liberan es dependiente del area superficial de cada NP. Como las NPs
esféricas poseen una mayor area superficial, pueden liberan una mayor cantidad de iones
y asi poseen mayor actividad antimicrobiana (Cheon ef al., 2019).

2.3.2.- Nanoparticulas de bismuto

El bismuto es un elemento metalico que en combinacion ha sido utilizado en
tratamientos por mas de 200 afios. Varias combinaciones del bismuto muestran actividad
antibacteriana y son capaces de actuar mejor que la actividad inhibitoria de los antibidticos
(Sadeghi et al., 2022). El bismuto (B1) posee una baja citotoxicidad y recientemente se ha
reportado que posee actividad antimicrobiana (da Luz et al., 2020). Se ha evaluado su
efecto bactericida, fungicida, antiparasitario y antibiopelicula cuando se sintetiza en forma
de NPs, ya sea en combinacién con citrato, subnitrato de bismuto, subsalicilato de
bismuto, PVP, y BisBAL (Gomez et al., 2021).

En un estudio realizado por Shakibaie ez al. (2019) se demostré que administrar Bi
en forma de NPs aumenta su actividad antimicrobiana, aqui se compar¢6 la actividad
antimicrobiana de NPs de bismuto contra el subnitrato de Bi y encontraron que hay un
aumento significativo de actividad antibacterial cuando el Bi se administra en NPs. De
hecho, actualmente se han elaborado dispositivos médicos con NPs de Bi en el &mbito de

salud humana, ya que gracias a sus propiedades antimicrobianas se tiene un bajo riesgo
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de infeccion al emplear este tipo de instrumentos (Arvidsson et al., 2013). La actividad
antimicrobial de las NPs de Bi también se ha demostrado in vitro contra los siguientes
microorganismos: Campylobacter jejuni, Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica,
Salmonella typhimurium, E. coli, Mycoplasma argini, Acholeplasma ladidlawii, Bacillus
anthracis, Leptospira Pomona (Maliha et al., 2021; Rieznichenko et al., 2015), S. aureus,
y contra Candida albicans (Vazquez-Mufioz et al., 2020). Ademas, estas NPs son capaces
de reducir la formacion de biopeliculas (Rostamifar et al., 2021; Azad et al., 2020;
Hernandez-Delgadillo et al., 2012) y exhiben actividad antiviral (Cabral-Romero y
Chellam, 2014). En 2019, Martinez et al., demostraron que el uso de membranas basadas
en quitosano complementadas con NPs lipofilicas de Bi causan una inhibicion completa
de formacion de biopelicula y una inhibicién de crecimiento del 90 al 98% de seis
diferentes patogenos orales: Poryphyromonas gingivalis, S. aureus meticilina resistente,
Candida albicans, E. coli, Enterococcus faecalis, y Streptococcus gordonii. Asimismo, en
un estudio donde se sintetizaron NPs de Bi con un diametro de 40.4 a 57.8 nm reducidas
con extracto de hojas de Moringa oleifera se encontrd que estas NPs tienen una CMI para
E. coliy S. aureus de 500 pg/mL (Das et al., 2020).

Las BiNPs han sido ampliamente evaluadas en el campo de la odontologia, donde
se ha comparado su actividad antimicrobiana contra la clorhexidina y se ha encontrado
que las BiNPs muestran una actividad antimicrobiana més efectiva contra Enterococcus
faecalis, ya que la CMI y la CMB fue 8 veces menor que la empelada de clorhexidina
(Azad et al., 2020) para inhibir el crecimiento de dichos microorganismos. En otro estudio
con pacientes odontoldgicos las BiNPs demostraron poseer actividad antibacteriana contra
Streptococcus salivarius y Enterococcus faecalis, en este estudio se encontr6é que la CMI

de las BiNPs fue de 2.5 y 5 pg/mL respectivamente, 21 veces menos que la necesaria por
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clorhexidina y la CMB fue de 5 y 10 pug/mL, 11 veces menor que la de clorhexidina
(Rostamifar et al., 2021).

Bien cabe mencionar que ademas de poseer efecto antimicrobiano, las NPs de Bi
pueden actuar en efecto sinérgico con otros antibidticos, como lo demostr6 Jawad et al.
(2022) al evaluar nanoparticulas de 6xido de bismuto (Bi203) elaboradas por ablacion
laser con un tamafio promedio de 20.8 nm y observar mediante la técnica de difusion en
placa que al combinar las NPs de Bi,O3 a una concentracion de 32 pg/mL con amikacina
habia una zona de inhibicidn mayor del crecimiento de las bacterias Acinetobacter
baumannii'y Staphylococcus aureus a comparacion del halo de inhibicién generado por la
administracion independiente de cada uno de los compuestos.

También se ha demostrado que las NPs de BiO; sintetizada por biosintesis
dopadas con Ag y Cu poseen efecto antibacteriano e inhiben la formacién de biopelicula
por parte de las bacterias Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa (Sarani et
al., 2024).

2.3.3.- Nanoparticulas de plata

Las nanoparticulas de plata (AgNPs) son las NPs metalicas mas estudiadas debido
a sus excelentes efectos bacteriostaticos y bactericidas, su actividad ha sido evaluada sobre
algunos microorganismos patdgenos causantes de procesos infecciosos como E. coli,
Streptococcus uberis, S. aureus, Candida albicans y Candida krusei; teniendo excelentes
resultados (Wernicki et al., 2014).

Las NPs de Ag tiene poca afinidad a varias superficies, pero con la adicion de
algunas matrices o soportes solidos elaborados con sustancias poliméricas se puede
resolver este inconveniente y con ello es viable utilizarlo en aplicaciones practicas

(Sharma et al., 2012; Martins et al., 2015). En lo que respecta a la sanacion de heridas, se
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ha visto que al emplear las NPs de Ag, éstas pueden efectivamente aumentar la sanacion
(Venkatesan et al., 2017). Sin embargo, la aplicaciéon de las NPs de Ag tiene un
inconveniente, su alta toxicidad.

A pesar de los estudios limitados in vivo sobre la administracion de NPs metélicas,
se sabe que algunos dispositivos médicos que contiene AgNPs son capaces de liberar iones
de plata hacia el torrente sanguineo, y que estos iones se acumulan en diferentes 6rganos
como el higado, bazo y rinién lo cual puede causar toxicidad severa y finalmente la muerte
(Sardari ef al.,2012). En ratas tratadas con AgNPs, se ha reportado que las NPs se pueden
acumular en tejidos especificos como bazo, higado, pulmones y rifiones, donde se pueden
generar iones Ag. Estos iones pueden ocasionar dafio cromosomico, lo que implica una
posible genotoxicidad ocasionada por estas NPs (Wen et al., 2017; Taifa et al., 2022).
Ademas, bien cabe mencionar que se ha demostrado que la administracion de NPs
metalicas son citotoxicas en ratas Wistar. Existen reportes que indican que AgNPs son
biocidas para 198 cepas diferentes de S. aureus con una CMI de 14.70+1.19 pg/mL
(AgNPs con 10 nm de didmetro) y 9.15+0.13 pg/mL (AgNPs de 20 nm de didmetro). Sin
embargo, la histopatologia en 6rganos revelo que la dosis de 2 mg/kg de NPs dai6 cerebro,
higado, rifién, corazon, bazo y pulmodn; ademas, se observé que la mayoria de las cepas
desarrollaron fuerte resistencia al tratamiento con AgNPs (Elbehiry et al., 2019).

Con la finalidad de disminuir el riesgo de toxicidad hacia células sanas, las AgNPs
han sido estudiadas en combinacién con otras NPs metalicas, asi como también se han
evaluado NPs sintetizadas con extractos vegetales. De esta manera se logré demostrar su
efecto antimicrobiano al combinarse con CuNPs de manera independiente y combinadas
sobre los microorganismos S. aureus y E. coli (Kalinska et al., 2019). También se

determind que AgNPs y CuNPs evaluadas individualmente y en combinacion inhiben la
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formacion de biopeliculas de bacterias como Streptococcus agalactiae, Streptococcus
dysgalactiae, Salmonella spp., Enterococcus faecalis, Enterobacter cloacae, Candida
albicans, E. coli y S. aureus; y que la combinacion de NPs genera resultados mas
efectivos, reduciendo la biopelicula en 100% en una concentracion de 200 ppm con una
CMI de 12.5 ppm para S. aureus, 3.125 ppm para S. agalactiae y 6.5 ppm para todos los
demas microorganismos (Lange et al., 2012; Hamida et al., 2020). Esto se debe a que, las
AgNP son capaces de disminuir la actividad transcripcional de los genes que codifican
para la formacién de la biopelicula: bes A, csgA, fliC, motA, wcaF, fimA (Yu et al., 2018).

Asimismo, se ha demostrado que al combinar tratamientos de antibidticos capaces
de inhibir sintesis de proteinas con AgNPs, éstas tienen un efecto sinérgico contra S.
aureus aislado de casos de mastitis bovina (Kazemi et al., 2014).

2.3.4.- Nanoparticulas bimetalicas

En la actualidad, las NPs bimetalicas han emergido como una alternativa para
mejorar la actividad antimicrobiana de NPs monometalicas con el objetivo de ampliar el
espectro de accion y reduccion de la toxicidad (Tokonami et al., 2010). Debido a que se
componen de dos elementos metalicos en una particula y exhiben efectos sinérgicos de
los metales que las componen, lo que ocasiona la aparicién de propiedades bioldgicas
interesantes (Arora et al., 2020).

Diversos estudios han reportado que NPs bimetalicas de Ag y Pt poseen una
actividad antimicrobiana satisfactoria contra S. aureus y E. coli, mas baja que la de Ag
NPs. Sin embargo, con menor citotoxicidad in vivo que estas ultimas (Formaggio ef al.,
2019; Breisch et al., 2019). Asi como también se ha evidenciado una propiedad
antibacterial incrementada tremendamente con NPs de Ag y Cu contra Bacillus subtilis,

ya que estos dos metales juntos tienen efecto sinérgico contra bacterias Gram positivas
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(Nazerudin et al., 2014). NPs de Ag y Au también han demostrado ser efectivas contra S.
aureus 'y K. pneumoniae en vez de las NPs monometalicas (Ramakritinan et al., 2013).
Este efecto sinérgico antibacteriano ha sido demostrado en las NPs bimetalicas de Ag-Au,
Ag-Cu, Fe-Ag y Cu-Ni (Markova et al., 2013; Argueta-Figueroa et al., 2014; Nazzerudin
et al., 2014; Perdikaki et al., 2016).

