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Resumen

La resistencia microbiana es una problematica a nivel mundial, actualmente la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), enlista aquellas cepas que tienen una
prioridad en la busqueda de nuevas alternativas para combatirlas. Los
nanomateriales, especialmente las nanoparticulas de plata se han convertido en
materiales prometedores como antimicrobianos, sin embargo, existe una
preocupacion por los métodos de sintesis que pueden generar residuos toxicos, es
asi que la nanotecnologia ha enfocado sus métodos en procesos bioldgicos, como
el uso de extractos vegetales, los cuales no solo cumple funcionan como agentes

reductores sino también como agentes estabilizantes.

Por lo anterior esta investigacion se enfocé en la sintesis de nanoparticulas de plata
usando apocarotenoides aislados del arilo de la semilla de Bixa orellana, el cual se
compone principalmente de un 93% de bixina y un 3% de norbixina. Dichos
apocarotenoides tienen una importancia econdmica en la industria de los
colorantes, aportando colores entre el rojo a naranja intenso y amarillo pero
adicional han demostrado actividades antimicrobianas, antiparasitarias Yy

antioxidantes.

De acuerdo con los resultados, la Z-bixina y la Z-norbixina son agentes reductores
y estabilizantes en la sintesis de nanoparticulas de plata, generado particulas
pseudoesféricas, con tamafios promedio de 23 nm, coloides homogéneos y con
actividad antimicrobiana de amplio espectro contra Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli y Staphylococcus aureus, con concentraciones minimas
inhibitorias entre 4 a 32 pug/mL, con mayor efectividad sobre P. aeruginosa. Estos
apocarotenoides son agentes reductores eficientes para la sintesis de
nanoparticulas de plata e incrementan la actividad antimicrobiana de las

nanoparticulas de plata.

Palabras clave: Apocarotenoides, Z-bixina, Z-norbixina, nanoparticulas de plata,

antimicrobianos.



Abstract

Antimicrobial resistance is a global issue, currently, The World Health Organization
(WHO) has identified certain strains as priorities in the search for new ways to
combat them. Nanomaterials, especially silver nanoparticles, have emerged as
promising antimicrobial agents, however, there is concern about synthesis
methods that may generate toxic waste. Consequently, nanotechnology has shifted
its focus to biological processes, such as the use of plant extracts, which not only

function as reducing agents but also as stabilizing agents.

Therefore, this study focused on the synthesis of silver nanoparticles using
apocarotenoids isolated from the aryl of Bixa orellana seeds, which consist mainly
of 93% bixin and 3% norbixin. These apocarotenoids are economically important
in the dye industry, providing colors ranging from red to deep orange and yellow;
however, they have also demonstrated antimicrobial, antiparasitic, and antioxidant

activities.

According to the results, Z-bixin and Z-norbixin are performing as reducing agents
and stabilizers in the synthesis of silver nanoparticles, yielding pseudospherical
particles with an average size of 23 nm, homogeneous colloids, and broad
spectrum antimicrobial activity against Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
and Staphylococcus aureus, with minimum inhibitory concentrations ranging from
4 to 32 pg/mL, showing greater effectiveness against P. aeruginosa. In conclusion,
these apocarotenoids are effective reducing agents in the synthesis of silver
nanoparticles and achieve and increment in the antimicrobial activity of silver

nanoparticles.

Keywords: Apocarotenoids, Z-bixin, Z-norbixin, silver nanoparticles,

antimicrobians.
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1. INTRODUCCION

El uso de nanomateriales con aplicacion biolégica es un area en actual
investigacion que fomenta conocimiento y puede llegar a solucionar problemas de
gran relevacion social, incluso de alerta mundial. Actualmente, se considera a la
resistencia a antibiéticos como un problema de salud publica, pues cada afo, las
infecciones resistentes a los antimicrobianos causan entre 700000 y mas de 1.6
millones de muertes en todo el mundo y se estima que para 2050 las bacterias
resistentes sean una de las principales causas de muerte (Abourrich et al., 2025;
Alberto et al., 2020; Price, 2016). Las nanopatrticulas de plata (AgNPs) han ganado
gran interés en la investigacion cientifica debido a sus propiedades Unicas y
diversas aplicaciones. Dentro de las propiedades se pueden destacar, alta area
superficial, lo que les confiere una reactividad quimica mejorada y efectos de
confinamiento cuantico, es decir, los electrones de los &tomos estan restringidos en
espacio (Abou, El-Nour et al., 2010; Dipankar & Murugan, 2012), generando
fendmenos como la resonancia de plasmén superficial localizada (LSPR) que es
sensible a su entorno, lo que las hace utiles en aplicaciones de biosensores y
optoelectronicas (Lee & Jun, 2019). Ademas, las AgNPs tienen propiedades
antibacterianas y antivirales significativas, convirtiéndolas en potenciales para
aplicaciones médicas, como agentes antimicrobianos, recubrimientos de
dispositivos biomédicos, agentes terapéuticos contra el cancer y como parte de
vendajes y dispositivos médicos recubiertos de plata (Lee & Jun, 2019; Rai et al.,
2009; Zhang et al., 2016). Recientemente, las AgNPs se investigan por su potencial
como nanovehiculos en la terapia génica, y la regeneracién de tejidos en
bioingenieria (Keat et al., 2015). Por esto, las AQNPs se convierte en candidatas
idoneas para combatir patdgenos resistentes a los antibidticos y contribuir al

desarrollo de nuevas estrategias en la lucha contra las infecciones microbianas.

Cabe destacar que sintesis de AgNPs se ha logrado a través de métodos fisicos,
quimicos y biologicos, y su morfologia y estabilidad pueden ser controlados para
adaptarse a aplicaciones especificas (Bapat et al., 2020; Tolaymat et al., 2010). Sin
embargo, a pesar de sus numerosas aplicaciones, existe una preocupacion

creciente sobre el impacto ambiental y la toxicidad de las AgNPs, especialmente en



lo que respeta a su liberacién en el medio ambiente y los posibles efectos adversos
en la salud humana y los ecosistemas (Marin et al., 2015; Xu et al., 2020). Por lo
tanto, el reto actual es la generacion de AgNPs de forma amigable para el medio
ambiente; por ejemplo, desarrollar métodos de sintesis a partir de extractos
vegetales y fitocompuestos con propiedades reductoras y que a su vez sean viables
para su aplicacion bioldgica. Ese tipo de metodologias ofrece una alternativa de
menor impacto al evitar el uso de compuestos toxicos (e.g. hidrazina, borohidruro
de sodio); asimismo, algunos fitocompuestos (agentes reductores) podrian

potencializar la actividad antibacteriana.

Es asi como en este trabajo, se logré obtener AQNPs por un método de sintesis
amigable con el medio ambiente y utilizando compuestos que puedan potenciar el
efecto bioldgico de las mismas. Se obtuvieron AgNPs utilizando dos fitocompuestos
de la semilla del achiote, una planta utilizada en la cocina mexicana y de la cual se
extraen Z-bixina y Z-norbixina. Se evaluo el efecto antibacteriano de las AgNPs
obtenidas y se compar6 contra los fitocompuestos libres, y AgNPs desnudas,
apuntalando a esta propuesta como un material antimicrobiano con aplicaciones

biomédicas, y que amerita continuar su investigacion en otros biomodelos.
2. ANTECEDENTES

2.1. Las infecciones bacterianas y el reto de vencer la multirresistencia

a antibiéticos

Si bien el tratamiento con antibiéticos en enfermedades infecciosas ha disminuido
la mortalidad a nivel mundial, la automedicaciéon o falta de adherencia a los
tratamientos, ha provocado que las infecciones bacterianas sean casos de
relevancia médica pues ha llevado a la aparicion de cepas bacterianas resistentes,
incluso al desarrollo de super bacterias resistentes a casi todos los antibidticos.
Para 2050 se proyecta que la resistencia bacteriana a antibidticos sea la causa
principal de mortalidad, superando las cifras de VIH y cancer (Wang et al., 2017,
Yao et al., 2024).



