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Resumen

La resistencia creciente de los microorganismos a los tratamientos antibéticos
convencionales ha motivado el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas. Entre
ellas, las nanoparticulas de plata (AgNPs) sintetizadas mediante métodos
sostenibles han demostrado una capacidad antimicrobiana notable.

Esta investigacion se enfoca en evaluar el efecto antibacteriano de AgNPs
obtenidas a partir del extracto acuoso de Hibiscus sabdariffa, una planta reconocida
por su abundancia en compuestos bioactivos. El estudio se dirige especificamente
a Enterococcus faecalis, un microorganismo gran positivo relacionado con
infecciones endodonticas persistentes 'y con una elevada resistencia
antimicrobiana.

Para la obtencion de las AgNPs, se utilizaron distintas concentraciones tanto del
extracto vegetal como de nitrato de plata, y se confirmé su formacion mediante
electroscopia UV-Vis. La actividad antibacteriana se analiz6 a través del método de
difusién en agar (Kirby-Bauer), evaluando el tamafio de los halos de inhibicién con
el software Image J.

Los resultados mostraron halos de inhibicion en todas las muestras, con un
promedio de 0.93 mm, lo que demuestra un efecto positivo en la inhibicion
bacteriana. Esto sugiere que las AgNPs sintetizadas con Hibiscus sabdariffa podrian
representar una alternativa ecoldgica, accesible y efectiva en el desarrollo de

materiales antimicrobianos aplicables a la odontologia.



1. Antecedentes

1.1. Nanotecnologia y nanoparticulas

La nanotecnologia se ha convertido en uno de los campos mas dinamicos de la
ciencia moderna, al permitir la manipulacién de la materia en dimensiones inferiores
a los 100 nandmetros. A esta escala, los materiales exhiben comportamientos
unicos en comparacion con sus formas convencionales, lo que ha ampliado su
aplicacion en areas tan diversas como la biomedicina, la electrénica y la ingeniera
ambiental.’?

Entre los nanomateriales mas utilizados destacan las nanoparticulas metalicas,
como las de oro, plata y cobre por su versatilidad funcional. En particular, las
nanoparticulas presentan tres zonas estructurales: una capa superficial, una capa
con propiedades fisicoquimicas y un nucleo. Estas estructuras poseen propiedades
Opticas distintivas, como el cambio de color ante la exposicién a luz visible,

fendmeno que se explica por el efecto de resonancia plasménica.3®

La plata, en forma nanométrica, se ha consolidado como un agente antimicrobiano
no téxico con efectos antifungicos, antiinflamatorios y cicatrizantes, incluso a
concentraciones bajas. Las AgNPs han destacado por su capacidad de conduccion
eléctrica, interaccion con luz y notable actividad bactericida, lo que las hace

atractivas para aplicaciones médicas, sensores y recubrimientos funcionales.?36-8



1.1.1 Métodos convencionales de sintesis de nanoparticulas de plata

La produccion convencional de AgNPs emplea procesos fisicos como la ablacion
laser y la evaporacion-condensacion, asi como técnicas quimicas que utilizan
agentes reductores como borohidruro de sodio. Aunque permiten un buen control
sobre el tamafio y la morfologia de las nanoparticulas, estas técnicas conllevan el
uso de reactivos nocivos y altos requerimientos energéticos, generando residuos

contaminantes que representan riesgos para la salud y el medio ambiente.?%10

Esto ha impulsado la busqueda de métodos alternativos, dando lugar a la llamada
sintesis verde, en la que se emplean agentes bioldgicos para reducir iones metalicos

y estabilizar las nanoparticulas, con menor impacto ambiental.®'

Existen diversos mecanismos de accion de las nanoparticulas, los cuales se dan se
mediante la absorcién de metales por bacterias gram (+) o gram (-).
1. Las nanoparticulas liberan iones de plata y penetran la membrana celular
hasta producir muerte celular.®'%13
2. Penetran a la célula y se adhieren al ADN, interrumpiendo la reproduccion
celular y funciones metabdlicas.3'%13
3. Generan reacciones de oxigeno dentro de los microorganismos, lo que causa

estrés oxidativo, dafiando las proteinas, lipidos y acidos nucleicos. 31213

1.1.2 Sintesis verde
La sintesis verde se inscribe dentro de los principios de la quimica verde, la cual

propone disefiar procesos que minimicen el uso de sustancias peligrosas. En este

enfoque, los extractos vegetales, bacterias, hongos y algas sirven como reductores y



estabilizantes naturales. Las plantas, en especial, contienen metabolitos como

flavonoides, alcaloides, terpenos y acidos fendlicos, capaces de mediar la formacién
y conservacion de AgNPs. 51415

En el caso de las nanoparticulas de plata, los extractos vegetales se han
consolidado como una de las opciones mas viables para su sintesis verde. Las
plantas contienen una amplia gama de compuestos bioactivos; como flavonoides,
terpenos, alcaloides, azucares, proteinas y acidos fendlicos, que pueden reducir los
iones Ag"* y facilitar la formacién y estabilizacion de las nanoparticulas.?