2.4.- Modelos de infeccion

2.4.1.- Factor de virulencia: Formacion de biopelicula

Los microorganismos poseen factores de virulencia que les permiten sobrevivir
cuando se encuentran en situaciones adversas, uno de ellos es la formacion de biopeliculas
(Mah et al., 2001). Una biopelicula es una estructura multicelular con composicion
especifica, conformada por agua y sustancia polimérica extracelular que consiste
principalmente de polisacaridos, proteinas, acidos nucleicos y surfactantes (Zhang et al.,
2020). Esto permite que los microorganismos se adhieran fuertemente a superficies
bioticas y abidticas, y asi la formacion de biopelicula es reconocida como proteccion
contra el dafio. La matriz de exopolisacarido puede también ser impermeable a
antimicrobianos e inhibir su penetracion hacia la biopelicula (Mah et al., 2001).

Debido a que las biopeliculas son agrupaciones de microorganismos embebidos en
una matriz extracelular compuesta de polisacaridos producida por estos mismos
microorganismos, dicha matriz se encuentra irreversiblemente asociada con la superficie
a la cual estd adherida, que puede ser el tejido de su hospedador. Esto ocasiona la presencia
de infecciones cronicas, ya que protege a las bacterias contra los antibidticos, asi mismo
los microorganismos son mas efectivos para invadir cualquier superficie ya sea bidtica o

abidtica (Zaatout et al., 2020).
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2.4.2.- Heridas infectadas

La piel conforma una sexta parte del peso corporal humano y cubre alrededor de
2000 cm? de superficie. Asi, es el 6rgano humano mdis expuesto a varias amenazas
externas. La piel desempefia una funcion clave para el monitoreo medio ambiental, el
mantenimiento térmico y homeostasis fisicoquimica, ya que provee defensa activa y
pasiva, actuando como un contenedor de nutrientes, y respondiendo a lesiones y golpes.
El mantenimiento de las principales funciones de la piel es necesario no s6lo para prevenir
traumas, pero también para la reparacion efectiva de heridas. La diversidad de la
microbiota de la piel y el microambiente de la herida puede favorecer la ocurrencia de las
infecciones en este tejido, contribuyendo a un nivel incrementado de morbilidad y
eventual mortalidad (Vivcharenko et al., 2023).

Cuando la piel es dafada las bacterias pueden infiltrarse facilmente hasta los
tejidos mas profundos pudiendo ocasionar infecciones que atenten contra la vida. Una
herida puede representar una simple o varias alteraciones de un 6rgano o tejido y puede
diseminarse a otros tejidos y estructuras anatdmicas. La causa mas comtn e impedimento
inevitable para la sanacion de heridas es la instalacion de una infeccion (Negut et al.,
2018).

El objetivo final del proceso de sanacion de una herida es eliminar al
microorganismo invasor y limpiar la herida de las células dafiadas, las cuales permiten la
restauracion de la funcion mas importante de la piel, actuar como una barrera que proteja
al cuerpo contra el ambiente externo (Vivcharenko et al., 2023). El proceso de regulacion
fisioldgica de la sanacion de heridas en la piel requiere de sincronizacidn intrincada de
diferentes mediadores y tipos celulares. La interaccién entre citocinas, quimiocinas,

matrices extracelulares, factores de crecimiento celulares, y otras moléculas regulatorias
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son cruciales en el proceso de eliminacion de la infeccion en heridas (Vivcharenko ef al.,
2023).

La incidencia de heridas infectadas aumenta constantemente, asi como el interés
clinico y econdmico en encontrar terapias efectivas. La prevalencia de todas las heridas
crénicas se asume que va del 1 al 2% de la poblacion en el 2018, y que los cuidados de
salud van hasta los 96.8 mil millones de dolares en EUA. Las heridas cronicas impactan
en la calidad de vida de los pacientes disminuyéndola. Una de las causas que impiden la
sanacion de la herida es la formacion de biopelicula, que tiene una prevalencia del 75%
(Kaiser et al., 2023).

Microorganismos como Streptococcus pyogenes, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli y Staphylococcus aureus son las principales bacterias responsables de
ocasionar infecciones en heridas (Vivcharenko et al., 2023; Kaiser et al., 2023).
Staphylococcus aureus es una bacteria Gram positiva que tiene una gran repercusion sobre
la salud humana y animal causando varias enfermedades. S. aureus esta presente como
microbiota normal de la piel y membranas mucosas de humanos y animales, pero puede
causar enfermedad cuando alcanza la oportunidad de invadir, ya sea debido a un trauma o
a un deterioro de la respuesta inmune del huésped. Diferentes factores de virulencia estan
involucrados en el mecanismo de patogénesis de S. aureus, los cuales incluyen proteinas
de superficie, formacion de biopelicula, enzimas, toxinas y otros. Esos factores de
virulencia juegan un importante rol en invasion, colonizacion y supervivencia de S. aureus
en el huésped para ocasionar enfermedades estafilocécicas. Infecciones por S. aureus son
una importante amenaza a la salud publica debido a su capacidad de causar enfermedades

leves a graves o potencialmente mortales (Pal ef al., 2020).
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2.4.3.- Mastitis bovina

La mastitis es una enfermedad caracterizada por infeccion e inflamaciéon de la
glandula mamaria causada por multiples factores, que se pueden clasificar en dos grupos:
el primero es el que contempla a la mastitis ocasionada por microorganismos y el segundo
a la ocasionada por procedimientos tecnoldgicos aplicados incorrectamente durante la
ordefia, desoérdenes metabolicos, heridas en la ubre y varios factores de estrés (Adkins y
Middleton, 2018; Holko et al., 2019). Es mas comun la mastitis ocasionada por uno o
varios potenciales patdgenos (Dias et al, 2013), ya que la leche es un excelente medio de
cultivo para muchos microorganismos (Coppock, 2019). Sea cual sea la causa de la
mastitis, ésta se caracteriza por el dafio que sufre el tejido parenquimal de la ubre, lo que
traec como consecuencia una reduccion sobre el nimero y actividad de las células
epiteliales, que ocasiona una disminucion en la produccioén de leche (Zhao y Lacasse,
2008).

Hoy en dia se han identificado 137 microorganismos diferentes causantes de
mastitis bovina, incluyendo bacterias, virus, levaduras y algas, siendo las bacterias los
principales agentes causales de la enfermedad (95 %; Watts, 1988). Las bacterias que
ocasionan las formas mas comunes de mastitis son Staphylococcus aureus, Streptococcus
agalactiae, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis, Escherichia coli,
Mycoplasma spp. y Klebsiella spp. (Bradley et al., 2002; Heikkila et al., 2018; Dalanezi
et al., 2020; El-Sayed-Kamel 2021).

Varias nanoparticulas metalicas han sido evaluadas para demostrar su actividad
antimicrobiana contra patdgenos causantes de mastitis, al menos de manera in vitro, tal es
el caso de NPs de ZnO (Hozyen et al., 2019); oro (Au), plata (Ag), cobre (Cu), platino

(Pt) y CuO (Wernicki et al., 2014; Kalinska et al., 2019; Ul-Hamid et al., 2022). Sin
19



embargo, no todos los resultados obtenidos han sido alentadores, ya que existen algunos
microorganismos que no han logrado ser lisados por estas NPs. Ademas, la toxicidad de
algunas NPs metalicas como las de Ag y Cu es demasiado alta y genera efectos
secundarios adversos al administrarlas (Shakibaie et al., 2019; Elbehiry et al., 2019; Wen
et al., 2017; Taifa et al., 2022), por lo que es necesario llevar a cabo mas experimentos
para demostrar la seguridad de la aplicacion de las NPs en organismos vivos.

2.4.4.- Sepsis

La sepsis es un sindrome clinico que resulta de una interaccién compleja entre el
huésped y los agentes infecciosos que se caracteriza por la presencia de una respuesta
inflamatoria sistémica descontrolada, incluidas la red de citocinas y la coagulacion. Es
decir, es una complicacion grave de una infeccidon bacteriana que pone en riesgo la vida
(Thamphiwatana et al., 2017; Poli-de-Figueiredo et al., 2008). Es la principal causa de
muerte en pacientes criticos y la tasa de mortalidad es muy alta, hasta un 70% (Doi et al.,
2009). Afecta principalmente a pacientes quirirgicos y victimas de traumatismos, a pesar
de todas las mejoras técnicas y los avances en los tratamientos de apoyo. Este cuadro
clinico afecta aproximadamente a 700, 000 personas al afio y es responsable de unas 210,
000 muertes al afio en E.U.A., lo que contribuye a un gasto sanitario anual de 16, 700 mil
millones de USD (Garrido ef al., 2004).

No obstante, a pesar de los avances en dispositivos de monitorizacion,
herramientas de diagndstico y nuevas opciones terapéuticas la sepsis sigue siendo una de
las principales causas de morbilidad y mortalidad en todo el mundo, este cuadro clinico
culmina con un colapso de la funcioén cardiovascular, llevando a falla multiorganica, que
es la via final de los cambios hemodindmicos sistémicos y regionales provocando

alteraciones generalizadas que conducen a un desacoplamiento entre el flujo sanguineo y
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los requisitos metabolicos (Poli-de-Figueiredo et al., 2008; Thamphiwatana et al., 2017),
lo que finalmente ocasiona la muerte del individuo.

