Produccion de nanoparticulas

metalicas mediante el uso de los

hongos: una alternativa contra

microorganismos patogenos

Ernestina Castro-Longoria’

ISSN IMPRESO 2954-4327. ISSN ELECTRONICO 2992-7277
https://dx.doi.org/10.58713/rf.v1i1.2 Ciudad de México

Resumen

Las nanoparticulas metalicas (NPs) como
las de plata, oro, cobre y otros metales han
demostrado ser efectivas contra microorga-
nismos que presentan multirresistencia a
los antibidticos convencionales. Es por ello
qgue actualmente se investiga el uso de ma-
teriales biolégicos como agentes reducto-
res para la produccion de NPs, como una al-
ternativa eco-amigable. Diversos materiales
biol6gicos como bacterias, hongos, plantas,
algas, etc., han sido utilizados para sinteti-
zar NPs metalicas. No obstante, los hongos
son microorganismos que presentan mayor
ventaja sobre otros sistemas bioldgicos ya
que poseen una alta tasa de crecimiento, re-
quieren de nutrientes simples y son de facil
manejo en el laboratorio. Hasta el momento
hemos llevado a cabo con éxito la produc-
cion de NPs de diversos metales utilizando

especies de hongos no patégenos. En parti-
cular las NPs de plata y cobre poseen exce-
lentes propiedades antimicrobianas y una
de las principales ventajas es que presen-
tan baja toxicidad en lineas celulares de ma-
miferos. En esta nota se resume el trabajo
realizado hasta el momento y se espera que
en un corto plazo se lleven a cabo los en-
sayos de laboratorio in vivo, para demostrar
su eficaciay asi poder presentarlos como

una alternativa para los casos donde las in-
fecciones microbianas no respondan a los
antibiéticos convencionales.
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Introduccion

Desde tiempos antiguos se conocen las
propiedades antimicrobianas de la plata,
y en las ultimas décadas el uso de plata
nanomeétrica y otros nanometales se han
presentado como una alternativa para el
manejo de la resistencia microbiana a los
antibidticos convencionales.

Las nanoparticulas (NPs) metélicas pueden
producirse mediante métodos fisicos y
quimicos, los cuales involucran una gran
cantidad de energia y el uso de algunos
quimicos potencialmente téxicos. Es por
ello que una gran variedad de agentes
biolégicos se han propuesto para producir
NPs (Quester et al., 2013). Dentro de los
materiales biolégicos que se han utilizado,
los hongos han sido identificados como una
excelente alternativa, eco-amigable, para
la produccién de NPs de diversos metales
(Castro-Longoria, 2016). Los hongos
son microorganismos degradadores de
materia organica, por lo tanto tienen el
potencial de secretar una gran cantidad de
enzimas y metabolitos secundarios. Tanto
los componentes intracelulares como los
compuestos secretados al medio, pueden
utilizarse para la formacion y estabilizacion
de las NPs.

Para llevar a cabo la biosintesis de NPs
metdlicas se han utilizado con éxito
diferentes protocolos, como el uso de la
biomasa fungica, el filtrado libre de células,
el extracto de hongos y el sobrenadante
de cultivos liquidos. El uso de extractos y
sobrenadantes resulta ventajoso ya que
no se tiene que resolver el problema de la
extraccion de las NPs de la biomasa del
hongo (Castro-Longoria, 2016).

La biosintesis de NPs mediante el uso
de hongos representa una alternativa
econdémica, eco-amigable y biocompatible
que potencia la aplicacion de las NPs
obtenidas en biomedicina, ya que diversos
estudios han reportado que las NPs de
algunos metales poseen excelente actividad
antimicrobiana contra bacterias hongos
y virus, incluso contra microorganismos
multirresistentes ~ (Castro-Longoria et
al., 2017). Ademads, algunas especies de
hongos secretan moléculas con actividad
antimicrobiana y se ha demostrado que
las NPs obtenidas son aun mas efectivas
para inhibir microorganismos patogenos.
Un aspecto fundamental para sugerir su
uso en la clinica, es realizar estudios de
citotoxicidad para comprobar que las NPs
obtenidas no posean alta toxicidad en
células de mamiferos, asi como realizar los
ensayos de laboratorio in vivo.