Este método biogénico ofrece multiples ventajas: es simple, de bajo costo,
energéticamente eficiente, amigable con el medio ambiente y escalable para
aplicaciones industriales.’ Ademas, el uso de extractos naturales puede conferir
propiedades funcionales adicionales a las nanoparticulas, dependiendo de la
especie vegetal utilizada.®

En la ultima década, numerosos estudios han documentado la viabilidad de la
sintesis verde de nanoparticulas de plata utilizando una amplia variedad de plantas.
Por ejemplo, extractos de Azadirachta indica (neem), Camellia sinensis (té verde),
Ocimum sanctum (albahaca sagrada), Allium sativum (ajo) y Pelargonium
graveolens (geranio) han sido ampliamente estudiados por su eficacia como
agentes reductores y estabilizantes.?®

En estos estudios, se ha observado que variables como el pH, la temperatura, la
concentracion del extracto vegetal y la proporcion extracto/sal metalica influyen de
manera significativa en las caracteristicas de las nanoparticulas formadas, tales

como su tamano, forma y distribuciéon. Por lo tanto, el control preciso de estas



condiciones experimentales es crucial para obtener productos con propiedades
reproducibles y deseadas.'”

Se han reportado nanoparticulas de plata con tamafios que oscilan entre los 10 y
100 nm, con morfologias esféricas, cubicas o irregulares, y con excelente
estabilidad coloidal. Ademas, las AgNPs obtenidas por métodos verdes han
mostrado notable actividad antimicrobiana frente a bacterias Gram-positivas y
Gram-negativas, lo que confirma su potencial en aplicaciones biomédicas y

sanitarias.’®

1.1.3 Ventajas de la sintesis verde

La sintesis verde de nanoparticulas no solo representa una alternativa ecolégica a
los métodos tradicionales, sino que también permite una integracion mas eficiente
en el desarrollo de tecnologias sostenibles. En particular, este enfoque contribuye a
la reduccion de la huella ecolégica de los procesos de produccion, minimiza la
generacion de residuos toxicos y promueve el uso de recursos renovables.

Desde el punto de vista econdmico, el uso de extractos vegetales provenientes de
residuos industriales (como cascaras de frutas, hojas o tallos descartados) puede
representar una estrategia de valorizacion de subproductos, mejorando la economia
y reduciendo los costos de produccion. 61618

Ademas, las nanoparticulas de plata sintetizadas de forma biolégica presentan una
mejor biocompatibilidad, lo que las hace mas seguras para aplicaciones en
medicina, como la fabricacién de apésitos, dispositivos implantables, agentes de

liberacion controlada de farmacos y sistemas de diagnostico.®°



1.2 Hibiscus sabdariffa

Hibiscus sabdariffa, conocida comunmente como flor de jamaica, roselle o karkadé,
es una especie herbacea de la familia Malvaceae, originaria de Africa tropical. Su
cultivo se ha expandido hacia Asia, América y el Caribe, gracias a su adaptabilidad
a climas calidos y aridos, y al valor nutricional y comercial de sus calices. En México,
esta planta adquiere importancia econdmica y social, especialmente en estados
como Guerrero, Michoacan y Oaxaca, donde su produccion contribuye a la actividad
agricola regional.?°

El céliz es la parte mas utilizada de la planta, destacando por su concentracion de
compuestos fitoquimicos activos, entre los que se incluyen flavonoides,
antocianinas, acidos organicos, polisacaridos y sustancias fendlicas. Estos
metabolitos secundarios le otorgan a H. sabdariffa propiedades farmacoldgicas
notables, como actividad antioxidante, antihipertensiva, antiinflamatoria,
hepatoprotectora y  antimicrobiana, ademas de mostrar potencial

anticancerigeno.?'??

1.2.1 Composicién quimica y propiedades bioactivas
Diversas investigaciones han evidenciado la riqueza fitoquimica de esta especie.
Algunos de sus compuestos mas representativos son:
e Antocianinas, como Ila delfinidina-3-sambubidésido y cianidina-3-
sambubidsido, responsables de su color rojo intenso.
e Acidos organicos (hibiscico, malico, citrico y tartarico), que aportan acidez

y propiedades quelantes.



e Polifenoles y flavonoides como quercetina, catequinas y acido galico, con

accién antioxidante y moduladora de procesos inflamatorios.