Actualmente, se han llevado a cabo extensas investigaciones clinicas en animales
para abordar la fisiopatologia y el tratamiento de la sepsis grave y el choque séptico. Sin
embargo, a diferencia de muchos estudios preclinicos, la mayoria de los ensayos clinicos
de nuevas estrategias de tratamiento prometedoras para la sepsis no han logrado demostrar
eficacia (Poli-de-Figueiredo et al., 2008). Aunque muchas razones podrian explicar esta
discrepancia, la realidad es que hoy en dia no se cuenta con una herramienta adecuada
para combatir este cuadro clinico, es por esto por lo que, es necesario seguir indagando
sobre el tema en cuestion.

Con base en estos antecedentes ha surgido la hipdtesis de que la elaboracion de
una formulacion a base de nanoparticulas metalicas de bismuto y plata posee efecto
antimicrobiano contra diversos modelos de infeccion sin ocasionar dafio en el tejido a

tratar.
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3.- JUSTIFICACION

En la actualidad, los antibidticos son la principal terapia para combatir las
enfermedades infecciosas. Sin embargo, debido al aumento de la resistencia a los
antimicrobianos (RAM), su empleo se ha vuelto ineficiente. Debido a la RAM las
opciones terapéuticas para infecciones comunes son cada vez mas limitadas o no
disponibles cuando éstas son ocasionadas por bacterias multirresistentes, por lo que
eventualmente se encuentra en riesgo la vida. En el campo de la salud humana y animal
es preponderante el desarrollo de nuevos compuestos con actividad microbicida que eviten
la aparicion de nuevas cepas resistentes a diversos antimicrobianos y, que ayuden a
combatir de manera eficiente las infecciones ocasionadas por patdgenos. Por lo tanto, se
propone evaluar el efecto bactericida de nanoparticulas metélicas de bismuto y plata sobre

diversos modelos de infeccidon y su efecto sobre el sistema inmune.
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4.- HIPOTESIS

La formulacion a base de nanoparticulas metélicas de bismuto y plata posee efecto

antibacteriano sobre diversos modelos de infeccion.
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5.- OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el efecto de una formulaciéon a base de nanoparticulas metalicas de
bismuto/plata sobre diversos modelos de infeccion bacterianos.
Objetivos especificos
1.- Sintetizar y caracterizar nanoparticulas metélicas de bismuto y plata.
2.- Determinar la actividad antimicrobiana de una formulacion a base de nanoparticulas
metalicas de bismuto/plata sobre las bacterias Staphylococcus aureus y Escherichia coli
en modelos de infeccion in vitro e in vivo.
3.- Determinar el efecto citotoxico de una formulacion a base de nanoparticulas metalicas
de bismuto/plata sobre lineas celulares representativas de los tejidos a tratar.
4.- Evaluar el efecto de una formulacion a base de nanoparticulas metalicas de bismuto y
plata sobre la produccion de citocinas proinflamatorias en un modelo in vitro.
5.- Evaluar el efecto de una formulacion a base de nanoparticulas metalicas de bismuto y

plata sobre la capacidad fagocitica de PBMC.
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6.- MATERIALES Y METODOS

6.1 Sintesis de nanoparticulas

Las nanoparticulas metalicas fueron sintetizadas en una relacion molar BiggAgo.
mediante reduccion quimica. Los reactivos empleados para la sintesis fueron grado
analitico, se utilizaron soluciones de Bi(NO3)3.5H>0O (numero de catdlogo NBP100 de
Chemika reagents) y AgNO; (ntimero de catdlogo NIPL50 de Chemika reagents) como
precursores metalicos y como agente reductor fue utilizado acido ascorbico (1% p/v;
numero de catalogo A7506 de Sigma, St Louis, MO, USA). Ademas, acido citrico (10%
p/v, nimero de catdlogo C-0759 de Sigma, St Louis, Mo, USA), acido tartarico (0.6% p/v,
numero de catadlogo A3125 de Jalmek, San Nicolas de los Garza, México) y, quitosano de
peso molecular medio (0.5% p/v, nimero de catalogo 448877 de Sigma, St Louis, MO,
USA) fueron adicionados. Estas soluciones se colocaron juntas en una caja Petri de
poliestireno desechable. La reaccion en solucion acuosa se realizo utilizando como fuente
de energia radiacion UV con una intensidad de 900,000 pJ/cm? durante 20 min en un
equipo UV Crosslinker (modelo CL-1000, UVP, Cambridge, UK).
6.2 Caracterizacion de nanoparticulas de bismuto/plata

El plasmon de resonancia superficial (SRP, por sus siglas en inglés) de las
nanoparticulas de bismuto/plata (Bi/Ag NPs) fue analizado mediante espectroscopia
ultravioleta-visible (UV-Vis). Las mediciones se realizaron en un espectrometro
NanoDrop™2000 en cubetas de poliestireno desechables, en el rango de 200 a 700 nm de
longitud de onda. La técnica de dispersion de luz dinamica fue utilizada para determinar
el didmetro hidrodinamico promedio en una dilucidon de la muestra 1:10,000 (NPs:agua);

la carga eléctrica y el potencial zeta fueron establecidos utilizando el instrumento

25



ZetaSizer Nano ZS90. El tamafio individual promedio de las nanoparticulas metalicas fue
evaluado por un histograma de distribucion de tamafios de las mediciones del diametro de
100 NPs Bi/Ag a partir de microscopias electronicas de barrido (SEM) con 100,000
magnificaciones. La morfologia de las nanoparticulas fue determinada mediante
microscopia electrénica de transmision (TEM) con 500,000 magnificaciones. La
composicion elemental de las nanoparticulas fue determinada con un TEM equipado con
un aparato de espectroscopia de energia dispersiva de rayos X (EDS) y el analisis
composicional fue determinado mediante espectroscopia fotoelectrénica de rayos X
(XPS) (Ultra DLD, Shimadzu, Ltd., Kyoto, Japan).
6.3 Prueba de susceptibilidad antimicrobiana

La concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracién minima bactericida
(CMB) de NPs Bi/Ag para Escherichia coli ATCC 11229 y Staphylococcus aureus ATCC
29213 fue determinada mediante el método de microdilucién en caldo, de acuerdo con
Clinical and Laboratory Standards Institute (Clinical and Laboratory Standards Institute,
2013). Brevemente, una placa estéril, de poliestrireno desechable de 96 pozos con fondo
curvo fue inoculada con 10° UFC/mL de cada cepa bacteriana en caldo Mueller-Hinton
con diferentes concentraciones de NPs Bi/Ag (0.22, 0.43, 0.86, 1.2, 1.5, 1.72, 2.3, 2.9,
3.44, 6.88, 13.76, 27.52 y 55.05 pg/mL). La placa fue incubada a 37°C durante 24 horas.
Posteriormente fue registrada la densidad optica (DO) a una longitud de onda de 600 nm.
La CMI fue considerada como la concentracion en la cual no se observd crecimiento
bacteriano. El indculo con el mismo niimero de UFC con gentamicina (10pg/mL) pero sin
tratamiento de NPs Bi/Ag fue usado como control de inhibicion del crecimiento de

microorganismos. Este ensayo fue realizado por triplicado. Para determinar la CMB, de
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cada pozo tratado con NPs Bi/Ag sin aparente crecimiento bacteriano (basado en
turbidimetria) se tomé una alicuota de 10uL y se inoculd en una caja Petri con agar
Mueller-Hinton mediante el método de extendido en placa. La caja fue incubada a 37°C
por 24 horas, y la concentracion a la cual no hubo crecimiento de UFC fue tomada como
CMB.
6.4 Integridad de membrana

La integridad de la membrana fue evaluada mediante liberacion de la enzima
citosolica lactato deshidrogenasa (LDH) utilizando el kit CytoTox96® Non-Radioactive
Cytotoxicity Assay (PROMEGA con numero de catadlogo G1780), siguiendo las
instrucciones del fabricante. En breve, 10° UFC/mL de cada cepa bacteriana (E. coli ATCC
11229 y S. aureus ATCC 29213) fueron inoculadas individualmente en una placa estéril
de 96 pozos de poliestireno desechable con fondo curvo con concentraciones sub-
inhibitorias de NPs Bi/Ag (0.22, 0.43,0.86 'y 1.72 pg/mL para S. aureus y 0.22,0.43, 0.86,
1.72 y 3.44 pg/mL para E. coli) y se incubo a 37°C durante 24 horas. Transcurrido este
lapso, la placa se centrifug6 a 250xg por 4 min, y se transfiri6 una alicuota de 50 pL del
sobrenadante a una placa nueva de 96 pozos con fondo plano. Entonces, 50 uL del reactivo
CytoTox 96 fue adicionado a cada pozo (la placa se coloco a temperatura ambiente y fue
protegida de la luz durante 30 min). Luego, 50 uL de solucion de paro fue afiadida a cada
pozo e incubada durante 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente, la liberacion de LDH
fue determinada mediante DO a 490 nm de longitud de onda. Para determinar la maxima
liberacion de LDH, 10pL de solucion de lisis (9% v/v Triton X-100) provista por el kit fue

adicionada a 10° UFC/mL de cada cepa bacteriana (E. coli ATCC 11229y S. aureus ATCC
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29213), la cual fue crecida en caldo Mueller-Hinton por 24 h. Cada medicion fue realizada
por duplicado.
6.5 Ensayo de formacion de biopelicula

La técnica de microplaca estatica fue utilizada para la determinacion
semicuantitativa de formacion de biopelicula utilizando S. aureus ATCC 29213 por tincién
de cristal violeta. El ensayo de biopelicula fue solamente realizado en la cepa de S. aureus,
debido a que es un fuerte productor de biopelicula, factor de virulencia crucial para el
establecimiento de infecciones (Ou ef al., 2020); mientras que E. coli es considerada como
una cepa productora de biopelicula moderada-débil (Risal et al., 2018). Para este ensayo,
S. aureus fue reactivada después de descongelacion en caldo nutritivo e incubada a 37°C
durante 24 h, transcurrido este lapso, la bacteria se sembro en placas Petri con agar sangre
mediante el método de estria cerrada y se incubd a 37°C por 24 h, dos veces mas. La cepa
fue ajustada a un estandar de 0.5 en escala de McFarland y diluida 1:100 (1.5x10°
UFC/mL) en caldo tripticasa de soya (TSB, por sus siglas en inglés) suplementado con
1% de glucosa. Posteriormente, en una placa estéril de poliestireno desechable de 96 pozos
de fondo plano (sin adherencia), 100 pL de la dilucion bacteriana fueron colocados en
cada pozo, asi como concentraciones sub-inhibitorias de NPs Bi/Ag (0.22, 0.43, 0.86 y
1.72 pg/mL) con TSB estéril suplementado con 1% de glucosa. Después, la placa fue
incubada durante 24 h a 37°C sin agitacion. A continuacion, el sobrenadante fue removido,
y las células adherentes fueron lavadas dos veces con agua destilada estéril. Luego, la

biopelicula formada fue fijada con 200 pL de metanol durante 15 min, transcurrido este
tiempo, 200 uL de cristal violeta al 0.1% (p/v) fueron utilizados para teiirla por 15 min.

