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RESUMEN

Aspergillus flavus como otras especies del género tiene una facil diseminacion, ya
que las condiciones ambientales tienen que ser extremas para inhibir su
crecimiento. No se le ha descrito como un patdégeno para las plantas, sin embargo,
Si causa problemas en las cosechas y almacenamiento, esto se le atribuye a la
capacidad de desarrollar metabolitos secundarios como las aflatoxinas
caracteristicas de la especie. En la medicina se le reconoce por ser el segundo
agente causal de la Aspergilosis invasiva y otros problemas respiratorios,
adicionalmente, se han descrito diferentes mecanismos de resistencia a los
antifangicos comerciales, por lo que el uso de la nanotecnologia como una
alternativa de tratamiento se identifica por el efecto antimicrobiano de las
nanoparticulas de plata, por tanto, este estudio se centra en identificar la accién
antifungica de las nanoparticulas de plata por sintesis verde, obtenidas del
extracto acuoso de las hojas de Moringa oleiferaen una cepa de Aspergillus
flavus.El estudio se llevo a cabo caracterizando las nanoparticulas de Ag por
Microscopia de Fuerza Atémica (AFM), revelando nanoparticulas esféricas de 50 a
70nm y un efecto antifingico en la inhibicion de crecimiento del hongo sobre un
agar PDA junto con nanoparticulas de plata en una concentracion de 100 y 50%,
durante 9 dias.Por ultimo se comparé la efectividad de las nanoparticulas de Ag
obtenidas por sintesis verde frente al extracto acuoso e hidroalcohdlico de Moringa
oleifera. En conclusion el ensayo demostré una actividad fungistética frente a la

cepa de Aspergillus flavus.

Palabras clave: Nanoparticulas de sintesis de verde, Aspergillus flavus,
Antifungico, Moringa oleifera
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INTRODUCCION

Las enfermedades producidas por hongos o también llamadas micosis tienen una
distribucion mundial debido a que los hongos se reproducen por esporas que
facilmente se distribuyen con el aire y su crecimiento se da gracias a las
condiciones ambientales naturales de la tierra, asi pues el contacto directo con los
seres vivos es constante. Aunque los hongos no causan brotes o pandemias, si
causan fuertes molestias afectando la calidad de vida del ser vivo, la incidencia de
infecciones por hongos ha aumentado significativamente debido al crecimiento en
el niumero de pacientes con comorbilidades, como: la diabetes, enfermedades
cardiacas, cancer, VIH, la obesidad, entre otras; del mismo modo, las infecciones

y tratamientos que involucran el deterioro del sistema inmunoldégico.

Existen diferentes géneros de hongos causales de enfermedades oportunistas, los
cuales toman importancia dependiendo su mecanismo de resistencia y féacil
diseminacién. El género Aspergillus se distingue por ser extenso, tener una
distribucion mundial, un ciclo biolégico simple, habita en el agua, el suelo, el aire,
el material en descomposicion y otras localizaciones, soporta un amplio rango de
temperatura (12°C a los 57°C). Incluye méas de 250 especies y la mayoria de las
infecciones invasivas son ocasionadas por A. fumigatus (80 %); el segundo agente
en frecuencia es A. flavus (15-20 %) y, con menor frecuencia, se observan
infecciones por A. niger, A. terreus y A. nidulans®2, se les atribuyen infecciones
oportunistas en el hombre y son responsables de algunos problemas de
contaminacion en productos vegetales.

Existe actualmente un numero razonable de agentes antifiingicos en el mercado,
junto con algunos derivados de estos farmacos que se han vuelto menos téxicos,
con potencias mejoradas y una farmacocinética mejorada. Sin embargo, sus
blancos celulares son limitados debido a la similitud entre hongos y huéspedes®).

La literatura describe los factores que favorecen el desarrollo de mecanismos de
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resistencia a los antifungicos, como el uso indiscriminado, el tiempo de
tratamiento, la dosificacion inadecuada, el acceso de antifingicos y antibiéticos y
la existencia de cepas con formacién debiofilm ). Adicionalmente, el desarrollo de
menos medicamentos que se pueden aplicar de forma segura en una variedad de
pacientes con varias condiciones, ha contribuido a la expansion del uso de
antifingicos para la profilaxis y la terapia empirica. Recientemente se describe que
el uso de los fungicidas agricolas estimula la resistencia adquirida en las especies
de Aspergillus, y estas cepas resistentes se estan extendiendo globalmente®). De
acuerdo a lo anterior, la nanotecnologia gracias a su uso multidisciplinario para el
control de microorganismos podria utilizarse como una alternativa al tratamiento
antifangico ya que cumple con las condiciones de baja toxicidad para las células
humanas y se ha demostrado en ensayos in vitro la susceptibilidad antifingica de

nanoparticulas de plata®.

Aspergillus flavus como otras especies del género tiene una facil diseminacion, ya
que las condiciones ambientales tienen que ser extremas para inhibir su
crecimiento. No se le ha descrito como un patégeno para las plantas, sin
embargo.si causa problemas en las cosechas y almacenamiento, gracias a su
capacidad de desarrollar metabolitos secundarios como las aflatoxinas, las cuales
son caracteristicas de la especie. Estas aflatoxinas junto con los factores de
virulencia de este hongo oportunista causa enfermedades en los seres humanos
tanto inmunocompetentes como en los inmunodeprimidos. Recientemente, ha sido

descrito como la segunda causa de aspergilosis en pacientes inmunodeprimidos(®.

Se ha evidenciado que las nanoparticulas metalicas tienen un efecto
antimicrobiano, especialmente las nanoparticulas de plata, pues sus propiedades
se remontan a la antigiedad donde la plata era utilizada para el tratamiento de
heridas, quemaduras y aguas®. La produccion de nanoparticulas de plata, se
basa en la reduccion de la plata Ag+ a Ag0, mediante el uso de rutas quimicas,

fisicas, fotoquimicas y biologicas, esta ultima metodologia consiste en utilizar
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microorganismos Yy extractos de plantas (sintesis verde) como agentes

reductores®,

La sintesis verde de nanoparticulas de plata ha demostrado a lo largo de las
investigaciones ser un método amigable con el medio ambiente, de bajo costo y
de facil acceso con respecto a las otras metodologias, por lo que, en el presente
proyecto se optd por utilizar Moringa oleifera, porque se presenta como un arbol
con un alto potencial biotecnolégico debido a su composicidon quimica, los estudios
de Bonal et al. y Garcia, ensayos realizados en los ultimos 5 afios demuestran sus
aplicaciones, que van desde su uso como biofortificante, estudios contra la
desnutricion y su aplicacibn como factor antifingico y antimicrobiano. La
naturaleza del Microscopio de fuerza Atémica (AFM) en la que una sonda entra en
contacto fisico con la muestra, hace de este instrumento una herramienta muy
poderosa, puesto que ademas de ser capaz de realizar imagenes de la muestra,
es capaz de medir fuerzas de interaccion. Esta Ultima caracteristica es la que lo
hace tan particular y diferente cuando se le compara con otras técnicas de
obtencién de imagenes a escala manométrica (1x10°m) incluyendo su predecesor,

el microscopio de efecto tiinel 12,

El proposito del presente estudio fue determinar la sensibilidad antimicotica de
nanoparticulas de Ag obtenidas por sintesis verde a partir de Moringa oleifera
sobre una cepa de Aspergillus flavus, para ello se decidi6 caracterizar las
nanoparticulas de plata obtenidas del extracto acuoso de Moringa oleifera por
medio del microscopio de fuerza atdmica, por consiguiente se realizé el ensayo de
sensibilidad antimicotica por la metodologia propuesta por Rodriguez Pedroso et
al. Por ultimo se comparo la efectividad de las nanoparticulas de Ag obtenidas por
sintesis verde frente al extracto acuoso e hidroalcohdlico de Moringa oleifera con
el fin de evidenciar el efecto fungicida o fungistatico que describen las recientes

investigaciones.

La sintesis verde de nanoparticulas de plata a partir de Moringa oleifera se
demostré en el cambio de color de la solucion final, esto sucede por el fenomeno
13



de resonancia de plasmones. La caracterizacion de nanoparticulas de plata se
logré gracias a la tecnologia del microscopio de fuerza atémica por la cual, se
obtuvieron nanoparticulas de plata esféricas de tamafio homogéneo y con una
buena dispersion. Se evidenci6 que las nanoparticulas de plata a una
concentracion de 100% y 50% tienen un efecto fungistatico sobre la cepa de
Aspergillus flavus, debido a que después de 9 dias de inoculacion no se evidencio
crecimiento, sin embargo pasado el tiempo de incubacion en la prueba fungicida
se observo crecimiento a los 3 dias de incubacion. En cuanto al agar inoculado
con 25% de nanoparticulas de plata el crecimiento del hongo se vio afectado, ya
gue solo se obtuvo crecimiento a los 5 dias de incubacién de colonias amarillas,
pequefias de aspecto aterciopelado caracteristicas de un cultivo joven. El extracto
acuoso y el extracto hidroalcohdlico de Moringa oleifera norevelaron un efecto
toxico sobre la cepa de Aspergillus flavus pues se observé crecimiento de colonias

verdes, amplias y de aspecto algodonoso a los 3 dias de incubacion.

Las nanoparticulas de plata por sintesis verde demostraron su efecto fungistatico
sobre uno de los mohos oportunistas causante de enfermedades graves en los
humanos, por lo que podria utilizarse como un coadyuvante para la terapia
antifungica. Adicionalmente, se evidencia que la cantidad de nanoparticulas de
plata en solucién afecta directamente el resultado antimicrobiano. Este estudio
incentiva el desarrollo de diversas metodologias que demuestren la capacidad
antifangica de las nanoparticulas de plata obtenidas por sintesis verde, no
obstante aporta conocimientos sobre la verdadera capacidad antifungica que se
describe en la literatura por parte de Moringa oleifera.
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OBJETIVO

OBJETIVO GENERAL

Determinar la sensibilidad antimicotica de nanoparticulas de Ag obtenidas por
sintesis verde a partir de Moringa oleifera sobre una cepa de Aspergillus flavus,
proveniente de la coleccién del cepario de la Universidad Colegio Mayor de

Cundinamarca.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Caracterizar las nanoparticulas de Ag obtenidas por sintesis verde a partir

del extracto acuoso de Moringa oleifera por AFM.

> Evaluar la sensibilidad antimicética de las nanoparticulas de Ag en la cepa

de Aspergillus flavus.

> Comparar la efectividad de las nanoparticulas de Ag obtenidas por sintesis

verde frente al extracto acuoso e hidroalcohdlico de Moringa oleifera en la cepa de

Aspergillus flavus.
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ANTECEDENTES

Prasad y Elumalai en el 2011 en India, realizan el primer estudio de biosintesis de
nanoparticulas de plata usando extracto de hojas de Moringa oleifera,
justificandoque su uso se debe a los componentes nutricionales y medicinales que
se describen en la medicina tradicional de la India. El extracto se obtuvo de hojas
secas con agua desionizada que se hirvio durante 20 min, la reduccion del ion Ag+
se logré mezclando 10 ml de extracto de hojas con 90 ml de una solucion acuosa
1mM de AgNOs y se calentd a 60 - 80°C durante 20 min.