El creciente nUmero de cepas resistentes se debe a factores como: el uso excesivo
y/o tratamientos incompletos de antibioticos en multiples sectores, el uso incorrecto
(de forma profilactica o curativa) de antibiéticos, la disponibilidad limitada de nuevos
antibioticos, el amplio uso de desinfectantes que contienen antibiéticos como
triclosan, falta de educacion a la poblacion e instituciones, el cambio frecuente entre
tratamientos antimicrobianos, y mala calidad de manufactura de los mismos; lo que
ha provocado la ineficacia de los tratamientos y un aumento en mortalidad,
morbilidad y costos en la atencién publica. Se estima que para 2030, el producto
interno bruto mundial disminuya un 3%, y simultdneamente, se adicionen 700000
millones de délares en gastos de atencion sanitaria (Chen et al., 2023; Wang et al.,
2017).

Los antibiéticos se clasifican de acuerdo a su nucleo quimico y mecanismo de
accion antibacteriana como se desglosa en la Tabla 1; dichos mecanismos incluyen
la inhibicion de la sintesis de la pared celular bacteriana, y la inhibicién en la
traduccion y replicacion del ADN, lo que impide o limita el crecimiento de las
bacterias (Wang et al., 2017). Sin embargo, los microorganismos, generan
mecanismos adaptativos para sobrevivir haciendo modificaciones genéticas
llevando al desarrollado de uno o mas mecanismos de resistencia contra la accion
de los antibiéticos (Chen et al., 2023; Wang et al., 2017).

Algunos mecanismos de resistencia que se pueden destacar son: 1) la expresion
de enzimas que degradan o modifican al farmaco por cambio de un grupo quimico,
ejemplo de estas enzimas son las B-lactamasas que hidrolizan las penicilinas y
cefalosporinas, y es el mecanismo mas comun en bacterias Gram negativas, 2) la
modificacion de los componentes celulares, como la pared celular en la resistencia
a la vancomicina, impidiendo la acumulacion intracelular, 3) modificacion en las
subunidades ribosomales mediante mutacién, metilacibn  (bacterias Gram
positivas) o proteccion ribosomal evadiendo a aminoglucésidos, macrélidos y
tetraciclina, y 4) la expresion de bombas de eflujo, que eliminan metabolitos y
antibidticos de la célula bacteriana, se presentan de forma generalizada en las
bacterias llegando a ser responsables de la resistencia a multiples farmacos (MDR)
(C Reygaert, 2018; Wang et al., 2017).



Tabla 1. Clasificacién de antibioticos

Grupo de Mecanismos  Ejemplos de Mecanismo Ref.
antibidticos de accion bacterias de
blanco resistencia
Glucopéptidos Inhibicién de la MRSA, Cambio a D- (Cebeci
sintesis de la  Enterococcus, Ala-D-Lac, et al.,
pared Clostridioides engrosamient 2024;
bacteriana difficile. o de lapared. Saikia &
Chetia,
2024)
Polimixinas Alteracion de  Pseudomonas  Modificacion (Lepe et
la membrana  Acinetobacter de LPS al., 2022)
citopladsmica  Klebsiella, Ste (MCR-1).
notrophomona
s maltophilia
Macraolidos Inhibicién de la  Streptococcus Metilaciéon (Cebeci
sintesis pneumoniae, B (ERM), et al.,
proteica ordetella, Myco = bombas de 2024,
plasma. eflujo (MEF). Saikia &
Chetia,
2024
Tetraciclinas Inhiben Mycoplasma, Bombas de (Calvo &
subunidad 30S Chlamydia, eflujo, TetA, Martinez-
impidiendo uni Rickettsia, proteinas Martinez,
on del RNAL. Vibrio. protectoras  2016; Lepe
del ribosoma. etal.,
2022)
Quinolonas Alteracion del E. coli, Mutaciones (Calvo &
metabolismo o  Salmonella, GyrA/parC, Martinez-
la estructura Shigella, bombas de Martinez,
de los acidos Pseudomonas eflujo, Qnr. 2016;
nucleicos Saikia &
Chetia,
2024)
B-lactamicos Inhibidores de  Streptococcus  B-lactamasas, (Saikia &
B-lactamasas pyogenes, modificacion Chetia,
S. aureus, de PBPs, 2024)
E. coli, bombas de
Klebsiella eflujo, pérdida

de porinas.




Sin embargo, la tasa de resistencia a los antibiéticos se incrementa y se han
sumado mecanismos como inactivacion de enzimas metabdlicas bacterianas; por
ejemplo en Stenotrophomonas maltophilia, este mecanismo implica mutaciones en
genes que codifican enzimas metabdlicas que son blanco terapéutico de
antibioticos. Particularmente, esta bacteria inactiva la produccion intracelular de
fosfoenolpiruvato, que es el sustrato natural de UDP-N-acetilglucosamina
enolpiruvil transferasa (MurA), una enzima a la que se dirige la fosfomicina, o bien,
una mutacién del receptor sideréforo que afecta negativamente al transporte de
hierro, provocando diversos grados de resistencia al cefiderocol en Pseudomonas
aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae, y la formaciéon de
una pared bacteriana de composicion quimica diferente frente a antibioticos en P.
aeruginosa, asi como la amplificacién de transposén en matriz de tandem en
Corynebacterium diphtheriae donde la presion selectiva condujo a la adquisiciéon de
nuevos transposones conllevando a diversos grados de resistencia a

carbapenémicos (Chen et al., 2023).

Los esfuerzos por contrarrestar este problema de salud publica, incluye el
desarrollo de nuevos farmacos o tratamientos adyuvantes, como péptidos
antimicrobianos; por ejemplo, la teixobactina (antibiético basado en péptidos
ciclicos y aislado de Eleftheria terrae), lipopéptidos bacterianos, lanthipéptidos,
inhibidores de MraY (translocasa de fosfo-N-acetiimuramoil-pentapéptido,
anisaxinas (derivado de un parasito marino), los cuales tienen multiples
mecanismos de accion contra los patdgenos, incluyendo la alteracion de la
membrana celular, la inhibicién de la transcripcion y la traduccion del ADN, la
inhibicion de la formacion de la pared celular bacteriana, y la interrupcion de las
vias metabdlicas. Por otro lado, el desarrollo de vacunas conduce a un control a
largo plazo de las infecciones provocadas por patdégenos especificos; por ejemplo,
la vacuna Bexsero disefiada para generar inmunidad contra Neisseria meningitidis
grupo B, y Prevnar 13 una vacuna antineumocdcica que protege contra 13 tipos de
Streptococcus pneumoniae (Chen et al., 2023; Wang et al., 2017).



Por otro lado, el uso de nanomateriales también esta descritas como potenciales
agentes antimicrobianos per se, o como vehiculos de farmacos comerciales o

novedosos, y sus mecanismos de accion seran descritos mas adelante.

2.2. Pseudomonas aeruginosa, un patégeno del grupo ESKAPE

presente en diversas patologias

Los patégenos ESKAPE son responsables de la mayoria de las infecciones
nosocomiales y son capaces de “escapar’ de la accién biocida de los agentes
antimicrobianos (Navidinia, 2008; Rice, 2008). El término ESKAPE deriva de la letra
inicial de los nombres de seis patdgenos que engloba una creciente resistencia a
multiples farmacos y que son de alta virulencia, los cuales son: Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter spp. (Mulani,, et al., 2019; Rice, 2008).

Los patégenos ESKAPE exhiben mecanismos de resistencia a multiples farmacos
tales como inactivacidbn por enzimas, modificacion del sitio diana donde el
antibiético puede anclarse, acumulaciéon reducida del farmaco ya se por
permeabilidad reducida o por sobreexpresion de bombas eflujo y la generacion de
consorcios bacterianos denominados biopeliculas o “biofilms” que es un conjunto
de bacterias asociadas con exopolimeros, formando una barrera fisica a la
respuesta inmune. Dentro de esa biopelicula, se encuentra células bacterianas
especializadas llamadas células persistentes, que son tolerantes a los antibioticos
y causan infecciones recalcitrantes dificiles de tratar (Lewis, 2007; Mulani, Kamble,
Kumkar, & Tawre, 2019).