Posteriormente, los pozos fueron lavados de cinco a diez veces con agua destilada estéril
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para remover el exceso de cristal violeta. Finalmente, la placa se secd a 60°C, y la
biopelicula tefiida fue disuelta en 200 pL de una solucidn de etanol: acetona (30:70), para
asi, registrar la DO de 595 nm de longitud de onda. Una alicuota de TSB con 1% de
glucosa fue utilizada como control de esterilidad, y otra alicuota de indculo bacteriano con
TSB estéril con 1% de glucosa y gentamicina (10 pg/mL) fue utilizada como control
negativo. La formacion de biopelicula de S. aureus en TSB suplementado con 1% de
glucosa fue considerada como control positivo (100% formacioén de biopelicula). La
capacidad de inhibicidn en la formacion de biopelicula de las NPs Bi/Ag fue evaluada
sobre tres diferentes dias, dependiendo del tiempo en el cual las nanoparticulas habian
sido sintetizadas (7, 14 y 48 dias), con la finalidad de establecer el tiempo en el cual las
NPs son mas efectivas. Cada ensayo (por dia) fue realizado por duplicado.
6.6 Ensayo de viabilidad celular

El efecto de las NPs Bi/Ag sobre la viabilidad celular fue determinado mediante el
ensayo Alamar Blue. Para esto, lineas celulares endotelial (HUVEC, nimero de catalogo
CRL-1730), de fibroblastos (NIH/3T3, numero de catdlogo CRL-1658) y epiteliales de
glandula mamaria (MCF7, nimero de catdlogo HTB-22) fueron adquiridas de American
Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, United States). Las lineas celulares
fueron mantenidas in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) suplementado con
10% de suero fetal bovino (SFB) y 1% de solucion de antibiotico-antimicético. Las células
fueron crecidas hasta un 80% de confluencia en incubadora a 37°C con atmosfera himeda,
5% de CO2 y 95% aire. Las células fueron plaqueadas con densidades celulares de 2x10*,
1x10* y 5x10° en placas de 96 pozos con fondo plano e incubadas a las condiciones antes

mencionadas durante 24 h. Después de la incubacion, el medio de cultivo fue removido,
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las células fueron enjuagadas con PBS y tratadas con diferentes concentraciones de NPs
Bi/Ag NPs (1.72 y 3.44 pg/mL). El tratamiento fue preparado en medio para cultivo
celular DMEM. La linea celular HUVEC también fue evaluada a otras concentraciones
de NPs Bi/Ag (0.22, 0.43, 0.86, 1.72, 3.44, 6.88, 13.76, 19.52 y 27.52 pg/mL). La placa
fue incubada durante 24 h a 37°C en atmosfera himeda con 5% CO,. Entonces, el
sobrenadante fue removido, y las células fueron enjuagas con PBS estéril. El porcentaje
de viabilidad celular relativa fue comparado con células de la misma linea celular sin
tratamiento de NPs Bi/Ag. Para obtener este porcentaje, 100 uL de medio DMEM con
20% (v/v) de Alamar Blue fueron adicionados a cada pozo y la placa fue incubada durante
2 h a37°C en una incubadora humidificada con 5% COxz (protegida de la luz). Finalmente,
la intensidad de fluorescencia fue leida en un lector de placas utilizando una longitud de
onda de excitacion de 530nm y de emision de 590nm. Cada ensayo con diferentes
concentraciones se realizo por triplicado. La linea celular sin tratamiento fue considerada
como el 100% para obtener la viabilidad relativa. En cada placa se coloco un blanco para
sustraccion.

Con la finalidad de complementar el estudio se determind la viabilidad celular en
la linea de epitelio mamario diferenciado, MCF7, mediante el método de sulforrodamina
B (SRB), debido a que este ensayo permite determinar la densidad celular basado en el
contenido de proteina presente. Brevemente, se sembraron 1 x 10° células por pocillo en
una placa de 96 pozos, se trataron con diferentes concentraciones de NPs Bi/Ag (0.00,
0.22, 0.44, 0.88, 1.72 y 3.44 pg/mL) y se incubaron a 37°C durante 24 h. Transcurrido
este lapso, las células se fijaron con acido tricloroacético (TCA) frio (4°C) al 10% y se

incubaron durante 60 min a 4°C, posteriormente se lavaron cinco veces con agua
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desionizada y se dejaron secar a temperatura ambiente durante 24 h. Después se tifieron
con SRB al 0.4% p/v en acido acético al 1% y se incubaron a temperatura ambiente en
oscuridad por 30 min. Con la finalidad de retirar el exceso de SRB se enjuagaron los
pocillos cinco veces con acido acético al 1% y se permitio secar. Luego, se solubilizd la
SRB con una solucion de Tris base pH=10.5, agitando la placa por al menos 15 min y se
determind la DO a 540 nm de longitud de onda. Cada tratamiento se realizé por duplicado.
6.7 Determinacion de citocinas

Las citocinas IL-6 e IL-8 se cuantificaron a partir de los sobrenadantes del cultivo
celular de la linea MCF7 tratadas con las CMB de las NPs Bi/Ag para S. aureus (1.72
ug/mL)y E. coli (3.44 pg/mL). Para esto se cultivaron 1x10° células por pozo en una placa
de 96 pozos y se trataron durante 5 h con las concentraciones de NPs Bi/Ag antes
mencionadas. Como control de inflamacion se utilizaron 100 ng de lipopolisacérido (LPS)
y como control negativo las cé€lulas sin tratamiento, inicamente con medio de cultivo
DMEM suplementado con SFB al 10% y antibiotico/antimicotico 1X. Una vez
transcurridas las Sh los sobrenadantes fueron recolectados y almacenados a -20°C hasta
su posterior analisis.

Los niveles de citocinas se determinaron con el kit de citocinas inflamatorias
humanas BD Cytometric Bead Array (CBA; BD Horizon, California, Estados Unidos, con
nimero de catdlogo 551811) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Brevemente, se colocaron 50uL de sobrenadante de cada muestra a analizar en un tubo de
poliestireno desechable nuevo, luego se afiadieron 50 pL de la mezcla de reactivos de las
perlas de captura de las seis citocinas para posteriormente mezclar con 50 pL del reactivo
de deteccion de ficoeritrina. Los tubos se incubaron en oscuridad a temperatura ambiente

durante 3 horas para luego ser lavados con 1mL de solucion de lavado (provista por el kit)
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y se centrifugd a 1600 rpm durante 10 min. Entonces, se decantd el sobrenadante y el
sedimento se resuspendid en un volumen final de 300 pL con solucion de lavado. Bien
cabe mencionar que se realizo la curva de calibracion de cada una de las citocinas provistas
en el kit y que el diluyente fue utilizado como blanco.

La lectura se llevo a cabo en un citometro de flujo BD Accuri TM C6 (BD Horizon,
California, Estados Unidos). El analisis de los datos obtenidos se realizo en el software
CFlow plus (BD Biosciences, California, Estados Unidos).

6.8 Fagocitosis en PBMC bovinas

Células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de bovinos fueron aisladas a
partir de sangre colectada con heparina como anticoagulante, para ello se colocaron
2.5x10° células por pozo en una placa de 96 pozos en medio RPMI suplementado con
10% de SFB. Las PBMC se trataron con dos diferentes concentraciones de NPs Bi/Ag:
1.72 y 3.44 pg/mL (CMB de las NPs Bi/Ag contra S. aureus y E. coli, respectivamente) y
como control se utilizaron PBMC sin tratamiento. Las NPs Bi/Ag se mantuvieron durante
24 horas en condiciones estandar de incubacidn y posteriormente se retird el tratamiento,
se enjuagaron las células con PBS 1X estéril. Del total de las PBMC, 1.25x10° células se
utilizaron para determinar viabilidad celular mediante en el ensayo de captacion con rojo
neutro y las otras 1.25x10° fueron utilizadas para evaluar fagocitosis mediante el kit
comercial Phagocytosis Assay Kit (IgG FITC) con numero de catalogo 500290 (Cayman
Chemical, Michigan, Estados Unidos de América). Para evaluar la viabilidad celular se
determino la capacidad de captacion lisosomal, para lo cual se colocaron 100ng de LPS

junto con rojo neutro (25 pg/mL) en RPMI, luego las PBMC se incubaron a 37°C en

atmosfera himeda con 5% de CO» durante 2 horas, una vez transcurrido el periodo de
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incubacion se retird el rojo neutro, se enjuagd dos veces con PBS 1X estéril. Entonces, se
lisaron las células con la finalidad de liberar el colorante captado por los lisosomas, para
ello se colocaron 100puL por pozo de solucion de desorcion (1% de acido acético glacial,
50% de etanol y 49% de agua), se agit6 la placa a 80 rpm durante 30 min protegida de la
luz, transcurrido este tiempo se dejo en reposo por 5 minutos y se llevo a cabo la lectura
de la absorbancia a una longitud de onda de 540nm.