La sintesis de nanoparticulas se observd con el cambio de color de la solucion,
partiendo de un amarrillo a un marrén oscuro y se comprobé con el espectro de
luz ultravioleta, el cual tuvo un pico de absorbancia a 430-440nm y el
ensanchamiento del pico indic6 que las particulas se polidispersaron. La
caracterizacion de las nanoparticulas de plata se ejecuté con la tecnologia de
microscopia electronica de transmision, la imagen se forma a partir de la
interaccion de los electrones transmitidos a través de la muestra, después se
amplié y se centr6 en un dispositivo de formacion de imagenes a partir de las
cuales se pudo concluir el tamafio promedio de las nanoparticulas de Ag fue de

aproximadamente 57nm y de forma esférica 13,

Ayanbimpe y colaboradores en Jos, Nigeria 2009, utilizaron un extractoetandlico
de corteza y de hojas de Jatropha curcas y Moringa oleifera en organismos como
Trichophyton soudanense, T. verrucosum, T. tonsurans, Cladosporium sp.,
Microsporum ferrugineum, Candida albicans, Aspergillus terreus, A. niger y
Penicillium expansum los cuales fueron aislados clinicos y contaminantes
obtenidos del Laboratorio de Micologia, mediante la metodologia de combinar
concentraciones 0.25, 0.5, 0.75 y 1.0 mg/ml? del extracto junto con Agar
Sabouraud, se observo inhibicion de crecimiento durante 3 semanas, los

resultados concluyeron que extractos de la corteza de ambas plantas no tuvieron
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efecto inhibitorio sobre los hongos y para los extractos de hojas de ambas plantas
en la mayor concentracion hubo un crecimiento pobre, sin esporulacion. Sin
embargo, los extractos de hoja de Jatropha exhibieron una actividad antifingica
mas fuerte pues la inhibicion por completo del crecimiento fungico se dio a la
concentracion de 0,75 mg/ml?, mientras que la concentraciéon que logro la
inhibicion por completo de los contaminantesen los extractos de Moringa fue de
1,0 mg/ml-1(4),

Sanchez Garcia en 2002 en su trabajo de investigacion utilizdé los extractos
acuosos y alcoholicos de las plantas Agave asperrima y Agave striata, para
evaluar su efecto a diferentes concentraciones (25, 50 y 75%) obteniendo la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI), la produccion de aflatoxinas y &cido
ciclopiazénico, en las cepas 1273, 1299 y 1059 de Aspergillus flavus y 148 y Su-I
de Aspergillus parasitic.Los resultados in vitro obtenidos en medio liquido (A & M)
indicaron que el extracto metandlico de la inflorescencia de A. asperrima present6
mayor efecto inhibitorio del crecimiento de los hongos analizados, con una CMI de
0.5 a 2.0 mg/ml en las cepas probadas. En el caso de la inflorescencia de A.
striata, se presentaron valores de CMI 1.0 a 2.0 mg/ml ligeramente mayores al
extracto de A. asperrima. Cuando analizaron los extractos de los tallos (escapos)
de ambas especies de Agave encontramos que las CMI fueron de 15 a 30 mg/mi

por lo tanto mostraron una menor actividad inhibitoria (15,

En otro ensayo titulado Efecto antifingico de extractos de gobernadora (Larrea
tridentata L.) sobre la inhibicién in vitro de Aspergillus flavus y Penicillium sp,
Moreno y colaboradores demostraron que la actividad antifungica de los
extractosse reflejo por la formacién de un halo deinhibicion mediante la técnica del
pozo en agar con la adicion de 50uL del extracto en concentraciones de 100,
200,400 y 600 mg/ml y la técnica dilucion de extracto en agar, consistio en hacer
una mezcla homogénea entre los extractos en concentracion de 100 mg/ml y el
agar papa dextrosa (PDA) identificando el efecto antifungico por elcrecimiento

radial del hongo.Los resultados arrojados por ambas técnicaspermitieron detectar
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los efectos antifungicosque presentaron los extractos; destacandoespecialmente
los etandlicos y metandlicos,ya que con ellos se lograron inhibiciones dehasta el
100% en ambas cepas, mostrandoconcentraciones minimas inhibitorias que van
de 3 a 7 mg/ml (16),

Raut et al. en 2014 identificaron un método "rapido y verde" para la sintesis de
nanoparticulas de plata (SNP) utilizando una importante planta medicinal Withania
somnifera.La actividad antifungica de las cepas Candida albicans (NCIM 3110)
Aspergillus niger (NCIM 1207) y Aspergillus flavus, se evalué mediante la técnica
de difusion de disco, sumergiendo los discos estériles de 6 mm de diametro en
NPAg, extracto de planta y solucion de nitrato de plata (1mM). Después de la
previa siembra masiva en agar PDA, a las 72 horas de incubacion se tomaron
medias de inhibicion de crecimiento y los resultados arrojados fueron que las
nanoparticulas por sintesis verde fueron mas eficaces contra A. niger en
comparacion con C. albicans y A. flavus (4,8, 4,1 y 4,9ug/ml para C. albicans, A.
niger y A. flavus, respectivamente).

Adicionalmente,determinan que la morfologia de las nanoparticulas de plata
depende de los principales componentes del extracto proveniente de las plantas y
las condiciones de sintesis. Por lo tanto, cabe la posibilidad de controlar las
propiedades y dimensiones de las nanoparticulas cambiando la composicion de la
mezcla de reaccioén y/o utilizando una cantidad diferente de biomasa o extracto de
planta y concentracion de sustrato para lograr la formacion de nanoparticulas con

la forma y el tamaiio @7,
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1. MARCO TEORICO

1.1. GENERO Aspergillus

El género Aspergillus fue reconocido inicialmente en 1729 por Micheli en
Florencia, Italia, que marcé el punto de partida de la micologia como ciencia en su
obra “Nova Plantarum Genera”. La denominacion del género se debe a la similitud
morfolégica de la cabeza conidial con un “aspergillus” (instrumento religioso
utilizado para dispersar el agua bendita)®®. Se reconoce a Link (1809) como al
autor que validé al género (CINB), a pesar que Micheli fue el primero que lo
describié 19,

Es un organismo filamentoso, hialino, saprofito, anamoérfico (asexual) que se
reproduce por esporas llamadas conidias, aunque se han descrito formas
teleoformicas (sexuales),es de distribucion mundial, se encuentra en el agua, el
suelo, el aire, el material en descomposicidén y otras localizaciones, en un amplio
rango de temperatura (12°C y los 57°C), humedad y aerobiosis?%21), Sin embargo,
algunas especies, producen deterioro y contaminacion de ciertos sustratos
alimentarios, en especial alimentos, granos, suelos (salinos, cultivados, desérticos
y de pastoreo), bosques subtropicales deciduos y ambientes internos, entre otros
(18,19) Este hongo tiene un ciclo biolégico muy simple en el cual se forman esporas
para su reproduccion y tras la germinacion de estas esporas se forman las hifas
que seran las formas invasivas del hongo. La simplicidad del ciclo biolégico
favorece una alta capacidad del hongo para la esporulacion y, como

consecuencia, la presencia de concentraciones altas de esporas en el aire(?,

El género Aspergillus no se han considerado como causa de enfermedades en las
plantas, sin embargo, algunas especies son responsables de algunos problemas

de contaminacion en productos vegetales ya sea en precosecha, cosecha, post
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cosecha y almacenamiento (A. niger, A. flavus, A. parasiticus, A. ochraceus, A.

carbonarius, A. alliaceus, entre otros)®3),

Tienen una considerable importancia para la sociedad debido a la capacidad que
presentan algunas de sus especies de producir enzimas y acidos organicos.
Aspergillus niger, es la principal especie utilizada para la produccion de acidos
organicos, basicamente acido citrico y &cido gluconico. En la produccion industrial
de enzimas, esta especie también ha sido utilizada como productora de catalasa.
Aspergillus oryzae, que ha sido empleada, entre otras aplicaciones, para la

produccion de a-amilasa, enzima de amplio uso en la industria panadera (8. 24.25)

Adicionalmente son reconocidos por ser productores de micotoxinas, que son
metabolitos secundarios producidos y secretados por el hongo durante el proceso
de degradacién de la materia organica, como mecanismo de defensa frente a

otros microorganismos(®),

1.1.2. Clasificacién taxondmica

Reino: Fungi

Filo: Ascomycota

Clase: Eurotiomycetes
Orden: Eurotiales
Familia: Trichocomaceae
Género: Aspergillus

Especie: Incluye mas de 250 especies, de las cuales a 20 se les atribuyen
infecciones oportunistas en el hombre, aunque algunas de ellas solo
ocasionalmente. Las especies de mayor interés clinico son Aspergillus fumigatus,

Aspergillus terreus, Aspergillus flavus, Aspergillus niger y Aspergillus ustus ?7),
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La clasificacion del género Aspergillus en subgéneros y secciones esta basada
fundamentalmente en cuatro caracteristicas: presencia de teleomorfo, presencia o
ausencia de métulas; disposicion de las métulas o fialides sobre la vesicula y

coloracion de las colonias 7).

1.1.3. Caracteristicas macro y microscopicas.Cuando se encuentra a aspergillus
sobre los alimentos o0 en cajas Petri cultivadas para su identificacion, las diferentes
especies se diferencian en tamafio, tasa de crecimiento, textura (aterciopelada,
granular, algodonosa) y color de la colonia: verde-amarillento (A. flavus), negro (A.
niger), marron (A. terreus). La coloracion aparece casi siempre en todas las

estructuras aéreas, tanto en el micelio como en las cabezas conidiales (19:26),

Con respecto a su identificacion microscépica, se tiene en cuenta que Aspergillus
es un género anamoérfico que produce esporas asexuales (conidios, mitosporas)
sobre estructuras especializadas caracteristicas que se componen de un:
conidiéforo (estipe) que se dilata en el apice, formando una vesicula de diferentes
formas. Las vesiculas pueden variar en tamafio y forma, desde esféricas

(globosas), clavadas, piriformes y espatuladas.

La vesicula nace sobre un corto o largo pie, usualmente aseptado, liso o rugoso y
que se une a la hifa portadora generalmente en angulo recto mediante una
estructura en forma de T invertida llamada célula pie, que forma parte integral del
estipe. La célula pie y el estipe son comunmente llamados conidiéforos, que
apicalmente terminan siempre en una vesicula dilatada, la cual puede dar origen
en su superficie a 1 o 2 tipos de estructuras (monoseriados), que son las célula
conidibgenas, o presentar una segunda estructura bajo las fialides llamadas
métulas (biseriadas) que pueden sostener 1 a 10 fialides c/u. Algunos miembros

del género pueden producir células de gruesa pared y de variado tamafio (siempre
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mayores que los conidios 0 mitosporas), llamadas células de Hille, generalmente
entremezcladas con el micelio o asociadas a las formas sexuales del género. Si
bien es cierto que su funcion parece ser protectora, pueden actuar también como
propagalos de dispersion (Fig. 1) 1927,

Figura 1. Estructuras morfologicas en el género Aspergillus: cabezas radiadas y

columnares, tipos de vesiculas, célula pie, células Hulle
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Fidlides

Aportes nicas mas
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|
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Células Hiille

Actualmente se consideran 11 géneros teleomorficos dentro del género
anamorfico Aspergillus. Chaetosartoria (Seccién Cremei), Dichlaena y Eurotium
(Seccién Aspergillus, Emericella (Seccion Nidulantes, Fennellia (Seccidn
Flavipedes), Hemicarpenteles, Sclerocleista y Warcupiella (Seccién Ornati),
Neopetromyces (Seccion Circumdati), Neosartorya (Seccion Fumigati, Petromyces

(Seccion Flavi®®),

1.1.4. Micotoxinas.Los mohos crecen sobre los materiales vegetales produciendo
el deterioro de los mismos. Forman metabolitos secundarios que actlan como

antibioticos favoreciendo la prevalencia del moho frente a otros microorganismos,
22



muchos de los cuales son toxicos para plantas y/o animales. Estos metabolitos
que enferman o matan a los animales que los consumen se conocen como
micotoxinas, son compuestos ubicuos que difieren mucho en sus propiedades
quimicas, biolégicas y toxicologicas y la afecciébn se llama micotoxicosis. Las
micotoxinas son especificas. Cuanto mas compleja es la ruta biosintética de estos
metabolitos secundarios, mas restringido es el nimero de especies de hongos
productores (Cuadro 1). La contaminacion directa con un moho y la consecuente
produccion de toxina puede ocurrir durante la produccién, el transporte, el
estacionamiento o el procesamiento del alimento o forraje. Mientras que la
contaminacion indirecta se debe a la presencia de un ingrediente previamente
contaminado con un moho toxigénico que ya ha desaparecido y cuya micotoxina
persistente (28),

El mayor problema reside en la presencia de micotoxinas contaminantes en
alimentos y piensos. Donde varias de estas se han identificado y la mas
importante son las aflatoxinas y la ocratoxina A 9.