Estos compuestos ejercen efectos bioldgicos al neutralizar especies reactivas de
oxigeno, inhibir enzimas inflamatorias, y proteger tejidos cardiovasculares,

hepaticos y neuronales, lo que fortalece el potencial terapéutico de la planta.’31®

1.2.2 Usos tradicionales y aplicaciones actuales.
En la medicina ancestral de varias culturas, H. sabdariffa se ha utilizado en forma
de infusiones para tratar afecciones como hipertension, fiebre, disfunciones
hepaticas y digestivas. En el contexto mexicano, su uso mas difundido es como
bebida refrescante (agua de jamaica), preparada mediante la infusion de calices
Secos.
En la actualidad, sus extractos se aplican ampliamente en:
e Laindustria alimentaria: como colorante, saborizante y componente funcional
de productos como mermeladas, tés y suplementos.
o Cosmeéticos: en formulaciones con efectos astringentes, revitalizantes y
antioxidantes.

« Farmacéutica: como ingrediente bioactivo en terapias naturales.??

1.2.3 Actividad antioxidante y potencial terapéutico.
La capacidad antioxidante de H. sabdariffa ha sido atribuida a sus altos niveles de

antocianinas y fenoles. Estudios preclinicos y clinicos han demostrado que su
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consumo ayuda a reducir el estrés oxidativo, mejorar parametros cardiovasculares,
y prevenir el envejecimiento celular prematuro.*

Particularmente, se ha observado que la ingesta habitual de su infusién puede
disminuir la presién arterial en pacientes con hipertension leve a moderada. Este
efecto se relaciona con la inhibicion de la enzima convertidora de angiotensina
(ECA), la mejora de la vasodilatacion y la excrecién de sodio. También ha sido
vinculada a beneficios hepatoprotectores y al control de lipidos en sangre, lo que

consolida su perfil nutracéutico.??2425

1.2.4 Potencial como agente en sintesis verde de nanoparticulas.

En anos recientes, H. sabdariffa ha cobrado interés en el campo de la
nanotecnologia verde, especialmente en la sintesis biogénica de nanoparticulas
metalicas, como las de plata (AgNPs). Gracias a su alta concentracion de
compuestos reductores y estabilizantes naturales, los extractos acuosos de jamaica
pueden reducir iones metalicos a su forma elemental, generando nanoparticulas de
forma ecoldgica, sin necesidad de compuestos quimicos tdxicos.2022:25.26
Investigaciones han demostrado que las nanoparticulas de plata sintetizadas
mediante extractos de H. sabdariffa presentan caracteristicas deseables como
tamano pequeio, buena dispersion y alta estabilidad, ademas de conservar una
potente actividad antibacteriana. Esto sugiere que la jamaica no solo representa una
alternativa verde a los métodos tradicionales de sintesis de nanomateriales, sino
que también potencia sus aplicaciones en el ambito biomédico, agricola y

ambiental. 1327

11



1.3 Enterococcus Faecalis.

Bacterias gram positivas, de forma esférica, anaerobias facultativas y pueden crecer
en condiciones extremas de pH, temperatura y concentracion salina, 1o que les
permite sobrevivir en diversos ambientes. Aunque muchas especies de este género
forman parte de la microbiota normal del tracto gastrointestinal humano y animal,
algunas, como Enterococcus faecalis y Enterococcus faecium, han adquirido
notoriedad clinica por su papel como agentes causantes de infecciones
oportunistas.’?®

En las ultimas décadas, los enterococos se han posicionado como patégenos
importantes en entornos hospitalarios, donde son responsables de infecciones del
tracto urinario, bacteriemias, endocarditis, infecciones de heridas y meningitis,
especialmente en pacientes inmunocomprometidos o sometidos a tratamientos
médicos invasivos. Su capacidad para desarrollar y transferir resistencia a multiples
antibiéticos ha convertido a este género en un serio desafio terapéutico, situandolo
entre los principales patégenos multirresistentes de importancia clinica.?®3°

Las infecciones mas comunes asociadas a E. faecalis se encuentran las infecciones
del tracto urinario en pacientes con sondas urinarias prolongadas, endocarditis
bacteriana, bacteriemias, infecciones intraabdominales y de heridas quirurgicas:
especialmente tras procedimientos digestivos, infecciones orales y endoddnticas,
particularmente en casos de fracasos en tratamientos de conducto radicular, donde
E. faecalis puede persistir por largos periodos en los tibulos dentinarios.'431:32

La virulencia de E. faecalis estda mediada por varios factores, entre ellos enzimas
como gelatinasa y hialuronidasa, proteinas de adhesion y la capacidad de evadir la

respuesta inmune del huésped. Su presencia en infecciones severas y su creciente

12



resistencia a los antibioticos convierten a esta bacteria en un objetivo prioritario de

estudio. 1432
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2. Planteamiento del problema