El resto de las PBMC tratadas con NPs Bi/Ag durante 24 h (1.25x10°) se utilizaron
para realizar el ensayo de fagocitosis siguiendo las indicaciones del fabricante del kit
comercial Phagocytosis Assay Kit (IgG FITC). Brevemente, las PBMC se incubaron con
el complejo de perlas de latex y anticuerpo IgG-FITC diluido en un titulo 1:200 durante 3
horas a 37°C estimuladas con LPS. Las perlas no unidas se enjuagaron con PBS 1X estéril
y se adicion6 azul tripan proporcionado por el kit durante 2 minutos para corroborar la
viabilidad celular. La fagocitosis se cuantifico mediante citometria de flujo en un equipo
BD Accuri TM C6 (BD Horizon, California, Estados Unidos de América). El analisis de
los datos obtenidos se realizo en el software CFlow plus (BD Biosciences, California,
Estados Unidos de América).

6.9 Modelo de infeccion
6.9.1 Animales

Ratones BALB/c hembra fueron empleadas para los experimentos in vivo. Los
animales se mantuvieron en ciclos de 12 horas de luz y oscuridad, con agua y alimento ad
libitum. Cinco animales fueron utilizados por grupo experimental para todos los modelos.
Todos los experimentos se realizaron de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana de

especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de animales de laboratorio
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NOM-062-Z00-1999 y aprobados por el Comité de Etica de Investigacion y Bienestar
Animal (CEIBA).
6.9.2 Modelo de herida infectada

El modelo murino de herida infectada se realizé de acuerdo con Adibhesami ef al.
(2017) con algunas modificaciones, los ratones fueron anestesiados por inyeccion
intraperitoneal de ketamina (75mg/kg) y xilacina (15mg/kg). La superficie dorsal se afeitd
y desinfecto con etanol al 70% v/v; luego, una escision de 5 a 6 mm de didmetro se realizd
en la piel para crear la herida. Los ratones se asignaron aleatoriamente en cuatro grupos:
Grupo 1 como control de herida infectada con S. aureus sin tratamiento, Grupo 2 como
herida infectada con S. aureus tratada con 22.02 pg NPs Bi/Ag, Grupo 3 como control de
herida infectada con E. coli sin tratamiento y, Grupo 4 como herida infectada con E. coli
tratada con 22.02 pg NPs Bi/Ag. Inmediatamente después de la creacion de la herida, se
inoculé con 5x10° UFC de cada cepa bacteriana. El indculo se mantuvo durante 2 horas
en el sitio de la herida para el establecimiento de la infeccion, y posteriormente se aplico
el tratamiento topicamente con las NPs Bi/Ag y se aplico diariamente durante 5 dias. El
sacrificio de los ratones se realizé al 7mo. dia después del establecimiento de la infeccion,
y la carga bacteriana en el sitio de la herida se determiné a partir de una biopsia de la
herida infectada y tratada. La biopsia se colocd en SmL de solucion salina estéril, y la
suspension bacteriana obtenida fue diluida en serie en un factor de 1:10 y sembrada por el
método de extendido en placa en agar Sal Manitol para crecimiento de S. aureus y agar
EMB para E. coli con la finalidad de cuantificar la carga bacteriana.

Adicionalmente, las biopsias se fijaron en 10% de solucién amortiguadora de
formaldehido y sometida a varios pasos de procesamiento histologico incluida la tincién

tricromica de Masson. La expresion de coldgeno se cuantificé como el porcentaje del area

34



tefiida de color azul en las fotografias de campo claro utilizando el software ImageJ con
la funcion deconvolucion de color por el complemento FIJI. Es importante mencionar que
otros grupos de ratones fueron tratados de manera similar para monitorearlos hasta la
sanacion clinica de la herida (Dia 10).
6.9.3 Modelo de sepsis

Los ratones fueron asignados aleatoriamente dentro de tres grupos: Grupo 1
control, ratones sin infecciébn solamente tratados con 22.02 pg de NPs Bi/Ag
administradas intraperitonealmente; Grupo 2, ratones con sepsis tratados con PBS estéril
administrado intraperitonealmente; Grupo 3, ratones con sepsis tratados con inyeccioén
intraperitoneal de 22.02 pg de NPs de Bi/Ag. Los ratones fueron mantenidos en jaulas de
polipropileno bajo condiciones estandar con una temperatura de 24°C, 50% de humedad
relativa, y control de ciclos de luz y oscuridad (12h:12h). El alimento y el agua se
proporcionaron ad libitum durante 24 horas. El Grupo 2 se inocul6 intraperitonealmente
con 3x10° UFC de la cepa E. coli ATCC 11229, y de manera simultanea PBS estéril se
administré. El grupo 3 se inoculd intraperitonealmente con 3x10° UFC de la cepa E. coli
ATCC 11229 y 22.02ug de NPs Bi/Ag fueron administradas simultdineamente. Una
segunda dosis de PBS estéril (Grupo 2) o NPs Bi/Ag (Grupo 3) se administro después de
2 horas de la inoculacion con E. coli. Los ratones se monitorearon durante 24 horas.
6.9.4 Modelo de mastitis in vitro

Leche no pasteurizada de bovino se obtuvo del establo lechero de la Facultad de
Agronomia de la Universidad Autdbnoma de Nuevo Ledn. Las muestras de leche fueron
transportadas en hielo al laboratorio y mantenidas a 4°C hasta que el ensayo se realizo.
Diez mL de leche se colocaron en frascos de vidrio estériles y se inocularon con 1.5x10°

UFC/mL de la cepa S. aureus ATCC 29213; y fueron tratados con NPs Bi/Ag a CMB (las
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NPs se colocaron al mismo tiempo que el indculo bacteriano); 100pg/mL de gentamicina
fueron utilizados como control positivo de inhibicion y leche no tratada se utiliz6 como
control negativo. La leche se mantuvo durante 24 horas a 37°C, y la carga bacteriana
promedio se determin6 por método de extendido en placa mediante diluciones seriadas
con un factor de dilucion de 1:100 en agar sal manitol.
6.9 Analisis estadistico

Los datos de los ensayos de integridad de membrana, viabilidad celular y
produccion de citocinas inflamatorias se analizaron utilizando una prueba ANOVA de una
sola via y se realizaron comparaciones multiples de Tukey entre las medias; mientras que
los datos del ensayo de formacion de biopeliculas se analizaron mediante una prueba
ANOVA de dos vias y la comparacion entre medias se realizd mediante comparaciones
multiples de Tukey. Los datos de captacion de rojo neutro se analizaron mediante una
prueba ANOVA de una sola via y la comparacién de medias se realizd mediante la prueba
de Dunett. Los datos de fagocitosis se analizaron mediante la prueba no paramétrica
Mann-Whitney. Los datos de expresion de colageno se analizaron mediante una prueba t
de Welch. Para todos los analisis las medias se consideraron significativamente diferentes
con un valor de p<0.05. Todos los analisis estadisticos se realizaron con el software

GraphPad Prism 8 (San Diego, CA, Estados Unidos).
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7.- RESULTADOS

7.1 Caracterizacion de nanoparticulas de bismuto/plata

Se obtuvieron nanoparticulas de bismuto y plata a partir de una sola reaccién en
medio acuoso mediante sintesis quimica. El plasmén de resonancia superficial (SPR) de
estas nanoparticulas se caracterizdo mediante espectroscopia UV-Vis y mostré dos bandas
maximas de absorbancia en las longitudes de onda de 257 nm y 411 nm. Las
nanoparticulas se mantuvieron estables durante al menos 28 dias después de su sintesis

(Figura 2).
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Figura 2. Estabilidad de las nanoparticulas Bi/Ag. La estabilidad de las nanoparticulas
de bismuto y plata fue monitoreada durante 28 dias mediante espectroscopia de absorcion
UV-Vis (A). Imagen representativa de las nanoparticulas de BipgAgo> (B).

Luego se determind el tamafio hidrodindmico promedio utilizando la técnica DLS:
10.15 nm para las nanoparticulas de bismuto (NPs Bi) y 8.06 nm para las nanoparticulas
de plata (NPs Ag). El potencial zeta obtenido fue: +39.3 y +39.4 mV para las NPs Bi y
Ag, respectivamente; y el indice de polidispersidad fue: 0.370 y 0.357 para las NP de Bi
y Ag, respectivamente (Cuadro 1), asi se observo que, el sistema de nanoparticulas

sintetizado adquiere estabilidad al séptimo dia después de la sintesis.
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] . Diametro Indice de .
Dias después de . . P - . Potencial Zeta
la sintesis Nanoparticulas | hidrodindmico | polidispersidad (mV)
promedio (nm) (PDI)
Bi 242.5 0.529 39.3
Dia0
Ag 162.5 0.583 42.2
Bi 45.26 0.424 39.2
Dial
Ag 15.74 0.410 39.6
Bi 72.31 0.234 38.8
Dia 4
Ag 3.4 0.328 37.8
Bi 10.15 0.370 39.3
Dia7
Ag 8.061 0.357 39.4
Bi 10.29 0.470 36.0
Dia 14
Ag 9.69 0.438 36.7
Bi 8.553 0.479 33.9
Dia 21
Ag 13.64 0.410 32.0
Cuadro 1. Pardmetros fisicoquimicos de las nanoparticulas Bi/Ag.  Diametro

hidrodinamico promedio, indice de polidispersidad y potencial zeta de las nanoparticulas
sintetizadas durante 21 dias. Se resalta en negritas el dia donde las NPs Bi/Ag adquieren
estabilidad.

El tamafio individual promedio de las NPs Bi/Ag se determindé mediante
microscopia electronica de barrido (SEM) con 100, 000 magnificaciones. Un histograma
de distribucion de tamafios se construy6 utilizando el software ImagelJ version 1.53 a partir
de la medicion de 100 NPs Bi/Ag 7 dias después de la sintesis (cuando las NPs Bi/Ag

alcanzaban estabilidad, como se muestra en el Cuadro 1). El tamafio individual promedio
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obtenido fue de 18.39 + 7.49 nm; mediante el analisis TEM se determind que las NPs

Bi/Ag poseen una morfologia cuasi-esférica (Figura 3).