Cuadro 1. Algunas micotoxinas descritas en el género Aspergillus y su efecto en

humanos y/o animales (12-20.23),

Aspergillus MICOTOXINAS EFECTO
A.clavatus Patulina Neurotoxico
Citocalasinas Inhibe la division
celular, la  funcion
tiroidea y la secrecion
de amilasa.
A. parasiticus AflatoxinasB1, B2,G1, G2 Hepatotdxico,
A. flavus Acido ciclopiazonico(A. flavus) inmunotéxico y
‘ cancerigeno
A. niger Ocratoxina A Nefrotoxico
A. ochraceus Acido penicilico Hepatotoxico y
cancerigeno
A. niveus Citrinina Nefrotdxico
A.terreus Citroviridina Afeccion cardiaca
A. oryzae Territrems
Acido ciclopiazénico Desordenes
gastrointestinales y
neuroldgicos
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A. versicolor Esterigmatocistina Hepatotoxico
A. nidulans

Las aflatoxinas B1, B2, G1 y G2, por su poder carcinogénico son consideradas las
mas hepatotdxicas®?, por el riesgo en salud humana y animal, debido a la
contaminacion de productos en pre-cosecha: maiz, algodon, soja, mani, nueces y
por ciertos residuos que aparecen en la leche debido al consumo por los animales
de piensos contaminados. La ocratoxina A es una potente nefrotoxina que ademas
posee propiedades carcinogénicas, teratogénicas e inmunotdxicas en ratas y
posiblemente en humanos. Puede contaminar alimentos, tales como granos,
legumbres, café, frutas secas, cerveza, vino y carnes: las especies mMas

productoras pertenecen a la seccion Circumdati y Nigri 2.

1.1.5. Mecanismos de resistencia

1.1.5.1. Mutaciones Cyp51A. Hasta ahora, la mayoria de las cepas resistentes a
azoles (fluconazol, voriconazol, posaconazol) se han asociado con mutaciones
puntuales o sobreexpresion de cyp51A y su promotor (TR34/Leu98His;
TR46/Tyr121Phe/Thr289Ala) que se ha encontrado en el medio ambiente y
aislamientos clinicos de 22 paises ©®). El cyp51A codifica una 14a-esterol-
desmetilasa, una enzima clave en la ruta de biosintesis de ergosterol, principal
componente de las membranas celulares de hongos. La inhibicién de la 14a-
desmetilasa es fungistatica en las levaduras y fungicida en mohos ©3. Los

triazoles se unen con uno de los atomos de nitrégeno del anillo de triazol al &tomo

24



de hierro en el grupo hemo ubicado en el sitio @, de esta forma, se bloquea la
desmetilacion 14a del lanosterol y el ergosterol no se sintetiza, alterando la fluidez
de la membrana lo que genera la muerte de las células flangicas ©%36). Otros
mecanismos probados de resistencia en A. fumigatus son aminoacidos Cyp51A
sustituciones en Gly54, Gly138, Met220, Gly448; En A flavus 50 y A terreus 51

mutaciones puntuales en Cyp51 han sido descritos ©®),

1.1.5.2. Mutaciones independientes de Cyp51A.La sobreexpresion de cyp51B,
sobreexpresion de bombas de eflujo que son proteinas de casete de union a ATP
(ATP), regulacion positiva de genes transportadores ABC y MSF, transportadores
secundarios que usan el proton fuerza a través de la membrana plasméatica. Hasta
la fecha, solo se sabe que cinco genes transportadores estan relacionados con la
resistencia: AfuMDR1, AfuMDR2, AfuMDR3, AfuMDR4 y AtrF. Por ultimo, un
vinculo demostrado entre los transportadores y la resistencia azoles fue la
expresion de cdrlB. La formacion de biofilms es también un factor de resistencia
para las especies de Aspergillus, que forman matrices extensas de

exopolisacaridos(®:36),

1.1.6. Aspergillus flavus. Descrito por Link en 1809, conocido como una especie
asexual que solo produce esporasasexuales, conidios y cuerpos fructiferos
asexuales de hibernacion, esclerocios.Recientemente, la etapa sexual de A. flavus

ha sido reportada y clasificada comoPetromyces flavus 7).

Se presenta como un saprofito en los suelos de todo el mundo y causa
complicaciones en varios cultivos agricolas importantes, como el maiz (pudricion
de la mazorca), el mani (moho amarillo) y la semilla de algodon, antes y después
de la cosecha. El hongo causa enfermedades animales y humanas ya sea a travées
del consumo de alimento contaminado (Aflatoxicosis y/o cancer de higado) o

mediante crecimiento invasivo (Aspergilosis), que a menudo es mortal en
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humanos que estan inmunocomprometidos. A. flavus se encuentra con relativa
frecuencia en casos de sinusitis, infecciones en la piel y en Aspergilosis
invasora®. Produce un metabolito secundario cancerigeno y mutagénico derivado
del policétido, la aflatoxina y otros metabolitos secundarios, incluidos el acido

ciclopiazénico (CPA) y elaflatrem®8),

A diferencia de la mayoria de los hongos, Aspergillus flavus es favorecido por las
condiciones secas y célidas. La temperatura Optima para el crecimiento es 37°C

(98.6 F), pero el hongo crece facilmente entre las temperaturas de 25-42°C (39),

Caracteristicas microscopicas (Fig. 2): Cabezas conidiales uniseriadas Yy
biseriadas, principalmente radiales; estipes normalmente rugosos, hialinos o de
color marréon palido. Vesicula esférica; métulas ocupando practicamente toda la

superficie de la vesicula. Conidios globosos o elipsoidales 7).

Figura 2. Morfologia microscopica a partir de cultivo de Aspergillus flavus con azul

de lactofenol.

Conidia of Aspergillus flavus mold.

http://lwww.clt.astate.edu/mhuss/Aspergillus%20flavus%20pict.jpg
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1.1.6.1. Epidemiologia.Al igual que otras especies de Aspergillus, A. flavus tiene
un efecto mundial distribucion. Esto probablemente sea el resultado de la
produccién de numerosos conidios aerotransportados, que se dispersan
facilmente por aire movimientos y posiblemente por insectos. La composicion de la
atmaosfera tiene un gran impacto en el crecimiento del moho, siendo la humedad la
variable mas importante(entré 0.86 y 0.96) La temperatura optima para A. flavus
para crecer es 37°C, pero se puede observar crecimiento fingico en temperaturas
que van desde 12 a 48°C y recientemente, ha sido descrito como la segunda

causa de aspergilosis en pacientes inmunodeprimidos®,

Se desconoce la razon por la que, la mayoria de casos de aspergilosis en
pacientes inmunocompetentes e inmunosuprimidos son reportados en el oriente
medio y Asia occidental, pero se le atribuye a las condiciones ambientales y

sociales que sufren los paises “9).

En dos de las publicaciones revisadas en las que se da cuenta de la incidencia en
Estados unidos de cada una de las especies de Aspergillus spp. en nifios, se
encontré que A. flavus es la especie mas frecuente, con datos de 65 y 72 %
(1.241) En una revision bibliografica en pacientes con afecciones hematoldgicas,

también se encontré que A. flavus era el agente mas frecuente (79,2 %) “2),

1.1.6.2. Cultivo en Agar. Macroscopicamente, se le ve como un hongo
aterciopelado, colonias planas, ilimitadas, pulverulentas, de color amarillo a verde
0 marrén, con reverso dorado a rojo-marrén con desarrollo promedio 3 a 5 dias

como se observa en las Fig. 3y 4.
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Figura 3. Cultivo de Aspergillus flavus en Agar PDA.

Cortes Pirazan 2018 Cortes Pirazan 2018

Figura 4. Reverso Cultivo de Aspergillus flavus en PDA

Cortes Pirazan 2018
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1.1.6.3. Aflatoxinas.Estructuralmente, las aflatoxinas son derivados de la
difuranocumarina, existiendo cuatro tipos naturales: Bl, B2, G1 y G2, de los
cuales el B1 es el mas abundante y toxico. Las letras B y G se refieren al color de
la fluorescencia (celeste y verdosa) observada bajo luz UV mientras que los
subindices 1 y 2 indican componente mayor y menor respectivamente. Las
aflatoxinas M1 y M2 son derivados monohidroxilados de las aflatoxinas B1 y B2,
respectivamente, y son excretadas en la leche de los animales que han ingerido

alimento contaminado con aflatoxinas(18:28),

La aflatoxina B1 es el agente cancerigeno natural mas potente que se conoce,
asociada principalmente al cancer hepético, por lo que esta clasificada como
carcinégeno del grupo 1A por la Agencia Internacional para la Investigacion del
Cancer (IARC, 1982). Actualmente, la legislacidon Europea establece un limite

maximo de 4 pg/kg de aflatoxinas totales en cereales y frutos secos “3).

La via principal de exposicion a aflatoxinas en el ser humano es el consumo de
alimentos contaminados, como cacahuetes y granos de cereal. Las aflatoxinas se
pueden transportar en particulas aerosolizadas y se han detectado en el aire
cercano a granjas contaminadas y en el polvo. La exposicidén significativa a
aflatoxinas es poco frecuente en los sujetos que residen en paises desarrollados
gue cuentan con cantidades suficientes de alimentos y hormas promulgadas para
controlar la concentracion de aflatoxina en los mismos. En particular, las tasas de
incidencia del cancer de higado son entre 2 y 10 veces mayores en los paises en
vias de desarrollo que en los desarrollados. La aflatoxicosis aguda provoca la
muerte, mientras que la aflatoxicosis cronica con lleva alteraciones patolégicas
mas prolongadas, como el cancer y la inmunodepresion. A. flavus es la especie
productora de aflatoxinas que aparece con una mayor frecuencia en la actividad

agricola y puede producir hasta 10% mg/Kg “4.