La resistencia bacteriana a los antibiéticos convencionales representa uno de los
desafios mas criticos para la salud publica a nivel mundial. Enterococcus faecalis,
una bacteria grampositiva oportunista, se ha identificado como uno de los
principales patégenos nosocomiales, responsable de infecciones persistentes y
dificiles de tratar, particularmente en conductos radiculares y en pacientes
inmunocomprometidos. Su creciente resistencia a multiples antibiéticos, incluyendo
vancomicina y ampicilina, ha impulsado la necesidad de desarrollar nuevas
estrategias terapéuticas efectivas. En este contexto, las nanoparticulas metalicas,
especialmente las de plata (AgNPs), han emergido como una alternativa
prometedora debido a sus propiedades antimicrobianas de amplio espectro. Sin
embargo, los métodos tradicionales de sintesis de nanoparticulas suelen implicar el
uso de reactivos toxicos y condiciones ambientales poco sostenibles. La sintesis
verde, que utiliza extractos de plantas como agentes reductores y estabilizantes, ha
ganado atencion por su bajo impacto ambiental y su potencial para mejorar la
biocompatibilidad de las nanoparticulas.

Hibiscus sabdariffa, una planta ampliamente distribuida en regiones tropicales y
subtropicales, la cual es rica en compuestos fendlicos, flavonoides y antocianinas,
lo que la convierte en una candidata ideal para la sintesis verde de nanoparticulas.
No obstante, aun existe un vacio en la literatura cientifica respecto a la eficacia
antibacteriana especifica de las nanoparticulas de plata sintetizadas a partir de
Hibiscus sabdariffa contra Enterococcus faecalis, asi como la caracterizacion

adecuada de estas nanoparticulas en términos de tamafo, forma, y concentracién

14



optima para su aplicacion antimicrobiana. En consecuencia, surge la necesidad de
evaluar la actividad antibacteriana de estas nanoparticulas de plata biosintetizadas,
y determinar su efectividad comparada con tratamientos convencionales, asi como
su potencial aplicacion en el ambito biomédico y odontolégico.

Por lo cual nos lleva a plantearnos la siguiente pregunta de investigacion:

¢ Cual sera el efecto antibacteriano de las nanoparticulas de plata sintetizadas a

partir de Hibiscus sabdariffa en presencia de Enterococcus faecalis?

15



3. Justificacion

La sintesis verde de nanoparticulas de plata (AgNPs) ha emergido como una
estrategia innovadora dentro del marco de la quimica verde, al prescindir del uso de
compuestos quimicos toxicos y recurrir a agentes biolégicos naturales como
reductores y estabilizantes.

Las nanoparticulas de plata son ampliamente reconocidas por su actividad
antimicrobiana y biocompatibilidad, lo cual las hace utiles en multiples sectores,
como odontologia, medicina, agricultura y otras. Sin embargo, los métodos
tradicionales de sintesis quimica emplean reactivos peligrosos como el borohidruro
de sodio, generando subproductos contaminantes y riesgos operativos.

Frente a esta problematica, el uso de extractos vegetales como agentes de sintesis
representa una alternativa ecoldgica, econdémica y viable. Entre las plantas con alto
potencial reductor y bioactivo se encuentra Hibiscus sabdariffa, conocida por su
rigueza en compuestos fendlicos, flavonoides y antocianinas, los cuales poseen la
capacidad de reducir iones metalicos (Ag*) a plata metélica (Ag®), al tiempo que
estabilizan las nanoparticulas generadas.

Adicionalmente, Hibiscus sabdariffa es una planta de amplia disponibilidad en
regiones tropicales y subtropicales, como México, donde es cultivada para consumo
alimenticio. El uso de sus calices para la sintesis de nanoparticulas no solo permite
el aprovechamiento de un recurso natural seguro y econdmico, sino que también
puede integrarse a esquemas de produccion sostenibles y de bajo costo, con

potencial de aplicabilidad local e industrial.

16



Por lo tanto, esta investigacion propone una via sostenible, segura y eficiente para
la producciéon de AgNPs, al mismo tiempo que promueve el uso de recursos
naturales locales como alternativa a procesos industriales contaminantes. La
validacion de Hibiscus sabdariffa como agente fitosintético contribuira al
conocimiento cientifico y tecnoldgico, y abrird nuevas posibilidades para el disefio
de materiales nanométricos aplicables en odontologia, biomedicina, salud publica 'y
otras areas estratégicas.