Los patdogenos ESKAPE estan en las listas de las doce bacterias con prioridad para
la busqueda de nuevos antibioticos segun las OMS (2024), donde se categorizan
segun la prioridad critica, alta y media (Figura 1). Dentro de la lista, P. aeruginosa
es un patégeno con prioridad alta y con necesidad de nuevos antibiéticos, pues
presenta resistencia a cefalosporinas de primera y segunda generacion, a
piperacilina-tazobactam, aminoglucdsidos, quinolonas, carbapenémicos,
polimixinas y resistentes a tratamientos combinados de farmacos, ademas se

cataloga S. aureus resistente a meticilina que es uno de los primeros



microorganismo en haber mostrado resistencia a las penicilinas tanto solo dos afios
de utilizacion de esta clase de antibidticos. De igual forma en un grupo critico se
encuentran Enterobacteriales un género extenso de cepas que incluye E. coli
siendo responsable de diversidad de infecciones gastrointestinales y de vias

urinarias (OMS, 2024).

Grupo alto

Grupo critico

Acinetobacter baumannii
Resistente a carbapenem

Enterobacteriales
Resistente a cefalosporinas
de tercera generacién

Enterobacteriales
Resistente a carbapenem

Salmonella Typhi
Resistente a fluoroquinolonas

Shigella spp.
Resistente a fluoroquinolonas

Enterococcus faecium.
Resistente a vancomicina

Pseudomonas aeruginosa

Grupo medio

Grupo A Streptococci
Resistente a macroélidos

Streptococcus pneumoniae
Resistente a macrolidos

Haemophilus influenzae
Resistente a ampicilina

Grupe A Streptococci

Resistente a carbapenem

Salmonella no tifoidea
Resistente a fluoroguinolonas

Resistente a penicilina

Mycobacterium tuberculosis

Resistente a rifampicina Neisseria gonorrhoeae

Resistente a fluoroguinolonas y/
o cefalosporinas de tercera
generacion

Staphylococcus aureus
Resistente a meticilina

Figura 1. Clasificacion de prioridad de patdégenos segun la OMS (OMS, 2024).

P. aeruginosa es una bacteria presente en la biota de la piel y del tracto intestinal,
aislada por primera vez en 1884 por Carle Gessard, es Gram negativa, aerdbica
que puede vivir tanto en entornos normales (21% de oxigeno) como pobres en
oxigeno, tiene movilidad mediante flagelos polares y es un patdgeno para plantas
y animales. En humanos, es una bacteria oportunista, es decir, que causa
infecciones en pacientes que transcurren con enfermedades que disminuyen la

respuesta inmune; por lo tanto, representa aproximadamente el 10% —15% de las



infecciones adquiridas en el hospital (Schalk, 2023). P. aeruginosa es aislada de
pacientes con infeccion urinaria, bacteriemia, neumonia asociada al respirador,
infeccion respiratoria cronica, infeccion de la piel y los tejidos blandos, otitis externa,
meningitis, y endocarditis. Se reportan tasas de mortalidad de 67.0% para
bacteriemia multirresistente, y 33.9% para infecciones urinarias (Mulani, Kamble,
Kumkar, Tawre, et al., 2019). Se considera que los cuadros infecciosos con P.
aeruginosa son mas complicados en pacientes con sistema inmune debilitado, con
padecimientos como céncer, fibrosis quistica, VIH, y victimas de quemaduras, es
asi que representa una tasa de resistencia del 81.7% siendo clasificada por la OMS
como la segunda bacteria mas resistente después de Acinetobacter baumannii
(Abourrich et al., 2025).

2.2.1. Mecanismo de resistencia de Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa es considerada como una de las principales cepas patbégenas
resistentes a los antibiéticos, que contribuye a brotes cronicos y agudos debido a
su potencial para producir toxinas como la exotoxina A que inhibe la sintesis de
proteinas del huésped o la piocianina, formacion de biopeliculas y capacidad para
resistir a la mayoria de familias de antibidtico (Figura 2). También se reporta la
deteccion comunicacién masiva intracelular mediante sefiales quimicas conocido
como quérum sensing, coordinando la versatilidad metabdlica y genética, logrando
mutaciones en genes especificos como N-(3-oxododecacanoil)-L-homoserina
lactona (30-C12-HSL) Lasi/Lasr y butanoil-homoserina lactona (C4-HSL) Rhli/Rhlr
para beneficio comun (Haidar et al., 2024).

En este trabajo nos enfocaremos en evaluar nanoparticulas de plata con Z-bixina'y
Z-norbixina como potencial tratamiento tépico de heridas de piel, siendo sensibles
a infecciones bacterianas. Por lo que a continuacion describiremos la colonizacion

de heridas por P. aeruginosa, E. coliy S. aureus.
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Figura 2. Mecanismo de resistencia de P. aeruginosa. Imagen propia creada en

https://BioRender.com informacion de (Haidar et al., 2024).

2.2.2. Pseudomonas aeruginosa un colonizador oportunista de heridas

La piel representa el 6rgano mas extenso de la piel y su vez es el que esta mas
expuesto a dafos y lesiones, como cortadas superficiales o profundas y
guemaduras, entonces por definicion una herida es una lesion por lo general de la
epidermis que altera su anatomia y funcién normal, alteando procesos como la
proteccién a agentes externos como los microrganismos que pueden causan
infecciones. Tan pronto como ocurre la lesion los microrganismos adyacentes
encuentra un lugar ambiente himedo, calido y rico en nutrientes para su desarrollo
y esto a su vez impacta sobre los tiempos de cicatrizacion siendo mas lentos
provocando incluso la colonizacion de microorganismos mas agresivos. Es asi que
una herida abierta o con cicatrizacion retrasa es un ambiente muy favorable para la
proliferacion de microrganismos donde en las fases iniciales se reportan la
presencia de bacterias Gram positivas como S. aureus y en fases avanzadas

bacterias Gram negativas como E. coli y Pseudomonas (Negut et al., 2018).

P. aeruginosa es un patdgeno de prioridad alta en el sector salud debido a su
versatilidad metabodlica y genética, y su categoria de patégeno oportunista,
reportandose numerosos factores de virulencia actuando de forma individual o

cooperativa para invadir, adherir, persistir, proliferar contra los sistemas



inmunitarios del huésped (Shakil et al., 2024). Dentro de los factores de virulencia
se destacan, el flagelo, pilli, sustancias poliméricas extracelulares, exotoxina A,
piocianina, sideréforo pioverdina que elimina el hierro, fosfolipasas C hemoliticas,
lipasa, endotoxina y proteasas, lo anterior hace que este patégeno viva y se adapte
de manera eficiente dentro de un entorno especifico. La capacidad de produccion
de diferentes proteasas afecta una variedad de procesos celulares y fisiologicos lo
que facilita la infeccién e invasion (Shakil et al., 2024) donde este patégeno es
responsable de infecciones nosocomiales, infecciones crénicas de heridas,
infecciones de la piel, infecciones pulmonares(Bassetti et al., 2018; Gellatly &
Hancock, 2013). Se ha reportado a P. aeruginosa como una causa importante de
sepsis por heridas por quemaduras, presentandose un aumento rapido en la tasa
de colonizacion; sin embargo, depende de la extension y la gravedad de la
guemadura, generalmente del 70% de los pacientes se puede aislar este patdgeno
y representar un 60% de mortalidad en los mismos, sumando el riesgo de
desarrollar la neumonia por Pseudomona, tromboflebitis supurativa e infecciones

oculares (Bodey et al, 2013).

En dlceras de pie diabético, la dificultad de cicatrizacion se suma la colonizacion
por microorganismos que retrasan el proceso de curacién, mas aun en los casos
donde se presenta una biopelicula resistente, generando una herida crénica. Cabe
destacar que el tejido dérmico profundo en estas heridas, alberga mdultiples
especies bacterianas siendo en mayor frecuencia Pseudomonas aeruginosa y
Staphylococcus aureus, tanto resistente a meticilina (MRSA) como sensibles a
meticilina (MSSA) y otros como Enterobacteriaceae, Clostridium, y hongos como

Candida albicans y del género Aspergillus (Serrudo et al., 2024).

