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4. RESUMEN

El desarrollo de no tejidos reforzados con nanoparticulas, se ha convertido en un éarea de la
investigacion que busca disminuir y erradicar las infecciones asociadas a la atencion en salud
(IAAS), un problema de salud publica en el mundo que conlleva una alta carga de morbi-
mortalidad en la poblacion y pérdidas millonarias de recursos econdémicos a causa de las
mismas. Con la presente propuesta se desarrolld6 una metodologia de sintesis quimica para
nanoparticulas de plata (NP-Ag) modificada de Brown et al. (1) y nanoparticulas de diéxido
de titanio (NP-TiO,) y se evalud su propiedad antimicrobiana; adicionalmente, la mejor
nanoparticula (NP) fue impregnada en un no tejido a base de nylon-6 y nuevamente se evalud

su efecto antimicrobiano.

Las NP-Ag se sintetizaron mediante reduccion quimica, mientras que las NP-TiO; usando la
técnica de sol-gel. Su propiedad antimicrobiana se evalué mediante ensayos in vitro
utilizando bacterias y hongos provenientes de aislamientos clinicos criopreservados en el
laboratorio y con cepas de referencia tanto sensibles como resistentes a los antibidticos que
con frecuencia estan relacionados con IAAS. Para determinar el efecto antimicrobiano de las
NPs se determin6 la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracién Minima
Bactericida (CMB) hasta 24 horas de exposicion. El no tejido de nylon-6 se obtuvo a partir
de la técnica de electrohilado con algunas modificaciones; finalmente, el no tejido se
impregno con NP-Ag y su efecto antimicrobiano se evalu6 mediante el método de Kirby-

Bauer.

Se sintetizaron 22 lotes de NP-Ag y 14 lotes de NP-TiO,. Los didmetros obtenidos para NP-
Ag variaron de 15 — 43 nm los cuales dependieron del ajuste de pH, a mayor pH menor
didmetro pero mayor concentracion de la solucion. La resonancia plasmonica de superficie
(RPS) se encontré entre los 380 — 410 nm con una sola banda, lo que indica la presencia de
NPs esféricas. Para las NP-TiO, se encontr6é un didmetro de 20 nm y la estructura cristalina

predominante fue anatasa; sin embargo, también se encontr6 estructura rutilo.

La CMB encontrada con el lote de NP-Ag con mejores propiedades fisico-quimica fue de 10

ug/ml para Escherichia coli ATCC 25922, 5 ug/ml para E. coli con resistencia AmpC, 20



ug/ml para Pseudomonas aeruginosa ATCC 27823 y >65 ug/ml para Staphylococcus aureus
ATCC25923. La CMF encontrada contra Candida albicans ATCC 14053 fue de 2,4 ug/ml.
No se pudo determinar CMB ni CMF para las NP-TiO, inclusive luego de la activacion por

UVB.

El no tejido de nylon-6 fue multicapas, con un didmetro promedio de fibra de 350 nm. Al
impregnarlo con el mejor lote de NP-Ag se obtuvo una inhibicion del crecimiento de E. coli
ATCC 25922 al contacto con el material. El producto evaluado tuvo un efecto microbicida
al contacto, por lo que puede contribuir a la disminucion o erradicacion de los depdsitos de
microorganismos viables en elementos inertes del ambiente hospitalario, mejorando asi la

seguridad del paciente, sus familias y profesionales prestadores del servicio de salud.

Palabras clave: Nanoparticulas, Infecciones asociadas a la atencion en salud, Control de la

infeccion, Microbicidas, Textiles.



5. ABSTRACT

The development of nanoparticles reinforced nonwoven has become an area of research that
seeks to reduce and eradicate health care associated infections (HAIs), a public health
problem in the world that carries a high burden of morbidity-mortality in the population and
million-dollar losses of economic resources because of them. With the present proposal, a
chemical synthesis methodology for modified silver nanoparticles (NP-Ag) was developed
starting from Brown ef al. (1) and titanium dioxide nanoparticles (NP-TiO;), their
antimicrobial property was evaluated; Additionally, the best nanoparticle (NP) was

impregnated in a nonwoven based on nylon-6 and its antimicrobial effect was evaluated.

NP-Ag was synthesized by chemical reduction, while NP-TiO2 was used using the sol-gel
technique. Its antimicrobial property was evaluated by in vitro assays using bacteria and fungi
from cryopreserved clinical isolations in the laboratory and with antibiotic resistant and
sensitive reference strains that are frequently related to HAIs. To determine the antimicrobial
effect of the NPs, the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and the Minimum
Bactericidal Concentration (MBC) were determined up to 24 hours of exposure. The
nonwoven based on nylon-6 was obtained from the electrosoinning technique with some
modifications; Finally, the nonwoven was impregnated with NP-Ag and its antimicrobial

effect was evaluated by the Kirby-Bauer method.

22 batches of NP-Ag and 14 batches of NP-TiO, were synthesized. The diameters obtained
for NP-Ag ranged from 15 - 43 nm which depended on the pH adjustment, at higher pH,
lower diameter but higher concentration of the solution. Surface plasmon resonance (SPR)
was found between 380 - 410 nm with a single band, indicating the presence of spherical
NPs. For the NP-TiO; a diameter of 20 nm was found and the predominant crystal structure
was anatase; However, rutile structure was also found. The CMB found with the batch of
NP-Ag with better physicochemical properties was 10 ug / ml for Escherichia coli ATCC
25922, 5ug / ml for E. coli with AmpC resistance, 20 ug / ml for Pseudomonas aeruginosa

ATCC 27823 and > 65 ug / ml for Staphylococcus aureus ATCC25923. The CMF found



against Candida albicans ATCC 14053 was 2.4 ug / ml. It was not possible to determine
MBC or MFC for NP-TiO; even with UVB activation.

The nonwoven based on nylon-6 was multilayer, with an average fiber diameter of 350 nm.
When impregnated with the best batch of NP-Ag, growth inhibition of E. coli ATCC 25922
was obtained on contact with the material. The evaluated product had a microbicide effect
on the contact, so it can contribute to the decrease or eradication of the deposits of viable
microorganisms in inert elements of the hospital environment, thus improving the safety of

the patient, their families and professionals providing the health service.

Keywords: Nanoparticles, Health care associated infections, Infection control, Microbicides,

Textiles.



6. PRESENTACION DE LA TESINA DE MAESTRIA

6.1 Introduccion

Las infecciones asociadas a la atencién en salud (IAAS), se definen como “aquellas
infecciones que el paciente adquiere mientras recibe tratamiento para alguna condicion
médica o quirurgica y en quien la infeccion, no se habia manifestado ni estaba en periodo

de incubacion en el momento del ingreso a la institucion” (2).

Las IAAS representan un importante problema sanitario y financiero en el mundo debido a
la frecuencia con que se producen; la morbilidad y mortalidad que provocan; y la carga
econdémica que imponen a pacientes, personal sanitario y sistemas de salud, relacionados con
periodos de estancia hospitalaria mas extensos, asi como con procedimientos de mayor

complejidad, comprometiendo la salud del paciente (3).

Su frecuencia es notoriamente mayor en paises en via de desarrollo donde cada 6 a 20 de 100
pacientes que consultan desarrollaran una IAAS (4). En Estados Unidos y Europa se estima
que ocasionan entre 99 y 110 mil muertes anuales y 16 millones de dias de estancia extra en
hospitales (4)(5). Segtn el Centro de Control de Enfermedades (CDC), los costos médicos
anuales de infecciones en el &mbito hospitalario en Estados Unidos oscilaron entre § 28 y $
45 mil millones de ddlares hacia el 2007. En América Latina, a pesar de que las TAAS son
una causa importante de morbilidad y mortalidad, se desconoce la carga de enfermedad
producida por estas infecciones, aunque algunos paises e instituciones se han aproximado a
su cuantificacion de manera independiente (3). A su vez, el problema de las IAAS se ha
agravado por dos factores, la presencia de la resistencia antimicrobiana y la capacidad de
algunos microorganismos de sobrevivir por periodos de tiempo prolongados en elementos
inertes (6). Las IAAS causadas por gérmenes resistentes aumentan la gravedad de las
patologias en los pacientes, el riesgo de infeccion en los trabajadores y los sobrecostos por
parte de las instituciones de salud; por ello las estrategias de contencion para las IAAS

necesitan tener en cuenta la accion frente a microorganismos resistentes (7).

La adquisicion de las IAAS tiene en cuenta tres escenarios determinantes asociados con la

susceptibilidad del paciente a la infeccidn, la virulencia de los microorganismos y el tipo de



exposicion del paciente al agente infeccioso, relacionado con los mecanismos de transmision
que incluyen contacto directo con alimentos o implementos contaminados, la transferencia a
través de las manos del personal de la salud, por inhalacién de particulas infecciosas

suspendidas en el aire, por vectores o superficies contaminadas (8).

La contaminacion de las superficies del ambiente hospitalario por microorganismos varia de
acuerdo con el nimero de personas y tipo de actividad laboral que se realiza, la humedad
ambiental, la frecuencia de recambio de filtros para la purificacion del aire, y la orientacion
de la superficie. Otros factores que contribuyen son la contaminacién y crecimiento
microbiano en textiles como cortinas, cubiertas para equipos, material de uso en el cuidado
del paciente y del personal de salud como mantas, toallas, batas que estdn en contacto con

fluidos corporales o particulas del ambiente (9)(10).

La prevencion de IAAS esta enfocada a las condiciones de la atencion del paciente y del
medio ambiente. Cuando una superficie estd contaminada no significa que causard una
infeccidon en un paciente o en el personal de la salud. Para que una infeccion se considere
transmitida por el ambiente se debe completar la cadena de transmision, es decir, que exista
un hospedero susceptible, una puerta de entrada adecuada y un in6culo de microorganismo

suficientemente virulento (11).