Dada la creciente resistencia de Enterococcus faecalis a los antibidticos
convencionales y su implicacién en infecciones persistentes y recurrentes, es
fundamental buscar nuevas estrategias terapéuticas que permitan su control
efectivo. El estudio de esta bacteria resulta especialmente pertinente en el contexto
de desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos, como extractos naturales,
compuestos bioactivos o nanoparticulas metalicas, entre las cuales destacan las
nanoparticulas de plata (AgNPs) por su demostrada eficacia frente a bacterias
resistentes.

E. faecalis es considerado un organismo modelo en estudios de infecciéon
endodontica, resistencia a biocidas y evaluacion de nuevos materiales con actividad
antimicrobiana, lo cual lo convierte en un candidato ideal para investigaciones que

buscan validar nuevas alternativas terapéuticas o de desinfeccion.

17



4. Hipoétesis

Hipétesis de trabajo.
Las nanoparticulas de plata sintetizadas a partir de Hibiscus Sabdariffa tendran un

efecto antibacteriano contra Enterococcus faecalis.

Hipétesis nula.

Las nanoparticulas de plata sintetizadas a partir de Hibiscus Sabdariffa no tendran

un efecto antibacteriano contra Enterococcus faecalis.

18



5. Objetivos

Objetivo general.
Analizar el efecto antibacteriano de Nanoparticulas de plata sintetizadas a partir de

Hibiscus Sabdariffa contra Enterococcus faecalis por medio de halos de inhibicion.

Objetivos especificos.
- Obtener la concentracion adecuada del extracto acuoso de Hibiscus
Sabdariffa.
- Sintetizar las Nanoparticulas de Plata por medio de sintesis verde.
- Determinar la actividad antibacteriana de las Nanoparticulas de Plata

obtenidas en contra de Enterococcus faecalis.

19



6. Materiales y Métodos

6.1 Diseio del estudio

Estudio experimental, transversal, in-vitro

6.2 Tipo de muestreo

Probabilistico por conveniencia.

6.3 Universo

Plantas con indicaciones terapéuticas.

Bacterias inoculadas de uso experimental.

6.4 Muestra.

Se dividié en 6 grupos:

Grupo 1. Proporcion 5 ml de Ag y 1 ml de extracto de Hibiscus Sabdariffa
Grupo 2. Proporcion 1 ml de Ag y 2 ml de extracto de Hibiscus Sabdariffa
Grupo 3. Proporcion 1 ml de Ag y 10 ml de extracto de Hibiscus Sabdariffa
Grupo 4. Proporcion 2 ml de Ag y 1 ml de extracto de Hibiscus Sabdariffa
Grupo 5. Proporcion 1 ml de Ag y 5 ml de extracto de Hibiscus Sabdariffa

Grupo 6. Proporcion 10 ml de Ag y 1 ml de extracto de Hibiscus Sabdariffa

6.5 Criterios de Inclusion

Cepas de Enterococcus Faecalis.
Extracto de Hibiscus Sabdariffa.

Nanoparticulas de Plata de 10 a 100nm de tamaiio

20



Criterios de Exclusion.

Cepas contaminadas de Enterococcus Faecalis.

Concentraciones no estandarizadas del extracto de Hibiscus Sabdariffa.

Criterios de Eliminacion.

Muestras contaminadas durante el procedimiento

Nanoparticulas de plata aglomeradas

Concentraciones inadecuadas del extracto de Hibiscus Sabdariffa

6.6 Variables

Variable dependiente.

Efecto antibacteriano de Nanoparticulas de plata sintetizadas a partir del extracto

de Hibiscus Sabdariffa

Variable independiente.

Nanoparticulas de plata obtenidas por sintesis verde
Extracto de Hibiscus Sabdariffa.

Cepas de Enterococcus Faecalis

Tabla 1. Operacionalizacion de Variables.

Variable Tipo de Definiciéon Definicion Escala de
Variable conceptual operacional medicion
Efecto Dependiente | Capacidad que Halos de Variable
antibacteriano posee una inhibicion cuantitativa
sustancia, medidos por el | continua
compuesto o (mm)

21




agente
fisicoquimico para
inhibir el
crecimiento,
proliferacion o

eliminar bacterias

programa

Image J

Nanoparticulas | Independiente | Estructuras Espectroscopia | Variable
de Plata metalicas con UV-VIS como | cuantitativa
dimensiones método de discreta
nanométricas caracterizacion | (nm)
compuestas por
atomos de Plata.
Extracto de Independiente | Solucién acuosa Solucién Variable
Hibiscus que se obtiene por | acuosa cuantitativa
sabdariffa la inmersion de las | utilizada como | continua
flores de Jamaica | agente Mililitros
en agua. reductor para | (ml)
la formacion de
nanoparticulas
de plata.
Cepas de Independiente | Grupo de Cepa Variable
Enteroccocus microorganismos | certificada para | cuantitativa
Faecalis de una misma medir efecto discreta
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especie que antibacteriano | UFC
descienden de por medio de
una unica célula o | halos de
muestra inhibicion.

especifica.