2.2.3. Otros agentes importantes en la colonizacién de heridas: Escherichia

coliy Staphylococcus aureus

Escherichia coli es un bacilo Gram negativo, flagelado, anaerébico facultativo y no
formador de esporas que forma parte del microbiota gastrointestinal humana y
carece de virulencia en este entorno, pero es una causa importante de infecciones

nosocomiales, tales como infecciones asociadas a catéteres y neumonia asociada



a la ventilacion mecanica. Se puede encontrar también en vegetales, agua, en
carnes poco cocidas y suelo de hospitales y centros de atencién de largo plazo
donde al estar extraintestinal puede causar infecciones complicadas del tracto
urinario, neumonia, bacteriemia, peritonitis espontanea, meningitis neonatal,
infecciones de heridas, entre otros (Saeed et al., 2009). E. coli es considerado el
cuarto patégeno mas comun implicado en infecciones de heridas quirargicas,
llegando a representar un costo total de 94 a 252 millones de dolares al afio en
EE.UU (Saeed et al., 2009).

Por otro lado, Staphylococcus aureus es un coco Gram positivo, anaerobio
facultativo, inmovil y no formador de esporas, y el principal reservorio es el humano
donde se estima que el15% de la poblacién es portadora persistente en las fosas
nasales anteriores, ademas de encontrarse en piel, mucosas, dentro de la cavidad
oral, el tracto respiratorio superior, el tracto urogenital y el tracto gastrointestinal
(Jaradat et al., 2020). S. aureus es la cepa mas patégena del género, y es una de
las infecciones bacterianas mas comunes en humanos y es el agente causal de
infecciones tales como bacteriemia, endocarditis infecciosa, infecciones de piel y
tejidos blandos, osteomielitis, infecciones de dispositivos protésicos, sindrome de

shock toxico, infecciones de tracto urinario entre otras (Jaradat et al., 2020).

S. aureus fue uno de los primeros patdgenos en desarrollar resistencia las
penicilinas luego de dos afios de introduccion del antibidtico meticilina (1959),
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), dicha resistencia esta
mediada por el gen MecA gue codifica una proteina de union a la penicilina de baja
afinidad (PBP2") que les confiere resistencia cruzada a casi todos los antibioticos

B-lactdmicos (Jaradat et al., 2020).

2.3. Los nanomateriales para combatir enfermedades con bacterias

multirresistentes

Los nanomateriales son materiales que tienen un tamafo entre 1 a 100 nm en al
menos una de sus dimensiones, y debido a su escala nanométrica, aumenta su
area superficial, y se modifican propiedades fisicoquimicas y biolégicas con

respecto a materiales a granel. Una propiedad de interés en esta investigacion es



su capacidad antimicrobiana. En particular, las nanoparticulas han demostrado una
propiedad antibacterial de amplio espectro debido a que superan los mecanismos
de resistencia a antibidticos, tales como la alteracion de las membranas
bacterianas, el impedimento de formacion de biopeliculas, combatir cepas
utilizando mecanismos simultdneos y pueden actuar como nanovehiculos de

agentes antimicrobianos (Wang et al., 2017).

Varios estudios han demostrado la actividad antibacteriana de las nanoparticulas
basadas en oro, plata y magnesio, asi como 6xidos de nanoparticulas como ZnO,
CuO, Fes30s4 y Y203 manteniendo caracteristicas como un tamafio pequefio
(aumenta el area superficial-masa) y forma de varilla, siendo eficaces en la
prevencion y/o superar la formacion de biopeliculas. Por consiguiente, dichos
nanomateriales pueden utilizarse como recubrimiento antibacterial en dispositivos
hospitalarios, (Figura 3), como valvulas cardiacas o implantes dentales con 6xido
de titanio enriquecidas de particulas de calcio, silicio, fésforo y plata, que han
demostrado una inhibicibn de la adhesién y crecimiento de bacterias como
Streptococcus mutans, Streptococcus epidermis y Escherichia coli, previniendo la
inflamacion alrededor del implante. Por otro lado, los catéteres intravenosos o
neuroquirdrgicos son propensos a colonizacion bacteriana, pero algunos
nanopolimeros como PLA/quitosano, TiO,-PEG/quitosano y gelatina/PCL/grafeno

han logrado retardar el crecimiento de biopeliculas (Wang et al., 2017).

Otra aplicacion biomédica de los nanomateriales es su uso en apositos para
acelerar la cicatrizacion de heridas y reducir el riesgo de infeccién, debido a que
pueden inhibir significativamente el crecimiento bacteriano, es asi que, la
combinacion de nanoparticulas de plata (AgNPs) y mezcla de polialcohol vinilico y
quitosano se ha utilizado en la cicatrizacion de heridas (Li et al., 2012). En préacticas
quirargicas como la artroplastia (cemento 6seo) el uso de una concentracion de
0.05% de AgNPs puede reducir significativamente infecciones causadas por S.
aureus, MRSA, S. epidermis, A. baumannii (Wang et al., 2017). En la ortodoncia,
los brackets recubiertos con nanoparticulas de CuO y ZnO pueden inhibir
eficazmente S. mutans (Wang et al., 2017).



En este sentido, las nanoparticulas son consideradas una alternativa prometedora
a los agentes antimicrobianos por su potencial terapéutico mejor capacidad para
atravesar barreras celulares y mayor reactividad contra las células bacterianas, y
ofrece beneficios como la capacidad de focalizacion precisa los que promueve en
avance en las ciencias médicas asi; como del perfeccionamiento del tratamiento de

enfermedades infecciosas (Anyaegbunam et al., 2024).
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Figura 3. Aplicacion de nanomateriales en la medicina, modificado de Wang et
al., 2017.

2.3.1. La plata y nanoparticulas de plata: elemento y particula

antimicrobianas

La plata es un elemento quimico valorado por sus amplias aplicaciones en la
industria, el arte y la medicina. Su nombre se deriva del latin “Argentum” el cual es
proveniente su simbolo Ag, su brillo y rareza ha hecho que sea un material utilizado

desde monedas hasta el arte, la ornamentacion y objetos culturas desde la
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antigiiedad (Barillo & Marx, 2014). La plata es un metal con nimero atémico 47,
peso molecular 107.87 g/mol, densidad de 10.49 g/cm?, punto de fusién de 961.8
°C y 2162 °C de punto de ebullicién; relativamente poco reactivo lo que la hace
idonea para la elaboracién de objetos de uso prolongado como monedas, joyas y
vajillas; A diferencia de la mayoria de los metales, como el cobre y el hierro, no se

oxida facilmente.

El uso de la Ag se remota al imperio griego y romano para decorar copas donde
solian almacenar bebidas, dichas copas conocidas como Copas de Licurgo se han
revisado por Espectrometria de Masas y otros analisis determinando que se
recubrian con nanoparticulas de cobre, plata, hierro y otros metales para darle
colores y relieves particulares (McMahon & Currell, 2013; Tarannum et al., 2019).
De forma secundaria, las copas podrian haber aportado propiedades
antimicrobianas para garantizar que el agua y otros liquidos fueran potables; esta
capacidad de inhibir el crecimiento bacteriano es debido a la interaccién de los
iones plata con grupos tioles de las enzimas y proteinas de bacterias conduciendo
a la muerte celular (Bruna et al., 2021, Loiseau et al., 2019).