Nuestro grupo de investigacion busca
obtener NPs biocompatibles que puedan
ser utilizadas como  microbicidas.
Resultados recientes utilizando especies
de hongos no patégenos para la produccion
de NPs de plata han demostrado una alta
efectividad para la inhibicién de bacterias
Gram-positivas 'y Gram-negativas, a
concentraciones menores 0 iguales
a 10 pg/ml. Cabe sefalar que las NPs
obtenidas conservan sus propiedades
antibacterianas aun después de un afio de
estar almacenadas a temperatura ambiente,
lo cual es importante para un uso exitoso.
Ademas, los ensayos de citotoxicidad en
fibroblastos mostraron baja citotoxicidad,
por lo que podrian tener uso potencial en
la clinica. Queda por realizar la evaluacién
en modelos in vivo para demostrar su
efectividad y determinar su efecto a nivel
sistémico.
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Biosintesis de NPs metalicas mediante el
uso de los hongos

La biosintesis de NPs metalicas utilizando
hongos fue reportada por primera vez
en el 2001. A partir de entonces, una
cantidad creciente de especies de hongos
se han utilizado y reportado como una
alternativa mas limpia para la produccion
de NPs (Castro-Longoria, 2016). La lista
de especies de hongos reportada para
la produccion de NPs va en aumento
y algunos estudios han incluido el uso
potencial de las NPs obtenidas. Tal es el
caso de las NPs de plata, cobre, oro y zinc,
que se han propuesto para ser utilizadas
como agentes antimicrobianos. En el caso
de las NPs de oro, estas también podrian
tener uso potencial para tratamientos
contra el cancer. Incluso, algunas formas
y tamafos de NPs de oro biosintetizadas
con el extracto del hongo Neurospora crassa
(Figura 1A) se han propuesto para uso
potencial en la deteccion de moléculas
mediante espectroscopia Raman reforzada
por efectos de superficie (SERS) (Quester et
al.,, 2013).

Como se menciond previamente, el uso
de hongos no patdgenos es una excelente
alternativa para la sintesis de NPs, sobre
todo si se busca una aplicaciéon médica. En
nuestro grupo de trabajo se han utilizado

mayormente hongos considerados seguros
para el humano. En los primeros trabajos
de investigacién se utilizé la biomasa del
hongo N. crassa para la produccion de NPs
de plata, oro, bimétalicas de oro y plata
(Castro-Longoria et al, 2011) y platino
(Castro-Longoria et al., 2012). Esta especie
de hongo es utilizada como organismo
modelo para diversos estudios de Biologia
celular y molecular y es considerada no
patégena para plantas, animales y humanos.
En estudios subsecuentes se han utilizado
los extractos y/o sobrenadantes de cultivos
liquidos (Quester et al., 2013, 2016).

Actualmente se estan utilizando los hongos
Lentinus y Ganoderma para la biosintesis de
NPs de plata y cobre (Figura 1B-C). Estas
especies de hongos son comestibles
y se han utilizado tradicionalmente en
paises asiaticos ya que se les atribuyen
propiedades medicinales. También se
esta trabajando con especies del hongo
Trichoderma, estos hongos son utilizados
como bioremediadores en cultivos agricolas
y en general se consideran seguros. Sin
embargo, como medida precautoria los
extractos y sobrenadantes de cultivos
liquidos utilizados para la sintesis, son ultra-
centrifugados para eliminar la biomasa.
Posteriormente son filtrados con filtros de
0.22 pym de tamafio de poro para eliminar
todo resto de biomasa que pudiera contener
el liquido en donde se cultiva el hongo.
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Figura 1. Micrografias de nanoparticulas metadlicas sintetizadas mediante extractos de hongos 'y
analizadas bajo microscopia electrénica de transmision. (A) nanoparticulas de oro, (B) platay (C)
cobre. En los recuadros se muestran las suspensiones de cada tipo de nanoparticula.

Aplicacion de nanoparticulas metalicas
contra microorganismos patégenos

Las NPs metalicas tienen un gran potencial
como agentes antimicrobianos. En
particular, las de plata han sido evaluadas
para la inhibicién de hongos y bacterias y
se han reportado excelentes resultados. En
el mercado se pueden encontrar productos
impregnados de plata coloidal y con NPs
de plata, incluidos Acticoat®, Aquacel® Ag,
Contreet®, Actisorb® Silver 220, Urgotul
SSD® y Avance® entre otros (Dowsett,
2004). Estos productos se utilizan para
tratar infecciones en heridas quirurgicas,
quemaduras y heridas crénicas como
Ulceras en las piernas (Lansdown, 2004), sin
embargo hasta donde tengo conocimiento,
la aplicacion directa de soluciones de plata
todavia no se realiza. Lo que si es claro
es que la cantidad de plata en tamafios
nanométricos es mucho menor que la
plata coloidal, la cual incluso se vende para
consumo directo. Sin embargo hacen falta
estudios para determinar si la aplicacion
tépica es segura. Aunque el uso en pacientes
solo seria recomendable para aquellos que
presenten infecciones cutaneas que no

respondanalosantibiéticos convencionales.

