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RESUMEN

Las nanoparticulas de plata (AgNPs) de origen bioldgico se consideran antimicrobianos
eficientes que pueden ser utiles en algunos casos de resistencias a antibioticos tradicionales. En
el presente estudio se muestra que es posible la obtencion de AgNPs a partir de los
sobrenadantes de cultivos en un medio sin cloruro de tres especies de microalgas acidotolerantes
a pHs 4 y 7 y en dos momentos diferenciados de sus curvas de crecimiento. La sintesis y
determinacion de las caracteristicas estructurales y actividad bioldgica de las AgNPs producidas
por los cultivos de una cepa de Parachlorella sp. se abordd con mas detalle, obteniéndose
AgNPs, con sobrenadantes de cultivos realizados en cuatro condiciones diferentes, incluyendo
pHs 4 y 7 y dos fases de crecimiento. Se analizaron las estructuras mediante difraccion de
Rayos-X, (XRD), Microscopia electronica de transmision (TEM), Dispersion dindmica de luz
(DLS) y Espectroscopia U-Vis y de infrarrojos por transformada de Fourier (FTIR). La
actividad antibacteriana se determiné en base a sus capacidades de inhibicion del crecimiento de
tres bacterias Gram+ y otras tres Gram- y de inhibicion de la formacion de biofilms. Se observd
que las nanoparticulas son mayoritariamente esféricas con didmetros medios que varian segun
las condiciones de cultivo de la microalga tanto en cuanto a pH como a fase de crecimiento, con
potenciales eléctricos negativos y con actividades antibacterianas que muestran diferencias tanto
en cuanto a las condiciones de cultivo de las microalgas como en cuanto a las bacterias testigo
empleadas. Finalmente, un estudio preliminar de la citotoxicidad de las AgNPs producidas a pH
7 muestra un efecto citotdxico sobre células que es dependiente de la fase de crecimiento de la
microalga.

Palabras clave: AgNPs, Actividad antibacteriana, Biofilm, Nanoparticulas bioldgicas,
Coellastrella, Parachlorella, Tetradesmus obliquus.

SUMMARY

Biological silver nanoparticles (AgNPs) are considered as efficient antimicrobials that can be
useful in certain cases of resistances to traditional antibiotics. This study shows that it is
possible to obtain AgNPs using supernatants of cultures with pHs 4 and 7 in a medium without
CI' of three acidotolerant microalgae species, in two diferenciated stages of their growth curves.
The synthesis of AgNPs using supernatants of cultures at pHs 4 and 7 and from two growth
stages of a Parachlorella’ strain was performed and their structural and biological
characterization addressed. Techniques such as Transmission Eletron Microscopy (TEM),
Dynamic Light Scattering (DLS) and U-Vis and Fourier Transform Infrared Spectroscopies
(FTIR) were used for structural analysis. Antibacterial activity was determined based on their
capability to inhibit growth and biofilm production of three Gram — and three Gram + bacteria.
AgNPs were mainly spherical, with different average diameters depending on the microalgae
culture conditions of pH and growth phase, with negative electric potentials and with
antibacterial activities showing different biological activities depending on the microalgae
culture conditions and the test bacteria used. Finally, a preliminary study on citotoxicity of pH 7
AgNPs on HaCat cultured cells showed a microalgae growth-phase dependence.

Key Words: AgNPs, Antibacterial activity, Biofilm, Biological nanoparticles, Coellastrella,
Parachlorella, Tetradesmus obliquus.






1. INTRODUCCION

11 Infecciones bacterianas, antibiéticos y resistencia a antibiéticos:

El desarrollo de antibitticos ha sido uno de los principales hitos en la medicina, siendo un
método efectivo para el tratamiento de la mayor parte de las infecciones bacterianas. No
obstante, la funcionalidad de estos antibidticos se ve limitada por la capacidad de las propias
bacterias de desarrollar mecanismos de diverso tipo y origen para silenciar o evadir sus efectos
antimicrobianos. Estos se conocen como mecanismos de resistencia a antibidticos y su
proliferacion supone una crisis a nivel mundial que presenta el potencial necesario para alterar
los estandares médicos en todo el mundo (1, 2, 3, 4).

La resistencia a antibidticos puede ser innata o intrinseca, la cual se debe a un conjunto de
genes que aportan una resistencia inherente a la propia naturaleza de la bacteria o adquirida, la
que la bacteria posee como consecuencia de una determinada presion ambiental (5, 6) que fija
mutaciones espontaneas que confieren resistencia o es obtenida mediante transferencia
horizontal de genes (HGT) (7, 8).

Independientemente de su origen, los mecanismosde resistencia estan bien establecidos ,
y son: la incapacidad del farmaco para entrar en la bacteria o la exclusidén por ésta mediante
bombas de flujo, la alteracion de la molécula diana en su dominio de acciéon o la
sobreproduccion de éstas, la degradacion o modificacion enzimatica del fAirmaco, su secuestro
por proteinas de union o el empleo de baipases metabolicos (Fig. 1); todos ellos pueden actuar
de forma sinérgica para aumentar el efecto global de resistencia (9, 10). Paralelamente las
bacterias también emplean cambios fisiologicos en estructuras de resistencia como biofilms o
esporas para reducir su sensibilidad a antibidticos o resistir su efecto (11, 12, 13). En este
aspecto se considera biofilm al agregado de microorganismos embebidos en una matriz
extracelular autoproducida y que se encuentran adheridos unos a otros o a una superficie. Este
agregado celular presenta cierta complejidad estructural y una cierta diferenciacion entre células
que componen el biofilm. Estos biofilms son capaces de formarse gracias a que las células
pueden comunicarse por mecanismos denominados Quorum Sensing, que permiten a las células
presentar respuestas coordinadas (14). Ademas, los biofilms facilitan la transferencia horizontal
de genes y el desarrollo de mecanismos de resistencia clasicos en las células que lo componen
(11, 12, 13). Todos estos procesos de resistencia se ven favorecidos por el consumo inadecuado
de medicamentos antibioticos (15, 16, 17).

Por este motivo se considera necesario aumentar el conocimiento en relacion con estos
procesos de resistencia para desarrollar estrategias de abordaje mas eficientes (8, 18); asi como
el desarrollo, tanto de nuevos protocolos médicos para reducir el consumo inadecuado de
antibioticos, como el de nuevos medicamentos antibidticos no clasicos (5, 15, 16). Uno de estos
es el cation (Ag’), empleado desde hace siglos como mecanismo para tratar infecciones
bacterianas. En la actualidad el nitrato de plata (AgNOs3) se emplea como profilactico contra la
conjuntivitis neonatal y algunas formulas empleadas para el tratamiento de ulceras, heridas
cronicas y quemaduras contienen cierta cantidad de Ag* (19, 20, 21). No obstante, su uso se ve
limitado debido al potencial citotoxico del cation Ag™ (22).
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Figura 1. Mecanismos de resistencia a antibiéticos. Esquema representativo de los
determinantes clasicos de resistencia. Modificado de [9].

1.2 Nanoestructuras y su uso en la medicina

La nanotecnologia se considera una rama de la ciencia, la ingenieria y la tecnologia encargada
del desarrollo de nanoestructuras (NSs). Estas NSs son componentes y/o materiales que
presentan un tamafio de en torno a 1-100 nm (23).

Las NSs presentan cualidades propias que las diferencian de estructuras de mayor
volumen debido fundamentalmente a su pequefio tamafio (23, 24). Entre los campos en los que
se hacen distintos usos de NSs se encuentran la electronica, la cosmética, la biotecnologia, la
biorremediacion, la agricultura y la biomedicina (23, 25, 26). Esta tltima establece un nuevo
campo en la medicina, denominado nanomedicina, la cual incluye metodologias para la
deteccion, prevencidn y tratamiento de tumores (27, 28), tratamiento y profilaxis de infecciones
bacterianas (29), uso en terapia génica (23, 30), etc.

1.3 Nanoparticulas (NPs): tipos, sintesis, caracteristicas y funcionalidad

Dentro de la nanotecnologia una de las NSs mejor estudiadas y con mejores perspectivas de uso
son las nanoparticulas (NPs). Las NPs presentan una serie de caracteristicas que las convierten
en herramientas de interés en una gran cantidad de campos, presentando a su vez una gran
diversidad de wusos. Entre estas caracteristicas se encuentran una alta relacion
superficie/volumen lo que facilita una alta capacidad de interaccion con otras particulas y
estructuras (23) y una fuerte resonancia de plasmén de superficie (SPR), que las hace
interesantes en aplicaciones fotovoltaicas (31), entre otras.

Las NPs pueden clasificarse segin su composicion en organicas o inorganicas. Las NPs
organicas estan formadas Unicamente por compuestos organicos, mientras que las inorganicas
estan compuestas principalmente por metales, como p.ej. oro o plata, compuestos metalicos,
frecuentemente 0xidos, como Fe3O4 o CuO, o aleaciones (23). Por lo general las NPs inorgani-



cas presentan unas mejores cualidades antimicrobianas y son mas estables a altas temperaturas
que las organicas, por lo que se suele preferir su uso como antimicrobiano (23, 32, 33).

Las NPs inorganicas pueden presentar varias utilidades dependiendo de su composicion,
pero una de sus cualidades mas destacables y por la que han despertado gran interés es por sus
actividades antimicrobianas. En este aspecto son las derivadas de plata, las mas estudiadas debi-
do a su mayor eficacia, habiéndose comprobado su actividad contra bacterias (34), hongos (35),
virus (36), parasitos (37) e incluso contra tumores (23, 27). No obstante, para determinadas bac-
terias, otros tipos de NPs inorganicas, como por ejemplo las de CuO, han mostrado en ocasiones
mayor actividad antimicrobiana que las de Ag (23).

Se ha observado que algunas NPs presentan una actividad antibacteriana inversamente
proporcional al tamafio, siendo las mas pequefias las mas eficaces tanto in vitro como in vivo
(23, 38). Sin embargo, esta caracteristica no es la unica relevante como se demuestra en otros
estudios (39, 40, 41).

Paralelamente a la clasificacion por su composicion también es posible clasificar a las
NPs dependiendo de su forma de obtencion. Principalmente se emplean métodos de obtencion
“bottom-up”, a partir de componentes simples, aunque también se pueden emplear métodos
“top-down” a partir de estructuras mas grandes y complejas que se fragmentan para producir
NPs (42, 43). También se pueden clasificar en NPs quimicas, fisicas o bioldgicas dependiendo
de las metodologias empleadas en su sintesis (23, 42).