La extraccion de plata en la antigledad consistia en una mineria manual, y el
proceso actual implica la extraccion de minerales como la argentita y otros
minerales que contienen plata, los cuales se refinan garantizando una alta pureza
mediante métodos como la cianuracion, fundicion y electrorefinacion. La mayor
parte de produccién de actual se concentra en paises como México, Peru, Chinay
Rusia donde se suele recuperar como subproducto de la extraccion de oro y cobre
(Hallam et al., 2023)

La demanda mundial de este metal se centra en 25% en joyeria y ornamentacion,
30% en electronica y conductividad eléctrica, 10% en fotografia, 10% aplicaciones
antimicrobianas y dispositivos médicos (una de las propiedades mas destacas de
la Ag), 5% en energia solar, y finalmente, otro 20% se utiliza para la catalisis, la
sintesis quimica y como catalizador en reacciones organicas, asi Como Su uso en
galvanoplastia, recubrimientos y la fabricacion de espejos y dispositivos

electronicos amplia su @mbito de aplicacién en la industria (Trento, 2026).
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La plata en solucidon y en nanoparticulas ha sido utilizada en diversas formas
guimicas para su aplicacion incluidas cremas y apositos para tratar quemaduras,
Ulceras, heridas e infecciones causadas por bacterias (Bruna et al., 2021; Dipankar
& Murugan, 2012; Rai et al., 2009). Gracias al impacto de la nanotecnologia, las
AgNPs son un agente antimicrobiano frente a una variedad de microorganismos
patdgenos causantes de las principales infecciones hospitalarias (Chauhan et al.,
2013; Rai et al., 2009; Sadhasivam et al., 2010).

La actividad biolégica antibacteriana de las AgNPs se ha investigado tanto en
bacterias Gram positivas como en Gram negativas, y se atribuye principalmente a
la liberacion de iones de plata (Ag*), lo que conduce al incremento de especies
reactivas de oxigeno (ROS) intracelulares y a la destruccion de la estructura de la
membrana bacteriana, desensamble de ribosomas, desnaturalizacién de proteinas,
y alteracion del ADN (Figura 4) (Xu et al.,, 2020). Las AgNPs se consideran
nanoparticulas rentables y han demostrado una minima citotoxicidad y respuesta
inmune; por lo tanto, sus aplicaciones biomédicas se consideran seguras e implican
la administracion de farmacos, su uso como agente de contraste en imagenologia
y diagndstico molecular, su incorporacion a mallas quirdrgicas y apositos para
heridas y cicatrizacion, asi como su potencial uso como nanovehiculos de farmacos
(Fahim et al., 2024).
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Figura 4. Accion antibacteriana de las AgNPs. Imagen propia creada en
https://BioRender con informacion de Xu et al., (2020).
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2.4. Sintesis verde de nanoparticulas metalicas como proceso de menor

impacto al ambiente y la salud

Las nanoparticulas en general se pueden obtener por dos enfoques de arriba hacia
abajo o Top-down o abajo hacia arriba o Bottom-up (Figura 5). El método Top-down
o descendente, también conocido como método destructivo, descompone
materiales a granel en materiales mas pequefios, que luego se transforman en
nanomateriales; por ejemplo la ablacion laser, entre otras; mientras que el método
Bottom-up o ascendente, también conocido como método constructivo, implica la
construccion de material desde atomos hasta cumulos y nanoparticulas tales como

hilado, sol-gel, sintesis verde, entre otras (Mekuye & Abera, 2023).

Enfoque Top-down Enfoque Bottom-up
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pulverizacion catodica NanoPartlcmas « Hilado
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Figura 5. Métodos convencionales en la sintesis de nanoparticulas creado en

https://BioRender.com informacion de (Mekuye & Abera, 2023).
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Es importante mencionar que la estrategia Top-down, requiere de equipos y alta
demanda de energia haciéndolo costoso, es por ello que se opta mas por la Bottom
up, donde los métodos mas utilizados son los quimicos como sol-gel en los cuales
se controla morfologia y tamafio. Es importante resaltar que la mayoria de estos
meétodos utilizan productos quimicos toxicos (solventes organicos, agentes
reductores y estabilizadores) no biodegradables que son potencialmente peligrosos

para el medio ambiente y los sistemas bioldgicos (Chaudhary et al., 2019)

De manera general, los métodos de sintesis se pueden clasificar en métodos
convencionales y verdes, los primeros, aunque demuestran ventajas como gran
escalabilidad, gran variedad de nanoparticulas con mdltiples aplicaciones, alto
control sobre la morfologia y tamafio, sobresalen efectos negativos como uso
excesivo de solventes organicos, requerimientos de alta energia y produccion de
desechos toxicos que contribuyen a la contaminacion ambiental. Debido a la crisis
climética actual, es importante el desarrollo de nuevos métodos y que cumplan los
12 Principios de la Quimica Verde, asi como el Objetivo 12 de Produccion y
Consumo responsables de la Agenda 2030 de La Organizacion de las Naciones
Unidas; por lo tanto, la sintesis verde ha ganado gran interés al ser un proceso
limpio, seguro, rentable y respetuoso con el medio ambiente para obtener

nanoparticulas (Huston et al., 2021).

Dentro de los factores para tener en cuenta en la sintesis de AgNPs,

particularmente por sintesis quimica, Mohd et al., 2024 sugiere considerar:

El pH: Afecta significativamente el tamafio y morfologia (pH alcalinos, particulas
pequefias), modula la tasa de reduccion de iones de Ag* siendo mas favorable pH
altos, impacta en la carga superficial y esta a su vez influye en la estabilidad de la
nanoparticula, efecto sobre la aglomeracién donde agentes estabilizadores con

valores de pH bajos minimizan la probabilidad de agregacion.

Temperatura: Impacta en el tamafio y la morfologia de las particulas siendo
directamente proporcional pues temperaturas altas de 50°C promueven la
nucleacion, crecimiento y agregacion rapida produciendo particulas de mayor

tamafio y de forma irregular, aceleran la tasa de reduccién debido al aumento de la
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energia cinética de los reactivos, lo que conduce a colisiones frecuentes y
reacciones mas rapidas, mientras que temperaturas menores 37°C favorecen la

estabilidad de las particulas.

Agente reductor: La facilidad para donar electrones de un compuesto, es decir su
capacidad reductora, impacta sobre el tamafio y la forma de las particulas
metalicas, agentes potentes por ejemplo aquellos que son ricos en grupos fendlicos
o amino (hidrazina, borohidruro de sodio), favorecen la formacién de nanoparticulas
pequefias. Una concentracibn mayor, conduce a reducciones rapidas de los iones
plata, y un mayor rendimiento de reaccién, de lo contrario se aglomera y seran poco

estables.

Tiempo de reaccion: Afecta significativamente el tamafio y la morfologia de las
AgNPs. En el inicio de la reaccion, la reduccion del precursor metélico genera altas
tasas de nucleacion o semillas en estado metalico, pero a medida que avanza la
reaccion, las nanoparticulas crecen por la agregacion de iones reducidos en la
superficie de las semillas. Ademas, reacciones prologadas favorecen la estabilidad
y producen formas irregulares o nanoparticulas agregadas. Por el contrario,

tiempos cortos reducen rendimiento o una formacion incompleta de las AgNPs.

Precursor metdlico: La concentracion inicial de plata es un parametro critico que
modula de manera directamente proporcional la morfologia (tamafio y forma). Sin
embargo, una mayor disponibilidad de iones de plata promueve aglomeracion de
nanoparticulas. De acuerdo a la literatura, los rangos de concentracion de precursor
como el AgNOs son de 0.1 M a 10 mM. La estabilidad se relaciona estrechamente
con los tamafos mayores de la AgNPs adicional que el rendimiento sin duda
aumenta con contracciones mas altas de plata por la disponibilidad de iones en la

solucion.

La integracién de la mayoria de estos factores es crucial para la sintesis de
nanoparticulas partiendo del mecanismo fundamente de la reduccion de los iones
metalicos, donde es necesario que intervenga elementos como en medio donde se
produce la reaccion, el agente reductor y el agente estabilizante pero como ya se

menciond un extracto vegetal puede tener esta doble funcion, es asi que el
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mecanismo de formacion ocurre en tres etapas: activacion, crecimiento y

estabilizacion descritas a continuacion (Adeyemi et al., 2022) .

Etapa de activacion: comprende la reduccion del metal, y la nucleacion. La
nucleacion es energéticamente menos favorable que el crecimiento y por ende al
aumentar la temperatura se incrementa la tasa de nucleacion.

Etapa de crecimiento: los metales sin carga formal cercanos se aglomeran para
formar estructuras mas grandes. Se siguen produciendo reacciones de reduccion
de aniones metdlicos, con nucleaciones heterogéneas y crecimiento por un
fenémeno conocido como maduracion de Ostwald.