Se reportd en Venezuela la muerte de mas de 500 mascotas (perros y gatos) por

el consumo de alimentos concentrados contaminados con aflatoxinas. La
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incidencia reportada de aflatoxinas en Colombia oscila normalmente entre el 9 y el
309% “9),

1.2. MICOSIS SUBCUTANEAS

Las micosis profundas son infecciones poco frecuentes producidas por hongos,
que abarcan las micosis subcutaneas y las micosis sistémicas. Las micosis
subcutaneas, incluyen diversas entidades clinicas caracterizadas por la invasion
de la piel y el tejido subcutaneo por hongos saprofitos cuyo habitat es el suelo y
las plantas “®), Generalmente la puerta de entrada es la inoculacion directa con
material contaminado: astillas, espinas u otros objetos punzantes; o por inhalacion
de esporas (p. ej. Construcciones o demoliciones), denominandose asi, micosis

por implantacion (4748),

Las micosis subcutaneas mas prevalentes son: esporotricosis, cromoblastomicosis
y micetoma. Otras entidades mas raras comprenden: Lobomicosis, feohifomicosis,
hialohifomicosis y conidiobolomicosis®“”.Las Hialohifomicosis hacen referencia a
las entidades clinicas, oportunistas, producidas por hongos hialinos, a excepcion

de las aspergilosis y la geotricosis “9).

1.3. ASPERGILOSIS

Se define como el conjunto de enfermedades producidas por el género
Aspergillus, donde la especie mas representativa es A.fumigatus, otras especies
también han sido aisladas en diferentes pacientes con aspergilosis, como

Aspergillus niger, Aspergillus terreus o Aspergillus flavus®051),

1.3.1. Factores de Riesgo. Aquellas condiciones que comprometen la respuesta
inmune a nivel pulmonar y sistémico ante la inhalacion de esporas son
consideradas como factores de riesgo 9. Las cuales incluyen: neutropenia

profunda y mantenida, recibir dosis altas de corticosteroides u otras drogas que
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produzcan inmunodeficiencia celular severa, trasplante alogénico de cedular
madre hematopoyéticas, neoplasias hematoldgicas y enfermedad injerto contra
hospedero. No obstante, en los dltimos afios estamos atendiendo a un creciente
namero de formas invasivas de aspergilosis en pacientes con menor grado de
inmunosupresion, como son los pacientes ingresados en unidades de cuidados

intensivos (UCI), especialmente en aquellos con EPOC®2:53),

Incluyendo factores ambientales y genéticos, como: Elgrado de contaminacion del
aire ambiental y cierta predisposiciongenética. Con respecto a esta ultima, se ha
puesto de manifiestola importancia de diferentes polimorfismos genéticos (lectina
deunibn a manosa [Mannose-binding lectin —MBL—, Toll-like recepto[TLR4-2],

dectina-1, plasmindgeno, inteleucina-10, surfactante pulmonar®4.5%).,

1.3.2. Patogenia.La ruta usual de la infeccién es por via aérea, por la inhalacion de
las conidias hasta el pulmoén. El tiempo de germinacién es variable, desde dos
dias hasta incluso meses de acuerdo con la especie®?. La eliminacién de conidias
inhaladas tiene lugar por células epiteliales de la via aérea y fundamentalmente
por macrofagos alveolares. Estos realizan el aclaramiento de las conidias y tras
reconocer determinados antigenos fungicos de la pared celular, secretan
mediadores inflamatorios que favorecen el reclutamiento de neutrdfilos y la
activacion de la inmunidad celular, determinantes en la eliminacién de hifas y en la

constitucién de la respuesta inmunolégica®®).

1.3.3. Manifestaciones clinicas.El espectro clinico de la aspergilosis abarca las
reacciones alérgicas, la colonizacién asintomatica, la infeccion superficial y la
enfermedad invasora. La presentacion clinica depende del estado inmune del
hospedero y de los factores de riesgo asociados que presente; en la medida en
gue progrese la inmunosupresion sera mas probable presentar enfermedad

invasora (2953, Se dividen en manifestaciones alérgicas, crénicas e invasoras.

31



1.3.3.1 Aspergilosis broncopulmonar alérgica. La patogénesis de la ABPA es una
reaccion compleja de hipersensibilidad, observada en algunos pacientes con asma
o fibrosis quistica. Se produce cuando el &rbol bronquial es colonizado por
Aspergillus y conlleva episodios repetidos de obstruccion bronquial, inflamacion e
impacto mucoso, con fiebre, malestar, expectoracion de moldes mucosos oscuros,
eosinofilia y en ocasiones hemoptisis que pueden provocar bronquiectasias,

fibrosis y compromiso respiratorios®0:53),

La sinusitis alérgica por Aspergillus se presenta en pacientes adultos jovenes con
antecedente de asma o rinitis alérgica, polipos nasales cronicos y o pacificacién en

los senos paranasales920),

1.3.3.2. Aspergilosis pulmonar cronica.La aspergilosis pulmonar cronica incluye
varios cuadros clinicos, como el aspergiloma, la aspergilosis cronica cavitada, la
aspergilosis crénica fibrosante y la aspergilosis crénica necrotizante. El
aspergiloma o aspergiloma simple es una pelota fungica compuesta por hifas,
fibrina, moco y detritus celulares que anidan o colonizan una cavidad pulmonar
previa. La aspergilosis cronica cavitada (anteriormente denominado aspergiloma
complicado) afecta a pacientes inmunocompetentes que desarrollan una o mas
cavidades durante varios meses, habitualmente en I6bulos superiores y si

progresan pueden llegar a desarrollar formas crénicas fibrosantes(®0.

1.3.3.3. Aspergilosis invasora (Al).Las formas clinicas locales mas frecuentes de
Al tienen lugar a nivel pulmonar y en los senos paranasales, aunque también

pueden afectar al tracto gastrointestinal o a la piel, por inoculacién directa 9,
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1.3.3.4.1. Traqueobronquitis.No es una forma comun de aspergilosis invasiva y
afecta principalmente a los pacientes inmunodeprimidos y de la cual se han
descrito diferentes patrones: la aspergilosis bronquial obstructiva, que se asocia
con la produccién de tapones mucosos producidos por crecimiento de hifas en la
via aérea, pero con poca afectacion mucosa o invasion; la traqueobronquitis
ulcerativa, la cual consiste en la invasiéon focal por hifas en la mucosa
traqueobronquial o el cartilago; la traqueobronquitis pseudomembranosa, que se
caracteriza por extensa inflamacién e invasion del arbol traqueobronquial, con
presencia de pseudomembranas y detritos necréticos sobre la mucosa

bronquial(®0:57:58),

1.3.3.4.2. Aspergilosis invasiva extrapulmonar.La aspergilosis del SNC puede
observarse en el contexto de enfermedad diseminada o como extension desde
una aspergilosis sinusal. La clinica neurologica puede conllevar deterioro
cognitivo, déficit focal o crisis comiciales. EI compromiso cerebral es la
complicacion mas temida porque la mortalidad es superior al 90%.La endoftalmitis
ocular se puede observar en el seno de una aspergilosis diseminada o por
extension corneal secundaria a heridas traumaticas contaminadas. La infeccién
invasiva provoca destruccion de estructuras oculares y grandes déficits

funcionales que en ocasiones obligan a la enucleacion ©0.53),

La endocarditis por Aspergillus spp, es menos frecuente que la producida por
Candida spp. y suele asentar sobre valvulas protésicas. La aspergilosis cutanea
suele ser primaria, tras inoculaciones locales, traumatismos abiertos, catéteres
vasculares, quemaduras, vendajes contaminados, etc.; y mas rara vez se produce
en el contexto de infecciones diseminadas®®. La aspergilosis gastrointestinal
puede producir invasion local y expresarse como tiflitis, Ulceras coldnicas, dolor

abdominal, y/o sangrado intestinal ©9).
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1.3.4. Diagnostico. El diagnostico de la Aspergilosis invasiva es dificultoso debido
al riesgo de colonizacion y contaminacion y al bajo valor predictivo de los cultivos
de muestras respiratorias, fundamentalmente esputo. La Organizacién Europea
para la Investigacion y Tratamiento del Cancer (EORTC) y el Grupo de Estudio de
Micosis Americano (MSG) elaboraron unas recomendaciones diagnosticas para

infeccion fungica invasiva (€0,

Estas recomendaciones establecen tres criterios de diagndstico: Infeccion
probada, confirmacion por histologia o por cultivo de tejido estéril; Infeccion
probable, A+B+C (al menos un factor de cada grupo); Infeccién posible, A+ B (al
menos un factor de cada grupo), Estas tres categorias se establecen tras analizar

tres caracteristicas en los pacientes®):
a) Patologia de base

e 3 Episodio reciente de neutropenia (<500/mm3) durante mas de 10 dias

Trasplante alogénico de médula 6sea

e Uso prolongado de esteroides

e Tratamiento con inmunosupresores de células T, como ciclosporina,
tacrélimus, blogueantes de TNF- a, anticuerpos monoclonales especificos o
analogos de nucleésidos

e |nmunodeficiencia severa innata

b) Criterios clinicos y radiol6gicos

e Infeccidn del tracto respiratorio inferior

e Traqueobronquitis (Glcera, nddulo, pseudomembrana, placa o erosién en
estudio broncoscépico)

e Infeccidén senos paranasales

e |nfeccioén del sistema nervioso central
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c) Criterios microbiolégicos (micologicos)

e Andlisis directos (citologia, microscopia directa o cultivo)
e Hongo filamentoso en esputo, lavado broncoalveolar, cepillado bronquial o
aspirado de senos paranasales, indicado por:
o Presencia de hifas
o Cultivo de hongo filamentoso (p. ej. Aspergillus spp., Fusarium,
Zygomycetes o Scedosporium species)

e Analisis indirectos (deteccion de antigenos)

La deteccion de galactomanano (GM) es un hetero-polisacarido termo estable
presente en la pared celular de la mayoria de especies de Aspergillus y Penicillium
Es una técnica sencilla, reproducibles y rapida. Actualmente se utiliza una ELISA
de doble sandwich que emplea un anticuerpo monoclonal de rata EBA-2 dirigido
contra las cadenas laterales de 1-5- D-Galactofuranosido del galactomanano de
Aspergillus. Que junto con la tomografia computarizadason las pruebas no

basadas en cultivo que mas contribuyen al diagndstico de Al (50:53),

El diagndstico de ABPA conlleva criterios clinicos, radioldgicos e inmunolégicos,

como®D:

e Antecedentes de asma

e Pruebas cutaneas de reactividad inmediata a antigenos de Aspergillus spp.
e Concentraciones séricas de IgE > 417 1U/ml

e Eosinofilia periférica > 500 cel/mm3

e Infiltrados pulmonares en radiografia de térax o tomografia computarizada

1.3.5. Tratamiento.El tratamiento de eleccion para la aspergilosis varia segun las
manifestaciones clinicas, la edad, el estado inmunoldgico y hematoldgico del
paciente, las infecciones mixtas ya sea por hongos o bacterias y la infeccién con

cepas de Aspergillus que han adquirido resistencia a los triazoles 2.
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Para la aspergilosis invasiva, Existe un amplio consenso para considerar
voriconazol el tratamiento de eleccion de Al, en consecuencia con un estudio que
mostré superioridad sobre anfotericina B convencional, donde consiguié una
respuesta del 53 vs. 32% y un aumento de supervivencia a las 12 semanas (71 vs.
58%) (62),