Inicialmente la produccion de NPs se basaba en el empleo de métodos fisicos y quimicos
entre los cuales destacan la reduccién quimica de sales de plata, como el AgNOs3, por borohidru-
ro de sodio o citrato de sodio, asi como procesos fotoquimicos de radiacion-y, irradiacion mi-
croondas, ablacion laser, etc. (44, 45). Sin embargo, todos estos procesos, ademas de ser ener-
géticamente caros, emplean componentes de alta toxicidad que convierten la produccion de NPs
en un riesgo medioambiental. Sistemas alternativos basados en métodos biologicos se han veni-
do desarrollando en los ultimos tiempos buscando alternativas mas amistosas con el medio am-
biente (23, 42, 44).

El empleo de métodos bioldgicos para la produccion de NSs, representa lo que se conoce
como biosintesis o sintesis verde, la cual interconecta la biotecnologia y la nanotecnologia (46).
La biosintesis de NPs representa un sistema mas seguro y ecologico de produccion, dado que,
ademas de reducir el gasto energético, no emplean componentes quimicos peligrosos, sino com-
puestos de origen bioldgico para la reduccion de metales a partir de sus sales, lo que permite
aumentar el uso de estas NPs en Medicina, y no solo como antimicrobianos (23). Sin embargo,
los métodos biologicos de produccion presentan aun algunos inconvenientes como la falta de
control de los tamafios de las NPs, que es importante para algunas aplicaciones, aspecto que se
intenta mejorar empleando compuestos bioldgicos concretos (41, 44, 47, 48).

Cuando se usan extractos biologicos o cultivos complejos los agentes reductores eficaces
de iones metalicos presentes nuclean y permiten que las particulas crezcan hasta formar el ni-
cleo o “core” de la NP, mientras que otros componentes proporcionan un revestimiento de este
nucleo (Fig. 2) (46, 49). Este revestimiento o corona de naturaleza organica, recubre de forma
dindmica al “core” de las NPs biosintéticas y les proporcionan una mejora en cuanto a sus cuali-
dades tanto de union a la célula diana como en cuanto a su estabilidad. La corona se considera
cada vez mas, un factor de vital importancia para la funcion de las NPs biosintéticas y puede
jugar un papel tanto o igual de importante que la forma o el tamafno de las NPs (41, 50, 51, 52,
53, 54). Algunos estudios sugieren que los componentes principales de la corona son de natura-
leza proteica (44, 52), aunque no han sido hasta ahora posibles estudios sobre la naturaleza mas
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especifica de estos componentes por falta de metodologias adecuadas (55). Aun asi, existe una
gran controversia en cuanto a la composicion de las coronas de las NPs sintetizadas, debido a
que su composicion, varia en cuanto al cultivo o método experimental empleado. Ademas, no
todas las proteinas presentes en un cultivo acaban formando parte de la corona de la NP. Suma-
do a esto, las diferencias en los procesos experimentales de los distintos estudios, hace que los
resultados, se presenten dispersos (56).

Para la produccion biologica de NPs se han empleado distintos materiales biologicos en-
tre los que se incluyen extractos de plantas (37, 43), cultivos bacterianos (57, 58), cultivos fun-
gicos (59), entre otros.

Figura 2. Formacion de la corona de NPs. Distintos componentes organicos se unen
y recubren el core de la NP, entrando K" y saliendo K%/ de forma dindmica, hasta que
recubren el core. Tomado de [51].

La produccion de NPs a partir de cultivos de microorganismos se puede realizar a nivel
intracelular a partir de enzimas y componentes del interior de las células o extracelular a partir
de sus secreciones al medio de cultivo (43, 46). Este ultimo caso resulta mas interesante dado
que facilita la metodologia al tener unicamente que centrifugar los cultivos y afnadir al sobrena-
dante la sal metalica (43, 44). Por otra parte, el proceso de sintesis de NPs y las cualidades de
estas dependen de las condiciones fisicoquimicas del cultivo, como la temperatura y el pH, pre-
sencia o no de luz, o de la concentracion del sustrato empleado. En este aspecto resulta intere-
sante el empleo de organismos extremotolerantes o capaces de sobrevivir en distintas condicio-
nes ambientales, para estudiar las diferencias estructurales funcionales de las NPs sintetizadas a
partir de estos cultivos en las distintas condiciones, como se ha hecho en estudios anteriores (41,
60) y en el presente, e incluso en distinto estado de desarrollo de los cultivos, posiblemente con
distinta composicion quimica de los medios de cultivo.

Dentro de los métodos de biosintesis de NPs, se estd prestando gran atencion a los culti-
vos de microalgas como fuente de produccion (23). Las algas han despertado gran interés por
sus aplicaciones tanto en la industria de los biocombustibles, en la industria alimenticia y en la
sanitaria (46). Debido entre otros factores a su amplia diversidad y facil cultivo, asi como su
bajo coste de produccion (61). En este sentido existen publicaciones recientes en los que se
describe el empleo empleo de distintos cultivos de microalgas para la produccion de NPs, espe-
cialmente AgNPs (23, 44, 47, 60).



14 Nanoparticulas de plata (AgNPs): mecanismos de accion antimicrobiana

Como se ha comentado anteriormente la plata en forma de nitrato se ha empleado y se
sigue empleando como tratamiento en quemaduras, ulceras y conjuntivitis prenatal (19, 20, 21).
No obstante, su uso no se extiende a otras infecciones debido a su toxicidad. Una forma de
reducir este problema seria la utilizacion de NPs derivadas de plata, si esto pudiera disminuir la
citotoxicidad en células eucariotas (22), a la vez que manteniendo o incluso aumentando la
actividad antibacteriana (16).

Las NPs derivadas de plata (AgNPs), se llevan empleando durante los ultimos afios como
una forma eficiente de tratamiento contra infecciones microbianas presentando una mayor
eficacia que la mayor parte de las NPs inorgénicas (23, 58). Se han descrito NPs derivadas de
Ag conteniendo AgCl, AgO, Ag o mezclas, que pudieran tener distintos efectos antimicrobianos
0 mecanismos de accion aun por dilucidar (34, 44).

El mecanismo de accion de las AgNPs y de los iones Ag”, todavia no se conoce a ciencia
cierta considerandose que puede no existir un Unico mecanismo, sino que se entiende que
pueden actuar a varios niveles (Fig. 3). Una vez las AgNPs se han unido y/o penetrado en la
bacteria, liberarian cationes de Ag" (16, 43), los cuales, debido a su carga positiva, son capaces
de unirse al DNA bloqueando la transcripcion, causando paralelamente deformaciones en la
pared y las membranas. Los iones Ag" y las AgNPs pequefias son capaces de introducirse en las
bacterias causando dafios intracelulares cuando los Ag' interactan con varios grupos
funcionales donadores de electrones. Esto sumado a los dafios en las membranas produce la
liberacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) que presentan una importante actividad
bactericida (16, 62). También los ribosomas se pueden desnaturalizar en presencia de Ag’,
inhibiéndose la traduccion, lo cual a su vez ocasiona un aumento de precursores inmaduros de
proteinas de membrana, que se acumulan en la membrana externa y la desestabilizan (16, 63).
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| Figura 3. Mecanismos de accion de las AgNPs en bacterias. Modificado de [16]. |

1.5 Resultados previos del grupo de investigacion

Estudios previos del grupo de investigacion en los que se enmarca el presente estudio. El
grupo de investigacion ha trabajado en la sintesis bioldgica extracelular de NPs de plata por
bacterias psicrotolerantes (41) y de microalgas acidotolerantes (60). En este ultimo se han



producido NPs que contenian Ag y AgCl y que han sido activas frente a bacterias Gram+ y
Gram-. El presente trabajo deriva de la necesidad de estudiar la posibilidad de obtener NPs solo
con Ag’ y determinar sus caracteristicas fisicoquimicas y de actividad biolégica, empleando
algunas técnicas no empleadas anteriormente para la caracterizacion de las AgNPs, ampliando
ademas el nuimero de bacterias utilizadas como testigos de actividad antibacteriana y
extendiendo los analisis de actividad al estudio de la capacidad de inhibir la formacién de
biofilms.

2. OBJETIVOS

1- Determinar la capacidad de formacion de AgNPs por sobrenadantes de cultivos de tres
microalgas acidotolerantes, Parachlorella sp., Tetradesmus obliquus y Coellastrella sp.,
a lo largo de sus curvas de crecimiento a pHs 4 y 7 y si las fases de crecimiento
determinan las cinéticas de sintesis de las nanoparticulas.

2- Realizar una caracterizacion fisico-quimica de las AgNPs que se puedan obtener con
sobrenadantes de cultivos de Parachlorella sp.

3- Determinar la actividad inhibitoria del crecimiento bacteriano y de la formacion de
biofilms de las AgNPs procedentes de Parachlorella sp.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Reactivos y materiales utilizados
REACTIVO CASA COMERCIAL
Acido clorhidrico MERCK
Acido sulfurico MERCK
Agar bacteriologico LABS. CONDA

Amicon Ultra- 2mL 3K

M (Merck-Millipore)

Capillary Cells Zetasizer nano Malvern

Cristal Violeta Sigma-Aldrich
Cubetas espectrofotometro KARTELL
EDTA (Tritiplex I1I) MERCK
Estreptomicina DUCHEFA
Etanol 96° VWR Chemicals
Extracto de carne MERCK
Fosfato disodico SIGMA

Fosfato monopotasico SIGMA

Lamina de sellado placas microtitulo Brand

Metanol
Mueller-Hinton Agar 2
Mueller-Hinton Broth 2

Riedel de Haén
SIGMA-ALDRICH
SIGMA-ALDRICH

Nitrato de plata MERCK

Peptona bacterioldgica LABORATORIOS CONDA
Placas microtitulo 96 pocillos Sarstedt

Placas microtitulo 6 pocillos Falcon

Placas Petri

Sales utilizadas para los medios

Thermo-scientific

MERCK

Tabla 1. Reactivos y materiales utilizados




3.2 Microorganismos utilizados

3.2.1 Microalgas
Se utilizaron tres microalgas previamente aisladas del estuario del rio Tinto (Huelva) y cuya
asignacion filogenética corresponde a Parachlorella sp. SIP_EBP 1, Tetradesmus obliquus
SJP_EBO 3y Coelastrella sp. STP_EBO_4 (60).

3.2.2 Bacterias
Las bacterias utilizadas en los test de actividad biologica de las AgNps fueron las Gram
negativas: Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 29665 y Pseudomonas
aeruginosa CECT 108 y las Gram positivas: Staphylococcus aureus CECT 794 Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228 y Bacillus subtilis 168.