Etapa Estabilizacion: las nanoparticulas adquieren el tamafio y forma
energéticamente mas favorables. Este punto es gobernado por la capacidad de

estabilizacion de los compuestos presentes en cada planta.

Contrarrestar la contaminacion del medio ambiente es un enfoque actual de la
nanotecnologia, si bien se sabe que los métodos tradicionales como la sintesis de
nanoparticulas por métodos fisicos y quimicos permite controlar tamafio y forma
siendo estas las principales caracteristicas que rigen el tipo de actividad biolégica,
generan residuos peligros y toxicos lo que limita su aplicacion biomédica. Por ende,
el uso de métodos verdes (Figura 6) es una alternativa para la sintesis
nanotecnologia, pues reduce el impacto ambiental y los residuos toxicos, siendo la
sintesis verde el método mas prometedor donde usa agentes reductores como
microorganismos y extractos de plantas ricas en fitocompuestos adicionando y
estos Ultimos también actian como agentes estabilizantes. Particularmente, las
AgNPs sintetizadas con extractos vegetales, donde se reportan el uso de raiz,
tallos, hojas y semillas exhiben propiedades antibacterianas y anticancerigenas

siendo candidatas en la aplicacion biomédica (Kurul et al., 2025).
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Figura 6. Enfoque de la quimica verde creada en https://BioRender.com
(modificado de Kurul, Doruk & Topkaya, 2025).

En este sentido, la quimica verde tiene un enfoque de prevenir la liberacion de
sustancias nocivas, desarrollando productos y sintesis quimicas rentables y menos
peligrosas por tanto al usar microrganismos como bacterias, levaduras y hongos,
asi como extractos vegetales, se convierte en una alternativa que cumple con los
principios de la quimica verde como: sintesis quimica menos peligrosa, disefio de
productos quimicos mas seguros, disolventes mas seguros y disefio para la
eficiencia energética (Huston et al., 2021; Kurul et al., 2025). De esta manera se
garantiza una sostenibilidad de los recursos naturales, asi como satisfacer las

necesidades actuales integrando de forma Optima una quimica sostenible, una
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quimica verde y una quimica circular que busca un periodo de vida a los productos
y materiales mas eficiente y ciclico eliminando la economia lineal basada en el

extraer, fabricar, usar y desechar (Kurul et al, 2025).
2.4.1. Extractos vegetales usadas en la sintesis de AgNPs

El uso de extractos de plantas en la sintesis de AQNPs que actian como agentes
reductores y estabilizadores para convertir los iones metalicos, como los de plata
en nanoparticulas, se ha obtenido de diversas partes de las plantas que contienen
una variedad de metabolitos como alcaloides, compuestos fendlicos y terpenoides,
gue son agentes reductores y estabilizantes de nanoparticulas metalicas como las
AgNPs (Saini et al., 2015; Vanlalveni et al., 2021). Ademas, se ha reportado que
esta sintesis puede realizarse a temperatura y presion ambiental, lo que contribuye
a la sostenibilidad del proceso (Sadeghi & Gholamhoseinpoor, 2015), en seguida
se describe estas especies vegetales que han sido agentes reductores y

estabilizantes en a la sintesis de AgNPs.

Azadirachta indica (neem) es una planta bien conocida por su uso como agente
antimicrobiano, fertilizante y control de plagas, investigadores utilizaron el extracto
acuoso de la hoja de A. indica, AQNO3s como precursor y amoniaco para ajustar a
un pH alcalino, como resultado reportan un RPS a 450nm, tamafio entre 20-30nm
y formas esféricas y una actividad antibacterias contra patdgenos gran positivos
como Bacillus cereus y Staphylococcus aureus y Grama negativos como
Salmonella typhi y Klebsiella pneumoniae (Anju et al., 2026). De manera similar
(Kumar Singh et al., 2025)usaron una combinacién de extracto de neem y carcuma
para las obtener AgNPs obteniendo sefiales a 440 nm en ultravioleta y un tamafo
entre 4 y 14.5 nm con una actividad antimicrobiana resaltando que son potenciales
agentes antimicrobianos, especialmente contraS. aureus,S. mutansy

Lactobacillus sp.

En la revision realizadas por (Deka et al., 2025) describen que extractos a partir
Ginkgo biloba, Origanum majorana, Firmiana colorata, Conocarpus lancifolius,
Capsicum chinense, Cymbopogon citratus, Rubia cordifolia, Portulaca oleracea y

Acacia cyanophylla, se constituyen de metabolitos con capacidad reductora y
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estabilizante. Los extractos utilizados se han obtenido a partir de diferentes 6rganos
vegetales, principalmente hojas, aunque también se han empleado flores, pétalos,

frutos, raices, tubérculos, corteza de tallo y cascaras de frutos.

Las AgNPs obtenidas mediante estos métodos presentan una considerable
variabilidad en sus propiedades fisicoquimicas, reportandose tamarfos
comprendidos entre 3 y 151 nm y predominando las morfologias esféricas o cuasi
esféricas, aunque también se han descrito nanoparticulas cubicas y sistemas
polidispersos. Estas diferencias dependen de factores como la composicion
quimica del extracto vegetal, la concentracion de los reactivos, las condiciones de
sintesis y el método de extraccion empleado. Como resultado de estas
investigaciones las nanoparticulas de plata sintetizadas han tenido una amplia
variedad de actividades biolégicas, entre las que destacan las propiedades
antimicrobianas, antioxidantes, antifangicas, antivirales, antiinflamatorias,
anticancerigenas y antibiopeliculas, lo que ha impulsado su estudio en aplicaciones

biomédicas, farmacéuticas y biotecnoldgicas (Deka et al., 2025).

Sin embargo, el uso del extracto de plantas dificulta la caracterizacién de las
nanoparticulas, pues el conjunto de fitocompuestos que participa en la reducciéon y
estabilizacion es diverso. La variabilidad de los fitocompuestos con respecto a la
época del afio, latitud y altitud de las plantas colectadas, puede afectar la sintesis
de las particulas. Recientemente, se propone la sintesis verde con un ndamero
limitado de fitocompuestos, buscando comprender los mecanismos de formacion
de las nanoparticulas, asi como el impacto en los biomodelos utilizados para su
evaluacion. En este trabajo buscamos la sintesis verde de AgNPs con dos
apocarotenoides obtenidos de la planta Bixa orellana, para determinar sus
diferencias fisicoquimicas y antimicrobianas. Asi, en los siguientes temas,
describiremos a la planta y las caracteristicas que hacen atractivas en aplicaciones

bioldgicas a Z-bixina y Z-norbixina.
2.5. Bixaorellana como fuente de apocarotenoides

Bixa orellana, conocida comunmente como achiote, es una planta perteneciente a

la familia Bixaceae y representada por un unico género Bixa. La planta es nativa de
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las areas tropicales, distribuido desde México hasta Ecuador, Brasil y Bolivia, es un
arbusto perenne que alcanza alturas de 3 a 5 m, hojas ovaladas, inflorescencias en
panicula terminal de color rosado o blanco. Los frutos son capsulas espinosas,
ovoides, puntiagudas, sus semillas son poliédricas que se encuentran cubiertas de
una membrana pulposa, pegajosa de color rojo o anaranjado, donde se encuentra
los apocarotenoides Z-bixina y Z-norbixina, que son extraidos de la semilla de esta
planta, siendo los compuestos mayoritarios en el extracto organico con un 70 a 80%
y 20 a 30%, respectivamente.

La semilla tiene una larga tradicidn cultural Sudamérica como agente colorante para
el cuerpo y el cabello, repelente de insectos, protector solar, especia e incluso se
utilizan en la medicina tradicional, por ejemplo, para el tratamiento de la ictericia, la
gonorrea y la lepra. La planta, que también se llama achiote o, en las comunidades
tradicionales de la selva amazonica, achiote, es conocida principalmente por su
brillante color rojo, causado por sus pigmentos carotenoides como la bixina y la
norbixina, presentes en las semillas, que aporta propiedades antioxidantes y
cicatrizantes (Praliler et al., 2025).