6.7 Procedimiento.

Materiales.

Balanza analitica (Explorer Pro Model EP213C,OHAUS Co)
e Parrillas electromagnéticas (Thermo Scientific Cimarec)

e Sales de nitrato de plata AQNO3

e Hojas de Jamaica marca Camino de Santiago

e Matraz aforado de 100 ml

e Agua bidestilada

e Vaso de precipitado

e Matraz Kitazato

e Papel filtro Whatman No. 5

e Pipetas de 10 ml

e Perilla

e Tubos de diluciones de 10 ml

e Espectrofotometro (CARY 5000 Conc. UV-Vis spectrophotometer, Varian,
Inc., Palo Alto, California)

e Guantes
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e Cubrebocas

e Jeringas desechables de 2ml BD

e Cabina de flujo laminar

e Cepas de Enterococcus faecalis proporcionadas por el Laboratorio de la
Facultad de Ciencias UAEMex.

e Agar Muller Hinton, (BD-Difco; Dublin, Irlanda)

e Matraz 500 ml

e Cajas de Petri cristal 10 cm

e Tubos estériles y tubos de centrifuga

e Asas de platino

e Hisopos estériles 3M

e Pinzas de curacion

e Espatulas

e Gradillas

e Cinta testigo

e Papel de aluminio

e Discos de papel filtro estériles

6.8 Procedimiento

El proyecto se realiz6 en el Laboratorio de Nanotecnologia de la Facultad de
Ciencias de la Universidad Autonoma del Estado de México.

1. Obtencién del extracto acuoso
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Se realizo el extracto de Hibiscus Sabdariffa, pesando 2 g de la planta en la balanza
analitica, y se agrego6 a un vaso de precipitado 50 ml de agua bidestilada, se calento
en la parrilla electromagnética hasta su punto de ebullicién, y se realizé una
reduccion de volumen por 5 minutos. Se filtr6 con papel Whatman No. 5. Se
realizaron varias pruebas para estandarizar la dosis adecuada de la planta de
Jamaica, siendo la mejor de 2 g por 50 ml de agua bidestilada. Dicha concentracion
se comprobd con un medio de cultivo de Enterococcus faecalis, corroborando la
actividad antibacteriana por medio de halos de inhibicion, se probaron
concentraciones de 0.5 g/ 50 ml, 1.0 g/ 50 ml, 1.5 g/ 50 ml, 2.0 g/ 50 ml y 2.5 g /50

ml, incubandolos a 37 ° C por 24 hrs.

2. Obtencion de las Nanoparticulas de Plata
Se prepararon 10 gramos de hidroxido de sodio con 100 ml de agua desionizada y

0.1698 gr de nitrato de plata a una concentracion de 102 M.

3. Sintesis verde de las Nanoparticulas de plata con el extracto de Hibiscus
sabdariffa.
En 6 tubos de ensayo se colocaron las diferentes concentraciones del extracto de

Hibiscus sabdariffa y del nitrato de plata, en el siguiente orden:

Grupo 1. Proporcion 5 ml de Ag y 1 ml de extracto de Hibiscus Sabdariffa
Grupo 2. Proporcion 1 ml de Ag y 2 ml de extracto de Hibiscus Sabdariffa
Grupo 3. Proporcion 1 ml de Ag y 10 ml de extracto de Hibiscus Sabdariffa

Grupo 4. Proporcion 2 ml de Ag y 1 ml de extracto de Hibiscus Sabdariffa
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Grupo 5. Proporcion 1 ml de Ag y 5 ml de extracto de Hibiscus Sabdariffa

Grupo 6. Proporcion 10 ml de Ag y 1 ml de extracto de Hibiscus Sabdariffa
Posteriormente, se expusieron a la luz solar durante 5 minutos para la fotoactivacion
de las nanoparticulas de plata, corroborando el cambio de color marrén en las

muestras.

4. Caracterizacion de las nanoparticulas de plata por medio de
espectrofotometria UV-VIS, se midi6 el plasmoén superficial y se corroboré la
presencia de plata (Figura 1). Se realizo una deconvolucién ya que las
antocianinas presentes en el extracto oscilan entre los 400 nanémetros, asi
mismo como las nanoparticulas de plata.

J
[
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Figura 1. Pico de plasmoén superficial. Espectroscopia UV-Vis.