33 Cultivo de microorganismos
Se emplearon los medios siguientes:

3.3.1 Para microalgas
Medio BG-11: Segun Allen y Stainer1968 (64). Para medios solidos o liquidos el pH (4 0 7) se
ajusté mediante la adicion de HCI. Para medio solido se afiadieron 15 g L™ de agar bacteriologi-
co.
Medio BG-11A: Medio BG-11 alternativo, sin cloruros: CaCl, sustituido por Ca(NOs3); y en
trazas MnCl, por MnSOQOs. pHs ajustados con H>SOs.

3.3.2 Para bacterias
Medio Nutritive: Peptona bacteriolégica 10 g L™'; extracto de carne 3 g L™'; NaCl 5 g L. Para
medio sélido se afiadieron 15 g L™ de agar bacterioldgico.
Mueller-Hinton Broth 2 y Mueller-Hinton Agar 2. Preparados segin indicaciones de la casa
comercial.

Las microalgas fueron mantenidas en cultivo en placas de 6 pocillos tanto en medio BG-
11 como en medio BG-11A en un incubador a 20 °C y con una iluminacion en ciclo dia/noche
de 16/8 h, utilizando 5 tubos fluorescentes Osram-Dulux de 11 W,

Para los ensayos de produccion de NPs en distintas etapas de crecimiento de las microal-
gas se realizaron cultivos con 100 mL de medio BG-11A en erlenmeyers de 250 mL y sin agita-
cion en el régimen de iluminacion y temperatura indicado arriba. Para el seguimiento de los
cultivos de microalgas éstas fueron visualizadas utilizando un microscopio Axioskop2 plus
(Zeiss) con una camara CCD Coolsnap FX color (Roper Scientific) acoplada al mismo y su
densidad determinada mediante el espectro de los cultivos entre 300 y 700 nm, y en particular la
densidad optica a 680 nm (DOeso).

Las bacterias fueron mantenidas en cultivo en medio so6lido nutritivo o cuando fue
necesario en Agar Mueller-Hinton. Los ensayos de actividad de las AgNPs o AgNO; se hicieron
en medios liquidos Mueller-Hinton o nutritivo.



34 Produccion y caracterizacion de AgNPs
34.1 Obtencion de caldos de cultivo de las microalgas

Para la produccion de las AgNPs se utilizaron los caldos de cultivo de las microalgas a lo
largo de su curva de crecimiento. Para separar las células del caldo de cultivo las muestras se
centrifugaron 10 min a 2850xg y los sobrenadantes fueron utilizados inmediatamente o
congelados a -20°C hasta su uso. Antes de su utilizacion en la sintesis preparativa de AgNPs, los
sobrenadantes se centrifugaron de nuevo 10 min a 21.000xg.

En los microensayos de produccion de AgNPs se emplearon los tres tipos de algas
inicialmente citadas en el apartado 3.2.1.

Para la sintesis de AgNPs a escala preparativa se emplearon los sobrenadantes de los
cultivos de Parachlorella sp. SJP_EBP 1 obtenidos de cultivos a pH 4 y 7 en dos puntos de la
curva de crecimiento representativos de producciones temprana y tardia de NPs, seglin se indica
mas adelante.
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Figura 4. Visualizaciéon al microscopio optico de las microalgas. Parachlorella sp.
(izda.), T. obliquus (medio) y Coellastrella sp. (dcha.); a pH 7 (arriba) y pH 4 (abajo).

3.4.2 Sintesis de NPs y cinética

A los sobrenadantes se afiadi6 AgNOs hasta una concentracion final de 1 mM a partir de
una solucion madre 20 mM. Las mezclas de reaccion se incubaron a 20°C expuestas a la luz de
3 lamparas fluorescentes Silvania de 13 W colocados a una distancia de aprox. 20 cm de las
muestras. Como control negativo se utilizé6 medio de cultivo suplementado con AgNO; hasta 1
mM, que se incubo en las mismas condiciones. Una muestra idéntica a la mezcla de reaccion se
mantuvo en la oscuridad en las mismas condiciones.

La formacion de AgNPs se monitorizd visualmente por la apariciéon de coloracion
amarilla-marrén y se midido mediante espectrofotometria UV-Vis entre 300 y 700 nm. En los
microensayos se utilizd un volumen de 200 pl de mezcla de reaccion registrandose los espectros
en un lector de placas de microtitulo de Biotek. Alternativamente se utilizaron mezclas de
reaccion de 700 pl, que se midieron en un espectrofotometro Genesys6 de Thermo-Fisher.
Cuando fue necesario se midieron diluciones apropiadas de las muestras en agua MilliQ. Los
espectros UV-Vis obtenidos fueron analizados para determinar la longitud de onda de maxima
absorbancia (Amax) de cada nanoparticula y para la construccion de las curvas de la cinética de
sintesis, que se realizaron a dicha longitud de onda, utilizando el programa Excel (Microsoft).



En las sintesis de AgNPs a escala preparativa (12 mL de sobrenadante), las reacciones se
dejaron proceder hasta que se aprecid una estabilizacion del espectro, indicando que se habia
llegado al maximo de produccion. Las preparaciones de AgNPs se centrifugacion 60 min a
21000xg en tubos eppendorf y los sedimentos obtenidos fueron resuspendidos en 200 pl de agua
MilliQ y vueltos a sedimentar en las mismas condiciones, repitiendo una vez mas el lavado. El
sobrenadante de la primera centrifugacion se sometid a un proceso de concentracion de las
nanoparticulas no sedimentadas por centrifugacion a 2790xg y a 4 °C a través de la membrana
de un Amicon 3K (Millipore). Los 200 pl de nanoparticulas concentradas fueron lavadas
afiadiendoles 2 mL de agua MilliQ y volviéndolas a concentrar. Este proceso se repitié una vez
mas antes de juntar las nanoparticulas con las procedentes de la centrifugacion inicial. La
preparacion obtenida se sedimentd de nuevo y se sometio a dos lavados con agua MilliQ (200 ul
cada vez). Finalmente, el sedimento de nanoparticulas se resupendié en un décimo del volumen
original de la reaccion de sintesis.

3.4.3 Caracterizacion fisico-quimica de las AgNPs
3.4.3.1 Composicion de las AgNPs y concentracion de plata en las preparaciones me-
diante Fluorescencia de Rayos-X con Reflexion Total (TXRF)

Los analisis mediante TXRF se realizaron en el servicio de Fluorescencia de Rayos-X del
SIdI de la UAM, con un espectrometro S2 PicoFox TXRF de Bruker Nano (Alemania),
equipado con una fuente de Rayos-X de Mo trabajando a 50 kV y 600 pA, un monocromador
multicapa con 80% de reflectividad a 17.5 keV (Mo Ka) y un detector XFlash SDD con un area
efectiva de 30 mm? y una resolucion de energia mejor que 150 eV para 5.9 keV (Mn Ka). Para
la deconvolucidn y la integracion se utilizo el paquete de software comercial Spectra v. 7.5.3 de
Bruker.

3.4.3.2 Cristalinidad de las AgNPs por Difraccién de Rayos X (XRD)

Las suspensiones de AgNPs se depositaron sobre cubreobjetos de vidrio de 2x2 cm,
dejandose secar a temperatura ambiente. Estas preparaciones se conservaron a 4 °C y en
oscuridad hasta su analisis, que fue realizado por el servicio de difraccion de Rayos-X de
policristal del Servicio Interdepartamental de Investigacion (SIdI) de la UAM, utilizando un
difractémetro X’ Pert PRO theta/2theta de Panalytical, con monocromador primario de germanio
(monocromador Johansson) y detector rapido X’Celerator.

3.4.3.3 Morfologias y tamaiios y potenciales eléctricos medios de las AgNPs

El tamafio y la morfologia de las AgNPs producidas se determinaron gracias a dos
estudios complementarios. Por un lado, se realizé una determinacion de las morfologias y de los
tamafios medios de los “core” de las AgNPs mediante Microscopia Electronica de Transmision
(TEM), gracias a la cual es posible distinguir facilmente las zonas mas electrodensas,
correspondientes al “core”. Por otro, se determinaron los didmetros hidrodindmicos medios de
las AgNPs, que incluyen las coronas de las AgNPs, mediante Dispersion Dinamica de Luz
(DLS). También por esta técnica se determinaron los potenciales eléctricos medios de las
AgNPs.

3.4.3.3.1 Morfologia y tamafio medio del "core" de las AgNPs mediante TEM

Se prepararon diferentes diluciones en agua MilliQ de cada muestra de nanoparticulas y 5
puL de cada una fueron depositados y dejados secar a temperatura ambiente sobre una rejilla de
cobre para TEM, colocada sobre parafilm. Las rejillas fueron guardadas a temperatura ambiente
y en oscuridad hasta su uso.



Las observaciones se realizaron en el servicio de TEM del Centro de Biologia Molecular
"Severo Ochoa" CBMSO en un microscopio Jeol JEM1010 a 80 kV. Las fotos se tomaron con
una camara TemCam F416 (TVIPS, Gauting, Alemania) con un sensor 4Kx4K. Se contaron
entre 1500-500 nanoparticulas por cada preparacion de AgNPs, excluyendo toda zona
electrodensa con radio < 1 nm, por su posible confusion con el fondo de la rejilla. Para la
determinacion de los tamafios se utilizo el programa ImagelJ64 (Rasband, W.S., ImageJ, U. S.
National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, EEUU), analizdndose posteriormente los
datos utilizando el programa Excel (Microsoft).

Se determind el indice de poli-dispersion (PDI) de las nanoparticulas analizadas
utilizando la ecuacion: PDI = (c/y)* en la que o representa la media de los didmetros de las
AgNPs y vy o su desviacion estandar (41).

3.4.3.3.2 Diametro hidrodindmico y potencial eléctrico de las AgNPs mediante DLS

Diluciones en agua MilliQ de las muestras de AgNPs fueron analizadas en el Instituto de
Ciencia y Tecnologia de Materiales (ICTMM) utilizando un aparato Zetasizer nano (Malvern).
Para la determinacion del potencial se emplearon cubetas especiales con electrodos internos
(Malvern). Los datos fueron registrados con el programa provisto por la compaifiia fabricante del
aparato y posteriormente analizados utilizando Excel (Microsoft).

3.4.3.4 Componentes asociados a la corona de las AgNPs mediante Espectroscopia In-
frarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

Los espectros se obtuvieron en el rango espectral 4000-550 cm™ con una apertura de 0.05
x 0.05 mm y una resolucion de 8 cm™ en un equipo Spectrum Two (Perkin-Elmer) a nivel
macro y Spotlight 200 (Perkin-Elmer) a nivel micro, sobre muestras de nanoparticulas goteadas
sobre pastillas de KBr y secadas a vacio en el servicio de FTIR del SIdI.