Tienen aplicaciones en la industria alimentaria, cosmética y farmacéutica, también
han sido tradicionalmente utilizados como colorantes naturales en diversos
productos, aprobado por la FDA en Estados Unidos (Enayati, Assadpour, et al.,
2023), el cual es catalogado como E160b y es recomendado como el sustituto de
colorantes artificiales con el E122 (carmoisina) prohibido en la Unién Europea y
Estados Unidos (Raddatz-Mota et al., 2017). La produccion mundial anual de
semilla es de 14 500 toneladas, de los cuales, dos tercios se comercializa como
semilla seca y el restante como colorante, donde América Latina produce el 60 %,
seguido de Africa con 27 % y Asia con el 12 %, siendo los principales productores
Peru, Brasil y México (Raddatz-Mota et al., 2017).

Sin embargo, su potencial y aplicacion va mas alla de la coloracién, ya que recientes
investigaciones han destacado su capacidad antioxidante y su posible uso en la
sintesis de nanoparticulas con aplicaciones antimicrobianas (Garcia-Mateos et al.,
2013; Maitra et al., 2023; Poornima et al., 2019). Nuestro grupo de investigacion ha

reportado que los apocarotenoides Z-bixina y Z-norbixina son los componentes
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mayoritarios de extracto organico de la semilla de B. orellana (Cardenas et al,
2023). Asimismo, ambos exhiben propiedades farmacobiolégicas como
antifingicos, antibacterianos, antiparasitarios, anticancerigenos, antioxidantes y

antiapoptoticos (Enayati, Assadpour, et al., 2023).

La Z-bixina y Z-norbixina son extraidos mediante solventes organicos, extraccion
por fluidos supercriticos 0 microondas, y se constituyen de cadenas largas de
carbono insaturadas que les permiten capturar radicales libres, que pueden alterar
biomoléculas en la célula (Figura 7) (Garcia et al., 2012). Adicionalmente, se
consideran seguros y no téxicos en las concentraciones establecidas por las
agencias reguladoras como la OMS, donde el consumo estimado aceptable diario
es un maximo de 0.065 mg/kg de Z-bixina y 0.051 mg/kg de Z-norbixina en peso
corporal/dia (Raddatz-Mota et al., 2017). Su uso seguro también radica en estudios
previos donde determinaron en la absorciéon y eliminacién de la bixina ingerida en
el plasma humano ocurre rapidamente, por ser un compuesto apolar y por la accion
de las esterasas plasmaticas e intestinales se convierte en norbixina, considerado

un compuesto de vida media corta (Enayati, Rezaei, et al., 2023).

Existen diferencias fisicoquimicas de estos dos apocarotenoides por una parte la
bixina tiene una estructura quimica Ca2s Hzo O4 y un peso molecular de 394.5 g/mol,
con puntos de fusion entre 189.5 a 190.5 °C, es soluble es disolventes organicos
de polaridad media acetato de etilo, acetona, cloroformo, etanol, metanol y grasas
es un acido carotenoico con 9 enlaces conjugados con una absorbancia maxima
(Amax) @ 430, 461 y 490 nm (de Oliveira Janior et al., 2019; Enayati, Rezaei, et al.,
2023) Por otra parte, la norbixina se caracteriza por un estructura quimica de C24
H2s O4y un peso molecular de 380.48 g/mol con puntos de fusion de 242,5 °C
hidrosoluble es un acido dicarboxilico que al igual que la bixina contiene nueve
enlaces dobles conjugados con absorbancias Amax a 428, 460 y 488 nm (Fontinele
et al., 2018; Van Scheppingen et al., 2012).

De forma general la diferencia estructural entre Z-bixina y Z-norbixina radica en un

grupo metilo adicional en la Z-bixina en un grupo éster y otro acido carboxilico,

mientras que la Z-norbixina es un diacido carboxilico terminal (Figura 7) lo que le
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confiere una diferencia en propiedades fisicas como polaridad, solubilidad y
coloracién, lo que conlleva a aplicaciones diversas. Naturalmente la bixina en la
configuracion estereoquimica E; sin embargo, los enlaces dobles de la bixina
pueden isomerizarse durante el aislamiento y la solubilidad o cuando se exponen
al calor y la luz, lo que se convierte en varios isomeros (Enayati, Rezaei, et al.,
2023) donde se puede tener una mezcla de isbmeros como Z-bixina como el
compuesto mayoritario y en menor cantidad E-bixina (Figura 7), siendo este ultimo
el isébmeros estable y puede aumentar tras la elaidinizicacion de la Z-bixina por
factores como exposicion a la radiacion UV o calor (Aluko, 2024; Céardenas et al.,
2022). La isomerizacion de Z-norbixina produce mezclas de Z- y E-norbixina. Otros
compuestos presentes en el extracto son Z-diéster de bixina, E-diéster de bixina y
metil E-bixina (Fig. 7) (Cardenas et al., 2023).

Z-bixina

CHs CHj
Z-norbixina
Q CH, CHs
OH
ch\o =z p = 7 N N N NP
CHs CHs 0
E-bixina
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Z-Diéster de hixina

E-norbixina

Figura 7. Estructura quimica de los isomeros bixina y norbixina.
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2.5.1 Actividad antimicrobiana de Bixa orellana

B. orellana se ha usado en la medicina tradicional como enjuague bucal para el
dolor de garganta e higiene bucal (Coelho dos Santos et al., 2022; Fleischer et al.,
2003), mientras que las semillas se utilizan como laxante, expectorante,
cicatrizante, antibiéticos (Coelho et al., 2022). Fleischer et al., 2003, reportaron la
actividad antibacteriana contra cepas tanto Gram positivas como Gram negativas
tales como Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes,
Salmonella typhy, Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli, empleando extracto
etandlico tanto de hojas como de semillas. Segun la revision del grupo de
investigadores de Coelho et al.,, 2022, las bacterias Gram negativas son mas
sensibles que las Gram positivas y los extractos metanélicos de semillas con
compuestos tales como azucares reductores, carbohidratos, saponinas,
terpenoides, taninos, alcaloides, compuestos acidos, proteinas, esteroides y
flavonoides ha mostrado mejor actividad antimicrobiana contra cepas patdégenas S.
aureus, S. dysenteriae, P. aeruginosa, S. typhiy E. coli usando concentraciones de
250 y 500 pg/disco de los extractos metandlicos de hojas (Karmakar et al., 2018).
Adicionalmente, tanto los extractos como aceites esenciales presentan metabolitos
medicinales activos que potencializan la accion biolégica en comparacion a
medicamentos estandar como clindamicina, gentamicina, ciprofloxacina,

tetraciclina entre otros (Coelho et al., 2022).

Por otro lado, un estudio de la actividad antibacteriana de extractos etandlicos de
hojas y semillas de B. orellana por el método de concentracion minima inhibitoria
(CMI) contra Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis
(ATCC 10556), reporta valores de CMI de 125.000 pg/mL y 31.250 pg/mL
respectivamente, para el extracto de semilla mientras que para el extracto de hojas
es de 62.500 ug/mL para ambas cepas, estableciendo que son una alternativa

como antibioticos para infecciones orales (Medina-Flores et al., 2016).

Otro estudio que empled el colorante de achiote extraido mediante un método
convencional, demostré actividad contra una CMI mas baja para B. cereus y B.
subtilis (16 mg/mL) y la CMI mas alta para E. coli, S. enteritidis y E. faecalis (64

mg/mL) mientras que utilizando extraccion asistida por ultrasonido (EAU) presentd
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la CMI mas baja para B. cereus y B. subtilis (8 mg/mL) y la CMI mas alta para E.
coliy S. enteritidis (64 mg/mL) (Yolmeh et al., 2015).