5. Cultivos de Enterococcus faecalis.
Se procedié a hacer los cultivos de Enterococcus faecalis, utilizando agar Muller
Hilton como medio de cultivo y se dejaron inocular a 37° C por 24 horas, utilizando

el método de difusion simple, realizando el hisopado en el agar y colocando los
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papeles filtro inmersos en las muestras dejando un secado cada 3 minutos en la
incubadora. Se verificé la escala de Mcfarland por medio del espectrofotometro UV-
VIS.

6. Medicion del efecto antibacteriano
Se realizé la medicién de los halos en el programa Image J softonic donde se

colocaron los parametros de las cajas Petri y se obtuvieron las medidas para el

analisis estadistico.

Figura 2. Cajas Petri con halos de inhibicién presentes para todos los grupos. A).
Caja Petri con las 6 muestras a diferentes concentraciones. B). Caja Petri por

duplicado. C). Caja Petri por triplicado.

6.9 Consideraciones Bioéticas

El presente trabajo cumplié con lo dispuesto en las normas oficiales mexicanas,
Caodigo de Nuremberg, Declaracion de Helsinki y las medidas de bioseguridad que

establece el reglamento de la Ley General de Salud en materia de investigacion
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para la salud, y se considero un estudio de nivel sin riesgo ya que fue un estudio in
vitro.

Se aprobo por el Comité de Bioética del Centro de Investigacién en Estudios
Avanzados de la Universidad Autbnoma del Estado de México, obteniendo la clave

de registro CEICIEAO-2024-002.

6.10 Analisis estadistico

Se realiz6 la comparacién entre grupos mediante un analisis de varianza (ANOVA)

en el programa estadistico SPSS IBM versién 18. Se consider6 un valor de p <

0.05 como estadisticamente significativo.
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7. Resultados
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8. Discusion

La sintesis verde de nanoparticulas de plata (AgNPs) utilizando extractos de
Hibiscus sabdariffa constituye una alternativa prometedora para el desarrollo de
agentes antimicrobianos sustentables, especialmente en odontologia, donde

Enterococcus faecalis representa uno de los mayores retos clinicos.33

En este estudio, se observo un promedio de halos de inhibicién de 0.93 mm en todas
las muestras analizadas, lo que evidencia la actividad antibacteriana de las AQNPs
biosintetizadas. Este hallazgo reafirma el potencial de la flor de jamaica como

agente fitosintético eficaz y clinicamente relevante.

La composicion fitoquimica de H. sabdariffa incluye antocianinas como la
delfinidina-3-sambubidsido, flavonoides como la quercetina, y acidos organicos
como el citrico y el galico, todos ellos con acciéon antioxidante, antibacteriana y
estabilizante. Estos compuestos permiten la reduccion de los iones de plata (Ag*) a
su forma metalica (Ag°), actuando ademas como agentes estabilizadores que evitan

la aglomeracion de las nanoparticulas. 322

Esta sinergia vegetal-metal amplifica la eficacia de las AgNPs al crear estructuras
con alta superficie especifica y elevada reactividad frente a las membranas

bacterianas.

Diversos estudios han validado el uso de H. sabdariffa en la sintesis de

nanomateriales. Pacheco-Coello demostrd la capacidad del extracto acuoso de
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calices, hojas y semillas para sintetizar ANPs de entre 12 y 32 nm, con actividad

antimicrobiana frente a bacterias bucales. 34

Los resultados concuerdan con la presente investigacion tanto en el rango de
tamafno como en la eficacia antibacteriana, aunque este trabajo se enfoca
directamente en E. faecalis, lo que representa una contribucion especifica en el

campo de la endodoncia.

En otro estudio, Abdelsattar et al. utilizaron extracto de hoja de H. sabdariffa para
sintetizar nanoparticulas de plata, comprobando su actividad frente a diversas
bacterias patdogenas y caracterizandolas mediante UV-Vis, TEM y FTIR.®

Esta investigacion refuerza la aplicabilidad del extracto vegetal como agente
reductor, estabilizante y antimicrobiano, y coincide con los parametros empleados

en el presente trabajo.

En cuanto a la caracterizacion, se utilizo espectrofotometria UV-Vis para detectar el
plasmon superficial de las AgNPs, observando picos alrededor de los 410 nm. Este
resultado es congruente con lo reportado por Rahuman et al., quienes indican que
los picos entre 400—430 nm corresponden a nanoparticulas de plata bien dispersas,
pequefas y con alta estabilidad coloidal.?

Aunque este método es accesible y respetuoso con la quimica verde, Xu et al.
recomiendan su complementacion con TEM y DLS para obtener imagenes directas
y mediciones precisas del tamafio y forma de las particulas.'”