Los nanomateriales se han convertido en una herramienta que ha producido un impacto en el
ambito médico, posiciondndose como la tecnologia del presente y futuro. Las nanoparticulas
(NP) poseen propiedades tnicas basadas en caracteristicas especificas (tamafio, distribucion
y morfologia) que han permitido mejorar algunas caracteristicas existentes en los textiles y
han incorporado nuevas propiedades a los mismos como la auto-limpieza, repelencia al agua
y la suciedad, propiedades antimicrobianas, conductividad y antiestaticos, resistencia a la
abrasion y a la radiaciéon UV y, disminucidn de permeabilidad a los gases e inflamabilidad
(12). En el futuro la produccion de nanotextiles que combinen nuevas funcionalidades, es
decir, nanotextiles inteligentes multifuncionales podrian ser aplicados como una barrera de

proteccion que impacte en la propagacion de las IAAS (13).

En esta investigacion se pretende sintetizar nanoparticulas metalicas y 6xido metalicas con

caracteristicas fisico-quimicas determinadas y con actividad microbicida que puedan ser



inmersas en textiles funcionales como posible estrategia para la contencion de TAAS en el

ambiente hospitalario.

6.2 Objetivos
6.2.1 General

Desarrollar una cubierta polimérica reforzada con nanoparticulas metalicas y/o oxido
metalicas, evaluando su potencial propiedad antimicrobiana para su aplicacion en superficies

del ambiente hospitalarios.
6.2.2 Especificos

6.2.2.1 Desarrollar una metodologia de sintesis quimica de nanoparticulas metalicas y/o
oxido metalicas con propiedades antimicrobianas.

6.2.2.2 Determinar el efecto antimicrobiano de las nanoparticulas sintetizadas, antes y
después de su activacion por radiacion UV y visible, frente a bacterias que circulan
en el ambiente hospitalario.

6.2.2.3 Desarrollar un tejido a partir de un polimero electrohilado reforzado con las
nanoparticulas sintetizadas.

6.2.2.4 Evaluar el efecto antimicrobiano del tejido obtenido, antes y después de su activacion

por radiacion UV y visible.



7. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

7.1 Contaminacion por microorganismos en textiles de uso hospitalario

Existe evidencia que soporta el rol que tienen los textiles que se usan en el area de la salud

en la supervivencia y transmision de patdogenos en el ambiente hospitalario (14)(15)(16).

Las cortinas que rodean la cama del paciente, brindan privacidad y cominmente estan en
contacto con ellos y con el personal de salud tanto por contacto directo con la piel como con
aerosoles que se generan durante la estancia del paciente. Estudios microbiologicos
realizados a las cortinas que rodean a los pacientes de diferentes servicios médico-quirargicos
de dos hospitales en Estados Unidos encontraron estas cortinas contaminadas con patégenos,
que con frecuencia se asocian IAAS, incluso resistentes a los antimicrobianos, como 43,9%
con Enterococcus sp, 17,2-42% Enterococcus sp resistente a la vancomicina (VRE), 26,1%
Staphyloccocus aureus sensible, 22% S. aureus resistente a meticilina (MRSA) y 4%
Clostridium difficile (17)(18). En Colombia, un estudio similar en un hospital de alta
complejidad en Medellin, encontr6 que 30,5% de las cortinas de servicios medico quirurgicos
estaban contaminadas con MRSA, 35,5% S. aureus sensible y 13,5% con diferentes Gram
negativos (19). Existen tres posibles explicaciones para este hallazgo y son el contacto
frecuente de los pacientes y personal de salud con las cortinas, la falta de higiene de manos
del personal de salud luego del contacto con los pacientes y con objetos inanimados, y la
poca frecuencia de cambio o lavado de las cortinas. Una estrategia que pudiera minimizar el
impacto de esta contaminacion es usar cortinas disefiadas con materiales con propiedades

antimicrobianas.

Asi como las cortinas y otros textiles de uso ambiental, la ropa que utiliza el personal de
salud también es susceptible a contaminarse con patdgenos; su desplazamiento permanente
por los diferentes servicios hospitalarios representa un vehiculo de contaminaciéon a
superficies, equipos u otro tipo de materiales y a la transmision de microorganismos que
incluso pueden ser resistentes a multiples farmacos (24). Un estudio realizado en personal de
salud de un hospital de alta complejidad en Israel, encontré que 50% de la ropa (batas, ropa
de cirugia o uniformes) del personal médico y de enfermeria estaban contaminados por al

menos un patoégeno, 37% Acinetobacter spp., 13% S. aureus (incluso cepas MRSA), 8%



enterobacterias y 3% Pseudomonas aeruginosa (20). Otros microorganismos asociados con
IAAS como C. difficile, VRE, E. coli también se han reportado en otros estudios (24).
Frecuentemente los trabajadores de la salud utilizan la misma ropa durante uno o dos dias,
tiempo suficiente para que se adquieran, retengan y transmitan (directa o indirectamente)
patdgenos epidemiologicamente importantes como MRSA y VRE a compaiieros del trabajo

(representando un riesgo laboral), pacientes y el publico en general (21)(22).

A pesar de que se ha demostrado la contaminacion de la ropa del personal de salud con
microorganismos del ambiente hospitalario, son pocos los articulos cientificos que relacionan
esa contaminacion con infeccion directa con pacientes, debido principalmente a la falta de
analisis de los textiles cuando se presentan brotes infecciosos. En la ropa que visten los
pacientes y la ropa de cama también se han hallado evidencia de contaminacién por
patogenos (23). Entre 2005-2006 se reportd en Japon un brote de bacteriemias nosocomial
(infecciones asociadas a catéter) por Bacillus cereus; lo estudios realizados encontraron
como principal fuente de la infeccion la contaminacion de la ropa de cama (24) y las toallas
de los pacientes, aunque la contaminacién se observd en otras superficies ambientales,
servicio de lavanderia (25). La ropa usada constituye una fuente de sustratos para el
crecimiento bacteriano debido a que los microorganismos tienden a proliferar en ambientes
ricos en proteinas, humedad, y suciedad, condiciones facilmente encontradas en los textiles
que visten al personal de salud (26)(27). Un estudio realizado en un hospital de alta
complejidad de Irlanda, que analizé prospectivamente el medio ambiente de 25 habitaciones
de aislamiento de pacientes con MRSA, por un periodo de cuatro semanas, encontré que mas
de la mitad de las muestras tomadas fueron positivas para MRSA tanto en camas como en
colchones y 70% de los aislamientos del medio ambiente eran idénticos o estaban
estrechamente relacionados con los obtenidos en los pacientes, lo cual sugiere que la

contaminacion del medio ambiente pudo contribuir a la endemia de MRSA hospitalario (28).

Los patogenos poseen la maquinaria suficiente para adecuarse y sobrevivir durante largos
periodos de tiempos en fomites y superficies exponiendo a los pacientes a pesar de las
acciones de limpieza y desinfeccion que se realizan en los hospitales (29)(30). Si bien existe

una creciente publicacion de estudios sobre el rol de los textiles en la transmision de



microorganismos, el impacto es subestimado debido a las pocas investigaciones puntuales
durante los brotes o casos de infeccion en pacientes y su relacion con los textiles.
Adicionalmente, a pesar de que existen guias internacionales para la limpieza y
descontaminacion adecuada del ambiente hospitalario que permitan disminuir o erradicar la
circulacion de estos patdgenos, no existen politicas claras, rigurosas y efectivas de su
cumplimiento lo cual genera un subregistro de estas enfermedades y por lo tanto la

evaluacion del verdadero impacto que estas tienen en la salud humana.

7.2 Nanomateriales para el control de infecciones

La nanotecnologia ha emergido como un campo multidisciplinario que crece rapidamente
con amplias aplicaciones en ciencia y tecnologia y con el propdsito de manufacturar nuevos
materiales en la escala nanométrica. La palabra “nano” proviene del griego, que significa
extremadamente pequefio. Las nanoparticulas son clusters de atomos en el rango de 1 — 100
nm y el uso de ellas esté ligado a la mejora en las propiedades mecanicas, Opticas, eléctricas,
fisicas y quimicas. Adicionalmente, poseen propiedades antimicrobianas sobre diferentes
microorganismos que pueden atentar contra la salud. Hasta el momento se han sintetizado
diferentes tipos de nanoparticulas metalicas, entre ellas de plata (Ag), y 6xido metalicas,
como dioxido de titanio (TiO;). Estas nanoparticulas pueden ser usadas como método de
“auto-desinfeccion” dentro de las nuevas estrategias que se estan desarrollando para reducir
la carga microbiana en las superficies ambientales y contribuir con una estrategia de

prevencion contra las infecciones asociadas a la atencion en salud (31).
7.2.1 Nanoparticulas de plata (NP-Ag)

La plata ha sido utilizada con fines antimicrobianos desde hace varias décadas, sin embargo,
en la ltima década se han convertido en las nanoparticulas metalicas mas estudiadas y usadas
para combatir y prevenir las infecciones de un amplio espectro de microorganismos. Estas
poseen aplicaciones en biologia, medicina, analisis quimico, catalisis, electronica, y en las
industrias farmacéuticas, textil y cosmética. En el campo de la medicina son utilizadas en
forma de liquidos o aerosoles para la descontaminacion y desinfeccion de espacios y para

modificar superficies de varios materiales, en particular fibras o polimeros (32)(33,34).