Para los casos de asperilosis crénica se puede tener en cuenta la cirugia siempre
y cuando el estado hematolégico del paciente lo permita y el tratamiento de ABPA
persigue controlar los episodios inflamatorios y limitar la progresion del dafio
pulmonar. Los corticoides son la base del tratamiento, pero hay evidencia del

beneficio del tratamiento combinado (50:52),

1.4. NANOPARTICULAS DE PLATA (NPAQ)

1.4.1. Generalidades. La Nanotecnologia se emplea para describir la creacion y
manipulacion de materiales con caracteristicas estructurales dentro de la escala
nanométrica. El objetivo de esta tecnologia es innovar y desarrollar nuevos
dispositivos de impacto en diferentes areas, como por ejemplo, en la conversion
de energia, almacenamiento de informacion, administracién de farmacos y mejora

de la calidad de los materiales de uso médico®3,

La segunda revision de la normativa sobre los nanomateriales, define
nanomaterial como, un material natural, secundario o fabricado que contenga
particulas, sueltas o formando un agregado o aglomerado y en el que el 50% o
mas de las particulas en la granulometria numérica presente una o MAas
dimensiones externas en el intervalo de tamafos comprendido entre 1nm vy
100nm(®4),

La plata ha sido empleada durante miles de afios como metal precioso por el ser
humano en aplicaciones tan dispares como joyeria, utensilios, moneda, fotografia
o explosivos. De todos estos usos, uno de los mas importantes es su empleo

como agente desinfectante con fines higiénicos y médicos(®).
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Su fuerte actividad antimicrobiana es la principal caracteristica para el desarrollo
de productos con NPAg, actualmente, una amplia categoria de productos se
encuentran disponibles en el mercado. En el ambito médico, existen apdsitos para
heridas, dispositivos anticonceptivos, instrumental quirdrgico y protesis éseas,
todos ellos recubiertos o integrados con AgNPs para asi evitar el crecimiento
bacteriano. Finalmente, las AgNPs también tienen su aplicacion en el sector
alimentario, concretamente en agricultura y en el envasado de los alimentos.
Dentro del campo de la agricultura, las AgNPs se emplean para prolongar la
conservacion de frutos, ya que ademas de su actividad antibacteriana presentan

un efecto fungistatico que retarda el crecimiento de hongos fitopatégenos (©9),

1.4.2. Propiedades.Entre las propiedades caracteristicas de la plata nanométrica,
estan las derivadas de la resonancia plasmonica de superficie (conocida por sus
siglas en inglés: SPR, surface plasmon resonance). El fenomeno de SPR ocurre
porque los electrones en la superficie de una nanoparticula metalica oscilan al
interactuar con una onda electromagnética y se induce un momento dipolar sobre
la particula en un intervalo de tiempo. Cuando la componente eléctrica de la onda
electromagnética (de un haz de luz visible) que incide sobre la nanoparticula oscila
a la misma frecuencia que los electrones de ésta, ocurre el fenbmeno de

resonancia de plasmén de superficie®?),

1.4.3 Sintesis de Nanoparticulas de Plata.Actualmente, se han informado muchos
métodos para la sintesis de NPAg mediante el uso de rutas quimicas, fisicas,
fotoquimicas y biolégicas. Cada método tiene ventajas y desventajas, siendo los
problemas comunes los costos, la escalabilidad, el tamafio de las particulas y la
distribucion del tamafio ©®). La gran cantidad de atomos presentes en las
nanoparticulas son atomos superficiales por lo que la naturaleza de la superficie

de las nanoparticulas influird en gran medida en sus propiedades ©9).
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En general, hay dos enfoques que estan involucrados en la sintesis de
nanoparticulas de plata, ya sea desde el enfoque "Top to Bottom", la ruptura de
material adecuado hacia abajo en particulas finas por reduccion de tamafio con
diversas técnicas litograficas por ejemplo molienda, trituracion, pulverizacion y
ablacion térmica/laser; o desde un enfoque de "Bottom to up ”, las nanoparticulas
se pueden sintetizar utilizando métodos quimicos y biolégicos se basa en la
reduccion de iones en este caso de plata desde su estado de oxidacién a su
estado elemental, lo que después desencadena procesos de nucleaciébn o

agregacion(®s),

Figura 5. Diferentes enfoques de sintesis de nanoparticulas de plata.

Tﬂp to Bottom Mechanical/Ball milling
' 3 Chemical etching

Thermal/Laser ablation
Sputtering
Synthesis

of
Nano-
particles

Chemical/Electrochemical ===
precipitation

Vapour Deposition

Atomic/Molecular Condensation

Sol-Gel Process

Spray Pyrolysis

Laser Pyrolysis
Bottom to Up Aerosol Pyrolysis

Green Synthesis
-Bacteria

-Plant Extract
-Fungus

A review on plants extract mediated synthesis of silver nanoparticles for antimicrobial applications: A green

expertise. Ahmed 2016
Las nanoparticulas de plata se forman por la reduccion de la plata Ag+ en la forma
de nitrato de plata acuoso, es decir, cada catiébn Ag+ debe ganar un electrén para
convertirse en Ag0 ®7), La formacién de AgNPs se juzga inicialmente en funcion
del cambio de color de la solucion, a simple vista. La absorbancia caracteristica se
observa en el rango de 380 ~ 450nm, en el que se sintetizan principalmente

AgNPs esféricos(®?),
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1.4.3.1. Sintesis Quimica.En general, la sintesis de nanoparticulas metéalicas en

disolucién, se lleva a cabo mediante el empleo de los componentes que se

muestran, a continuacion.

Cuadro 2. Algunos métodos de sintesis de nanoparticulas de plata en

disolucion(®:9. 65.67),

Precursor Metélico
AgNO3
AgNO3

AgNO3
AgNO3
AgNO3
[Ag(NH3)2]
AgNO3

Ag(COOCH3)

AgNO3
AgNO3

Agente Reductor
Citrato

Borohidruro de sodio

NaBH4
Acido ascorbico

Polioles
B-D-glucosa
Azlcares
Dimetilformamida
(DMF)
Acetaldehido
Oleilamina (OLA)
Etilenglicol
Etileno

Acido laurico

Agente estabilizante
Citrato

Con o sin Bromuro de cetil
trimetil amonio (CTAB)
Polivinilpirrolidona (PVP)
Almidén

aminopropiltrietoxisilano
(APS) y PVP
hexadecilamina (HDA)
oleilamina (OLA)
PVP
Entre otros: Acetato de
celulosa poli-vinil-alcohol
(PVA), Agar, Ciclodextrina,
bis (2-etilhexil)
sulfosuccinato de sodio
(AQT), Oleato de sodio.

39



El mecanismo de formacion de las disoluciones coloidales a partir de la reduccion
de iones plata consta de dos etapas diferentes: nucleacion y crecimiento. El
tamafio y la forma de las nanoparticulas dependera de las velocidades relativas de
estos procesos que pueden ser controladas a través de la modificacién de los

parametros de reaccion (concentracion, temperatura, pH, poder reductor, etc.)®,

1.4.3.2. Sintesis Fisica.Las nanoparticulas metalicas pueden sintetizarse
generalmente por evaporacion y condensacion, utiliza las energias fisicas
(térmica, potencia de CA y arco eléctrico) para producir NPAg con una distribucién
de tamafio casi estrecha. Lo que podria llevarse a cabo utilizando un horno tubular
a presion atmosférica. Sin embargo, en el caso de usar un horno tubular a presién
atmosférica existen varios inconvenientes tales como un gran espacio de horno
tubular, gran energia de consumo para elevar la temperatura ambiental alrededor
del material fuente y mucho tiempo para lograr la estabilidad térmica. El enfoque
fisico puede permitir la produccion de grandes cantidades de muestras de NPAg
en un solo proceso. Sin embargo, se deben considerar los costos para la inversion

del equipo ©.

1.4.3.3. Biosintesis de Nanoparticulas de Plata o Sintesis Verde.La quimica verde
es una opcion relativamente nueva de la quimica, consistente en el disefio de
procesos para reducir o eliminar el uso o la generacién de sustancias peligrosas
para el medio ambiente. Las NP metalicos se sintetizan cominmente por métodos
quimicos y fisicos tradicionales. Sin embargo, los problemas de sostenibilidad
actuales han llevado a exploraciones de sintesis ecoldgica y sintesis verde, donde
los agentes reductores quimicos se eliminan, y las entidades biolégicas se utilizan
para convertir los iones de plata en nanoparticulas de plata, requiere el uso de
agua como un solvente ambientalmente amigable, destacando el hecho de que el

agua es mas biocompatible que los solventes organicos®+9-Estos compuestos
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reductores y/o estabilizantes se pueden utilizar a partir de bacterias, hongos,

levaduras, algas o plantas. @ 969,

Todas las partes de una planta que contienen antioxidantes o azucares,
incluyendo hojas, frutos, raices, semillas y tallos, pueden usarse en el proceso de
sintesis, reemplazando productos quimicos potencialmente peligrosos como el
borohidruro de sodio (NaBH4). La razon por la cual los extractos de plantas
funcionan tan bien en la sintesis de nanoparticulas es porque los antioxidantes
presentes en ellos actian como agentes reductores y como agentes de

proteccion.

En el estudio de Hebbalalu et al. (2013) Se describe el uso simple de vitaminas
como la vitamina B2, 66 B1l, 67 C, pueden generar nanoparticulas en medio
acuoso y a temperatura ambiente, Adicionalmente menciona que las proteinas con
grupos amino reducen los iones de plata y actian como control durante la sintesis,
pues después de interactuar con los iones de plata, se encontré que la estructura

secundaria de la proteina estaba alterada(?,

Figura 6. Esquema de la sintesis verde de nanoparticulas de plata usando

extractos de plantas como agentes reductores.

AgNO:

O
——.

plant extracts

antibacterial activity

A New Paradigm Shift for the Green Synthesis of Antibacterial Silver Nanoparticles Utilizing Plant Extracts Park
2014
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La literatura describe diferentes técnicas y fuentes de energia externas para la
biosintesis de NPAg, como el uso de incubacion en horno 9; Autoclave inventada
por Charles Chamberland en 1879, para generar la cantidad necesaria de calor y

presion utilizando one-pot-one (79,

Park en su estudio describe las ventajas sobre los métodos quimicos

tradicionales®9,

e La sintesis verde es simple y generalmente implica una reaccion de un solo
recipiente

e Es susceptible de escalar

e Se eliminan los productos quimicos peligrosos asociados a la toxicidad, lo
gque aumenta la biocompatibilidad del producto resultante con tejidos
normales para aplicaciones in vivo

e Las entidades biolégicas verdes se pueden usar como agentes reductores y
agentes de proteccion, proporcionando a los AgNPs una estabilidad coloidal

mejorada.

La formacibn de AgNPs se caracteriza generalmente con métodos
espectroscopicos y microscopicos, que incluyen espectrofotometria UV-visible,
espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier (FT-IR), microscopia
electrénica de barrido (SEM), microscopia electrénica de transmision (TEM),
microscopia de fuerza atomica (AFM) , Difraccién de rayos X (XRD) y mediciones

del potencial zeta®®).