3.4.4 Inhibicién del crecimiento de bacterias y de formacion de biofilms por AgNPs

Se emplearon dos ensayos de actividad antibacteriana de las AgNPs, una determinacion
de la capacidad de inhibir el crecimiento de las bacterias testigo, y un ensayo de la capacidad de
inhibir la formacion de biofilms sobre la superficie de los pocillos de las placas de microtitulo
de las mismas bacterias. Las bacterias se mantuvieron en placas de Petri con medio sélido y a
4°C y fueron cultivadas en medio liquido, Mueller-Hinton comercial o nutritivo, a 37 °C y con
agitacion a 250 rpm para los ensayos de actividad. A partir de las suspensiones de AgNPs
obtenidas se realizaron generalmente diluciones seriadas 1/2 en agua MilliQ. Las diluciones de
estreptomicina (Sm) y AgNO; se realizaron con concentraciones de 100-0,39 pg/ml en
diluciones 1/2.

3.4.4.1 Inhibicién del crecimiento de bacterias Gram- y Gram+ por las AgNPs

Los cultivos de bacterias testigo realizados durante la noche fueron diluidos con medio
fresco hasta el estandar MacFarland 0.5 antes de ser inoculados en las placas de microtitulo. Las
diluciones de AgNPs se afnadieron a los cultivos de los distintos microorganismos a razén de 10-
20 puL/200 pL finales en los pocillos de placas de microtitulo de fondo plano (Sarstedt) y por
duplicado. En cada placa se incluyeron controles correspondientes al medio de cultivo, cultivos
bacterianos sin AgNPs y de AgNPs a las distintas concentraciones empleadas sin
microorganismos. Una vez rellena la placa se cubri6 con una tapa transparente adhesiva (marca)
para evitar la evaporacion y la contaminacion de las muestras.

Las placas se incubaron a 37 °C durante un periodo de 12-14 horas, siguiendo el
crecimiento de las bacterias por medida de la DO a 660 nm a intervalos de 1 h, con agitacion
mediana (seglin especificaciones del incubador) durante 20 s programada previamente a cada
medicion. Los ensayos se hicieron alternativamente en un Multilector FLUOstar OPTIMA
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(BMG-LABTECH) o en un Multi-mode Microplate Reader Synergy HT (Biotek) segiin la
disponibilidad. Los datos fueron analizados utilizando el programa Excel (Microsoft).

En base a los datos obtenidos se determinaron las concentraciones inhibitorias del 50%
(ICs0) de cada tipo de AgNP, para cada una de las bacterias testigo empleadas, utilizando un
modelo de dosis respuesta logaritmico mediante el programa GraphPad Prism (V 6.0). Para la
determinacion de la curva de inhibicidn se emplearon los datos correspondientes a las 7 horas de
incubacion segun lo descrito previamente (41).

3.4.4.2 Inhibicién de la formacion de biofilms por las AgNPs
Las placas de microtitulo inoculadas con bacterias testigo en presencia o ausencia de AgNPs, e
incubadas por un periodo de 12-14 horas, se utilizaron posteriormente para la cuantificacion de
la formacion de biofilms mediante tincion con cristal violeta (65, 66). Para ello, el contenido de
cada pocillo se retird, y las bacterias adheridas al plastico se fijaron con 200 uL. de metanol.
Tras 20 min a temperatura ambiente (TA) el metanol se retird, los pocillos se lavaron con
metanol fresco, dejandose luego secar durante al menos 20 min a TA. Para la tincién se
afiadieron 200 pL por pocillo de una solucion al 0.5% de cristal violeta dejandose actuar durante
20 min a TA. Tras este tiempo, el colorante sobrante se retird y los pocillos se lavaron 2 o 3
veces con agua destilada. Finalmente, el colorante unido al biofilm se disolvio en 200 uL de
etanol al 96 %, durante al menos una hora antes de medir la absorbancia a 570 nm. El analisis
de los resultados se realiz6 con el programa GraphPad Prism (V 7.04).

3.4.5 Actividad citotoxica de las AgNPs de pH7

Se llevo a cabo un estudio preliminar de citotoxicidad de las AgNPs de pH 7 tempranas y
tardias. Se emplearon concentraciones (1/2X; 1X y 2X) de las preparaciones stock, que se
afnadieron a cultivos de células HaCat (queratinocitos humanos), cultivindose durante 24 h. Tras
este periodo se determind la viabilidad celular mediante dos ensayos en paralelo, uno
metabolico utilizando Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) (67) y
otro de integridad de membrana/lisosoma utilizando rojo neutro (RN) (68). Tanto la realizacion
de los ensayos de citotoxicidad, como el analisis de los resultados fue realizado en colaboracion
con el grupo de la Dra. M° José Hazen del Departamento de Biologia de la Universidad
Auténoma de Madrid (UAM).

3.5 Analisis estadistico

Para el analisis de la formacion de biofilms se realizo un test Anova de una cola, con una
comparacion multiple de Dunnette, basada en comparaciones con respecto a los controles, y
para la comparacion de los Clsg, de las AgNPs segtn su procedencia un ANOVA de dos colas
con una comparacion multiple de Sidak. Se considerd un intervalo de confianza del 95% (P-
valor = 0,05).

4. RESULTADOS

4.1 Cultivos de algas y produccion de AgNPs

Las tres microalgas utilizadas en este trabajo crecen en el medio BG11-A de forma
progresiva a lo largo de las diez semanas durante las que se han seguido los cultivos, si bien
durante este tiempo no se ha observado una clara fase estacionaria para los cultivos de
Coellastrella sp (Fig. 5). La DOsgo de los cultivos de Parachlorella sp. 'y Coelastrella sp. llegan,
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en el tiempo indicado, a 1.5 mientras que 7. obliquus llegan al entorno de 2.0. No se encuentran
diferencias relevantes en el crecimiento en relacion con el pH del medio.
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Figura 5. Curvas de crecimiento de las algas utilizadas. Se muestran los valores correspondientes a los dos
cultivos de cada pH realizados en paralelo. Las flechas indican los puntos de recogida de sobrenadantes, para la

produccion preparativa de AgNPs.

Se realizaron pruebas de sintesis de AgNPs a partir de muestras tomadas de los cultivos
de forma periddica, siguiendo la formacion de éstas espectrofotométricamente (Fig. 6). Se
observo que la formacion de AgNPs es casi nula con sobrenadantes de cultivos en la primera
semana de crecimiento, empezando a obtenerse NPs con cultivos algo mas desarrollados. A los
valores mas bajos de crecimiento de los cultivos, cuyos sobrenadantes son capaces de producir
NPs, también se observa una produccion menor de estas, que ademds son mas inestables al
producirse su precipitacion al poco tiempo de haberse formado. Segin va aumentando la DOgso
de los cultivos se obtienen sobrenadantes con mayor capacidad de formacion de AgNPs (mayor
DO a la Amax Obtenida para la mezcla de reaccion antes de que la formacion de NPs se pare o
éstas se precipiten). Por otra parte el tiempo necesario para obtener la maxima produccion de
NPs también depende del desarrollo del cultivo del que se obtiene el sobrenadante de forma que,
dejando aparte los tiempos de cultivo cortos en los que los sobrenadantes no producen o
producen cantidades muy pequenas de AgNPs, se pueden considerar dos tipos de cinéticas, uno
en las que la maxima produccion se alcanza alrededor de las 70-90 h de reaccion de sintesis,
correspondiente a cultivos en fase exponencial de crecimiento de las microalgas y a la que
hemos llamado cinética temprana, y otra en la que la cinética tiene su maximo a tiempos de
sintesis mayores, en torno a 10 dias, y que corresponden a tiempos de cultivo mas avanzados
(fase exponencial tardia y estacionaria) y a la que hemos llamado cinética tardia. Este
comportamiento es similar para las distintas microalgas cultivadas tanto a pH 4 como a pH 7,
aunque se observan diferencias entre las distintas algas en cuanto a los rangos de DOgso en las
que estos dos tipos de cinética de sintesis de NPs se produce. Asi por ejemplo para los cultivos
de Coelastrella sp. los dos tipos de cinética se retrasan con respecto a las de las otras dos algas,
requiriéndose mayor tiempo de cultivo tanto para el inicio de la produccion de NPs como para
alcanzar cada uno de los tipos de cinética. Se ha observado que el muestreo de los cultivos de
Coelastrella sp. afecta notablemente el crecimiento posterior del alga, tardandose mas tiempo en
su recuperacion a niveles de crecimiento equivalentes a los de los demas cultivos. La Amax de las
AgNPs obtenidas depende del alga y del desarrollo del cultivo empleado en la sintesis de éstas.

12



Parachlorella sp. pH7

Tetradesmus obliquus pH7

Coelastrella sp. pH7

5 = (Amax:426nm) 5 = (Ama:437nm) 5 # (Amax:4390m)
& A max-445nM!
=4 + (moétonm) o 4 - (lrm 435:"" 24 o (Amar440nm)
= -, - = o -

E 3 o (Amac420nm) % (lma-.““ ) 33 2+ (hc430nm)
S = (Amaxi420nm) OS s + (Anacid310m) og . + (Rmact4anm)
a # (Amac429nm) QO *- Aac:4200m} a # (Amax:440nm)

1 1 = (Apac:443nm) 1
4 (Amax:425nm) 4 (Amax:433nm)

0 (] 4 (Amax:422nm) 0

0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250

Tiempo (horas)

Parachlorella sp. pH4

# (Amax:417nm)

Tiempo (horas)

Tetradesmus obliquus pH4

Tiempo (horas)

Coelastrella sp. pH4 = (A,.,:554nm)

5 5 5

+ (Amo:426nm) = (Ao 436nm) 4 (Amyc:554nm)

gt At (Apacd30nm) g 4 + (Amac43snm) £ 4 = (Anad43nm)
g 3 <+ (Amax:427nm) E 3 *+ (Amax:432nm) g 3 s < (Amax:482nm)
g2 * (hmacd24nm) 5% 5 <+ (hma431nm) & 2 “+ (Ampc:457nm)
a, = (Amocd28nm) O o (Amacd25nm) O 4 o (hyna:436nm)
o 4 (Amax:425nm) ° = (Amax:436nm) o 4 (Amax:419nm)

0 5 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250

Tiempo (horas)

Tiempo (horas)

Tiempo (horas)

-+ Semana0 -+ Semanal -+ Semana2 - Semana3 -* Semana4 - Semana6 -+ Semana9

Figura 6: Cinéticas de sintesis de AgNPs con sobrenadantes de microalgas a distintas semanas.