7.2.1.1 Sintesis de nanoparticulas de plata

La sintesis de nanoparticulas de plata se basa en técnicas de condensacion y dispersion que
corresponden a métodos top — down, los cuales consisten en la miniaturizacion de estructuras
mas grandes y los métodos bottom — up que explotan los procesos de agregacion y la auto-

organizacion (33).

Dentro de los métodos bottom — up el método de precipitacion quimica es uno de los mas
utilizados. Este se basa en la reduccion de iones metélicos en solucion a partir de un agente
reductor que puede ser borohidruro de sodio, ascorbatos, citratos o hidratos de carbono.
Después de la reduccion de los iones metélicos, las nanoparticulas sintetizadas se estabilizan
mediante el recubrimiento con agentes niveladores. La estabilidad de las nanoparticulas
metalicas puede ser proporcionado por efecto estérico o repulsion electrostatica (35). El uso
de agentes activos de superficie como polimeros (polietilenglicol, poliacetato de vinilo,
polivinilpirrolidona) o surfactantes no-idnicos (7ween, Triton X-100) mejoran la
estabilizacion estérica. La proteccion electrostatica de las nanoparticulas se realiza a través
de la adicion de surfactantes idnicos (Dodecilsulfato s6dico, bromuro de cetiltrimetilamonio)
los cuales mejoran la carga en la superficie (35). Por otro lado, la estabilizacion electrostatica
y estérica se puede lograr simultdneamente por la absorcion de polielectrolitos en la

superficie de la nanoparticula (36)(37).
7.2.1.2 Mecanismo de accion antimicrobiano de nanoparticulas de plata

La plata ha sido utilizada con fines antimicrobianos desde hace varias décadas, sin embargo,
las NP-Ag se han convertido en la NP metalica mas estudiada y usada para combatir y
prevenir las infecciones relacionadas con un amplio espectro de microorganismos. Las NP-
Ag han sido aplicadas en biologia, medicina, andalisis quimico, catalisis, electronica, y en la
industria farmacéutica, textil y cosmética. En el campo de la medicina son utilizadas en forma
de liquidos o aerosoles para la descontaminacion y desinfeccion de espacios y para modificar

superficies de varios materiales, en particular fibras o polimeros aplicados a ropa (32)(38)

Las NP-Ag no necesitan ser funcionalizadas con antimicrobianos (1), ellas ejercen su

actividad antimicrobiana per se a través de la formacion de iones Ag" que interactian con la



membrana o pared celular y, con los elementos que se encuentran en el interior de los
microorganismos(39). En la membrana y pared celular se unen a las partes cargadas
negativamente de los grupos de proteinas que contienen disulfuro y fosforo, creando huecos
en la membrana por los que fluye el contenido citoplasmatico de las células, disipando el
gradiente H' a través de la misma, y algunas veces causando la muerte celular bacteriana
(40,41). Estas interacciones permiten a los iones Ag’ pasar a través de la membrana y ejercer
efectos antimicrobianos adicionales: inhibir los citocromos de la cadena transportadora de
electrones; unirse al ADN y ARN ocasionandole dafio; inhibir la replicacién del ADN y por
lo tanto la replicacion celular; denaturar la subunidad ribosomal 30S; activar la produccion
de especies reactivas del oxigeno (ROS) e inhibir la sintesis de pared celular en las bacterias

Gram positivas (38)(42,43).
La actividad antimicrobiana de las NP-Ag depende de varios aspectos (39,40)(44):

e FEntrega de los iones de plata a los microorganismos: la plata metélica tiene efecto
antimicrobiano débil, sin embargo, si se libera en forma de NP incrementa
considerablemente este efecto.

o  Mecanismo de sintesis: Lok et al. (45) sintetizaron NP-Ag oxidadas y reducidas bajo
un ambiente controlado y encontraron que cerca del 12% de la plata se entrega en
forma de Ag" y el efecto antimicrobiano bactericida o bacteriostatico solo permanecid
en NP oxidadas y no en las reducidas.

e Tamario: una NP <10 nm tiene mayor efecto antimicrobiano porque pueden penetrar
facilmente la pared celular. Bera et al. (46) observaron gran actividad antimicrobiana
contra bacterias Gram positivas (Staphylococcus epidermidis y Bacillus megaterium),
Gram negativas (Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli) y cepas de hongos
(Candida albicans y Aspergillus niger) de NP-Ag fluorescentes con didmetros entre
I —5nm.

e Forma de las NP-Ag: esté relacionada con una mayor superficie de 4rea con relacion
al volumen (46). Pal et al. (47) reportaron actividad antimicrobiana contra E. coli
dependiente de la forma. De acuerdo a sus hallazgos, de las tres formas comparadas

(esférica, varilla y triangular), las nanoparticulas con forma triangular truncada fueron



mas reactivas y por lo tanto mostraron mayor actividad antimicrobiana, todo esto

ligado a una mayor superficie de area en relacion al volumen.

El espectro de microorganismos que son sensibles al efecto de las NP-Ag es amplio e
incluyen aislamientos de microorganismos resistentes a los farmacos utilizados para su

control.

Diferentes estudios han demostrado que las NP-Ag inhiben la tasa de crecimiento bacteriano
desde el primer contacto de la NP, y ademés producen un efecto bactericida y bacteriostatico.
Lara et al. (42) demostrd un efecto antimicrobiano con NP-Ag con un didmetro promedio de
100nm contra Pseudomonas aeruginosa multirresistente, Escherichia coli O157:H7
resistente a ampicilina, Streptococcus pyogenes resistente a eritromicina. Kim et al. (48)
reportd que las NP-Ag a bajas concentraciones inhibian el crecimiento de E. coli mientras
que poseia un efecto medio contra S. aureus; estos hallazgos sugieren que la actividad
antimicrobiana de las NP-Ag depende si la bacteria es Gram negativa o Gram positiva, es
decir que es probable que las primeras sean més susceptibles a los iones Ag" que las segundas
debido a las diferencias presentes en la composicion de la pared celular. Otros autores
sugieren que en las bacterias Gram negativas el efecto es inferior dado que ingresa menor
cantidad de iones Ag" al citoplasma; su teotia se basa en que los iones Ag’ se unen mas
fuertemente al lipopolisacarido cargado negativamente de la pared celular més externa y
disminuye el ingreso de iones al citoplasma, mientras que en las Gram positivas se unen a la

capa de peptidoglicano de la pared (42)(49).

Las NP-Ag también a bajas concentraciones inhiben el crecimiento de hongos como
Aspergillus spp, Trichophyton mentagrophytes y diferentes especies de Candida, entre ellas
Candida albicans (48)(50).

Kim et al. (51) reporté un efecto antifingico de NP-Ag de forma esférica respecto a
anfotericina B (1 — 5 pg/ml) y un efecto superior respecto a fluconazol (10 — 30 pg/ml), anti-
fungicos ampliamente utilizados en la practica médica. Artunduanga et al. (52) demostraron
el efecto antifingico de NP-Ag contra tres tipos de especies de Candida. Se encontrd que la
concentracion minima fungicida (CMF) estuvo en el rango 0,25 — 0,5 pg/ml, y al evaluar la

citotoxicidad en células fibroblasticas murinas se encontr6 una concentracion potencialmente



citotoxica 100 veces mayor a la CMF (10 pg/ml), lo cual sugiere que las NP-Ag pueden ser

usadas como antifingico.

Segun lo demostrado por Kim ef al. (53), Hwang et al. (54), Monteiro et al. (55) y Vazquez-
Muiioz et al. (56), el mecanismo de accion propuesto de las NP-Ag contra diferentes tipos de
hongos esta relacionado con la acumulacion de las NP-Ag alrededor de la pared celular,
induccion de la apoptosis a través de la exposicion de fosfatidilserina, dafio en el ADN,
activacion de las metacaspasas, disrupcion de la integridad de la mitocondria, induccion de

liberacion de citocromo c e inhibicion de formacion de biopeliculas.

Adicionalmente, las NP-Ag han demostrado ser agentes antivirales efectivos contra un
espectro de virus como el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH), el virus de la
Influenza y virus Herpes Simplex (HSV) actuando tanto dentro del hospedero, inhibiendo la
replicacion del virus, y actuando a nivel de membrana celular, inhibiendo la entrada de
particulas virales (57). Lara et al. (58) evaluaron NP-Ag entre 30-50 nm contra VIH-1. El
estudio concluyd que las NP-Ag ejercen una actividad anti-VIH en la etapa temprana de la
replicacion viral, probablemente como un agente virucida o como un inhibidor de la entrada
viral por la unién a la proteina gp120 de la envoltura viral, evitando asi la union, fusion e
infectividad del virion dependiente de CD4. Los autores ademds concluyen que a pesar de
que las NP-Ag tenga propiedades anti-VIH ain no queda claro cudl es el mecanismo de

accion exacto de la NP-Ag, por lo que sugieren futuros estudios.

Por otro lado, Xiang et al. (59) revelaron que las NP-Ag con un didmetro promedio de 9.5nm
destruyen selectivamente la estructura morfoldgica viral de Influenza H3N2 en un rango de

30 minutos — 2 horas.

Finalmente, Gaikwad et al. (60) demostraron la actividad antiviral dependiente del tamafio y
el potencial Z de NP-Ag contra HSV-1, HSV-2 y el virus de la parainfluenza humana tipo 3
(HPIV-3). A menor tamafio, las NP-Ag se podrian unir al virus impidiendo su unién a la

célula hospedera y, finalmente, resultando en la atenuacion de la replicacion viral.