D = 18.39+7.49 nm

5 10 15 20 25 30 35 40 45
Didmetro de Nanoparticulas (nm)

)

%100, 000 1.00kV UED GB

Figura 3. Micrografia electronica de las nanoparticulas Bi/Ag. Micrografia electronica
de barrido (SEM) de las nanoparticulas sintetizadas (A). Distribucién de tamafo de
nanoparticulas de Bi/Ag determinada por SEM. D: didmetro individual promedio y
desviacion estandar de las nanoparticulas (B). Micrografia electronica de transmision de
nanoparticulas de Bi/Ag cuasi-esféricas con un tamafio promedio de 18.39 nm (C).

El analisis elemental de NPs Bi/Ag se realiz6 para determinar las concentraciones
atomicas de las cuales estaban conformadas dichas NPs. En el sistema de NPs Bi/Ag
sintetizado se obtuvieron tres poblaciones diferentes: plata (11%), bismuto (33.4%) y NP

bimetalicas de bismuto y plata (55.6%, Figura 4).

39



Concentraciones

Concentraciones atémicas Espactro atomicas (%)
Espectro o
(%) si Ag Bi
Si Ag B B544 2.06 93.87  4.07
A538 90.90 7.69 1.4 B5 45 6.49 92.82 0.69
A5 39 73.70 26.30 0.00 B5 46 413 90.77 5.10
A5 40 29.83 70.17 0.00 B5 47 56.94 0.00 43.06
A5 41 58.71 41.29 0.00 B5 48 34.43 4482 20.75

Figura 4. Andlisis elemental de las nanoparticulas Bi/Ag. Concentraciones atdmicas
determinadas por analisis elemental de las nanoparticulas sintetizadas. La presencia de
tres poblaciones de nanoparticulas en la solucion fue determinada: nanoparticulas
monometalicas de bismuto en un 11%, monometéalicas de plata en un 334 % y
nanoparticulas bimetalicas de bismuto y plata en un 55.6 %.

La presencia de nanoparticulas bimetalicas fue confirmada mediante el espectro
EDS determinado por TEM, que también se utilizé para determinar el perfil de linea de

intensidad extraido de las NPs bimetalicas individuales (Figura 5).
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Figura 5. Espectro EDS determinado por TEM de las nanoparticulas Bi/Ag. Microscopia
electronica de transmision de barrido (STEM) en campo oscuro (A) y espectro EDS en la
seleccion de la seccion transversal (B). Perfil de linea de intensidad extraido de la region
en linea amarilla en los mapas elementales obtenidos utilizando EDS.

El estado quimico de bismuto y plata presentes en las nanoparticulas fue
determinado por analisis XPS, donde se muestra la presencia de Bi, Ag, C y O (Figura 6).
Los espectros XPS de alta resolucion en el nivel del codigo de electrones Bi (4f) mostraron
dos picos asimétricos a 164.58 y 159.48 eV correspondientes a Bi (4f52) y Bi (4f72),
respectivamente. La separacion entre los picos de las regiones Bi(4f) fue de 5.1 eV, lo que

concuerda con presencia de Bi»Os3; se observo la ausencia de bismuto metalico, ya que
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¢éste se caracteriza por una separacion entre picos de 5.3 eV y la presencia de un pico en
la region Bi4f de 157 eV (Ling ef al., 2010; Sun et al., 2017). En el caso del Ag(3d), se

confirmo la presencia de plata metélica (A = 6.0 eV).
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Figura 6. Espectro XPS de las nanoparticulas Bi/Ag. Espectro XPS de Bi4f (A), Ag3d(B),
C1s(C) y Ols (D) de nanoparticulas de Bi/Ag.

7.2 Pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos
Las NPs Bi/Ag tienen un efecto antimicrobiano sobre las bacterias E. coli ATCC
11229 y S. aureus ATCC 29213 (Figura 7) con una CMI y CMB de 3.44 para E. coli y

1.72 pg/mL para S. aureus (Cuadro 2).
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Figura 7. Efecto de las nanoparticulas Bi/Ag sobre el crecimiento bacteriano. 10°
UFC/mL (Staphylococcus aureus, Escherichia coli) fueron tratadas con diferentes
concentraciones de nanoparticulas de Bi/Ag (0.22, 0.43,0.88, 1.2, 1.5,1.72,2.3,2.9, 3.44,
6.88, 13.76, 27.52 y 55.05 pg/mL) e incubadas a 37°C durante 24 h. Después, fue
determinada la DO a una longitud de onda de 600nm.

Cepa bacteriana CMI (pg/mL) | CMB (pg/mL)

Staphylococcus aureus

ATCC 29213 L7z 172

Escherichia coli

ATCC 11229 3.44 3.44

Cuadro 2. Concentracion minima inhibitoria y concentracion minima bactericida de
nanoparticulas de Bi/Ag para S. aureus y E. coli.

7.3 Integridad de la membrana
La enzima citosolica LDH se liber6 de manera dosis dependiente (p < 0.05; Figura
8), lo que indica que una mayor concentracion de nanoparticulas de Bi/Ag aumenta la

ruptura de la membrana plasmatica en E. coli y S. aureus.
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Figura 8. Efecto de las nanoparticulas Bi/Ag sobre la liberacion de LDH en cepas
bacterianas. Porcentaje de liberacion de LDH después del tratamiento con nanoparticulas
de Bi/Ag sobre Staphylococcus aureus ATCC 29213 (A) y Escherichia coli ATCC 11229
(B). 10° UFC/mL fueron inoculadas con concentraciones sub-inhibitorias de
nanoparticulas (0.22, 0.43, 0.86, 1.72 y 3.44 pg/mL) e incubadas a 37°C durante 24 h.
Luego, la liberacién de LDH fue determinada mediante DO a una longitud de onda de 490
nm. Cada tratamiento se realiz6 por triplicado. Los resultados representan el promedio y
las barras de error muestran la desviacion estandar. Literales diferentes indican diferencia
estadistica significativa (p<0.05). El control es el 100 % de liberacion de LDH (células
tratadas con solucion de lisis: 9 % v/v Triton® X-100).

7.4 Ensayo de formacion de biopeliculas

Las nanoparticulas evaluadas inhiben la formacion de biopelicula por parte de la
bacteria S. aureus, a mayores concentraciones mayor es la inhibicidn, pero esta capacidad
disminuye de manera dependiente del tiempo (p<0.05), excepto para la concentracion de
0.43ug/mL. Las NPs Bi/Ag son mas efectivas 7 dias después de ser sintetizadas (Figura

9).

44



A) B)

mm Bi/Ag NPs 7 dias después de la sintesis

B3 Bi/Ag NPs 12 dias después de la sintesis
. == Bi/Ag NPs 48 dias después de la sintesis Control: 100% formacién Biopelicula formada por S. aureus
biopelicula tratada con 1.72 pg/mL de Bi/Ag NPs

=)
=3
*
*
*

50

de S. aureus (%)

Formacion de biopelicula

0.00 0.22 0.43 0.86 1.72

Concentracion de nanoparticulas de Bi/Ag (ug/mL)

Figura 9. Efecto de las nanoparticulas Bi/Ag después de diferentes dias de haber sido
sintetizadas sobre la inhibicion en la formacion de biopelicula de Staphylococcus aureus.
1.5x10% UFC/mL fueron inoculadas y entonces las NPs Bi/Ag fueron administradas (0.22,
0.43, 0.86 y 1.72 pg/mL). Después se incubaron las bacterias con el tratamiento a 37°C
durante 24 h. Luego, la biopelicula fue tefiida con cristal violeta y la DO fue determinada
a una longitud de onda de 595 nm. Cada tratamiento se realizd al menos por duplicado.
Los resultados representan el promedio, y las barras de error muestran la desviacion
estandar. *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001 indica diferencia estadistica significativa entre
los promedios (A). Imagenes representativas del ensayo de formacion de biopelicula (B).

7.5 Ensayo de viabilidad celular

Las CMB de NPs Bi/Ag previamente establecidas para S. aureus (1.72 pg/mL) y
E. coli (3.44 pg/mL) se evaluaron en lineas celulares HUVEC, NIH/3T3 y MCF7
encontrando que la viabilidad de estas cé€lulas no se ve afectada a diferentes densidades

celulares (p>0.05; Figura 10 y Figura 11).
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Figura 10. Efecto de la CMB de las nanoparticulas Bi/Ag para S. aureus (1.72 ug/mL) y
E. coli (3.44 ug/mL) sobre la viabilidad relativa en HUVEC (4), NIH/3T3 (B) y MCF7
(C) a diferentes densidades celulares (20,000, 10,000 y 5,000 células) por 24h. Cada
tratamiento se realizo por triplicado. Los resultados representan el promedio, y las barras
de error muestran la desviacion estandar. Las lineas celulares sin tratamiento fueron
consideradas como control. *p<0.05, **p<0.01, y ***p<0.001 indican diferencia
estadistica significativa entre los promedios.
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Figura 11. Efecto de diferentes concentraciones de nanoparticulas Bi/Ag sobre la
viabilidad relativa en la linea celular de epitelio mamario diferenciado (MCF?7). Se
sembraron 1 x 10° células por pocillo, se trataron con NPs Bi/Ag (0.00, 0.22, 0.44, 0.88,
1.72 y 3.44 pg/mL) y se incubaron a 37 °C durante 24 h. Posteriormente, las células se
fijaron con TCA al 10% y se tifieron con SRB. Luego, se solubiliz6 SRB con solucién de
Tris base y se determin6 la DO a 540 nm de cada concentracion de NPs. Cada tratamiento
se realiz6 por duplicado. Los resultados representan el promedio y las barras la desviacion
estandar.

Ademas, para corroborar que las nanoparticulas no tenian ningtin efecto citotoxico
sobre las células HUVEC, se realiz6 una curva de viabilidad celular y se observo que ésta
comienza a disminuir a partir de una concentracion de 13.76ug/mL (p<0.05), ocho y
cuatro veces mayor que la CMB utilizado para S. aureus y E. coli, respectivamente (Figura

12).