Para la caracterizacion de la actividad antibacteriana de las AgNPs se procedié a tomar el
volumen necesario de sobrenadante en tiempos representativos de los cultivos de Parachlorella
sp. correspondientes a cinéticas tempranas y tardias y se procedi6 a la produccion de AgNPs.

Durante la sintesis se tomaron muestras con el fin de asegurar que las reacciones

seguian las

cinéticas previstas, observandose que efectivamente asi era (Fig. 7).

pH7-Tempranas — 0,0horas pH4-Tempranas
— 0,0horas
— 3,8horas 1.0
3 ; — 3,8horas
/A 2] Gecttdm — 23anoras 2t Pmect2em)
// 10 0.8 g 08 —— 23,4horas
= / = —— 31,4horas - -1
c S 'S s —— 31,4horas
. —— 46,4horas € 0.6
B \ £ g B0 — 46,4horas
s \ 00 —— 56,0horas ° 0.0
b4 0 20 40 60 80 100 o 0.4 0 20 4 6 80 10 — 560horas
Fel Tiempo (horas) 70,4horas Q Tiempo (horas)
< < ~— 70,4horas
—— 78,4horas 0.2
78,4horas
—— 96,5horas 0.0
T T T T i T T —— 96,5horas
400 500 600 700 400 500 600 700
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)
~— 0,0horas
—— 3,8horas
pH7-Tardias ee=:.0.000ra% pH4-Tardias — 23,4horas
& ~—— 4,7Thoras 31,4horas
0.20. —_ B
g (Amax:425nm) _— 1.0 107 (Aaxi425nm)
Lo 19,6horas o ax — 46.4horas
® s £
» 0.4 'E'e' 040 27,6horas . 0.8 Ens —— 56,0horas
é o gnns —— 42,6horas E 06 \&.. —— 70,4horas
0.00 = @ A\
'g ¢ S e 450 200 52,2horas ‘g 0 % w0 e e 2@ —— T784horas
Tiempo (horas) =
202 — e6ghoras 3 0.4 Tiempo (horas) 96,5horas
< <
01 74,6horas 0.2 — 143,6horas
92,7horas 169,3horas
0.0+ . T T T — 139,8horas 0.0 T T T —— 192,5horas
300 400 500 600 700 300 400 500 600 700 X
< -~ 165,42horas 5 220,1horas
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm) g
— 239,7horas

Figura 7: Espectros y cinéticas de sintesis preparativa de AgNPs con sobrenadantes de
Parachlorella sp. Los insertos corresponden a la cinetica de sintesis a la Amax.de cada tipo de AgNP.
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4.2 Caracterizacion fisico-quimica de las preparaciones de AgNPs

4.2.1 Cristalinidad de las AgNPs por Difraccion de Rayos X (XRD)

Los difractogramas obtenidos de las cuatro preparaciones de AgNPs a utilizar en los
ensayos de actividad antibacteriana (Fig. 8), muestran un patrén similar con angulos 26 (en
grados) en torno a 38.22, 44.01, 64.58, 77.53 y 81.33, correspondiendo a los planos (111),
(200), (220), (311), y (222) respectivamente de una estructura cristalina cubica centrada en las
caras de Ag”’ (JCPDS (Joint Committee on Powder Diffraction Standards) ficha 04-0783).

pH7-Tempranas pH4-Tempranas
1800 1800
1600 1600
~1400 __1400
51200 1200
31000 251000
G 800 7 800
s g 600
£ o0 2
400 4 A i = 400
200 {—— & 200 4
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35 55 75 35 55 75
20(grados) 20 (grados)

pH7-Tardias pH4-Tardias
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~1400
o
51200
1000 |
g 800
£ 600 1
400
200

IW_

35

35

’ 55 75
5529 (grados) T 20 (grados)

Figura 8: XRD de las AgNPs btenidas a partir de cultivos de
Parachlorella sp.

4.2.2 Morfologia ytamaios de las AgNPs mediante TEM
Las imagenes de TEM (Fig. 10), permitieron determinar la presencia de particulas
electrodensas en las preparaciones de AgNPs con estructuras aparentemente esféricas en la
mayoria de los casos. En algunas AgNPs se observan estructuras internas mas electrodensas que
se deben a la estructura cristalina de las mismas observable segun la posicion y tamaiio de éstas.
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- . il .
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Figura 10: Micrografias electronicas representativas de las AgNPs. AgNPs de pH 7 tempranas
(superior izdo.), pH 7 tardias (inferior izdo.), pH 4 tempranas (superior dcho.) y pH 4 tardias
(inferior izdo.). Los insertos en cada panel muestran zonas de distinta densidad observados a

mayor aumento y debidos a la cristalinidad de las AgNPs.

Mediante el uso del software Image J se ha determinado el 4rea de las particulas lo que ha
permitido calcular su didmetro medio en la preparacion. La distribucion de tamafios observada
se ha representado en forma de histogramas (Fig. 11). En general los histogramas realizados a
partir de las imagenes muestran la formacién de AgNPs de pequefio tamafio, en torno a 5 nm en
los cultivos tempranos tanto de pH 4 como de pH 7. En ambos casos los valores de PDI son
relativamente bajos (<0,4) lo cual indican un valor moderadamente bajo de polidispersion. Los
cultivos tardios muestran AgNPs de mayor didmetro que los de tempranos, siendo esto mas
patente en las de pH 7 que en las de pH 4. Los valores del PDI de las AgNPs tardias son altos
(>0,4) lo que indican una gran polidispersion de sus didmetros, en particular las de pH 4
presentan una distribucion bimodal de los diametros en torno a 6 nm y a 24 nm.
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Figura 11: Histograma de la distribucion de diametros de las AgNPs segiin micrografias de TEM. Se
incluye en los insertos de cada graficael didmetro medio y PDI. calculados.

4.2.3 Diametro hidrodinamico y potencial eléctrico de las AgNPs mediante DLS

Los resultados de la DLS (tabla 2), proporcionan datos complementarios en cuanto al
diametro hidrodinamico de las AgNPs producidas, observandose valores medios de éste
superiores a los del core obtenidos por TEM ya que incluye la corona. Se observa que los
diametros de AgNPs tempranas de pH 4 presentan valores ligeramente diferentes a los de las de
pH 7, 28,7 nm y 36,1 nm respectivamente y en ambos casos menores que con respecto a las
correspondientes tardias, las cuales a su vez presentan entre si, valores muy parecidos (45,3 nm
y 47,4 nm respectivamente).

Con respecto a los potenciales, se observan valores muy similares entre AgNPs tempranas
y tardias del mismo pH, alrededor de los -17 mV para las de pH 7, con una diferencia apreciable
con respecto a las de pH 4, igualmente muy similares entre si las tempranas y tardias (alrededor
de -9 mV y -8 mV, respectivamente) (tabla 2).

Diametro Potencial
O (nm) ‘ (mY)
pH 7 tempranas 36,1 -17,8
pH 7 tardias 47,4 -17,0
pH 4 tempranas 28,7 -9,0
pH 4 tardias 45,3 -7,7

Tabla 2. Diametros y potenciales medios de las AgNPs. medidos mediante DLS. ‘

4.2.4 Componentes asociados a la corona de las AgNPs mediante FTIR
En los resultados correspondientes al FTIR (Anexo I) se observa poca diferencia de
componentes entre las AgNPs. En general se detecta la presencia de grupos N-H (alrededor de
3400 cm™) y C=0 (1600-1700 cm™), correspondientes a funciones amida, que indicarian la
presencia de proteinas.
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Las principales diferencias, observables mediante FTIR, entre la composicion de las
coronas de las AgNPs son, por una parte, un pico asignable a C-O (1064 cm™), posiblemente
procedente de lipidos, que aparece en las AgNPs de pH 7 tardias y no esta en las tempranas. Por
otra parte, las diferencias observadas entre las tempranas y tardias de pH 4 son mayores, en
particular la importante presencia en las AgNPs tempranas en relacion a las tardias de grupos -
CHx- y -CH; (2950-2850 cm™), y de sefiales de alquil-ésteres (1200-1100 cm™) y metilos
asociados a grupos carboxilo (1500-1350 cm™), mas intensas que las caracteristicas de proteinas
(N-H alrededor de 3400 cm™ y C=0 en 1750-1600 cm™). Esto podria indicar una mayor
presencia de lipidos en la corona de las tempranas que en las tardias. Las diferencias entre las de
pH 4 y las de pH 7 se darian principalmente en cuanto a que las de pH 7 tienen principalmente
proteinas mientras que las de pH 4 contienen mayor proporcion relativa de lipidos, en particular
las tempranas en las que podrian ser predominantes.

4.2.5 Composicion y concentracion de plata en las AgNPs mediante TXRF
Los andlisis de TXRF cualitativos mostraron principalmente 2 picos de intensidad
elevada alrededor de los 3 keV, que corresponden a plata (Anexo II). Las concentraciones de las
preparaciones de nanoparticulas utilizadas en los ensayos de actividad biologica fueron
determinados utilizando los correspondientes anélisis cuantitativos.

4.3. Actividad inhibidora del crecimiento y de la formacion de biofilms de bacterias Gram-
y Gram+ por las AgNPs
4.3.1 Inhibicién del crecimiento de bacterias Gram- y Gram+ por las AgNPs

Inicialmente se procedio a realizar los experimentos de actividad antibacteriana de las
AgNPs en placas de microtitulo empleando medio Mueller-Hinton (MH), pero no se observaron
efectos apreciables sobre el crecimiento de las cepas bacterianas de estudio. Puesto que en
estudios previos se habia observado que AgNPs obtenidas con sobrenadantes de cultivos en
BG11 (con CI), si que mostraban actividad en medio nutritivo (N) (60), se procedio a probar la
actividad de AgNPs de pH 4 tempranas producidas en medio BG11A (sin CI") (AgNPs-Cl-) en
medios N y MH en paralelo, incluyendo también en el analisis AgNPs producidas en medio
BG11 (con CI') (AgNPs-CI+).