Las nanoparticulas de plata también han demostrado efecto antimicrobiano contra algunos

parasitos. Un estudio realizado por Saini et al. (61) reportaron el efecto antiparasitario de



NP-Ag con un tamafio promedio de 15nm contra microfilarias de Sefaria cervi. Se encontrd
un LCsp de 5,61 pg/ml y un LCqp de 15,54 pg/ml. Las nanoparticulas indujeron apoptosis a
través de la generacion de ROS. Por otro lado, Rahimi et al. (62) encontraron que las NP-Ag
a una concentracion de 0.15mg/ml y un tiempo de exposicion de 120 minutos tienen actividad
contra Echinococcus granulosus. El efecto escolicida se atribuyd a la interaccion
electrostatica entre las NP-Ag cargadas positivamente y el parasito cargado negativamente,

esto asociado a complejos orgénicos de la superficie.
7.2.2 Nanoparticulas de dioxido de titanio (NP-TiO;)

El dioxido de titanio (TiO;) es un semiconductor tipo n y tiene tres estructuras cristalinas
conocidas como anatasa, rutilo y brookita. Las nanoparticulas de TiO; tiene propiedades tales
como mayor estabilidad, durabilidad, seguridad, efecto biosida y actividad fotocatalitica.
Esta ultima propiedad esta relacionada con la estructura, microestructura y purificacion de

los polvos sintetizados (63)(64).

La estructura anatasa es tetragonal con a = 0,3785 nm, ¢ = 0,9514 nm y con una brecha
prohibida de 3.2 eV (65). Esta estructura es metaestable a bajas temperaturas siendo mas
aplicable en catalisis y fotocatalisis debido a su mayor area superficial por unidad de
volumen. La estructura rutilo es tetragonal con a = 0.4593nm, ¢ = 0.2959nm y con una
brecha prohibida de 3.02eV. La forma anatasa tiene mas actividad fotocatalitica que rutilo
(66). La estructura brookita es ortorrombica con @ = 0.9182 nm, b = 0,5456 nm, ¢ = 0,5143

nm y con una brecha prohibida de 2.96eV.

Cuando el dioxido de titanio es irradiado con luz conteniendo mayor o igual energia que la
de la brecha prohibida genera en su estructura pares electrén-hueco (e” - h") que inducen
reacciones oxido reduccidn en la superficie. Por consiguiente, los electrones del TiO, saltan
de la banda de valencia a la banda de conducciodn, y se forma la pareja del electrén (e7) y el
hueco eléctrico (h") en la superficie. Los electrones negativos creados se combinan con el
oxigeno formando O,, mientras que el hueco eléctrico positivo se combina con el agua
formando radicales de hidroxilo (OH — H"). En cualquiera de las 3 estructuras del TiO; es

necesaria una excitacion con una longitud de onda A < 385nm para producirlos. En Gltima



instancia, varias especies de oxigeno altamente activos pueden oxidar compuestos organicos

de la célula a didxido de carbono (CO,) y agua (H>O)(66)(67).

La propiedad antimicrobiana de las nanoparticulas de TiO, se relaciona con su estructura

cristalina (estructura cristalina anatasa), forma y tamafio (68)(69).

Se ha propuesto que mediante el proceso de fotocatalisis que se da tras la radiacion con rayos
ultravioleta B (UVB) y A (UVA), NP-TiO, genera ROS del tipo peroxido de hidrogeno
(H20,) y radicales de hidroxilo (OH") que dafian las paredes y membranas celulares
bacterianas, comprometiendo la semipermeabilidad e interfiriendo con la fosforilacion
oxidativa, causando la muerte celular, siendo este el mecanismo que explica el efecto

antimicrobiano de estas nanoparticulas (68)(69).

Carré et al. (70) consideraron que esta actividad antimicrobiana fotocatalitica estaba
acompafada de peroxidacion lipidica que aumenta el flujo a través de la membrana, alterando
la integridad de la célula. Sin embargo, el uso de NP-TiO; bajo luz UV esté restringido a
materiales externos debido al dafio genético que puede causar en las células y tejidos
humanos (71); una opcion para mejorar esta propiedad de las NP-TiO; es doparlas con otro
ion metalico, esto produce un desplazamiento en el rango de absorcion de luz al espectro

visible, y por lo tanto no hay necesidad de irradiar con luz UVB (72).

Por su parte, Roy et al. (73) evaluaron el efecto de NP-TiO, funcionalizadas con diferentes
antibioticos contra S. aureus MRSA. Ellos encontraron que las NP-TiO, mejoraron el efecto
antimicrobiano de los antibidticos beta-lactamicos, cefalosporinas, aminoglucésidos,
glicopéptidos, macrdélidos, lincosamidas y tetraciclina contra MRSA. En otro experimento,
se observd que la resistencia antimicrobiana de MRSA contra varios de los antibidticos

decrecia con la presencia de NP-TiO,.

A pesar de los resultados de los estudios anteriores, en ausencia de radiacion también se ha
encontrado actividad antimicrobiana de las NP-TiO; lo que sugiere que estas NPs usan otro

tipo de mecanismo antimicrobiano diferente a la fotocatalisis que atin no ha sido dilucidado.

Adicionalmente, las NP-TiO, han mostrado tener propiedades antivirales contra el virus de

la Influenza aviar HON2. Jiang et al. (74) y Cui et al. (75) observaron que las NP-TiO; en su
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fase anatasa combinada con Cu'* significativamente inactivan el virus bajo una radiacion a

365 nm llegando a ser virucida hasta en un 100%.

Las NP-TiO; poseen un efecto antiparasitario. Allahverdiyev et al. (76) observaron en dos
especies de Leishmania el efecto antiparasitario a partir de una combinacion de NP-TiO, NP-
Ag. Las NP-Ag tenian un didmetro promedio de 7nm, mientras que las NP-TiO, tuvieron un
diametro de 40 nm. Esta mezcla posee la capacidad de inhibir propiedades bioloégicas como
viabilidad, actividad metabolica y supervivencia dentro de las células hospederas.
Adicionalmente se encontré incrementado el efecto antiparasitario dos veces por encima

cuando las nanoparticulas fueron irradiadas con luz visible.

7.3 Caracterizacion fisico-quimica de las nanoparticulas con efecto

antimicrobiano

Se han usado una gran variedad de técnicas para caracterizar y medir las propiedades de las
nanoparticulas. A continuacion se describe brevemente las técnicas mas comunes aplicadas

a las nanoparticulas (77)(78)(79):
7.3.1 Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

Este modo de operacion microscopica se debe a los electrones secundarios emitidos por la
superficie de la muestra después de la excitacion por el haz de electrones. Aunque las
imagenes SEM tienen una resolucion menor que TEM, el SEM es mejor para obtener
imagenes de muestras a granel y tiene una mayor profundidad de vista, dando lugar a mejores

imagenes en 3D de la muestra.
7.3.2 Microscopia Electronica de Transmision (TEM)

Los electrones pasan a través de la muestra, requiere que las nanoparticulas estén dispersas
en un substrato transparente a electrones tal como una delgada rejilla revestida de carbono.
Esta técnica tiene la ventaja de un alto contraste de los atomos metalicos y la pasivacion de

moléculas organicas o polimeros.



7.3.3 Espectroscopia de rayos X de dispersion de energia (EDX)

Es una técnica analitica utilizada para el andlisis elemental o caracterizacion quimica de una
muestra. Se usa generalmente junto con el SEM o TEM. Se basa en una interaccion de una
fuente de excitacion de rayos X y una muestra. Un haz de electrones (10-20keV) golpea la
superficie de una muestra conductora, provocando la emision de rayos X, con energias que
dependen del material en estudio. Los rayos X se generan en una region de aproximadamente
2 mm de profundidad. El haz de electrones se escanea a través de la muestra, permitiendo
obtener una imagen de la distribucion de cada elemento en la muestra. Sus capacidades de
caracterizacion se deben en gran parte al principio fundamental de que cada elemento tiene
una estructura atébmica Unica que permita Unico conjunto de picos en el espectro de rayos X.
EDX es una técnica de alta resolucion que permite determinar espacialmente la composicion

quimica de nanoparticulas individuales.
7.3.4 Espectroscopia ultravioleta visible (UV-vis)

La espectroscopia ultravioleta-visible es una espectroscopia de emision de fotones y una
espectrofotometria. Utiliza radiacion electromagnética (luz) de las regiones visible,
ultravioleta cercana (UV) e infrarroja cercana (NIR) del espectro electromagnético, es decir,
una longitud de onda entre 380 nm y 780 nm. La radiacion absorbida por las moléculas desde
esta region del espectro provoca transiciones electronicas que pueden ser cuantificadas. Se
utiliza para identificar algunos grupos funcionales de moléculas y para determinar el
contenido y fuerza de una sustancia. Ademas, se usa en la determinacion cuantitativa de los
componentes de soluciones de iones de metales de transicidn y compuestos organicos
altamente conjugados. Los componentes de un equipo de espectroscopia de UV-Vis son: (1)
fuente de radiacidn; (2) sistema optico (monocromador, filtros o ventanas, espejos y dispersor
o red de difraccion); (3) compartimiento para las muestras y (4) detector. En general el
material usado para la construccion de la celda, monocromador y las ventanas es el cuarzo,
ya que su rango inferior de transmision alcanza los 190 nm, lo cual es muy util para el caso

de analitos que absorben a longitudes de onda menores a 300 nm.



7.3.5 Espectroscopia de absorcion atomica (AAS)

La espectroscopia de absorcion atomica (AAS) es uno de los métodos espectrofotométricos
mas ampliamente usados para la determinacion analitica de elementos. Es una técnica muy
empleada en la determinacion de metales como plata, oro, sodio, cadmio, calcio, cesio,
cromo, cobalto, plomo, niquel, entre otros. Se emplea en el andlisis de aguas y suelos, en

toxicologia, bioquimica, en las industrias farmacéutica, alimenticia y petroquimica.