Esto representa una oportunidad para futuras lineas de investigacién que busquen

profundizar en el analisis fisicoquimico de las AgNPs obtenidas.
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Los resultados del presente estudio fueron validados estadisticamente mediante
pruebas de normalidad y ANOVA, utilizando el programa SPSS. Se confirmé la
distribucion homogénea de los datos y la existencia de diferencias significativas
entre los grupos (p < 0.05), lo que permite rechazar la hipétesis nula. Este analisis
riguroso fortalece la confiabilidad de los datos y su reproducibilidad, alineandose

con practicas metodoldgicas reconocidas en la literatura cientifica.®

Desde el punto de vista clinico, E. faecalis ha demostrado ser un microorganismo
dificil de erradicar en tratamientos endoddnticos, debido a su capacidad para formar
biopeliculas, resistir condiciones extremas y evadir la respuesta inmunoldgica.?®

La actividad antibacteriana observada en las AgNPs biosintetizadas podria
representar una solucion viable en la formulacién de irrigantes o recubrimientos
dentales que inhiban la recolonizacion de conductos radiculares, especialmente en

pacientes con infecciones recurrentes.

El valor terapéutico de Hibiscus sabdariffa también ha sido documentado en la
literatura cientifica. Guardiola y Mach revisaron multiples estudios clinicos y
preclinicos que avalan sus efectos antihipertensivos, antioxidantes, hipolipemiantes
y antiinflamatorios, atribuidos principalmente a sus antocianinas y flavonoides.
Estos compuestos no solo confieren propiedades médicas al extracto vegetal, sino
que también podrian potenciar la accion bactericida de las nanoparticulas de plata. '
Su perfil farmacolégico favorable respalda la incorporacion de jamaica en
formulaciones biomédicas, especialmente en aplicaciones orales donde se requiere

seguridad, eficacia antimicrobiana y biocompatibilidad.
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Ademas, investigaciones como la de Palomo-Martinez et al. han explorado el uso
de extractos de H. sabdariffa encapsulados en liposomas, demostrando una mejora

en la biodisponibilidad y estabilidad de los compuestos activos.3¢

Esta tecnologia de liberacion sostenida podria aplicarse para desarrollar productos
odontolégicos con AgNPs, como recubrimientos antibacterianos con efecto

prolongado o pastas endodonticas enriquecidas con extractos naturales.3738

Una ventaja adicional es el enfoque ecoldgico del método utilizado. A diferencia de
las rutas sintéticas tradicionales, que emplean agentes téxicos como el borohidruro
de sodio, la sintesis verde propuesta evita compuestos peligrosos y reduce los

residuos contaminantes, minimizando asi la huella ambiental.®

Esto resulta particularmente importante en el contexto de la odontologia moderna,

donde se buscan soluciones terapéuticas sostenibles y biocompatibles.?’

No obstante, este estudio reconoce ciertas limitaciones. La variabilidad en la
composicion del extracto vegetal puede influir en la reproducibilidad de los
resultados. Por ello, se recomienda en futuras investigaciones realizar analisis
fitoquimicos mediante HPLC o cromatografia de gases, con el objetivo de identificar
los compuestos responsables de la reduccion metalica y evaluar su interaccion

directa con las bacterias’2.

Asimismo, es necesario realizar estudios in vivo y pruebas de citotoxicidad en lineas

celulares humanas para asegurar la viabilidad clinica de las AgNPs obtenidas.

En conclusién, este estudio demuestra que las nanoparticulas de plata sintetizadas
con Hibiscus sabdariffa tienen una actividad antimicrobiana efectiva frente a
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Enterococcus faecalis, y que la metodologia aplicada es reproducible, ecoldgica y
clinicamente relevante. La integracion de estos hallazgos con la literatura cientifica
confirma el valor de la jamaica como agente fitosintético y terapéutico, y proyecta
nuevas aplicaciones en el desarrollo de productos odontologicos sostenibles,

seguros Y eficaces.
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9. Conclusiones

La sintesis verde de nanoparticulas de plata (AgNPs) utilizando extractos de
Hibiscus sabdariffa resultdé ser un método efectivo, sustentable y ambientalmente
amigable, debido a la presencia de compuestos bioactivos como flavonoides,
antocianinas y acidos organicos, que actuaron como agentes reductores vy
estabilizantes durante el proceso de formacién de nanoparticulas.

Las AgNPs sintetizadas demostraron una actividad antibacteriana significativa
contra Enterococcus faecalis, evidenciada por la inhibicion del crecimiento
bacteriano en pruebas in vitro. La efectividad fue dependiente de la concentracion
de nanoparticulas, observandose una mayor inhibicion a mayores concentraciones.
La aplicacion de nanoparticulas sintetizadas a partir de Hibiscus sabdariffa
representa una estrategia prometedora para el desarrollo de agentes
antimicrobianos en el campo biomédico y odontolégico, especialmente en el

tratamiento de infecciones persistentes como las infecciones endodonticas.
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