Los resultados mostraron por un lado que las AgNPs-Cl+ en general inhibian mas en
medio N que en MH. Las AgNPS-CI- presentaban datos poco congruentes en MH dado que el
crecimiento bacteriano en este medio parecia aumentar en presencia de las NPs, sin embargo, en
medio N si se observaba un efecto inhibitorio (Fig. 12). Paralelamente se observé que la adicion
de AgNO; al medio MH producia, al cabo del tiempo, una coloraciéon marrén oscura que
presentaba un espectro similar al producido por AgNPs (no mostrado). Todos estos datos nos
llevaron a realizar los estudios de actividad antibacteriana en medio N.
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Figura 12: Comparacién de las inhibiciones por AgNPs observadas en medios MH y N. Se indica la
procedencia de las AgNPs en cuanto al medio de cultivo de las algas (BG11/BG11A) y el medio (MH/N) en que su
actividad antibacteriana fue analizada frente a las bacterias indicadas.

Se determiné en el medio N elegido la inhibicion del crecimiento de las distintas AgNPs
producidas con cultivos de Parachlorella sp. y de los resultados obtenidos se determinaron los
valores de concentracion inhibitoria del 50% (Clso) (Tabla 3). En estos analisis se incluyeron
dos controles uno de AgNOs3 y otro de estreptomicina (Sm).

Al analizar los valores de Clsp (Tabla 3), se observd la baja actividad inhibitoria de SM
sobre las dos especies de estafilococos empleadas como testigo, no detectandose inhibicion de
S. epidermidis a ninguna de las concentraciones de SM probadas y baja frente a S. aureus. La
actividad frente a las Gram- fue similar en base a sus Clso, para E. coli y K. pneumoniae y muy
alta frente P. aeruginosa, que fue inhibida por todas las concentraciones probadas. En el caso de
la otra Gram+ empleada, B. subtilis, SM mostré una actividad mayor con respecto a las demas
Gram + y menor frente a cualquiera de las Gram -. El AgNOs; mostré los valores de Clsp mas
bajos a excepcion de para P. aeruginosa, contra la que fue menos eficaz que la SM. La maxima
actividad fue contra B. subtilis, siendo capaz de inhibir también a los estafilococos. No se
observaron grandes diferencias entre los Clso frente a las distintas bacterias. Los valores de Clso
de las AgNPs fueron todos mayores que los medidos para Sm y AgNOs.

Considerando las AgNPs, se observa que las mas activas son las de pH 7 tardias,
mostrando un Clsy para B. subtilis ligeramente inferior al de SM, y siendo capaz de inhibir el
crecimiento de S. epidermidis para el cual Sm no se mostrd activa. La mayor actividad de
cualquiera de las AgNPs fue frente a P. aeruginosa mientras que en casi todos los casos la
menor actividad se observd frente a los estafilococos. Con la excepcion de las de pH 7
tempranas, la actividad fue mayor frente a S. epidermidis que frente a S. aureus. Las
significativamente menos activas fueron las de pH 7 tempranas con valores de Clso
notablemente superiores a los de las correspondientes tardias, Para las AgNPs de los dos pHs las
tardias fueron generalmente mas activas que las correspondientes tempranas si bien las
diferencias fueron menores entre las de pH 4. Las tempranas de pH 4 fueron mas activas que las
correspondientes de pH 7, mientras que ocurrid al contrario con las tardias. Las bacterias Gram-
presentan una mayor sensibilidad a AgNPs especialmente P. aeruginosa. Las mayores
resistencias a AgNPs las presentan los estafilococos al igual que para Sm. Paralelamente, la
cepa de B. subtilis presenta una gran sensibilidad para todos los antimicrobianos testados.

Entre las distintas AgNPs las tnicas que presentan diferencias significativas generales en
la inhibicion de los distintos tipos de bacterias, son las correspondientes a pH 7 tempranas,

siendo menos eficaces que el resto de las AgNPs. No obstante, las diferencias son menos
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notables entre estas y las de pH 4 tempranas que con respecto a las de pH 7 tardias, las cuales
presentan los valores mas bajos de Clsy y por tanto la mayor actividad inhibitoria.

D D 4 D ) 4

Bacteria AgNQC emprana emprana ardia ardia
E. coli 1,13 0,78 32,46 **[H#HE | 15,2T**##H## | 5,99***/# | 10,34%*/#
K. pneumoniae 0,95 1,04 34,64 ** [## 14,84#+# 4,68*** 8,56
P. aeruginosa ND (<<x) 0,79 7,88**/# 3,51# 2,47** 3,83
S. aureus 17,98 0,91 66,48* 33,45 9,31* 17,07
8. epidermidis ND (>>>) 0,79 93,32%**/[#H | 15,85#### 5,43*** 12,05
B. subtilis 4,98 0,66 30,86 ** /### 5,55### 4,11%%*/# 5,97#

Tabla 3. ICso de las AgNPs frente a las distintas bacterias testigo. Se incluyen controles de AgNO3 y Sm. ND
(<<<) inhibicién superior al 50% en todas las concentraciones; ND (>>>) inhibicion inferior al 50% en todas las
concentraciones. Diferencias estadisticamente significativas indicadas con * entre pHs y # entre fases de crecimiento
de las algas, con P-valor: <0,05 (*) o (*); <0,01(**) o (**); y <0,001(***) o ),

4.3.2 Actividad inhibidora de la formacion de biofilms de las AgNPs.

Los datos de formacion de biofilms bacterianos en los pocillos de las placas de
microtitulo se determinaron mediante tinciéon con cristal violeta (Anexo III) y mostraron una
inhibicion creciente con la concentracion de AgNPs. En algunos casos se observd un mayor
crecimiento de biofilms en las muestras con las concentraciones bajas de AgNPs que en los
propios controles, sobre todo en las cepas que presentan mayor resistencia a AgNPs. Para la
comparacion de estos datos se determinaron las concentraciones que inhiben un 50% la
formacion de biofilms (Clfbsg) con respecto a los controles sin inhibidores (Tabla 4). Los
valores obtenidos son aproximadamente proporcionales al crecimiento total de las bacterias,
aunque tienden a ser ligeramente mas elevados, incluidos los correspondientes a AgNOs.

En general se observaron mayores inhibiciones de la formacién de biofilms por AgNPs
tardias que por tempranas sobre todo en el caso de las de pH 7. Sin embargo, las diferencias
parecen ser también muy dependientes de la bacteria testigo. En algunos casos las diferencias
son muy notables, por ejemplo, frente a S. epidermidis y frente a E. coli entre las de pH 7
tempranas y tardias.

pH7 pH 4 pH7 pH 4
Bacterias AgNO; tempranas tempranas tardias tardias

E. coli 1,57 22,20% 16,30 3,09+ 12,50

K. pneumoniae ND 57,07# 6,13# 49,534 6,41#

P. aeruginosa 1,45 9,42 4,94 4,43 4,00

S. aureus 1,83 ND 30.00 6,27 13,52

S. epidermidis 1,39 | 113,80/ | 27,94### 5,67 15,73

B. subtilis 2,92 1,00 12,34 3,06 5,01
Tabla 4: ICfbso de las AgNPs frente a las distintas bacterias testigo. Se incluyen controles de AgNO3
ND no determinado. Diferencias estadisticamente significativas indicadas con * entre pHs y # entre fases

de crecimiento de las algas con P-valor: <0,05 (*) o (*); <0,01(**) o (*); y <0,001(***) o ##),

4.4 Actividad citotoxica de las AgNPs de pH 7

Los resultados preliminares de citotoxicidad en células HaCat (Fig. 13), muestran una
reduccion de la viabilidad celular en las células tratadas con AgNPs pH 7 tempranas a
concentraciones de 31,2 pg/ml (77% RN y 53,5 % MTT) y de 62,4 pg/ml (54 % RN y 34 %
MTT). Por otro lado, las AgNPs pH 7 tardias reducen la viabilidad celularaun 3 % en RN y a
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10,6 % en MTT a concentraciones de 23,2 pg/ml, no apreciandose efectos a concentraciones
inferiores.

Citotoxicidad Citotoxicidad
AgNPs (pH7-Tempranas) AgNPs (pH7-Tardias)

—~150- " RN ]
< =, MTT 5 — = RN
> s = MTT
S 100+ S 1001
e )
S 50 S 50
> S

0 0

Control 15,6 31,2 62,4

2 Control 5,8 11,6 23,2
Concentracion(pg/ml)

Concentracion(ug/ml)

Figura 13: Viabilidad de células HaCat en prersencia de AgNPs de pH 7. Se representan la viabilidad
de las células en distintas concentraciones crecientes de las NPs, en rojo se representa el ensayo de rojo
neutro (RN) y en morado de MTT.

5. DISCUSION

Puesto que uno de los objetivos era determinar si es posible producir AgNPs con cultivos
de estas algas en ausencia de (CI'), e impedir de esta forma la produccion de AgNPs mixtas con
AgCl observada anteriormente (60), era imprescindible utilizar un medio de cultivo que no lo
contuviera. Se disefio y utilizo asi un medio derivado del clasico medio BG11 utilizado en el
aislamiento y mantenimiento de estas algas. El medio se denomind BG11A y en el fueron
sustituidos todos los cloruros por sales de los mismos cationes, pero utilizando aniones como
nitrato o sulfato.

El crecimiento de las algas en medio BG11A a pH 7 y pH 4, fue mas lento que lo descrito
para el medio BG11, si bien el nivel de crecimiento fue aceptable con valores de DOgso
maximos entre 1.5 y 2. No se han observado diferencias significativas entre los cultivos a uno u
otro pH, presentando los cultivos duplicados de cada alga, y en cada condicion, curvas de
crecimiento similares. Alguna mayor diferencia en el crecimiento de los duplicados se observo
para el caso de los cultivos a pH 7 de Coelastrella. Estas diferencias no fueron importantes y
pueden deberse a que esta microalga pueda ver afectado su crecimiento por el propio proceso de
muestreo en mayor medida que las otras. Aunque todas las algas utilizadas tienden a depositarse
en el fondo de los frascos de cultivo, en el caso de Coellastrella sp. la suspension de las células
en el medio de cultivo antes de la toma de muestra ocasiona una cierta ralentizacion posterior
del crecimiento mayor que en los otros casos. En cualquier caso, estos resultados muestran que
es posible cultivar estas microalgas de forma eficaz, en un medio carente de CI™

Las muestras de los cultivos tomadas aproximadamente cada semana fueron utilizadas
para determinar la capacidad de formacion de AgNPs de los sobrenadantes correspondientes
durante el desarrollo de los cultivos algales. Como se ha indicado en la seccion de resultados, se
pudo determinar que la formacion de NPs era practicamente nula en las primeras semanas y que
posteriormente se observaban dos tipos de cinéticas de formacion segliin el desarrollo de los
cultivos: 1°) cultivos con desarrollo relativamente temprano que generaban AgNPs con cinéticas
que alcanzaban un maximo de produccion entre 3 y 4 dias y 2°) cultivos mas tardios cuyos
sobrenadantes necesitaban mas tiempo para llegar al maximo de produccion de AgNPs entre 10
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y 12 dias. Esta diferenciacion era menos clara en el caso de los cultivos de Coelastrella sp.,
necesitandose en este caso valores de DOggo de los cultivos mayores que para las demas
microalgas, para poder formar NPs.