La técnica de AAS consiste en la determinacion de especies atdmicas mediante la absorcion
auna longitud de onda particular. Las especies atomicas se obtienen mediante la atomizacion
de la muestra, la cual se puede realizar a la llama o mediante horno de grafito. Un equipo de
absorcion atomica consta de tres partes: una fuente de radiacién, un medio para la obtencion
de atomos libres (horno de grafito, en este caso) y un sistema para medir el grado de absorcion
de la radiacion de la muestra mediante una ldmpara de catodo hueco construida del mismo
elemento a cuantificar. Los valores de concentracion de la especie se obtienen utilizando
curvas de calibracion construidas a partir de soluciones de concentraciones conocidas del

metal y utilizando la ley de Lambert-Beer.
7.3.6 Dispersion dinamica de la luz (DLS)

La dispersion dindmica de luz (DDL o DLS, por sus siglas en inglés de "Dynamic light
Scattering") es una técnica fisico-quimica empleada para la determinacion de la distribucion
de tamafios de particulas en suspension o macromoléculas en solucion tales como proteinas
o polimeros. La luz laser al alcanzar las numerosas particulas que hay en una suspension, se
dispersa en todas las direcciones posibles. Si se separa una direccion, los haces de luz
dispersados por distintas particulas interfieren entre si y se obtiene una intensidad de

dispersion determinada.

Como consecuencia del movimiento browniano las posiciones relativas de las particulas
varian constantemente entre si, cosa que también provoca cambios en las condiciones de
interferencia y en la propia intensidad de dispersion. Si las particulas se mueven rapidamente
(particulas pequenas), también se acelera la variacion de la intensidad de dispersion. Por el

contrario, las particulas lentas (grandes) llevan a variaciones mas lentas. Por norma general,



en la dispersion de luz dinamica la suspension de la muestra permanece en reposo. El término
"dinamica" no se refiere al movimiento de la muestra como un conjunto, sino a la "vibracion"

de las particulas que la componen.

7.3.7 Dispersion de Rayos X (DRX)

La dispersion de rayos X es generalmente utilizada para estudiar la superficie de las
nanoparticulas con lo cual se obtiene informacion sobre la estructura, cristalinidad, forma

cristalina, tamafio de particula y composicion quimica.

7.4 Electrohilado

El proceso de “electrospinning” “hilatura electrostatica” o “electrohilado” se deriva de dos
técnicas conocidas, el electrospray y la hilatura o spinning. Actualmente es la Unica técnica
capaz de producir fibras continuas ultradelgadas del tamafio de los submicrones a
nanometros. En la tltima década, el electrohilado ha ganado un enorme interés cientifico, no
solo por ser una técnica versatil y estable, sino también por tener una gran variedad de
aplicaciones, como por ejemplo, ingenieria de tejidos, liberacion controlada de farmacos,
filtracion, electronica, sensores entre otros (80)(81). Las ventajas mas importantes de la
técnica incluyen la formacion de fibras con diametros que varian desde micrometros hasta
nandémetros, altas porosidades y largas superficies de areas, al igual que la capacidad de

imitar la matriz extracelular de los tejidos tanto quimica como mecénicamente (82)(83).

El electrohilado se compone de tres elementos basicos: una fuente de alta tensiéon con una
polaridad positiva y negativa que garantiza un campo eléctrico continuo, un capilar (que
puede ser una aguja, que contiene la disolucion de polimero) a través del cual el liquido es
forzado a fluir, y un colector metalico (usualmente papel o placa de aluminio, tambor
rotatorio) en el cual se recogen las fibras resultantes. Un electrodo de la fuente de
alimentacion de alta tension esta conectado al capilar o se encuentra dentro de la solucion y
el otro estd conectado al colector, por lo general, conectado a tierra (84). El electrohilado se
lleva a cabo controlando la temperatura y la humedad, con configuraciones tanto horizontales

como verticales (85).



Para forzar el liquido a fluir, se utiliza una bomba mecanica, la fuerza gravitacional o gas
presurizado; a medida que el liquido va fluyendo a través de un capilar de didmetro pequefio,
y es aplicado un campo eléctrico constante, se comienza a formar una gota colgante en la
punta (80). El incremento de la fuerza del campo eléctrico permite electrizar altamente la
gota y las cargas inducidas se distribuyen de manera uniforme sobre la superficie de la
solucion de polimero. La gota experimenta dos tipos de fuerzas electrostaticas: la repulsion
electrostatica entre las cargas en la superficie y las fuerzas Coulomb en el campo exterior.
Bajo la influencia de estas dos fuerzas, la gota se alarga distorsionandose en el denominado

cono de Taylor y acelerandose hacia el colector conectado a tierra (86).

Durante el proceso de elongacion del chorro, el solvente se evapora, dejando una fibra de
polimero cargada. Como la humedad relativa aumenta, el proceso de solidificacion se vuelve
mas lento, lo que permite continuar mas tiempo el alargamiento del chorro cargado y, por lo
tanto, formar fibras mas delgadas. Las fibras de polimero so6lidas se depositan en una placa

colectora conectada a tierra.

En particular, la morfologia y la estructura de las fibras depositadas dependen en gran medida
del método de recogida. Una estera de fibras orientadas al azar se puede recoger con una
placa estacionaria, otras configuraciones de colectores tales como un tambor giratorio,
marco, bafio de disolvente, campo eléctrico o magnético auxiliar, han sido utilizados para
recoger matrices bien alineadas de fibra, estera de fibra en patrones, hilo de fibra o cuerda,

construccion tubular, entre otros. (84).

Aunque el electrohilado es relativamente facil de manejar, existen varios tipos de parametros
que pueden afectar directamente la formacion y estructura de las fibras y la creacion de
defectos de gota. Estos parametros estan asociados con la solucion, el procesamiento y el

ambiente. La tabla 1 resume los pardmetros que afectan el proceso de electrohilado.



Tabla 1. Efecto en la morfologia de la fibra de los parametros de procesamiento, solucion y

ambientales.
. Efecto en la morfologia de la fibra con el aumento de los
Parametros .
parametros
Procesamiento
Voltaje aplicado | didmetro de la fibra inicialmente, luego 1 didmetro
Velocidad de flujo 1 didmetro de la fibra, generacion de gotas con velocidades muy
altas
Distancia entre el inyector y | didmetro de la fibra, generacidon de gotas con distancias o0 muy
el colector pequeias o muy grandes
Solucién

Concentracion del polimero 1 didmetro de la fibra
Peso molecular del polimero 1 didmetro de la fibra

Viscosidad 1 didmetro de la fibra, desaparicion de gotas
Conductividad | diametro de la fibra
Tension superficial Sin determinar

Ambientales
Humedad Presencia de poros circulares en las fibras
Temperatura | didmetro de las fibras

7.5 Textiles funcionales: innovacion en propiedades a través de nanoparticulas

Recientemente se han desarrollado nuevas fibras para textiles que han servido como barreras
de proteccion con aplicaciones en el ambiente hospitalario, ropa deportiva, y servicios

sanitarios (87)(88).

Entre los diferentes tipos de fibras, las naturales y las sintéticas son las mas utilizadas para
este tipo de textiles. Las fibras naturales pueden ser de origen vegetal, como es el caso de
algodon, seda, lana entre otros. Las fibras sintéticas se obtienen a partir de polimeros
sintéticos, como nylon, poliéster, acrilicos, polipropileno, entre otros (89). Estas fibras se
pueden disponer en diferentes tipos de patrones permitiendo obtener tejidos, tejidos de punto
o no tejidos. Los tipos de fibras generalmente usados para aplicaciones en el ambiente
hospitalario son principalmente de algodon, rayon, nylon, poliéster, y mezclas de poliéster

con algoddn o rayon, dependiendo de la aplicacion (90).



En los ultimos textiles desarrollados se ha optado por incorporar nanoparticulas que confieren
caracteristicas fisicas y quimicas a las fibras, tales como propiedades de aislamiento eléctrico,
repelencia a los fluidos, resistencia al fuego, y propiedades antimicrobianas, las cuales los
convierten en textiles funcionales (91). Adicionalmente, las nanoparticulas usadas para
reforzar las fibras en los textiles tienen la capacidad de otorgar un mayor tiempo de vida de

uso relacionado con el cuidado y la limpieza (92)(93).

Las nanoparticulas con efecto antimicrobiano no buscan reemplazar los métodos
convencionales de lavado, sino proporcionar una nueva estrategia que permita disminuir la
frecuencia con la cual es requerido el lavado de un textil del area de la salud, lo cual se traduce
como un ahorro en el consumo de agua y energia, y menor necesidad de agentes quimicos en
el cuidado del textil (94)(95). También se debe tener en cuenta el potencial beneficio
ambiental, puesto que la mayoria de los recursos consumidos usados en la vida y cuidado de

un textil provienen del medio ambiente (96)(97).

Los textiles con caracteristicas antimicrobianas pueden ser usados como estrategia de
prevencion de contaminacion de diferentes microorganismos puesto que ayudan a disminuir
la carga microbiana presente en el ambiente, en la ropa de los pacientes y el personal de
salud. Estos textiles deben estar disefiados de forma tal que permitan una féacil limpieza y
prevengan la presencia de polvo, por lo que al escoger los materiales se deben evitar
materiales porosos o con texturas irregulares. La caracteristica deseada se relaciona con la
capacidad de alargar su vida util, resistir el proceso de limpieza y desinfeccion necesaria en
los centros médicos o contar con un proceso de desinfeccion propio a través de las

nanoparticulas (98).