Por otra parte, la evaluacion de la actividad antibacteriana de norbixina comercial a
1, 2,4, 6y 8 % por dos métodos, difusion en disco y difusién en pocillo, determiné
una mayor sensibilidad para S. aureus (22.74 mm) y las menos sensible Clostridium
sporogenes (14.4 mm), y el menor diametro de inhibicion correspondié a Listeria
monocytogenes (19.09 mm) seguido de S. aureus (18.21 mm) y finalmente, E. coli
(9.09 mm) a concentraciones de 4 y 8%, concluyendo un efecto mayoritario en

cepas Gram positivas (Nasrollahzadeh et al., 2022).
2.6. Apocarotenoides y aplicacion en la nanotecnologia

En la busqueda de métodos de sintesis de AgNPs que sean eficientes vy
respetuosos con el medio ambiente, la sintesis utilizando extractos de plantas ha
surgido como una alternativa prometedora. Esta técnica se destaca por su
simplicidad, bajo costo y menor impacto ambiental en comparacion con los métodos
quimicos y fisicos tradicionales que a menudo involucran el uso de quimicos téxicos
y condiciones de reaccion extremas (Ghaffari-Moghaddam et al., 2014; Khan et al.,
2018). El uso de extractos de plantas en la sintesis de AgNPs que actlan como
agentes reductores y estabilizadores para convertir los iones de plata en
nanoparticulas, se ha obtenido de diversas partes de las plantas, como hojas, tallos,
frutos y raices, que contienen una variedad de metabolitos como alcaloides,
compuestos fendlicos y terpenoides, que han demostrado ser agentes reductores
de iones de plata y estabilizantes de AgNPs (Sadeghi & Gholamhoseinpoor, 2015;
Saini et al., 2015; Vanlalveni et al., 2021). Ademas, se ha reportado que esta
sintesis puede realizarse a temperatura y presion ambiental, lo que contribuye a la

sostenibilidad del proceso (Sadeghi & Gholamhoseinpoor, 2015).

Los estudios han demostrado que las AgNPs sintetizadas de esta forma poseen
una actividad antimicrobiana significativa, o que hace candidatas prometedoras
para aplicaciones en biomedicina (Ghaffari-Moghaddam et al., 2014; Vanlalveni et
al., 2021). Sin embargo, se establece que la forma, el tamafio y la estabilidad de

las AgNPs depende directamente de la sintesis y pueden influir en su actividad
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antimicrobiana, y adicionalmente, el uso de fitocompuestos con propiedades
antibacterianas también podrian ejercer una actividad sinérgica de las AgNPs
(Vanlalveni et al., 2021). Por ejemplo, (Mattos et al., 2020), demostraron que AgNPs
sintetizadas con un extracto de corteza de Handroanthus impetiginosus, son un
buen agente bactericida contra Staphylococcus aureus y Escherichia coli con
valores de concentraciones minimas inhibitorias (CMI) de 3.1x10%pg/ mLy 6.7 x10%
ng/mLy siendo mayor que el extracto donde se obtuvieron valores de CMI 2.7x103
ug/mL y 1.2x10% ug/mL, respectivamente. Por otro lado, (Bhatnagar et al., 2022)
reportaron el uso de un pigmento extracelular producido por Talaromyces
purpurogenus como agente reductor de AgNPs obteniendo formas esféricas,
hexagonales, varilla y triangular con una distribucion de tamafio de particula de 4 a
41 nm que exhibieron CMI de 32 y 4 pg/mL contra E. coli y S. epidermidis,

respectivamente.

En la literatura se reporta que el extracto de hoja de Bixa orellana contiene
compuestos bioactivos que reducen los iones de plata a AgQNPs entre 35-65 nm de
diametro (Poornima et al., 2019), realizaron la sintesis de AgNPs utilizando
extractos de hoja y tinte de Bixa orellana L. bajo la luz solar directa. Sin embargo,
Cardenas et al.,, 2023, reportan que la exposicién directa a luz solar genera
elaidinizacién de la bixina, y posterior degradacion total en tiempo de menos de 1.5
horas. Poornima et al., 2019 evaluaron la actividad antibacteriana de las AgNPs,
encontrando para las AgNPs sintetizada y el extracto una zona de inhibicién de 8.0
y 9.6 mm contra S. aureus mientras que para E. coli fueron de 7.6 y 6.3 mm
respectivamente. Si bien, el método de disco para la evaluacién antimicrobiana no
es el estandar, nos da una idea del potencial de AgNPs con fitocompuestos de B.
orellana. Por otro lado, Bijoy et al. (2023) utilizaron el extracto acuso de semilla de
B. orellana, en la sintesis de AgNPs obteniendo un tamafio de particulas de
aproximadamente 92.6 nm, las cuales demostraron una notable actividad
antioxidante y antibacteriana con un halo de inhibicion de 17 mm contra Shigella
dysenteriae a una concentracion de 80 mg/disco de AgNPs, y antiproliferativa
contra la linea celular humana de cancer de mama (MCF-7) obtenido un 68.3% de
méaxima inhibicion observada a una concentracion de 31.25 pg/mL y una menor

inhibicion de 21.2% a una concentracion de 3.90 pg/mL.
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Como se ha mencionado, una de las limitantes de la sintesis con extractos de planta
es la dificultad de caracterizar todos los compuestos que participan en la reduccion
y estabilizacion de las nanoparticulas metalicas, lo que dificulta la comprensién de
los mecanismos de accion ejercidos en sistemas biolégicos. En trabajos previos por
otros grupos de investigacion, la sintesis de AgNPs consider6 extractos acuosos
de hojas y semillas de B. orellana (Maitra et al., 2023; Poornima et al., 2019), es
decir, que ademas de apocarotenoides, otros fitoquimicos como polifenoles
pudieran estar contenidos en el extracto. La sintesis con un solo fitoquimico acota

las variables de sintesis y facilita la caracterizacion tanto quimica, como biologica.

3. JUSTIFICACION

El uso descontrolado de antibiéticos en el tratamiento de infecciones bacterianas
en el ser humano, asi como en la agricultura, ha llevado a una resistencia a los
agentes antibacterianos. Dicha resistencia, ha alertado a la comunidad cientifica no
solo para lograr una regulacién de antibiéticos sino para realizar investigaciones
que reviertan la tendencia proyectada de que las infecciones bacterias seran una
de las causas principales de mortalidad para el 2050 (Alberto et al., 2020; Price,
2016; Urban-Chmiel et al., 2022). En la basqueda de nuevos tratamientos, las
AgNPs son un candidato como tratamiento y/o adyuvante de antimicrobianos.
Investigaciones preclinicas de AgNPs con extractos vegetales, demuestran que
tienen una potente actividad antibacteriana. No obstante, el uso de extractos
vegetales crudos con una amplia gama de fitocompuestos, limita la caracterizaciéon
fisicoquimica y biolégica de las AgNPs y la comprension de los mecanismos
antibacterianos ejercidos por las mismas. Es por ello, que este trabajo, propone la
sintesis de AgNPs con los apocarotenoides aislados de B. orellana, Z-bixina y Z-
norbixina, y comparar sus caracteristicas fisicoquimicas, asi como la actividad

antimicrobiana contra cepas de bacterias ATCC.
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8. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

o La extraccion de la Z-bixina por contacto directo, asi como la transformacion
por reacciones de saponificacion a Z-norbixina fueron métodos Optimos para

aislar los agentes reductores con rendimientos del 11% y 89%, respectivamente.

e La Z-bixina y Z-norbixina son agentes reductores para la sintesis de
nanoparticulas de plata donde las AgNPs-b presentaron un tamano de 14 nmy
AgNPs-n de 32 nm.

e Las nanoparticulas sintetizadas tienen actividad de amplio espectro,
sinembargo, las AgNPs-b tienen mayor efecto antimicrobiano contra
P. aeruginosa, debido a la composicion dela nanoparticula que tienen una

mezcla de plata idnica y 6xidos de plata.

o Los agentes reductores Z-bixina y Z-norbixina forma una capa organica
sobre la superficie de la nanoparticula de plata que no solo favorece la
estabilidad coloidal, sino que mejora la actividad antibacteriana respecto a una

nanoparticula desnuda como las AgNPs.

o Como perspectiva se sugiera la determinar el tipo de actividad (sinérgica,
antagonista o indiferente) que ejerce los agentes reductores sobre una
nanoparticula de plata frente a la actividad antibacteriana.

Es necesario continuar con ensayos citotoxicos de las AgNPs sintetizadas con
el fin de establecer si se disminuye la toxicidad de una nanoparticula con una

cubierta orgéanica, proyectandolas con bioseguras y biocompatibles.
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