Un comportamiento similar se habia descrito previamente para cultivos de las mismas
microalgas en medio BG11 (60), si bien en este caso el crecimiento de las algas era mas rapido
como ya se ha indicado, y también las cinéticas de formacion de AgNPs eran mas rapidas, pero
existiendo una diferenciacion segin el desarrollo de los cultivos con cinéticas tempranas con
maxima produccién en torno a las 3-5 horas y tardias a los 2-3 dias. Esto sugiere, que no solo el
crecimiento del cultivo se ha ralentizado al utilizar medio BG11A sino que también la sintesis
de AgNPs, indicando que la produccion de los componentes quimicos presentes en los
sobrenadantes no solo se ralentiza durante el cultivo en este medio sino que quizas también su
concentracion podria ser menor. Una posible explicacion seria que la formacion de nucleos de
cristalizacién de las NPs sobre precipitados de AgCl, en el caso de las reacciones con
sobrenadantes de cultivos en medio con Cl, podria acelerar las cinéticas de formacion de
AgNPs. Estudios de la composicion de los sobrenadantes podrian llevarse a cabo en el futuro,
para arrojar luz sobre este comportamiento. Sumado a esto, cuanto mas tardaba en estabilizarse
la sintesis de AgNPs menor era la Amax, sugiriendo cambios en la distribucion de tamafios de las
nanoparticulas geenradas.

Para realizar una caracterizacion estructural mas detallada y determinar la actividad
bioldgica se eligieron las AgNPs producidas por sobrenadantes de Parachlorella sp., realizando
sintesis preparativas de las AgNPs de cultivos a pH 7 y pH 4, tanto tempranas como tardias. Se
comprobo espectrofotométricamente que las cinéticas de las sintesis cumplian con las
caracteristicas definitorias de los dos tipos de AgNPs definidos previamente.

Una vez obtenidas las distintas AgNPs se procedid a su caracterizacion tanto fisico-
quimica como bioldgica. Para ello primero se obtuvieron los datos de XRD, los cuales
establecieron un patréon de cristalizacidon en estructuras cubicas centradas en las caras, como se
habia observado en otros ensayos de produccion biologica de AgNPs (29, 41). Paralelamente,
los datos de TXRF no muestran la presencia apreciable de picos caracteristicos de AgCl, tal
como seria de esperar al utilizar el medio BG11A (sin CI°), pero si se los dos picos en torno a 3
KeV, carcateristicos de Ag, en todas las muestras analizadas por TXRF. De esta forma se
cumple uno de los objetivos del trabajo al demostrar que es posible producir AgNPs sin
contaminacion con AgCl, a partir de sobrenadantes de los cultivos de Parachlorella sp.

Para determinar la morfologia, tamafio medio y dispersion de tamafios de las AgNPs se
empled la TEM. Esta técnica permite visualizar el ntcleo o "core" de la AgNP, que aparece
oscuro al paso de los electrones por la presencia de plata. Se observaron morfologias
generalmente circulares, aunque en algunos casos otras morfologias pudieron ser apreciadas en
algunas de las AgNPs mas grandes. Estos resultados concuerdan con estudios similares de
produccion de AgNPs en cultivos de microalgas (46). También se pudieron observar en algunas
AgNPs que el core no es homogéneo apareciendo zonas mas o menos electrodensas debido a la
estructura cristalina de los mismos dispuesta en determinadas orientaciones sobre la rejilla,
como se ha visto en otros casos (p. €j. 29, 41). Las AgNPs, de cultivos tempranos de ambos pHs
presentaban tamaifios pequefios, en torno a 5 nm, con valores relativamente pequefios de PDI
(0,16-0,17). Estos tamafios son muy similares a los de NPs producidas a partir de sobrenadantes
de Chlorella vulgaris (44) y mas pequefias que las obtenidas con sobrenadantes con CI™ (60) de
Parachlorella sp. Para las de cultivos tardios los diametros de las AgNPs son mayores, aunque
con una gran dispersion (PDI=0,63-0,54). En el caso de las AgNPs tardias de pH 4 se detecta
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una distribuciéon en torno a diametros de aproximadamente 6 nm y 24 nm. Las de tamafo
pequeiio podrian ser similares a las producidas con cultivos tempranos parte de las cuales
pueden haber crecido durante un proceso de maduracion mas largo. En algunos estudios para la
produccion de AgNPs con tamafios controlados se emplean preparaciones de NPs muy
pequeias, que son tratadas con compuestos quimicos a distintas concentraciones para generar
AgNPs de tamafios diversos (69, 70). Es posible que en la situacion de la sintesis de las NPs de
pH 4 tardias se haya producido una situacion similar, aunque no todas las NPs pequefias hayan
podido llegar a crecer. Estas diferencias en el tamafio, forma y dispersion de las NPs bioldgicas
producidas en distintas condiciones se ha descrito en estudios previos (41, 71, 72).

Al analizar los resultados de las medidas de los didmetros hidrodinamicos por DLS se
observa que éstos son superiores a los determinados por TEM, lo que sugiere la presencia de
una corona desarrollada en las AgNPs producidas. Igualmente se observan tamafos mayores en
las AgNPs tardias con respecto a las tempranas. Por otro lado, el DLS también ha permitido
determinar el potencial eléctrico de las AgNPs producidas. Los potenciales medios, que son
todos negativos, son muy similares para las tempranas y tardias del mismo pH, pero bastante
diferentes entre las de pH 7 (en torno a -17 mV) y las de pH 4 (en torno a -9 mV). Se suele
considerar que la estabilidad de las NPs en suspension, que permite que no se agreguen,
depende del valor del potencial eléctrico de las mismas considerdndose que valores elevados
(£30mV) dificultan la agregacion y facilitan el mantenimiento en estado coloidal de las NPs
(73), si bien esto ha sido considerado para NPs quimicas con composiciones bien definidas y
comparables, pero no ha sido estudiado para NPs de origen bioldgico y con estructuras y
composiciones posiblemente mas complejas.

Una aproximacion frecuentemente utilizada para intentar tener un cierto conocimiento de
los componentes de la corona es la obtencion de espectros de FTIR (p.ej. 74, 75) los cuales
muestran distintos tipos de vibraciones de los distintos tipos de enlaces presentes en la muestra
asociados a ciertos grupos funcionales (76), en particular, en el caso de AgNPs obtenidas con
extractos bioldgicos o sobrenadantes de cultivos, de aquellos presentes en biomoléculas (77). En
los espectros de las AgNPs obtenidas a pH 7 se han observado a 3400 cm™ y en la regiéon 1600-
1700 cm™, que son caracteristicos de grupos N-H y C=O respectivamente, los cuales estan
asociados a proteinas (78). Este dato concuerda con lo observado para otras AgNPs biologicas
(29, 44, 53), lo cual sugiere que los componentes mas comunes de la corona de las AgNPs
obtenidas en este trabajo, podrian ser proteinas, aunque no se puede determinar cuales son o si
son o no las mismas en las distintas NPs. Estudios posteriores con el fin de dilucidar este tema
podrian hacerse en el futuro con técnicas complementarias. En el caso de las AgNPs obtenidas a
pH 4, parece que las coronas podrian contener sustancias lipidicas en mayor o menor
proporcion, dependiendo de si son AgNPs tempranas o tardias, al aparecer bandas
caracteristicas de grupos metilo y/o metilenos alquilicos y de alquil-esteres. Al poder existir
distintos tipos de biomoléculas en la corona se produce un solapamiento de sefales que puede
interferir en la determinacion de todos los componentes presentes, ya que algunas sefiales
pueden proceder de distintos tipos de biomoléculas y solaparse en el espectro. Al igual que las
caracteristicas fisicoquimicas del core, los componentes de la corona afectan a la funcionalidad
de las AgNPs. El estudio de la composicion de la corona y de las proteinas que pueden
interaccionar con ellos resulta importante a nivel de la actividad antibacteriana y de la toxicidad
sobre células del hospedador, pudiendo también afectar a la farmacodinamica y la
farmacocinética de las AgNPs (53, 79, 80).
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La actividad antibacteriana de las AgNPs sintetizadas se ha estudiado determinando la
inhibicion del crecimiento bacteriano en medio liquido, y de la formacion de biofilms. La
actividad antibacteriana se determiné inicialmente en medios MH y N observandose que en
medio MH se producian unos resultados poco claros en cuanto al efecto antibacteriano, por lo
que los experimentos posteriores se realizaron en medio N. Estudios de la actividad
antibacteriana realizados en medio MH y descritos en la literatura con anterioridad habian
detectado una diferencia considerable en la susceptibilidad a Ag" dependiendo del medio
empleado, lo que se atribuy6 a la posible interaccion de los iones Ag” con CI" y proteinas con
grupos tiol del medio (21, 81, 82). Puesto que iones Cl" y proteinas o péptidos podrian estar
presentes en ambos medios probados (N y MH), se requeririan estudios mas detallados para
determinar las causas de los efectos observados. Para el estudio de la actividad antibacteriana de
AgNPs en diferentes estudios se han empleado distintos medios alternativos, como el medio
Luria-Bertani (LB) (83), medio de soja y triptona (TSB) (84), medio MH (21, 29), y también el
medio N empleado en este trabajo, al igual que en trabajos anteriores de nuestro grupo (41, 60),
y en otros (44). Los resultados obtenidos por nosotros en este trabajo sugieren que se deberia
hacer un estudio especifico sobre el medio mas apropiado para el estudio de la actividad
antibacteriana de las AgNPs de forma que ademas los resultados de distintos estudios pudieran
ser comparables.

Las AgNPs producidas en este estudio, presentan una menor eficacia que el AgNOs, que
se tomd como control. El1 AgNO; mostro Clsy similares para las distintas cepas con valores
bajos. Por tanto, las diferencias entre los Clso observados entre AgNPs se pueden atribuir o a la
propia capacidad inhibitoria de cada tipo de AgNPs o a la diferente sensibilidad de cada bacteria
a las mismas, sin que su efecto se pueda atribuir exclusivamente a la plata presente en los
ensayos. Las AgNPs producidas por la misma cepa de Parachlorella sp. en BG11 en un estudio
anterior de nuestro grupo (60) se mostraron mas activas que las obtenidas en este trabajo, lo que
puede ser debido a diversos factores complejos dificiles de analizar como p.ej. la ausencia de
AgCl en estas ultimas, diferencias en tamafio, etc.