En este sentido, diferentes grupos cientificos han concentrado sus esfuerzos en la evaluacion
de las fibras y sus propiedades antimicrobianas. Pollini et al. (99) incorporaron
nanoparticulas de plata a hilos en cono de algodon y poliéster (Polietilentereftalato, PET)
confirmando su actividad antimicrobiana contra Escherichia coli. Se concluy6d que las
nanoparticulas tenian estabilidad apropiada en las fibras tratadas, incluso después de realizar

lavados industriales a las mismas.



Por otro lado, Barani et al. (100) produjeron hilos en cono hibridos de nanofibras de poli vinil
alcohol (PVA) y écido poli-L-lactico (PLLA) conteniendo diferentes concentraciones de
nanoparticulas de plata (0, 5, 10 y 20 %). La sintesis de las nanoparticulas se realiz6 in situ
y se uso la técnica de electrohilado para producir las fibras. Se confirmo la sintesis uniforme
de NP-Ag sobre las nanofibras de PVA. La evaluacion antimicrobiana se realizo contra S.
aureus 'y E. coli siguiendo el método modificado AATCC 100-2004. Se observod una
reduccion de al menos 4 logaritmos comparado con el nimero inicial de bacterias inoculadas.
El incremento del contenido de plata en la solucion de polimero conlleva a la formacion de
agregados de NP-Ag en la superficie de las fibras, lo que conlleva a la disminucion de las

propiedades antimicrobianas.

Perera et al. (101) y Balakumaran et al. (102), incorporaron NP-Ag a fibras de algodon con
diferentes métodos de sintesis evaluando sus propiedades antimicrobianas. Se encontré que
la sintesis in situ permitia la formacion de NP-Ag distribuidas uniformemente en las fibras
con actividad microbicida contra S. aureus y E. coli. Adicionalmente, después del lavado, la
sintesis in situ todavia conservada adecuadas propiedades fisicas y antimicrobianas

comparadas con la sintesis ex situ, en la cual dichas propiedades disminuyeron.

Bearman et al. (103) identificaron una reduccion de 6 logaritmos de MRSA en ropa tratada
con tecnologia Vestex (producto patentado con propiedades de antifluidos, transpirable y
antimicrobiana) en comparacion con ropa no tratada, tanto al inicio como al final del turno
de trabajo de enfermeria. Aunque para VRE y bacilos Gram negativos no se obtuvo la misma

reduccion.

Zhao et al. (104) realizaron nanofibras a partir del electrohilado de nanoparticulas Ag/poli
vinil alcohol/carboximetil quitosano. El diametro de las fibras oscil6 entre 4-14nm, y

tuvieron actividad antimicrobiana contra E. coli.

Dastjerdi et al. (105) produjeron fibras de polipropileno junto con NP-Ag y NP-TiO; con Ag.
Se calcularon propiedades fisicas de los filamentos de yarn y la actividad antibacteriana
después de un tiempo de contacto especifico calculado por el porcentaje de reduccion de S.

aureus (ATCC 25923). Se observo una disminucion de 99,24% en la eficiencia bioestatica



con un porcentaje de nanoparticulas al 0.2%, mientras que se obtuvo un 99,95% de eficiencia

bioestatica para un porcentaje de 0.5% de nanoparticulas.

Por otro lado, Schweizer et al. (106) y Kotsanas et al. (107) desarrollaron estudios clinicos
en ciertas areas hospitalarias para evaluar cortinas con NP-Ag propiedades antimicrobianas.
Se encontr6 que el textil con particulas de plata duraba 7 dias mas antes de tener la primera
contaminacion bacteriana comparado con la cortina estandar, lo cual hace posible disminuir
la transmision de patdgenos (106). Adicionalmente, se encontr6 que las cortinas con NP-Ag
tuvieron actividad antimicrobiana contra 14 patéogenos bacterianos, que incluian C. difficile.
Adicionalmente, se hizo una evaluacion costo-efectiva que demostré el uso benéfico de estas

cortinas en la unidad de cuidado intensivos (UCI)(107).



8. METODOLOGIA
Se presenta la metodologia acorde a cada objetivo especifico del estudio.

8.1 Desarrollo de una metodologia de sintesis quimica de nanoparticulas metalicas

y/o 0xido metalicas y caracterizacion

8.1.1 Nanoparticulas de plata (NP-Ag)

El desarrollo de la sintesis de NP-Ag fue basado en el método de reduccion quimica,
utilizando agua Milli Q® como solvente, publicado por Brown et al. (1). Este método inicia
con la reduccion de una sal precursora, AgNOs (nitrato de plata, PANREAC CAS 7761-88-
8), por medio del reductor NaBH, (Borohidruro de sodio, Sigma-Aldrich CAS 16940-66-2)
y un estabilizador C¢HsO7Naj (citrato de sodio, Sigma-Aldrich CAS 6132-04-3). Se mezcla
185 ml de agua Milli Q® con 5 ml al 0,01 M de C¢HsO7Naz y 5 ml al 0,01 M de AgNO; la
cual es agitada a 3000 r.p.m. por tres minutos a 10°C. Luego, se agrega gota a gota 5 ml al

0,01 M de NaBH4 para reducir la solucion.

Una vez sintetizadas las nanoparticulas se almacenaron a 4°C en frascos ambar para proteger

de la luz. La figura 1 representa el proceso de sintesis quimica de las nanoparticulas de plata.

Paso 1: Preparacion Paso 2:Sintesis de
reactivos NP-Ag
Solucién 1
0,01 M C,H;0,Na;,
- 100 ml

Solucién2 T

0,01 M AgNO, > e 2

. 100 ml / .i?

Lasolucidnse agitapor3

. minutosa 3000 rp.m.

Solucién3
0,01 M NaBH,~>
100 ml

s

Figura 1. Proceso de sintesis quimica de las nanoparticulas de plata segiin Brown et al. (1).



Se realizaron caracterizaciones fisico-quimicas de tamafio, morfologia y concentracion. A
partir de espectroscopia UV-visible (Uv probe 1601pc Shimadzu, Japon) con una celda de
cuarzo de 1 cm para obtener la resonancia plasmonica. Se analizd la concentracion del
coloide a partir de espectroscopia de absorcion atomica, técnica que permite determinar la
cantidad de especies atomicas de plata (Thermo Scentific ICE 3000, USA). Se obtuvo el
tamano promedio z y los datos de polidispersidad basado en mediciones consecutivas de
subgrupos de particulas a partir de dispersion dinamica de la luz (Zetasizer Nano Series
Malvern Instruments, USA); se utilizd el microscopio electronico de transmision
(Tecnai F20 Super Twin TMP) para estudiar la morfologia de las nanoparticulas a un voltaje

de aceleracion de 200k V.

8.1.2 Nanoparticulas de dioxido de titanio (NP-TiO,)

Las NP-TiO; se sintetizaron a través de la técnica de sol-gel. Se usaron diferentes
metodologias para lograr obtener las NPs de menor tamafio. Las cinco rutas realizadas

fueron:

1. Una mezcla de 20,95 ml Ti(OCH,CH,CH,CHj3)4 (butoxido de titanio — Sigma-
Aldrich CAS 5593-70-4) con 24,1 ml de CH3CH,OH (etanol — Sigma-Aldrich CAS
64-17-5). A la mezcla resultante se le agregd 4,97 ml de H,O para finalmente
adicionar 1 ml de HNOj; al 5 % (4cido nitrico Sigma-Aldrich CAS 7697-37-2).

2. Una mezcla de 20,95 ml Ti(OCH,CH,CH,CH3)4 con 24,1 ml de CH;CH,OH. A la
mezcla resultante se le agregd 4,97 ml de H,O, se adicion6 1 ml de HNOsal 5 % y se
ajusto el pH 12 con NaOH.

3. Una mezcla de 38,17 ml Ti(OCH,CH,CH,CHj3)4 con 10,98 ml de CH3(CH;);0OH
(Butanol — Sigma-Aldrich CAS 71-36-3). La mezcla resultante se agité por 20
minutos para luego adicionar 0,85 ml de H,O. Se agit6 otros 20 minutos.

4. Una mezcla de 5 ml Ti(OCH,CH,CH,CHj3)4 con 25 ml de CH3;CH,OH. A la mezcla
resultante se le agregd 2,5 ml de CH3COOH (4cido acético — Sigma-Aldrich CAS 64-
19-7) y 3,12 ml de H,O.



5. Se obtuvo una mezcla de 12,57 ml de Ti(OCH,CH,CH,CHj3) con 14,46 ml de
CH;CH,OH. A la mezcla resultante se le agregd gota a gota 2,9 ml de agua destilada,
lo cual permitio la formacion por hidrélisis de una suspension blanca. Finalmente, se
agreg6d 1 ml de HNOj al 5 %. La solucién fue agitada vigorosamente por 1 h para

obtener un sol blanco.

Los productos de todas las rutas de sintesis fueron secados a 80°C por 24 horas para generar
el gel, y luego se calcind el material en la mufla (Isotemp®, Fisher Scientific, USA) a 450°C

por 1 hora para generar los oxidos.

Las NP-TiO; finales obtenidas se escogieron de acuerdo al didmetro y fueron caracterizados
segun la morfologia, composicion quimica y estructura cristalina a través de SEM (JEOL
JSM 6490 LV). Las muestras se fijaron en una cinta de grafito, se les realiz6 un recubrimiento
delgado en oro (Au) (DENTON VACUUM Desk IV) y se analizaron en alto vacio con el fin
de obtener imagenes en alta resolucion. Se empleo el detector de electrones secundarios para
evaluar la morfologia y topografia de las muestras. El analisis elemental se realizéo mediante
una Microsonda de rayos X-EDX (INCA PentaFETx3 Oxford Instruments). Adicionalmente,
la estructura cristalina de las NP-TiO, fue caracterizada a partir de difraccion de rayos X con
(XPert PANalytical Empyrean Series 1) usando radiacion Cu Ka y con detector PIXcel 3D

para identificar en en qué fase cristalina se encontraban: anatasa, rutilo o brookita.