1.4.4. Microscopio de fuerza atébmica (AFM).El microscopio de fuerza atémica es

hoy en dia una herramienta estandar de caracterizacion de muestras a escala

atomica. Desde su invencion en 1986 por Binnig y colaboradores, el AFM ha

despertado el interés por parte de la industria y academia, y es utilizado

rutinariamente como herramienta de caracterizacion a nanoescala. El principio de

funcionamiento consiste en un resorte con una constante elastica conocida es
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comprimido por una fuerza arbitraria de magnitud, donde la compresién del resorte
es una medida directa de la fuerza ejercida. El resorte utilizado en AFM es una
micropalanca sensible que tipicamente posee una rigidez de 0.1 N/m a 50 N/m
unida a esta se encuentra una punta afilada, la cual cuenta con una curvatura de
unos pocos nandémetros de didmetro. En consecuencia, es posible medir la fuerza
de interaccion entre la punta y la muestra a través de la flexion de dicha
micropalanca®. La micropalanca (cantilever) con la punta (tip) adjunta
constituyen la sonda que sera la encargada de interactuar con la muestra. Por
encima de la sonda se encuentra la fuente del rayo laser que apunta hacia la parte
trasera de la micropalanca. El rayo laser reflejado es detectado por un fotodiodo
de cuatro cuadrantes para detectar los movimientos de flexion y torsion de la
micropalanca. Por ultimo el escaner donde descansa la muestra esta conectado a

un sistema de retroalimentacidon y respondera con movimientos en los ejes x, Y,
z(12),

Figura 7. Componentes del AFM

Fuente laser

A B
C D
Piezo e - - -
§ - Fotodetector
Micropalanca r
Punta
B ool Muestra

Sensorz i

Escanerxy
-—>

El microscopio de fuerza atémica: métodos y aplicaciones. Lopez 2014
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1.5. Moringa oleifera

1.5.1. Generalidades.Moringa oleifera es un &rbol o arbusto perennifolio de
crecimiento rapido, con copas abiertas y follaje pinaceo que forma parte de la
familia de las Moringaceae junto a otras 12 variedades tipicas de los climas aridos
del trépico™, aunque es una especie originaria de las estribaciones meridionales
del Himalaya, a lo largo de los afios se ha extendido a otras partes como India,
Bangladesh, Afganistan, Pakistan, Sri Lanka, Asia Occidental, peninsula arabiga y
después llevada al Caribe, Centroamérica y gran parte de América del Sur(7273),
como se observa en la figura 9. Crece facilmente por reproduccion asexual por
estacas aun en condiciones de sequia y puede alcanzar hasta los cuatro metros
de alto en un afio bajo pobres atenciones horticolas, generando beneficios tanto

para los productores como para el ecosistema (1),

Moringa se presenta como una planta con un alto potencial biotecnolégico debido
a su composicion quimica y por lo tanto con importantes aplicaciones en el estudio
de la nutricion infantil, en su uso como biofortificante y en su aplicacion como
factor fungitdxico y antimicrobiano(¥. Varios ensayos clinicos realizados en los
altimos 5 afios demuestran las propiedades medicinales de la Moringa como
antioxidante, en las enfermedades respiratorias, cardiovasculares,
gastrointestinales, endocrinas, en el sistema nervioso central, en el sistema

inmunoldgico y como antibacteriano®©).
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Figura 9. Distribuciéon mundial de la especie Moringa oleifera

B Paises donde crece la Moringa

Trees for Life. Mathur 2005.

1.5.2. Partes y sus usos. Todas las partes de la planta son aptas para su consumo
y poseen un alto y apreciable valor nutricional (dependiendo de factores como la
especie, el suelo y el tratamiento horticola), es por ello que es utilizada como
suplemento alimenticio. Cannet describe los usos potenciales de Moringa oleifera,

resumiéndolos en la figura 10 D),

La Moringa también es rica en el ramnosa, un azucar simple, glucosinatos e
isotiocianatos. Sus raices contienen moringina y moringininea, ademas de otros
ingredientes, tales como: fitosterol, ceras, resinas, zeatina, quercetina, acido

cafeoilquinico, pterigospermina y kaempferol@9).
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Figura 10. Usos potenciales de Moringa oleifera.

| Partes de Moringa y sus usos ‘
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Aspectos toxicos mas relevantes de Moringa oleifera y sus posibles dafios. Canett 2014

1.5.2.1. Hojas de Moringa oleifera.Las hojas de Moringa que tienen un alto contenido en
antioxidantes naturales, tales como vitamina C, tocoferoles (familia de vitamina E), flavonoides y
compuestos fendlicos como flavonoides, acido galico, quercetina y kaempferol. Los compuestos
fendlicos son esenciales en la dieta humana y poseen un interés considerable debido a sus

propiedades antioxidantes 7>79),

Un analisis nutritivo indica que las hojas de Moringa contienen una riqueza de
nutrientes esenciales que evitan enfermedades. Ademas contienen todo el
aminoacido esencial, algo que es poco comun en una planta. Dado que las hojas
secas son concentradas, contienen grandes cantidades de estos varios nutrientes,

con la excepcion de la vitamina C, como se demuestra en la Figura 11y 12.(3
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Figura 11. Contenido de vitaminas y minerales de las hojas de

los valores son por 100 gramos de porcion comestible)

la Moringa (Todos
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Trees for Life. Mathur 2005.

Figura 12. Componentes nutricionales de las hojas Moringa oleifera (Basados en

100g de una porcion comestible)
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Trees for Life. Mathur 2005.
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1.5.3. Antioxidantes de Moringa oleifera.Un antioxidante es cualquier sustancia
que en presencia de un sustrato oxidable retrasa o inhibe la formacién del mismo.
Se caracterizan por ser muy heterogéneos, pueden ser hidrosolubles vy
liposolubles, localizarse intra o extracelularmente y proceder de diferentes fuentes
ya que algunos son nutrientes o proceden de estos y otros son productos del

metabolismo@D),

Los antioxidantes naturales, particularmente los que estan presentes en frutas y
vegetales, han ganado un creciente interés por parte de los consumidores y la
comunidad cientifica ya que los estudios epidemiologicos han indicado que la
ingesta frecuente de estos esta asociada a un menor riesgo de enfermedades

cardiovasculares y cancer(?),

La Moringa es una planta de secano, que en su metabolismo normaly
acostumbrada a las condiciones de estrés por el hecho de situarla en un clima con
unas condiciones climéticas de alta humedad y precipitaciones ademas del regado
y el uso de fertilizantes provocando que se elevasen los niveles de estrés de la
planta y que por tanto se liberasen especies reactivas de oxigeno (ROS) como
pueden ser los radicales hidroxilo (*OH), peréxido de hidrogeno (H202) y radical
superéxido (O-2). Es decir que la cantidad de compuestos fendlicos varié segun
sus condiciones de crecimiento. Los fenoles presentes en los extractos de Moringa
son buenos donadores de electrones y pueden terminar la reaccion en cadena de

los radicales convirtiendo radicales libres en productos mas estables(®)

La cantidad de fenoles presentes en las hojas secas de Moringa oleifera varia

segun el solvente que se utilice, como se demuestra en la Figura 13.

48



Figura 13. Contenido total de fenoles de cada variedad de hoja segun el solvente
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Estudio sobre la capacidad antioxidante de extractos de hoja de Moringa oleifera de diferente origen geogréfico.
Garcia 2017.

49



2. METODOLOGIA

2.1. Tipo de investigacion

Este estudio se desarrollé bajo un modelo cuantitativo de tipo descriptivo y pre
experimental donde la principal variable de control estuvo centrada en las
concentraciones y tipo de extractos.

2.2. Variables

Variables independientes:

e Extracto acuoso e hidroalcohélico de Moringa oleifera
e Tiempo de incubacién
e Condiciones de temperatura

e Volumen de la solucién en el tratamiento

Variables dependientes:

e Inhibicion del crecimiento de Aspergillus flavus

2.3. Muestra
La cepa a estudio de Aspergillus flavus, se obtuvo del cepario de la Universidad

Colegio Mayor de Cundinamarca.
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2.4. Técnicas y procedimientos

2.4.1. Recoleccidon de Moringa oleifera
Se obtuvieron hojas secas de Moringa oleifera en un establecimiento comercial,
las cuales fueron lavadas con agua destilada para eliminar los posibles

contaminantes y se expusieron al calor seco.

2.4.2. Medios de cultivo

Se prepar6 Agar PDA en cajas de Petri grandes de plastico de 15 ml, para realizar
el estudio por triplicado de las cantidades, extractos y solucion de Nanoparticulas
de Ag.

2.4.3. Generacion de extractos

Siguiendo el protocolo recomendado por Rodriguez Pedroso et al. '® y Canel
Monterroso(™®. Se planifico un ensayo de sensibilidad antifingica con 2 tipos de
extractos; acuoso, hidroalcohdlico. Por consiguiente con el fin de cuantificar la
inhibicion micdtica se prepararon cantidades decrecientes de los extractos (1:100,
1:50y 1:25).

2.4.3.1. Extracto acuoso de la hoja de Moringa oleifera

Para la preparacion, se utilizaron 200ml de agua destilada a una temperatura de
60°C y se agregaron 20g de hojas secas del material vegetal, esta solucién se
dejé hervir durante 20 min, luego se filtré la infusion con papel whatman # 1, con

fin de obtener el extracto acuoso puro.
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Figura. 14 y 15 Extracto acuoso de Moringa oleifera

Cortes Pirazan 2018

2.4.3.2. Extracto hidroalcohdlico de la hoja de Moringa oleifera

La preparacion se realiz6 tomando 50 ml del extracto acuoso puro de Moringa

oleifera y se agregaron 50 ml de Alcohol etilico al 70%.

2.4.4. Sintesis verde de Nanoparticulas de Ag.

Para la preparacion de nanoparticulas de plata, se utilizaron 90 ml de una solucién
de Nitrato de Plata 0.1M y 10 ml extracto acuoso de Moringa oleifera, se observé
el fendbmeno de resonancia de plasmones mediante la valoracion del cambio
colorimétrico a las 2 horas de agitacion. Como se observa en la figura 16,
inicialmente se tenia un color amatrrillo claro y se convierte en un marrén oscuro.
Las nanoparticulas fueron envasadas en un frasco Schott para su posterior
utilizacién y por ultimo con el fin de cuantificar la inhibicion micética se prepararon

soluciones a diferentes concentraciones 100, 50 y 25 v/v%.
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Figura 16. Cambio colorimétrico de AgNO3 + Extracto acuoso de Moringa oleifera

2.4.5. Valoracion del espectro de absorcion para el fenbmeno de resonancia de

plasmones

Por medio de la Espectrofotometria de Luz-UV se realiz6 la medicion de
absorbancias de la solucién de nanoparticulas de plata, en un rango de 320 a
540nm, para comprobar de acuerdo a lo sugerido por Prasad®®, que la excitacion

del ion de plata se logra entre 430 y 440nm.

2.4.6. Caracterizacion de las nanoparticulas por medio del AFM (Microscopio de

Fuerza Atomica)

Para la identificacion se realiz6 un previo montaje de las Nanoparticulas en el
sustrato Mica-Au y se dejé secar la solucion a temperatura ambiente de uno a dos

dias aproximadamente, con el fin de cumplir con las condiciones del equipo con
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respecto a la muestra analizar. El método utilizado para dicha técnica fue el de
contacto por el tipo de material analizado, y la punta empleada fue CONTR con
una constante de resorte de 20,00 N/m, imagen de 256 lineas de resolucion cada
0.8 segundos, una fuerza inicial de 20nm, y las fuerzas complementarias
correspondieron a P-Gain de 1200 e I-Gain de 1000. El analisis consistié en
recorrer la superficie del sustrato identificando las caracteristicas morfologicas
esperadas (nanoesferas) del menor tamafio posible de una escala de 100um a

una minima de 7,8 pm.

2.4.7. Prueba de sensibilidad a las nanoparticulas de Ag y extractos acuoso e
hidroalcohdlico de Moringa oleifera.

El ensayo se realizd por triplicado por cada extracto y solucién de nanoparticulas
de Ag y a cada una de las concentraciones establecidas. Se determin6é como:
Control positivo (Medio PDA); Control negativo (Medio inoculado por Aspergillus
flavus); Extracto A (Acuoso); Extracto B (Hidroalcohdlico) y Solucién de

Nanoparticulas de Ag, cada una a concentraciones de 100, 50 y 25 v/v%.