La actividad antibacteriana de las AgNPs o sales de plata puede deberse a diferentes
causas y diversos autores han mostrado o sugerido que la union de las AgNPs a la superficie
celular es de gran importancia para su efecto antibacteriano (85, 86, 87, 88), asi como que la
presencia de porinas facilita la entrada de los iones Ag" (89) y que estos interfieran en la cadena
respiratoria, bloqueando la fuerza protdon motriz (90), o mediante la produccion de ROS como se
ha visto en S. epidermidis (91). En condiciones anaerobias el efecto antibacteriano de la plata se
reduce (92). Todos estos estudios en su conjunto se podrian interpretar como que es posible que
el efecto de las AgNPs pueda ser diferente sobre distintos tipos de bacterias segin las
caracteristicas estructurales y funcionales de las mismas. Segun los resultados de nuestro
estudio las cepas de bacterias Gram- tienden a ser mas susceptibles a las AgNPs, especialmente
P. aeruginosa, que las Gram+ utilizadas, lo que concuerda con otros estudios (29, 93, 94). K.
pneumoniae y E. coli no son tan susceptibles a las AgNPs como P. aeruginosa, quizas porque
estas especies no posean las porinas OmpF/C para la entrada de Ag™ segin se ha descrito (89).
Tampoco se ha descrito ninglin mecanismo de resistencia a plata en P. aeruginosa (21, 89).
Entre las Gram+ utilizadas en este estudio se observan diferencias en susceptibilidad a las
AgNPs, con los estafilococos (S. aureus y S. epidermidis) siendo menos sensibles que B.
subtilis, 1o que pudiera estar relacionado con diferencias estructurales y/o funcionales de estos
dos tipos de Gram+, dado que se ha descrito que cepas con distinta estructura de pared
presentan distinta sensibilidad a las AgNPs (85).
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Las AgNPs que mejor inhiben el crecimiento de bacterias en medio liquido fueron las
producidas a partir de sobrenadantes de cultivos mas desarrollados (AgNPs tardias). Estas
AgNPs tardias presentan los didmetros medios mas altos, lo cual no concuerda con la relacion
tamafio-eficacia antes citada, aunque hay que tener en cuenta que la eficacia de las NPs no solo
se debe a sus caracteristicas de tamafio y forma (39, 40, 41). Por otro lado, las AgNPs tardias
producidas a partir del sobrenadante de cultivos de pH 7 son las que presentan mayor actividad,
seguidas por las de pH 4 tardias, a pesar de que sus tamafios medios al TEM son de 38 nm y 17
nm respectivamente, si bien la alta dispersion de tamafios observada no permite relacionar
adecuadamente tamaiios y actividades. Es necesario tener en cuenta que las caracteristicas de la
corona pueden modificar la accion antibacteriana de las AgNPs, afectando la correlacion entre
tamafio y eficacia inhibidora. Esta funcionalidad de la corona en las NPs biologicas ya fue
descrita en otros estudios (50). En nuestro estudio los datos de didmetro hidrodinamico parecen
igualarse en el caso de las nanoparticulas tardias disminuyendo las diferencias observadas entre
los tamafios de los correspondientes core de las AgNPs. La relevancia de las diferencias en las
caracteristicas fisico-quimicas de las distintas AgNPs con respecto a su actividad indican un
comportamiento muy complejo de estos materiales que dificulta la extraccion de informaciéon
estructura-actividad.

Los ensayos de inhibicion de la formaciéon de biofilms mostraron que las AgNPs se
comportaron, en lineas generales, de forma similar a como lo hicieron en la inhibicion del
crecimiento discutida anteriormente. Se observd una mayor inhibicion de los biofilms de las
bacterias Gram- con respecto a las Gram+, con un menor efecto sobre S. aureus y S.
epidermidis. Para una mejor comparacion de los resultados se determinaron, cuando fue posible,
las CIfbs. En general los valores determinados fueron superiores a los obtenidos para la
inhibicion del crecimiento, posiblemente debido a que por motivos metodolégicos los datos de
CItb corresponden a 12-14 h de incubacion en vez de a las 7 h a las que se determinaron los
Clso. Ademas, el proceso de tincion con cristal violeta exige una mayor manipulaciéon de la
muestra, lo que provoca que las diferencias entre duplicados aumenten y reduce la significacion
estadistica (66). En algunas de las medidas correspondientes a las concentraciones mas bajas de
AgNPs se observa de forma consistente un aumento de la produccion de biofilm con respecto a
los controles sin ellas. Aunque esto podria ser debido a errores experimentales, también es
posible que la presencia de AgNPs, a concentraciones subinhibitorias del crecimiento, no fuese
lo suficientemente elevada como para inhibir el crecimiento, pero si lo suficiente como para
inducir la formacion de biofilm en la muestra. Esto se explicaria porque, como se ha sugerido, la
formacion de biofilms puede ser un mecanismo de defensa frente a medios potencialmente
agresivos (11, 13). Este efecto deberia estudiarse en el futuro ya que, de poder demostrarse,
podria suponer la existencia de algin mecanismo de quorum sensing afectado por plata que
indujera la formacion de biofilms en estas condiciones.

Los resultados preliminares de viabilidad celular utilizando queratinocitos humanos en
cultivo mostraron que concentraciones de 31,2 pg/ml y 62,4 pg/ml de AgNPs tempranas de pH
7, en el rango de sus valores de ICso frente a bacterias, mostraban efectos en la reduccion de la
viabilidad de los queratinocitos. Este efecto no se apreciaba a la concentracion 15,6 pg/ml, lo
cual sugiere que la unica bacteria en la que podria haber un efecto antibacteriano sin poner en
peligro la viabilidad celular eucariota es en P. aeruginosa, la cual presenta una gran sensibilidad
a las AgNPs producidas. Paralelamente las AgNPs tardias de pH 7 Ginicamente presentan efectos
citotoxicos a la concentracion mas alta probada, 23,2 pg/ml, la cual es superior a los ICsg frente
a bacterias y, en general, superior a los de formacion de biofilms. Otros autores han obtenidos
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resultados similares, en cuanto a la baja citotoxicidad de las AgNPs en fibroblastos de
embriones de ratdon, a concentraciones correspondientes a las concentraciones minimas
inhibitorias frente a bacterias (95). También se ha descrito datos de citotoxicidad en los que
AgNPs de menor tamafio presentan efectos citotoxicos y respuesta proinflamatoria a
concentraciones mas bajas que las de mayor tamafio (96), lo que no estd de acuerdo con
nuestros resultados, si bien como ya se ha indicado el tamafio no siempre correlaciona con las
actividades biologicas de NPs complejas como las obtenidas por métodos bioldgicos y también
la metodologia de determinacidon de la toxicidad y las lineas celulares empleadas podrian influir.

Aunque los datos de citotoxicidad son ain preliminares, abren una posibilidad para
investigar la posible utilidad de estas AgNPs contra bacterias a concentraciones que pudieran no
mostrar efectos citotoxicos relevantes, solas o como coadyuvantes de la actividad
antimicrobiana de otros antibidticos compatibles con las AgNPs, como se ha visto con NPs de
oro (97, 98).

6. CONCLUSIONES

La ausencia de CI, o la presencia de sales alternativas, en el medio BG11 modifica el
crecimiento de las microalgas empleadas en este estudio, ralentizando su crecimiento con
respecto a un medio BG11 estandar con CI'. A partir de los sobrenadantes obtenidos de dichos
cultivos es posible obtener AgNPs a lo largo de la curva de crecimiento, habiéndose observado
que a mayor desarrollo del cultivo mayor era la produccion de AgNPs. A lo largo del
crecimiento del cultivo se han observado dos tipos de cinéticas de produccion, rapida con
maximo de produccion en tiempos de alrededor de 4 dias y mas lenta con maximo a alrededor
de los 10 dias, correspondiendo a fases tempranas, 2 semanas, y tardias, 9 semanas, de
desarrollo de los cultivos.

Las AgNPs producidas por sobrenadantes de cultivos de Parachlorella sp. presentan
distintas caracteristicas fisico-quimicas dependiendo del pH del medio de cultivo y de la fase de
crecimiento del alga. Los core de las AgNPs, que estan compuestos basicamente por plata
metalica cristalizada en forma cubica centrada en las caras, son de pequefio tamafio, con
diametros en torno a 5 nm para las tempranas, y mayores y mas dispersos para las tardias. Las
coronas de las AgNPs hacen que tengan diametros hidrodinamicos que varian entre los 28-36
nm de las tempranas a los 45-47 nm de las tardias y estan compuestas fundamentalmente por
moléculas con grupos N-H y C=0 de amidas, que se asignan a proteinas, aunque en las de pH 4
la presencia de lipidos es relevante. El potencial eléctrico de las AgNPs es negativo en todos los
casos y es mayor en las de pH 7 (alrededor de -17 mV) y alrededor de la mitad en las de pH 4 (-
8a-9mV).

Se han determinado los valores de ICsy de las diferentes AgNPs que presentan distintas
actividades antibacterianas, siendo las AgNPs tardias las que presentan mayor actividad
inhibitoria del crecimiento y de formacion de biofilm, con respecto a las tempranas. Entre las
tempranas la tinica que presenta una actividad significativamente diferente y drasticamente
menor a sus homologas tardias son las de pH 7, mientras que las de pH 4, presentan valores mas
parecidos entre tempranas y tardias. A nivel general las distintas AgNPs han producido un
efecto antibacteriano mayor frente a Gram- que a Gram+, siendo especialmente sensible P.
aeruginosa y las mas resistentes los estafilococos.

En un estudio preliminar de citotoxicidad de las AgNPs de pH 7 sobre queratinocitos
humanos, se ha observado para las AgNPs tardias una cierta toxicidad a una concentracion
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inferior a los ICso frente a bacterias. Para las tempranas esto solo se observa para los ICso de
algunas de las bacterias mas sensibles.

Finalmente se deduce que es posible producir AgNPs con actividad antibacteriana en
medios sin Cl y que tanto el pH como el tiempo de cultivo de las microalgas en este medio,
influyen en las caracteristicas fisico-quimicas detectadas. Todos estos factores posiblemente
influyan de forma compleja en la actividad antibacteriana y en la citotoxicidad de las AgNPs,
producidas, necesitandose posteriores estudios que intenten diferenciarlos.
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