Se estimd el promedio del tamafio cristalino (didmetro) L mediante la formula de Debye —

Scherrer:

L - KA
~ Bcosb

Donde K es la constante de Scherrer, cuyo valor es de 0,94, A corresponde a la longitud de
onda de la radiacion de rayos X (1,54044 A para Cu Ka), 8 es el ancho de la linea a la altura
media maxima de la ampliaciéon principal y 0 es la posicion de difraccion del pico. Su

estimacion se presenta en nandmetros.



8.2 Evaluacion del efecto antimicrobiano de las nanoparticulas

8.2.1 Evaluacion antimicrobiana de NP-Ag

Se escogieron los lotes con mejores propiedades morfologicas, diametro (<20 nm), y menor
aglomeracion para evaluar la actividad antimicrobiana. Estas propiedades estan relacionadas
potencialmente con el efecto antimicrobiano (efecto antimicrobiano, antibacteriano y

antifungico)(44).

La actividad antibacteriana de las NP-Ag se evalu¢ a través del método de macrodilucion en
las bacterias Gram negativas Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli con resistencia
AmpC (aislamiento clinico criopreservado a -80°C) y Pseudomonas aeruginosa ATCC

27823, y en bacterias Gram positivas Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Previo a los ensayos, cada bacteria fue cultivada en agar Miieller-Hinton (BD, REF 211438)
por siembra extendida durante 24 horas a 37°C en un ambiente de aerobiosis. Pasadas 24
horas se subcultivé en medio de cultivo liquido Brain Heart Infusion (BHI, BD REF 211065)
por un tiempo no mayor de 18 horas a 37°C. Luego se ajustd la concentracion del cultivo a
un McFarland 0,5 (1,5 x 10® unidades formadores de colonias (UFC/ml)) utilizando un
espectrofotometro (Genesys 20, Thermo Scientific USA) a una longitud de onda de 600 nm

con una absorcion entre 0,08 — 0,1.

Posteriormente, se realizé una dilucién que permitié tener una concentracion de bacterias de
5 x 10* UFC/ml en 15 ml de medio BHI. De manera independiente, usando una solucion
madre de NP-Ag y soluciones diluentes especificas (NH3;, HNOs;, NaOH) se obtuvieron
diferentes concentraciones a 65, 40, 20, 10 y 5 ug/ml. A cada dilucion se le adicion6 150 ul
de citrato de sodio al 0,02 M para evitar la aglomeracion de las nanoparticulas.
Consecutivamente, se mezcloé 1 ml de la dilucion de NP-Ag con 1 ml del cultivo de bacterias
para obtener una concentracion final de 2,5 x 10* UFC/ml. Todos los tubos se incubaron por
24 horas a 37°C y 60 r.p.m. protegidos de la luz en un incubador-agitador (Rosy 1000,
Thermolyne USA).

Los efectos inhibitorio y bactericida de las NP-Ag fueron determinados con la Concentracion

Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracion Minima Bactericida (CMB) a las 2, 4, 6, 8, y



24 horas de incubacion de las bacterias con las diferentes concentraciones de nanoparticulas;
se tomd 24 horas como tiempo para definir CMI y CMB. Para esto, de cada dilucion con las
bacterias se tomaron 10 ul y se transfirieron a cajas de agar Miieller-Hinton distribuyéndolo
en toda la superficie de la misma. Se incubd por 24 horas a 37°C y se determinaron las
UFC/ml. El limite superior tomado para este estudio fue de 300 UFC/ml. En cada ensayo se
realiz6 un control de esterilidad a las soluciones de NP-Ag, diluente y citrato de sodio al 0,02
M. El control de viabilidad se establecid con la solucion diluente sin NP-Ag y la dilucion del

cultivo de bacterias a 2,5 x 10* UFC/ml.

La figura 2 representa el proceso de evaluacion del efecto antibacteriano de las NP-Ag.
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Figura 2. Evaluacion del efecto antibacteriano de los lotes de NP-Ag.

El efecto antifungico de NP-Ag sobre Candida albicans ATCC 14053 se evalud con el
método de la microdilucion. Previo a los ensayos, el microorganismo fue cultivado en agar
Sabouraud (BD, REF 210950) por siembra extendida durante 48 horas a 37°C en un ambiente
de aerobiosis. Pasadas 48 horas se subcultivo en medio BHI por un tiempo no mayor de 48
horas a 37°C. A partir de una solucion madre de NP-Ag y soluciones diluentes especificas
(NH3, HNO3, NaOH) se obtuvieron diferentes concentraciones de nanoparticulas a 100, 50,
25, 12,5, 6,25 y 3,125 ug/ml en 500 ul. Luego se ajustd la concentracion del cultivo a un

McFarland 0,5 (1,5 x 10° células/ml) utilizando un espectrofotometro (Multiskan Go, Thermo



Fisher Scientific Finlandia) con una longitud de onda de 625 nm con una absorcién entre
0,08 — 0,1; posteriormente, se realiz6é una diluciéon que permitié tener una concentracion de
C. albicans de 2,5 x 10° células/ml en 5 ml de medio BHI. Consecutivamente, se obtuvo una
mezcla final de 250 ul asi: 20 ul de las diferentes diluciones de NP-Ag, 10 ul del cultivo
diluido para C. albicans y 220 ul de medio BHI ajustado, con ello se obtuvo una
concentracion final de 2,5 x 10° células/ml. La mezcla final se deposité en una microplaca de
96 pozos (Costar REF 3599) y fue incubada en un incubador-agitador (Rosy 1000,
Thermolyne USA) por 24 horas a 37°C y 60 r.p.m., protegida de la luz.

A las 24 horas de incubacion se determind mediante espectrofotometria, la absorbancia de
cada pozo, con una longitud de onda 530 nm. Se tomo6 de cada pozo 10 ul que fueron
transferidos a cajas de agar Sabouraud para su incubacion durante 48 horas a 37°C y
determinacion de la presencia de crecimiento del microorganismo. Los efectos inhibitorio y
fungicida de las diferentes concentraciones de NP-Ag fueron determinados con la
Concentracion Letal al 50% (LCso), que representa la concentracion que mata al 50% de una
poblacion evaluada, y la Concentracion Minima Fungicida (CMB) a las 24 horas de

incubacién de C. albicans.

En cada ensayo se realiz6 un control de esterilidad a las soluciones de dilucion de
nanoparticulas mas medio de cultivo, medio de cultivo solo y medio de cultivo més solucion
diluente. El control de efecto antimicrobiano se realizdé con fluconazol 99% (Pfizer, lote
04821)a 10y 5 ug/ml. El control de viabilidad se establecio con el diluente sin nanoparticulas
mas las dos soluciones del microorganismo: a) dilucién del cultivo de C. albicans a 2,5 x 10°
células/ml b) McFarland 0,5. La figura 3 representa el proceso de evaluacion del efecto

antifingico de las NP-Ag.
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Figura 3. Evaluacion del efecto antifungico de los lotes de NP-Ag.

8.2.2 Evaluacion antimicrobiana de NP-TiO2

Debido a las caracteristicas hidréfobas de NP-TiO2 fue necesario ejecutar varias estrategias

de funcionalizacién para lograr que se dispersaran de manera homogénea en el medio de

cultivo. Las técnicas se listan en la tabla 2.

Tabla 2. Metodologias usadas para dispersar las NP-TiO».

Reactivos Cantidad Energia Tiempo de dispersion Temperatura
(ml) dispersante homogénea (minutos) °0)
Agua 20 o
Acido h%xan(')ico 2 agitacion 2000 60
Aceg%clil:hi do 220 agitacion 30 ambiente
va‘ei;aZ 0 g g ultrasonicacién 30 ambiente
Agua 20
DMSO* 9 agitacion 30 ambiente
Tween 20 0,2
D?i/IHSIO (} 53 ultrasonicacién 15 ambiente
Agua 13
DMSO 1 ultrasonicacion 30 60
HNO; 1
HCl 9
HNO; 1 ultrasonicacion 30 40
Tween 20 0,3




*DMSO: dimetil sulfuxido

La funcionalizacion con carbono fue la seleccionada con el fin de otorgarles la capacidad de
dispersion en medios liquidos como el BHI. La funcionalizacion se obtuvo a partir de una
mezcla de tres partes de HC1 >99% (acido clorhidrico, Sigma-Aldrich, CAS: 7647-01-0), una
de HNO;3 > 99%, cuatro gotas de Tween 20 (Sigma-Aldrich CAS 9005-64-5) en 3,5 mg de
NP-TiO,. La mezcla resultante fue llevada a bafo ultrasonico (Elmasonic E 30 H, Alemania)
por 30 minutos a 40°C; se realizaron dos lavados con agua destilada y centrifugacion a 5000
r.p.m. Luego se adiciond 15 ml de medio BHI y se aplic6 ultrasonido a 40 Hz durante cinco
minutos. Finalmente, el medio de cultivo con las NP-TiO2 se almaceno en una cava térmica

a4°C.

Debido a que las NP-TiO2 poseen la propiedad de fotocatalisis, fue necesaria su activacion
con luz UVB y con luz blanca. La activacidon consistio en la exposicion de la solucion
dispersada de NP-TiO; a una lampara de UV (Cole-Parmer Scientific experts, USA) con una
longitud de onda de 254 nm por un periodo de activaciéon de 20 minutos, bajo agitacion
constante. La intensidad fue de 0,2 J con una dosis final de 4 J/cm? la cual fue verificada con

el lumindémetro (Solarmeter, USA).