El método consistié en adicionar 5 ml de extracto A, B y NPAg a las cajas Petri
con PDA y después se inocularon con un disco de agar que contenia al patbgeno
de 0.8 cm de diametro por consiguiente se incubaron a 25°C por 9 dias,

comprobando la inhibicién del crecimiento a las 24, 48, 120, 168 horas.
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Figura 17. Prueba de sensibilidad, ensayo por triplicado. A) Solucién de
nanoparticulas de Ag a 100, 50 y 25%. B) Extracto Hidroalcohélico de Moringa
oleifera a 100, 50 y 25%. C) Extracto acuoso de Moringa oleifera a 100, 50 y 25%.
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3. RESULTADOS

3.1. Valoracion del espectro de absorcion para el fenémeno de resonancia de

plasmones

Se realizaron mediciones de la solucién de las nanoparticulas de plata obtenidas
por sintesis verde mediante el extracto acuoso de Moringa oleifera, los cuales se
muestran en la tabla 1. Se observo que el pico mas alto se ajusta dentro del rango
de absorcion UV-Visible 430 - 440 lo que demuestra, la formacion de NPAg de

tamano mediano y de disgregacion adecuada®).

Tabla 1. Espectro UV- Visible de la sintesis de nano particulas de plata

320 1,400
340 1,334
360 1,281
380 1,200
400 1,140
420 1,445
440 1,605
460 1,350
480 1,050
500 0,850
520 0,410
540 0,100

57



Grafico 1. Absorbancias en Espectros UV- Visible de nanoparticulas de plata por

sintesis verde de Moringa oleifera.
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3.2. Caracterizacion de Nanoparticulas de Ag por sintesis verde en el Microscopio
de Fuerza Atémica (AFM) Nano Surf EyeScan 2.

Las caracteristicas morfologicas, de tamafio y dispersion de las nanoparticulas de
plata se identifican en las figuras 17 y 18, las cuales fueron evaluadas mediante el
uso de microscopia de fuerza atdmica por equipo AFM Nano Surf EyeScan 2 en
tecnoparque SENA, en la ciudad de Bogota.

La figura 17. Muestra un plano topografico en 3D 100 um yun mapa de color en
escala 27,8 um, de las nanoparticulas de plata con distribucién homogénea en el
campo, tamafio relativamente similary aparente tamafo esférico. Figura 18. Se
muestra un plano topografico en 3D y mapa de color de acercamiento a una
escala de 7.8 um evidenciando nanoparticulas de Agpoli dispersas, tamarfio aprox.

50 a 70nm y forma esférica, lo que caracteriza la viabilidad de las nanoparticulas.
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Figura 17. Visualizacion microscopia AFMde Nanoparticulas de plata. A)
Topografia 3D aescala 100 um B) Mapa de color y (C) Topografia 3D a escala
27.8 pm
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Figura 18. Visualizacion microscopia AFMde Nanoparticulas de plata. A)

Topografia 3D y B) Mapa de color Escala 7,8 um

A.
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3.3. Prueba de sensibilidad antimicotica de nanoparticulas de Ag por sintesis
verde y extractos acuoso e hidroalcohdlico de Moringa oleifera sobre la cepa de

Aspergillus flavus.

Después de la inoculacion de la cepa de Aspergillus flavus, se realizaron ensayos
por triplicado en Agar PDA junto con los extractos y la solucién de nanoparticulas
a diferentes concentraciones 100, 50 y 25 v/v%. Las observaciones de la inhibicién
del crecimiento del hongo, seejecutaron a las 24, 48, 120, 168 horas, obteniendo
mediciones en cm. El efecto antifingico fue positivo en el medio PDA junto con
nanoparticulas de plata al 100 y 50 %, como se muestran en la Tabla 2. Al finalizar
el tiempo de incubacién se hicieron observaciones microscépicas con azul de
lactofenol, donde se encontraron caracteristicas compatibles con el

géneroAspergillus.
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Tabla 2. Inhibicion de crecimiento en cm de Aspergillus flavus, durante 7 dias, a

temperatura de 25°C

Inhibicién de crecimiento en Aspergillus flavus (cm)

Dias

N OO IN PN |OT N |-

N | o (01N

%VIV

00T

0S

14

Extracto

Extracto

Nanoparticulas |, ;. - Control | Control
de Ag Hldroalcoh,ollco Acuosp de Negativo | positivo
de M. oleifera | M. oleifera
99,2 99,2 99,2 99,2 0
99,2 99,2 0 99,2 0
99,2 0 0 99,2 0
99,2 0 99,2 0
99,2 0 99,2 0
99,2 99,2 99,2 99,2 0
99,2 99,2 0 99,2 0
99,2 0 0 99,2 0
99,2 0 0 99,2 0
99,2 0 0 99,2 0
99,2 99,2 99,2 99,2 0
99,2 99,2 0 99,2 0
0 0 0 99,2 0
0 0 0 99,2 0
0 0 0 99,2 0

Caracteristicas macroscopicas de las colonias fungicas en PDA

Medio PDA con %100 y %50 de NPAQ: No se obtuvo crecimiento fungico, el dia 5

de incubacioén el inoculo de 0.8cm de diametro cambio su color a un café oscuro y

al dia 7 el inoculo era de color negro.
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Medio PDA con %25 de NPAg: Al dia 2 se observa colonias planas, delimitadas,

aterciopeladas, amarillas con ligero borde blanco.

Medio PDA con 100%, 50%, 25% de Extracto Hidroalcohdlico de M. oleifera: Del 5
al 7 de incubacién se observan colonias planas de aspecto aterciopelado, verdes,

amarillas e ilimitadas con ligero borde blanco; Reverso con pigmento blanco.

Medio PDA con 100%, 50% y 25% de Extracto Acuoso de M. oleifera: El medio se
torna grumoso a las 24 horas de incubacion, inoculo con colonia plana, verde y
ligero borde blanco y a las 48 horas de incubacion se hace positivo con
crecimiento de colonias planas ilimitadas, algodonosas blancas y ligero pigmento
amarillo; El dia 5 se observaron colonias planas ilimitadas, pulverulentas,
verdosas; El dia 7 se observaron colonias algodonosas verdosas con pigmento

blanco. Reverso con pigmento blanco.

3.3.1. Tipo de efecto antifungico en la cepa de Aspergillus flavus de nanoparticulas

de Ag por sintesis verde.

Con el fin de demostrar que tipo de efecto antifungico tuvieron las nanoparticulas
de Ag por sintesis verde sobre el hongo, se parti6 delos medios PDA junto con
nanoparticulas al 100 y 50%, se tomo el inoculo fungico para sembrarlo en un agar
Sabouraud con cloranfenicol y de esta manera determinar si el efecto fue fungicida
o fungistético, se incubo a 25°c. El tercer dia de incubacién se evidencio
crecimiento de colonias compatibles con el género, seguidamente se realizo
observaciéon microscopica con azul de lactofenol, identificando caracteristicas
morfolégicas compartibles con Aspergillus spp. Por lo que se concluyé que el
efecto antifiungico de las nanoparticulas de plata sobre la cepa de Aspergillus

flavus es fungistatico.
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3.3.2. Andlisis estadistico

Estos resultados fueron sometidos a un andlisis de varianza (ANOVA) y prueba
de tukey y como puede apreciarse, todos lostratamientos difirieron entre si, los
correspondientesal Extracto A y al Extracto B fueron los que no tuvieronefecto
inhibitorio total sobre el crecimiento del hongo y tampoco se identifico una varianza
entre sus concentraciones;siendo la solucion de nanoparticulas la que mostré un
efecto, en las 5 lecturas realizadas por lo que el porcentaje de confianza para los 3
ensayos es del 95%. Seguido de esto se analizd la solucion de nanoparticulas
entre las concentraciones establecidas 100, 50 y 25%, el cual corroboro que la
diferencia se establece en la soluciéon de nanoparticulas al 25%, debido a que no
logro inhibir el crecimiento fangico de Aspergillus flavus.

Tabla 3. Andlisis de varianza de un factor de la concentracion al 100% de las 3

soluciones estudiadas

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1 5 496 99,2 0
Columna 2 5 198.,4 39,68 2952,192
Columna 3 5 99,2 19,84 1968,128
Origen De Grados Promedio De "

Las C:Suuargfaggs De Los F Probabilidad Vallgggrglco
Variaciones Libertad Cuadrados
Elnire 17057,11 2 8528,55466 5,2 0,02363738 3,88529383
Grupos
Dentro De | 9541 og 12 1640,106667
Los Grupos
Total 36738,39 14
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Tabla 4. Prueba de Tukey de la concentracion al 100% de las 3 soluciones

estudiadas.
Nanoparticulas . Extrac,tc.J Extracto Acuoso de
de plata Hidroalcohdlico de : .
: . Moringa oleifera
Moringa oleifera

100% | 59,52 79,36
50% | 19,84
25% |

Valor honestamente significativo: 68,27

Con el HDS identificamos que la diferencia en crecimiento est4 entre el valor de
las Nanoparticulas de plata y el extracto acuoso de Moringa oleifera. También
entre el extracto hidroalcohdlico de Moringa oleifera y el extracto acuoso de
Moringa oleifera. Adicionalmente, este comportamiento se repite entre los mismos

volimenes para los tres ensayos.

Para el ANOVA de nanoparticulas de plata a una concentracion de 100%, se
establecieron la hipétesis Ho, donde el promedio de crecimiento es igual en los
tres grupos con un 95% de confianza y Ha, donde el promedio de crecimiento en

un grupo es distinto con un 95 % de confianza.

Tabla 5. Andlisis de varianza de un factor con la concentracion al 100% de la

solucion de Nanoparticulas de plata.

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1 5 496 99,2 0
Columna 2 5 496 99,2 0
Columna 3 5 198,4 39,68 2952,192
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Origen de Grados

Suma de Promedio de . Valor critico
las de F Probabilidad
e cuadrados . los cuadrados para F
variaciones libertad
Entre
11808,768 2 5904,384 6 0,015625 3,885293835
grupos
Dentrode | 4,405 768 12 984,064
los grupos
Total 23617,536 14

Se acepta hipétesis alterna que sugiere que hay diferencia en crecimiento entre

grupos.

Tabla 6. Prueba de Tukey de las diferentes concentraciones de la solucién de
nanoparticulas de plata.

100 50 25
‘ 0 59,52
59 52

O W

Valor honestamente significativo: 52,88

Con el HDS se acepta la hipotesis alterna que hay al menos un grupo con
diferencia y se comprueba que el grupo c expresé diferencias de crecimiento,
mientras que las concentraciones al 100% y 50% no muestran diferencias

significativas entre ellas en cuanto a la inhibicion del crecimiento.
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En el ANOVA para el extracto hidroalcohdlico de Moringa oleifera, los resultados

determinaron que se acepta la hipotesis nula (Ho), donde el promedio de

crecimiento es igual en los tres grupos con un 95% de confianza.

Tabla 7. Analisis de varianza de un factor con el extracto hidroalcohdlico de

Moringa oleifera.