El mecanismo de accion de las NPs de
plata contra los microorganismos incluye
la generacién de especies reactivas de
oxigeno, dafio en pared y membrana celular
y dafio en el ADN. En Candida albicans
se determind que las NPs de plata se
adhieren a la pared celular liberando iones
que al internalizarse forman pequefias
NPs, las cuales terminan destruyendo el
material intracelular causando la muerte

del hongo (Vazquez-Mufioz, et al., 2014).

En otro estudio se evalué la capacidad
antimicrobiana de wun irrigante dental

modificado con NPs de plata contra C.

albicans'y Staphylococcus aureus y se encontro
que fue capaz de inhibir el crecimiento tanto
de células plancténicas como biopeliculas
(Martinez-Andrade et al., 2018). Las NPs de
plata se observaron cubriendo la superficie
de pseudo-hifas de C. Albicans (Figura 2A)
asi como la forma levaduriforme (Figura
2 B). En el caso de S. aureus, las células
también se encontraron con NPs adheridas

en gran parte de la superficie (Figura 2C-D).

Los resultados obtenidos demuestran que
las NPs metdlicas tienen un alto potencial
para su uso en la clinica.
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Mediante el desarrollo de métodos eco-
amigables para la produccion de NPs
metdlicas se ha logrado la sintesis de
particulas de tamafos pequefios, con un
rango de tamafos de 1-60 nm (Figura 1B-
C). Numerosos articulos cientificos han
reportado que este rango de tamano es
Optimo para la inhibicién de bacterias
patdgenas. Se ha reportado que las NPs
de plata de tamafios iguales o menores a
10 nm son muy eficientes para la inhibicién
de patégenos porque cubren una mayor
superficie del microorganismo, ademas que
liberan una mayor cantidad de iones (Ag"),
los cuales son microbicidas incluso a bajas
concentraciones. Esto fue corroborado
con NPs de plata obtenidas mediante el
hongo N. crassa. Se evaluaron las NPs para
determinar su capacidad antifungica contra
tres especies del hongo patégeno Candida.
Se obtuvieron mejores resultados con NPs
de 1-10 nm de diametro y la concentracion
minima inhibitoria (CMI) obtenida fue de 20
pg/mL para C. albicans, C. parapsilopsis y C.
glabrata (Quester, 2014).

Las NPs de plata obtenidas mediante el uso
de los hongos Ganodermay Lentinus también
sondetamafopequeno,conunrangode1-20

Figura 2. Micrografias de
microscopia electronica de
barrido de microorganismos
expuestos a nanoparticulas
de plata. (A-B) biopelicula

de Candida albicans, (C-D)
biopelicula de Staphylococcus
aureus. En (B) y (D) se
muestra una amplificacion
en la que se observa a

la mayoria de las células
cubiertas por nanoparticulas.
Las flechas indican algunas
de las células completamente
cubiertas por nanoparticulas
de plata.

nm y mostraron excelente inhibicion contra
las bacterias Escherichia coli, Pseudomonas
aeuroginosa y S. aureus. La concentracion
minima inhibitoria (CMI) fue menor o igual a
10 pg/ml para estas bacterias. Los ensayos
de citotoxicidad con fibroblastos mostraron
que a las concentraciones necesarias para
la inhibicion de las bacterias la toxicidad fue
baja. Adicionalmente, las NPs se evaluaron
después de mas de un afio de haber sido
sintetizadas y almacenadas a temperatura
ambiente y se observd que conservan
sus propiedades antimicrobianas. Estos
resultados demuestran que las NPs
obtenidas son estables y no pierden
efectividad con el paso del tiempo. Sin
embargo, como se menciond previamente
es necesaria su evaluacion en modelos
in vivo para poder proponerse como una
alternativaencasosdeinfecciones cutaneas
en donde los patégenos no respondan ante
los antibiéticos convencionales.
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