46



<o
|

Viabilidad celular relativa (%)
[4)]
o
1

100 g T T
: *k
: *hk
: *kk
“l

Concentracién de nanoparticulas de Bi/Ag (ug/mL)

Figura 12. Efecto de diferentes concentraciones de nanoparticulas Bi/Ag sobre la
viabilidad celular relativa en la linea celular HUVEC. Diferentes concentraciones de NPs
Bi/Ag (0.22, 0.43, 0.86, 1.72, 3.44, 6.88, 13.79, 19.52 y 27.52 pg/mL) fueron evaluadas
sobre la linea celular HUVEC durante 24 h. Cada tratamiento se realizé por triplicado.
Los resultados representan el promedio, y las barras de error muestran la desviacion
estandar. La linea celular sin tratamiento fue considerada como el control. *p<0.05,
**p<0.01, y ***p<0.001 indican diferencia estadistica significativa entre los promedios.

7.6 Produccion de citocinas inflamatorias
La produccion de citocinas inflamatorias se evalud sobre la linea celular MCF7,
donde se observo que la CMB de las NPs Bi/Ag previamente establecidas para S. aureus

(1.72 pg/mL) y E. coli (3.44 pg/mL) no afectada la produccion de IL-6 ni IL-8 (p<0.05;

Cuadro 3).
Tratamiento/Citocina IL-6 (pg/mL) IL-8 (pg/mL)
Control 12864.5+£145.03% 293.8+45.3°
LPS (100 ng) 16521+502.1° 596.8+10.8°
Bi/Ag NPs (1.72 ug/mL) 121432.5+80.8° 273.9+33.42
Bi/Ag NPs (3.44 ug/mL) 13491.2+415.5° 243.6+26.5%

Cuadro 3. Efecto de CMB de nanoparticulas Bi/Ag (1.72 y 3.44 ug/mL para S. aureus y
E. coli, respectivamente) sobre la produccion de citocinas inflamatorias IL-6 e IL-8 en la
linea celular de epitelio mamario (MCF7). Se sembraron 1 x 10° células por pocillo, se
trataron con NPs y se incubaron a 37 °C durante 5 h. Los sobrenadantes fueron
recolectados y en ellos se cuantificaron las citocinas mediante un citdmetro de flujo con
el kit de citocinas inflamatorias humanas CBA de BD. Literales diferentes indican
diferencia estadistica significativa entre los promedios (p<0.05).
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7.7 Actividad fagocitica de PBMC bovinas

El efecto de la formulacion a base de nanoparticulas de bismuto y plata sobre la
capacidad fagocitica de PBMC bovinas fue evaluado y se determin6 que la CMB de las
nanoparticulas de Bi/Ag para S. aureus (1.72 ug/L) y E. coli (3.44 ug/mL) no tienen efecto
citotétoxico sobre estas células (Figura 13), asi como tampoco afecta su actividad

fagocitica (Figura 14).

0.10

Captacion (DO 540 nm)

0.00-
0 1.72 3.44

Nanoparticulas Bi/Ag (ng/mL)

Figura 13. Viabilidad celular de PBMC bovinas tratadas con nanoparticulas Bi/Ag.
1.25x10° PBMC fueron tratadas con diferentes concentraciones de nanoparticulas de
Bi/Ag (CMB para S. aureus y E. coli, 1.72 y 3.44 pg/mL, respectivamente) durante 24 h.
Luego, mediante el ensayo de rojo neutro fue determinada su capacidad de captacion
lisosomal como indicador de viabilidad celular. Cada tratamiento se realizé por triplicado.
Los resultados representan el promedio, y las barras de error muestran la desviacion
estandar. PBMC sin tratamiento fueron consideradas como control.
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Figura 14. Actividad fagocitica de PBMC bovinas estimuladas con nanoparticulas Bi/Ag.
Estrategia de seleccion de PBMC en citometria de flujo (A). PBMC fueron estimuladas
con diferentes concentraciones de nanoparticulas de Bi/Ag (1.72 y 3.44 ng/mL) durante
24 h. Luego, mediante el ensayo de fagocitosis con perlas de IgG-FITC fue determinada
su capacidad fagocitica (B). Cada tratamiento se realiz6 por triplicado. Los resultados
representan el promedio, y las barras de error muestran la desviacion estdndar. PBMC sin
tratamiento fueron consideradas como control.
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7.8 Modelo de herida infectada

Se realizé un experimento in vivo, donde se infectaron heridas con inoculos de
diferentes cepas (S. aureus y E. coli). Los resultados mostraron que el tratamiento con
22.02 pg de NPs Bi/Ag logro la disminucion de la infeccion en el caso de S. aureus y el
aumento de la abundancia de colageno (p<0.05; Figura 15); asi como la eliminacion de la
infeccion por E. coli (Figura 16). De esta manera, se demostr6 que, la presente
formulacion de nanoparticulas result6 ser efectiva para combatir y eliminar infecciones

superficiales.

A) B)

Control NPs Bi/Ag

Carga bacteriana al
7mo. dia (UFC/gr)
1.1x10°

Control S. aureus (5x10° UFC) 2.9x106
6.8x10*
Cero
NPs Bi/Ag S. aureus (5x10° UEC) 5.6x10*
Cero

Tratamiento Inéculo inicial

Dia cero

50 —

40

30

20

10

0

Expresion de colageno (area %)

0 22.02

NPs BilAg

Nanoparticulas de Bi/Ag (1g)

Figura 15. Efecto de nanoparticulas Bi/Ag sobre la carga bacteriana en heridas
contaminadas con 5x10° UFC de S. aureus en ratones. Después de la escision de la herida,
las bacterias se inocularon y se mantuvieron in situ en el sitio de la herida durante 2 horas
para permitir el establecimiento de la infeccion. Inmediatamente se aplicé una dosis diaria
durante 5 dias del tratamiento de manera topica con 22.02 pg de NPs Bi/Ag. Al séptimo
dia después de la infeccion de la herida los ratones fueron sacrificados y se sumergio una
biopsia del sitio de la herida en solucién salina para obtener una suspension bacteriana,
que luego se inoculd en placas de agar sal manitol para determinar la carga bacteriana (A).
Imagenes representativas de ratones con heridas infectadas con S. aureus y tratadas con
NPs Bi/Ag a los cero, 2, 4 y 10 dias después del establecimiento de la infeccion (B).
Imégenes representativas de la seccidon histoldégica de muestras de piel de ratones, con y
sin tratamiento con NPs Bi/Ag, tefiidas con tincion tricromica de Masson (aumento 10X).
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Rojo: fibra muscular y hemoglobina, rosa: citoplasma; marrén oscuro o negro: nicleos
celulares y azul: fibra de colageno. Los datos son media + desviacion estandar; *p<0.05
en comparacion con el control, 0 pg de NPs Bi/Ag (C).

A) B Control NPs Bi/Ag
. . C .. Carga bacteriana al Dia Cero & E
Tratamiento Inéculo inicial Tmo. dia (UFClar)
- 6 ! N
E. coli (5x10° 1x10 Dia 2 G p
Control UFC) 1.6x10°
1.25x10* W\A w
- Cero Dia 4
’ E. coli (5x10°
NPs Bl/Ag U_FC) Cero
Cero Dia 10 "

Figura 16. Efecto de nanoparticulas Bi/Ag sobre la carga bacteriana en heridas
contaminadas con 5x10° UFC de E. coli en ratones. Después de la escision de la herida,
las bacterias se inocularon y se mantuvieron in sifu en el sitio de la herida durante 2 horas
para permitir el establecimiento de la infeccion. Inmediatamente se aplico una dosis diaria
durante 5 dias del tratamiento topico con 22.02 ug de NPs Bi/Ag. Los ratones fueron
sacrificados al séptimo dia después de la infeccion de la herida y se sumergié una biopsia
del sitio de la herida en solucion salina para obtener una suspension bacteriana, que luego
se inoculd en placa de agar EMB (A). Imagenes representativas de ratones con heridas
infectadas con E. coli y tratadas con NPs Bi/Ag a los cero, 2, 4 y 10 dias después del
establecimiento de la infeccion (B).

7.9 Modelo de sepsis

En este modelo las NPs Bi/Ag no mostraron diferencia entre los grupos tratados y
no tratados con NPs Bi/Ag, ya que los ratones de ambos grupos murieron 24 h después de
la infeccion. Sin embargo, el grupo tratado s6lo con NPs Bi/Ag sin infeccion sobrevivio,

por lo que las NPs Bi/Ag no tuvieron efecto toxico (Cuadro 4).
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Tratamiento Inoculo inicial Sobrevida después
(E. coli, UFC) de 24 horas
Control 1 (22.02 ug NPs Bi/Ag) 0 100%
Control 2 (PBS estéril) 3.6x10° 0%
NPs Bi/Ag (22.02 pg) 3.6x10° 0%

Cuadro 4. Efecto de nanoparticulas Bi/Ag sobre ratones con sepsis ocasionada por E.
coli. Ratones se inocularon intraperitonealmente con 3.6x10° UFC de E. coli ATCC 11229
para ocasionar un cuadro de sepsis, simultineamente a la inoculacién se comenz6 el
tratamiento con 22.02 ng de NPs Bi/Ag de manera intraperitoneal. Una segunda dosis fue
aplicada 2 horas después de la inoculacion bacteriana. Los ratones se monitorearon

durante 24 horas.