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Coumnal | 5 198,4 30,68 2952,192
Columna 2 ‘ 5 198,4 39,68 2952,192
Columna 3 ‘ 5 198,4 39,68 2952,192
OGP aumape  CERE Pomedo o popag yelr
Variaciones Libertad Cuadrados Para F

Entre Grupos | 7,28e-12 2 3,63e-12 le-15 1 3,88529
L%i”grougoes 354263 12 2952,192
Total 35426,3 14
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DISCUSION

En este proyecto de investigacion se caracterizaron nanoparticulas de plata por
sintesis verde a partir del extracto acuoso de Moringa oleifera, utilizando el
meétodo del microscopio de fuerza atémica (AFM), posterior a ello se estudio la

sensibilidad de dichas nanoparticulas de Ag sobre la cepa de Aspergillus flavus.

La sintesis de nanoparticulas de plata se realizd, usando solucion de nitrato de
plata (ImM) y extracto acuoso de Moringa oleifera, mediante la técnica de
agitacion durante 2 horas a temperatura ambiente, este método de sintesis tiene
ventajas, frente a otras metodologias de obtencién, como accesibilidad, bajo
costo, significativo desemperio y el beneficio ambiental que destaca la biosintesis
de nanoparticulas(13,78). Esto se debe al alto contenido de antioxidantes que
contienen las hojas de Moringa haciéndolo un excelente agente reductor y
estabilizador del ion plata®?. A pesar del tiempo que se requiere para realizar la
técnica de obtencion, se demuestra que la formacion de nanoparticulas por
sintesis verde con plantas de alto contenido de antioxidantes es simple, asequible

y amigable con el medio ambiente ya que no genera residuos toxicos.

La caracterizacidbn de las nanoparticulas de plata obtenidas se logré con el
microscopio de fuerza atomica (AFM), el cual realiza un barrido de la superficie del
area a muestrear, despejando variables como profundidad, dispersién y tamafio,
obteniendo imagenes 3D, fotografias del campo y graficas de ondas. En este
estudio se demostré6 que la formaciébn de nanoparticulas fue estable, por su
distribucion homogénea sobre la superficie del sustrato, de forma esférica y de
tamafio entre un rango de 50 a 70nm, resultados que se comparan con los
obtenidos por Prasad y Elumalai en el 20111%® en el cual obtuvieron
nanoparticulas de plata por sintesis verde a partir del extracto acuoso de Moringa
oleifera, caracterizdndose con la tecnologia del microscopio electronico de
transmision revelando nanoparticulas esféricas de 57nm aproximadamente y con

una amplia distribucion.
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Krishnaraj et al®). describen nanoparticulas de plata por sintesis verde, utilizando
nitrato de plata en diferentes concentraciones molares (ImM, 2mM y 3mM) con el
extracto de las hojas de Malva crispa por la técnica de microondas, para su
posterior caracterizacion por diferentes metodologias, el microscopio de fuerza
atomica revelo nanoparticulas de plata de forma esférica en un tamafio de 5 a

50nm, con una amplia distribucién en toda la muestra.

En contraste, con la formacién quimica, el ensayo de Flores®? en el 2014 revela
que la caracterizacion de las nanoparticulas de plata, por el microscopio de fuerza
atomica, de forma esférica, agregadas y de tamafio 100 - 300nm. Otros estudios
exponen que la sintesis quimica y fisica genera nanoparticulas de diferentes
formas, de gran tamario y de forma agregada 9. Esta comparacion refleja ventaja
de la sintesis verde como el tamafio de las nanoparticulas y su distribucidon
homogénea, caracteristicas que se le atribuyen a las nanoparticulas de plata con

buen potencial antimicrobiano®283),

Se evaluaron los extractos de Moringa oleifera, los cuales fueron probados a
diferentes concentraciones 100%, 50% y 25%, frente a la cepa de Aspergillus
flavus evidenciando que la inhibicion de crecimiento duro 48 horas, lo que se
atribuye al desarrollo del hongo y no a los componentes quimicos de Moringa
oleifera. Este resultado se relaciona con el estudio de Sanchez®® donde probaron
la inhibicion del crecimiento y la produccién detoxinas del género Agave en cepas
de Aspergillus flavus y A. parasiticus, a partir de extractos acuosos, etandlicos y
metandlicos de diferentes partes de la planta, evidenciando que solo los extractos
alcohdlicos de la inflorescencia tienen un efecto inhibitorio en el crecimiento de las
cepas flangicas probadas. Adicionalmente, Moreno et al®®, en su investigacion
evaluaron la actividad fungicida de extractos alcohodlicos degobernadora (Larrea
tridentata L.) sobreel crecimiento de Aspergillus flavus y Penicillum sp. La
evaluacion de la actividadse realiz6 mediante dos técnicas; la técnicadel pozo en

agar con la adiciobn delextracto en diferentes concentraciones; y la técnica
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dilucionde extracto en agar, consistié en hacer unamezcla homogénea entre los

extractos y el agar papadextrosa (PDA).

Los resultados arrojados por ambas técnicaspermitieron detectar los efectos
antifngicosque presentaron los extractos; destacandoespecialmente los
etandlicos y metandlicos,ya que con ellos se lograron inhibiciones dehasta el
100% en ambas cepas, mostrandoConcentraciones Minimas Inhibitorias quevan
de 3 a 7 mg/ml, a diferencia del extracto acétonico que arrojo un efecto antifingico

pobre.

Teniendo en cuenta los resultados anteriormente referenciados, se evidencia que
los extractos alcohdlicos, tienen un efecto fungicida contra Aspergillus flavus y
otros mohos, sin embargo el estudio de Sanchez revela que no todas las partes de
la planta en estudio ejercen dicho efecto; a diferencia con el ensayo de moreno
donde las hojas de la planta Larrea tridentata L. si tuvieron un efecto antifingico,
por lo que se resuelve que no todas las plantas y sus partes, tienen un efecto
antifangico y por consiguiente que el tipo de extracto influye en el efecto fangico.
Como el extracto acuoso e hidroalcohdlico no generaron inhibicion de crecimiento
en ninguna de las concentraciones se podria inferir que Aspergillus flavus tiene

algin mecanismo de resistencia sobre la accion de Moringa oleifera.

El efecto antifiungico de las nanoparticulas de Ag por sintesis verde sobre cepas
de Aspergillus flavus es poco estudiado, por lo que este ensayo es el primero que
describe el uso de nanoparticulas de plata por sintesis verde a partir de Moringa
oleifera sobre un hongo con importancia clinica y causante de problemas en post
cosecha como el Aspergillus flavus, la metodologia que se utilizé demostré la
sensibilidad antimicética de las nanoparticulas de plata a la cepa de Aspergillus
flavus, por la aparente inhibicion de crecimiento durante los 9 dias que duro el
estudio, en las 3 concentraciones que se establecieron para el ensayo se
evidencio que la concentracién del 25% tuvo una inhibicién durante los 5 primeros
dias de incubacion, por lo que se resuelve que la concentracion de nanoparticulas
de plata es determinante para el efecto antimicotico. En el estudio de Raut et al.
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en el 2014 describen que la concentracion inhibitoria minima es de 7.0 +/- 2 pg/ml
por parte de discos sensibilizados con nanoparticulas de plata por sintesis verde a
temperatura ambiente expuestas a la luz solar durante 5 minutos, a partir de
Withania somnifera sobre una cepa de Aspergillus flavus. Adicionalmente
establecieron que la exposicion a la luz solar reduce el tiempo de espera para la

formacién de nanoparticulas de plata por sintesis verde?,

Con el fin de comparar la accion fungicida de las nanoparticulas de plata por
sintesis verde con los antimicoticos comerciales Aziz et al. demostré6 en sus
ensayos que la sintesis verde microbiana de nanoparticulas de plata por parte de
Mucor hiemalises viable y tienen un efecto similar a los antifingicos comerciales
como la anfotericina B, fluconazol y ketoconazol. Utilizaron la técnica de difusion
de disco en agar a concentraciones de 15, 30, 45 y 60 pg/ml evidenciando que la
concentracion inhibicion de crecimiento minima sobre Aspergillus flavuses similar
a la concentracion de los antimicéticos comerciales. Adicionalmente su estudio
comprobd que se genera un efecto sinérgico cuando se mezcla la solucién de
nanoparticulas de plata con los antifingicos®. Por Gltimo en la amplia bisqueda
bibliografia, se encontraron otros articulos donde se corrobora el efecto antifingico
de las nanoparticulas de plata por sintesis verde a partir de diferentes plantas

reconocidas por su alto contenido de antioxidantes (85:86),

Con él fin de identificar el tipo de efecto antifungico que genero las nanoparticulas
de plata sobre Aspergillus flavus, se realizé la prueba de germinacion posterior a
la inhibicion la cual consistié en sembrar el inoculo de los cultivos que contenian
nanoparticulas de plata en una concentracion de 100 y 50, donde no se observo
crecimiento micelial, en un agar sabouraud después se incubo a 25°c y pasados 3
dias se observo crecimiento micelial, confirmandose la presencia de Aspergillus
spp, por microscopia. Por ello se establece que para este ensayo la solucion de
nanoparticulas de plata al 100% y 50% tienen una accion fungistatica sobre la

cepa estudio de Aspergillus flavus.
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Para concluir, se debe realizar la caracterizacion de nanoparticulas de otros
compuestos como el zinc, oro, cobre, silice, entre otros, a través de sintesis verde
utilizando Moringa oleifera. Es importante repetir este estudio utilizando extractos
etandlicos de Moringa oleifera, para comparar los resultados con los estudios
descritos anteriormente y asi comprobar el efecto antifungico, para descartar o
comprobar un efecto fungicida se deben realizar pruebas con el extractos acuosos
a diferentes concentraciones, teniendo en cuenta que la literatura describe que los
componentes varian segun la produccién y la recoleccién de la planta. Con
referencia a los resultados obtenidos en los estudios de Sanchez y Moreno, seria
importante comparar la accion antifungica de diferentes plantas medicinales a
partir del extracto acuoso, alcohdlico y sintesis de nanoparticulas en hongos
oportunistas, evidenciando si el efecto antifingico varia segun la planta utilizada o

por lo contrario la variable es el tipo de efecto antifungico.
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CONCLUSIONES

Se obtuvieron nanoparticulas de plata por sintesis verde a partir del
extracto acuoso de Moringa oleifera, comprobando que sus componentes
antioxidantes funcionan como agentes reductores del ion plata y esas
nanoparticulas tuvieron forma y distribucién adecuada para lo que la

literatura sugiere como un nanocompuesto antimicrobiano.

En este estudio se comprobd la sensibilidad antifungica de las
nanoparticulas de plata en la cepa de Aspergillus flavus, evidenciando que
el efecto mas positivo se observd a volimenes de 100 y 50% a diferencia

del 25% el cual tuvo crecimiento a los 5 dias de incubacion.

Este estudio evidencio que la sensibilidad antimicética de los extractos
acuoso e hidroalcohdlico de Moringaoleifera es nula frente a la cepa de
Aspergillus flavus, pues la cantidad de compuestos en las plantas difieren
en sus condiciones de pre y post cosecha. Adicionalmente la literatura pone
en evidencia que los extractos a partir de elementos alcohdlicos tienen un

mejor efecto antifungico

En este ensayo se comprobd una accion fungistatica por parte de las
nanoparticulas Ag por sintesis verde sobre la cepa de Aspergillus flavus,
pues en un posterior ensayo, el estadio de medicidbn mostro un crecimiento
compatible con el género Aspergillusa los tres dias de incubacion. Por lo
gue se sugiere realizar ensayos con nanoparticulas de Ag a diferentes

concentraciones y durante mas tiempo.
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