7.10 Modelo de mastitis in vitro

Los resultados mostraron que las NPs Bi/Ag no eliminaron las UFC de

Staphylococcus aureus inoculadas en la leche (Cuadro 5). Asimismo, la carga bacteriana

presente en la leche cruda utilizadas como control tampoco se vio afectada.
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Inéculo inicial (S, Carga bacteriana en agar | Carga bacteriana en agar sal
Tratamiento . nutritivo después de 24h de | manitol después de 24h de
aureus, UFC/mL) . .. . o
infeccion infeccion
Control 1 0 Incontable Incontable
Control 2 1.5x10° Incontable Incontable
NPs Bi/Ag 5
(172 ug/mL) 1.5x10 Incontable Incontable
NPs Bi/Ag 5
(3.44 pg/mL) 1.5x10 Incontable Incontable
Gentamicina 1.5x10° Cero Cero

Cuadro 5. Efecto de diferentes concentraciones de nanoparticulas Bi/Ag sobre la carga
bacteriana en leche cruda contaminada con S. aureus. Leche cruda de bovino se inoculd
con 1.5x10° UFC/mL de S. aureus ATCC 2921, luego se tratdé con diferentes
concentraciones de NPs Bi/Ag, la leche infectada con tratamiento se mantuvo durante 24
h a 37°C y la carga bacteriana fue determinada por la técnica de extendido en placa en
agar nutritivo y sal manitol utilizando diluciones seriada.
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8.- DISCUSION

La formulacién de nanoparticulas metélicas desarrollada (NPs Bi/Ag) esta
compuesta por tres diferentes poblaciones: nanoparticulas bimetalicas de bismuto y plata,
asi como nanoparticulas monometélicas conformadas de cada elemento (Figura 4, la
presencia de Si se debe a que la rejilla sobre la cual se coloca la muestra para su analisis
estd elaborada de dicho elemento). La sintesis de nanoparticulas bimetalicas fue posible,
ya que el bismuto es soluble en plata en un 5.5 % (Karakaya y Thompson, 1993). Esta
solubilidad parcial es la razon por la cual la eficiencia de la reaccion no fue del 100 %, lo
que resulta evidente con la presencia de nanoparticulas monometélicas de cada elemento.

Ademas, bien cabe mencionar que, la distribucion de la composicion de las NPs
bimetalicas no es homogénea (relacion peso Biis.7Agga3, Figura 5), es decir no se mantiene
la relacién molar inicial de los elementos metalicos (BiosAgo2) en cada nanoparticula
sintetizada. Resultados similares fueron observados por Ruiz-Ruiz y colaboradores en
2016, donde nanoparticulas bimetalicas de bismuto y plata fueron sintetizadas por el
método de reduccién mecano-quimica.

Es importante mencionar que, a diferencia de las sintesis existentes, la sintesis aqui
desarrollada permite obtener nanoparticulas estables de bismuto y plata en una solucion
acuosa a partir de una sola reaccion por reduccion quimica. Asimismo, esta es la primera
solucion bimetélica de nanoparticulas de bismuto y plata con actividad antibacteriana
reportada. La presente formulacion se caracterizd y demostrd poseer un valor de potencial
zeta mayor a 30mV, lo que confirma su estabilidad (Kovacevic et al., 2011), ya que este
parametro indica la magnitud de la fuerza electrostatica de atraccion o repulsion entre las

NPs y por ende la prevencion de la aglomeracion entre ellas.
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Al evaluar el SRP se encontraron dos bandas méximas de absorbancia a las
longitudes de onda de 257 y 411 nm, caracteristicas de plasmén de resonancia superficial
de NPs de bismuto (Ruiz-Ruiz et al., 2016; Das et al., 2020) y plata (Pifero et al., 2017),
respectivamente.

Las Bi/Ag NPs tiene diferentes tamafos con un diametro individual promedio de
18.39 £ 7.49nm y una morfologia cuasi-esférica (Figura 3). Estas caracteristicas son
responsables de su actividad bactericida, esto es, el tamafio y forma de las NPs favorecen
el ingreso exitoso a la célula bacteriana, ocasionando lisis celular. Debido a que entre
mayor area superficial tengan las NPs se libera una mayor cantidad de iones metalicos
comparada con NPs de diferentes morfologias (Cheon et al., 2019).

S. aureus fue mas susceptible a las NPs Bi/Ag que E. coli (Figura 7). Esto puede
ser debido a la carga eléctrica positiva de las NPs (Cuadro 1), ya que la pared celular de
las bacterias Gram positivas estd conformada por acidos teicoicos y lipoteicoicos, que
confieren una carga eléctrica negativa mayor comparada con las bacterias Gram negativas
(Liu et al., 2015). Esto significa que, probablemente haya una fuerza de atraccion
electrostatica mayor entre las NPs Bi/Ag y las bacterias Gram positivas.

La inhibicion en la formacion de biopelicula (Figura 9) pudo ser el resultado de
que las NPs probablemente sean capaces de disminuir la actividad transcripcional de genes
que son responsables de la formacion de biopelicula, como ha sido reportado previamente
con las nanoparticulas de plata (Yu et al., 2018). Sin embargo, una de las desventajas,
cuando se emplean las NPs Bi/Ag reducidas con 4cidos organicos (acido ascorbico y acido
citrico) y estabilizadas con quitosano, es la disminucion en la capacidad de inhibicion de
formacion de biopelicula cuando son utilizadas después de 48 dias de sintetizadas. Por lo

cual, es necesario desarrollar otra sintesis de NPs Bi/Ag con otros agentes reductores y
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estabilizadores para corroborar si esos factores pueden mantener la capacidad anti-biofilm
por un tiempo mayor.

La formulacién sintetizada ocasiona la muerte de microorganismos por ruptura de
la membrana plasmatica y finalmente liberacion del contenido citosolico al medio
ambiente extracelular como se observo en el ensayo de la enzima LDH (Figura 8). Es
decir, ocasiona un dafio directo en la bacteria, probablemente esta sea la razon por la cual,
en los modelos de infeccion evaluados las NPs Bi/Ag so6lo fueron efectivas en heridas
superficiales infectadas. Notablemente, la CMB de NPs Bi/Ag sobre las bacterias
evaluadas es hasta 100 veces méas baja que aquellas reportadas por otros estudios, donde
el efecto antibacteriano de nanoparticulas de bismuto y plata fue evaluado sobre modelos
in vitro (Kovacevic et al., 2011; Lange et al., 2021; Jawad et al., 2022).

Las nanoparticulas de plata han demostrado tener efecto bactericida sobre S.
aureus (Ansari et al., 2015; Liet al., 2023), y varios estudios han demostrado que son més
efectivas en combinacion con antibioticos (Ahmadi y Adibhesami, 2017; Khalil et al.,
2021). Sin embargo, las nanoparticulas de plata inducen citotoxicidad en células
eucariotas, como fibroblastos (Wilkinson y Hardman, 2020; Skora et al., 2021), células
presentes en tejidos tanto humanos como animales. Por lo tanto, es necesario desarrollar
nuevas alternativas para combatir procesos infecciosos que afectan a humanos, asi como
animales.

S. aureus es una bacteria causante de infecciones en heridas, cuadros de sepsis, asi
como en mastitis cronica; mientras que E. coli es una de las principales bacterias
medioambientales responsables de generar infecciones locales y sistémicas. Gentamicina
fue utilizado como control en los ensayos de susceptibilidad antimicrobiana, porque es un

antibidtico aminoglucosido de amplio espectro con capacidad de union al ARN 16S, en
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especifico a la subunidad ribosomal 30S, impidiendo la traducciéon de proteinas o
generando proteinas no funcionales (Gemeinder et al., 2021). Es por esto por lo que, los
modelos de infeccion evaluados fueron inducidos con estas cepas bacterianas y este
antibiotico utilizado como control de inhibicion del crecimiento de dichas bacterias.

Hoy en dia, es un reto desarrollar o prescribir tratamientos para combatir
infecciones bacterianas debido a la falta de disponibilidad de antibioticos efectivos para
combatirlas o prevenirlas (Dumache et al., 2015; Gongalves et al., 2022). Sin embargo, es
sabido que las nanoparticulas bimetalicas tienen una actividad antimicrobiana mayor
comparada con el uso de nanoparticulas monometalicas (Gulam Mohammed et al., 2014;
Perdikaki et al., 2016; Kumar et al., 2019; Arora et al., 2020). Asi, la presente formulacion
de NPs Bi/Ag es un candidato ideal para combatir infecciones ocasionadas por bacterias,
ya que pueden eliminar la carga bacteriana de las infecciones establecidas, no presentan
toxicidad sobre lineas celulares representativas de los tejidos a tratar (endoteliales,
epiteliales y fibroblastos; Figura 10) ni sobre PBMC (Figura 13). No producen efectos
secundarios indeseables como alteracion en la produccion de citocinas inflamatorias
(Cuadro 3) en las células tratadas ni modifican la actividad fagocitica de PBMC (Figura

14).
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9.- CONCLUSIONES

Es posible obtener una formulacion estable con nanoparticulas bimetalicas de
bismuto y plata en solucion acuosa a partir de una sola reaccion mediante sintesis quimica.
Esta formulacion posee actividad antimicrobiana contra las bacterias S. aureus y E. coli,
ademads, es capaz de dafiar la membrana plasmatica de estos microorganismos. Las
nanoparticulas Bi/Ag son efectivas para combatir infecciones en heridas superficiales, no
muestran efecto citotoxico sobre las lineas celulares de fibroblastos, vasculares
endoteliales y de epitelio mamario; asi como tampoco son citotoxicas sobre células
mononucleares de sangre periférica. Asimismo, no alteran la produccion de citocinas
inflamatorias en la linea celular de epitelio mamario diferenciado ni modifican la actividad

fagocitica de PBMC.
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10.- PERSPECTIVAS

Si bien en este trabajo se comprob¢ la eficacia bactericida de la formulaciéon con
nanoparticulas de bismuto y plata, es necesario dilucidar el mecanismo de accién por
medio del cual logra lisar células procariotas y determinar, si existe, alguna diferencia en
este mecanismo de accidn entre bacterias Gram positivas y Gram negativas.

Ademas, también seria interesante comparar la actividad antimicrobiana de las
nanoparticulas de bismuto y plata monometalicas contra las bimetalicas para confirmar su
probable accion bactericida potenciada.

Asimismo, es necesario evaluar el efecto antimicrobiano de la presente
formulacion contra una mayor cantidad microorganismos, incluyendo aquellos que
ocasionan infecciones en animales con fin zootécnico y aquellos que han sido
identificados como multidrogorresistentes.

Por ultimo, se sugiere determinar la formulacion adecuada para su administracion

topica y posible aplicaciéon comercial.
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