Para la evaluacion de la actividad antibacteriana de las NP-TiO, se usé el método de la
macrodilucion en la bacteria Gram negativa Escherichia coli ATCC 25922. Previo a los
ensayos, la bacteria fue cultivada en agar Miieller-Hinton por siembra extendida durante 24
horas a 37°C en un ambiente de aerobiosis. Una vez transcurrido este tiempo, se subcultivod
en medio BHI por un tiempo no mayor de 18 horas a 37°C. Se ajustd la concentracion del
cultivo a un McFarland 0,5 (1,5 x 10° UFC/ml) utilizando un espectrofotémetro (Genesys 20,
Thermo Scientific USA) a una longitud de onda de 600 nm con una absorcion entre 0,08 —
0,1; posteriormente, se realiz6 una dilucion que permitié obtener dos concentraciones de
bacteria: 5 x 10" UFC/ml y 5 x 10’ UFC/ml cada una en 15 ml de medio BHI. Se establecio
un limite superior de 300 UFC/ml.

De manera independiente, usando la solucion activada de NP-TiO, y teniendo en cuenta que
la solucion diluente fue el medio BHI, se obtuvieron concentraciones a 115, 58, 29 y 14,5

ug/ml. Consecutivamente, se mezclod 1 ml de la dilucién de NP-TiO; con 1 ml del cultivo de



bacterias para obtener una concentracion final de 2,5 x 10* UFC/ml y2,5x 10° UFC/ml tanto
con las NP-TiO; activadas por UVB como con las activadas con luz blanca. Los cultivos se
incubaron por 24 horas a 37°C y 60 r.p.m. protegidos de la luz en un incubador-agitador

(Rosy 1000, Thermolyne USA).

Los CMI y CMB de las NP-TiO; fueron determinados a las 24 horas de incubacién de la
bacteria con las diferentes concentraciones de nanoparticulas. Para esto, de cada dilucion de
NP-TiO; con la bacteria se tomd 10 ul y se transfirié a cajas de agar Miieller-Hinton
distribuyéndolo en toda la superficie de la misma. Se incubo por 24 horas a 37°C y se
determind el numero UFC/ml. En cada ensayo se realiz6 un control de esterilidad a las
soluciones de NP-TiO, y diluente. El control de viabilidad se establecidé con la solucion
diluente sin NP-TiO, y la dilucion del cultivo de bacterias a 2,5 x 104y 2,5x 10° UFC/ml. La

figura 4 representa el proceso de evaluacion del efecto antibacteriano de las NP-TiO».
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Figura 4. Evaluacion del efecto antibacteriano de los lotes de NP-TiO,.
Analisis estadistico

La actividad antibacteriana de las NP-Ag fue evaluada en tres experimentos independientes
con los diferentes lotes de nanoparticulas seleccionados y se obtuvo la mediana de UFC/ml
para definir la CMI y la CMB. Se presentan graficamente en figuras las UFC/ml obtenidas

para cada concentracion de nanoparticulas y su evolucion en 24 horas.



El anélisis antifingico de las NP-Ag se realizo para tres experimentos independientes a partir
de la regresion Probit; este andlisis permitid determinar la probabilidad de muerte de las
células al ser expuestas a diferentes concentraciones, por lo cual se determind los valores de
LCso y CMF como referente para definir las concentraciones letales y subletales de las NP-

Ag sobre los cultivos de C. albicans.

Con el fin de verificar la reproducibilidad de los resultados, cada ensayo se realizo en tres
momentos independientes por triplicado, con sus respectivos controles positivos y negativos.

E1 analisis estadistico se realizo en el software IBM SPSS StatisticS 24.0.
8.3 Desarrollo de un tejido por la técnica de electrohilado

Se escogio el nylon-6 (Sigma-Aldrich, CAS 25038-54-4) como el material polimérico base
para electrohilar un no tejido. Los solventes usados fueron acido acético >99,7% (Sigma-
Aldrich, CAS 64-19-7) y 4cido formico >95% (Sigma-Aldrich, CAS 64-18-6). Se utilizaron
diferentes relaciones acido acético/féormico para observar cuales afectan la morfologia de las

fibras nanométrica.

Debido a que las propiedades quimicas de las soluciones de electrohilado afectan el
desempefio del equipo y en consecuencia la morfologia del no tejido, se caracterizaron las
soluciones para establecer la conductividad (WTW Cond 3110, Alemania) y tension
superficial (Surface Tensiomat 21 Fisher Scientific, USA). Segun los resultados obtenidos,
se modificaron las variables del equipo para obtener fibras nanométricas con morfologia

definida establecida por SEM (JEOL JSM 6490 LV).

Las variables del equipo modificadas fueron el voltaje (kV), la distancia aguja-colector (cm),
y el caudal (ml/h). La temperatura (°C) y humedad (%) correspondieron a las condiciones

ambientales al momento de la obtencion de la muestra y no fueron manipuladas.

Las muestras de no tejido fueron caracterizadas por SEM (JEOL JSM 6490 LV) en alto vacio
con el fin de obtener imagenes en alta resolucion. Las muestras se fijaron en una cinta de
grafito y se les realizé un recubrimiento delgado en oro (Au) (DENTON VACUUM Desk
IV). Se emple¢ el detector de electrones secundarios para evaluar la morfologia y topografia

de las muestras; el didmetro de las fibras se analiz6 a partir del software Imagel.



8.4 Evaluacion antimicrobiana del no tejido

Previo a la evaluacion antimicrobiana, el no tejido fue cortado en porciones 5x5 mm
aproximadamente. Consecutivamente, las porciones fueron impregnadas con 10 ul de
diferentes soluciones NP-Ag (solucion patron de los lotes NP13, NP22 (replica NP13), NP19
y NP23 (replica NP19) y se dejaron secar por 20 minutos.

Las propiedades antimicrobianas del no tejido obtenido fueron evaluadas a partir de la técnica

Kirby-Bauer con la bacteria Gram negativa Escherichia coli ATCC 25922.

La bacteria fue cultivada segun lo descrito previamente en el apartado 7.2.1 en el que se
describe la metodologia de evaluacidon antimicrobiana de las NP-Ag. Luego, con un hisopo
estéril (Citotest, REF 2122-0002) se realiz6 una siembra homogénea sobre la superficie del
medio de cultivo Miiller-Hinton en cajas de Petri y con la ayuda de pinzas estériles, se
colocaron cuatro porciones del no tejido impregnado sobre el medio de cultivo, procurando
su distribucion equidistante. Se llevo a incubar las cajas a 37°C y se retiraron las porciones a
las 2, 4, 8, 24 y hasta las 48 horas para asi determinar la propiedad antimicrobiana al contacto
por la inhibicién en la formacion de UFC/ml. Para la interpretacion, el hallazgo de solo una

UFC indic6 crecimiento bacteriano, por lo tanto, no actividad antimicrobiana.

Se usaron tres controles en la evaluacion de la actividad antibacteriana de las NPs. Un control
positivo para verificar la sensibilidad de la bacteria a un antibio6tico estdndar a través de un
sensidisco de ciprofloxacina (BD, REF 231657), el halo de inhibicién se compar6 con la
norma CLSI M100 (108) la cual estipula que un halo >21 mm representa sensibilidad
antimicrobiana, entre 16-20 mm indica sensibilidad intermedia y <15 mm indica resistencia
antimicrobiana. Un segundo control representado en una muestra de no tejido sin adiciones
de NPs para descartar que la composicion quimica del no tejido tuviera un efecto
antimicrobiano. Y un tercer control de crecimiento de la bacteria en el cultivo McFarland 0,5
para verificar la viabilidad de la bacteria. Finalmente, con el fin de verificar la

reproducibilidad de los resultados, cada ensayo se realizd en tres momentos independientes.



9. RESULTADOS

Se presentan los resultados acordes a cada objetivo especifico propuesto.

9.1 Desarrollo de una metodologia de sintesis quimica de nanoparticulas metalicas

y/o 6xido metalicas y su caracterizacion.

9.1.1 Nanoparticulas de plata (NP-Ag)

El proceso de sintesis de NP-Ag inicialmente se baso en la metodologia de reduccion quimica

con agua Milli Q® como solvente con el método de Brown et al. (1).

La sintesis del lote NP0O2 se hizo siguiendo esta metodologia y se obtuvo un didmetro
promedio de 132,1 nm, una concentracioén de 14,67 ug/ml y un color de solucioén dorado claro
indicando la presencia de NP-Ag. En contraste, lo reportado por el autor en su estudio las
NPs tuvieron un didmetro promedio 5 nm y una concentracion de 20 ug/ml (1). Tabla 3.

Figura 5.

NP02

[NP]= 14,67ug/ml
0,035 7 DLS = 136, 1nm

300 350 400 450 500 550 600
Longitud de onda (nm)

Figura 5. Espectro UV del lote NP02 de NP-Ag y propiedades quimicas reproduciendo la

metodologia de sintesis de Brown et al. (1).

La inconsistencia observada con la aplicacion del método de Brown et al. (1) condujo a
modificar la ruta de sintesis para aumentar la concentracion y disminuir el tamafio de las NP-
Ag. Se introdujo en el proceso un aumento de la concentracion inicial de todos los reactivos

desde 0,01 M a 0,05 M y un ajuste del pH antes o después de la sintesis de la NP-Ag:



- pH 3 con una soluciéon de HNOj al 5% (acido nitrico — Sigma-Aldrich CAS 7697-37-
2) después de la sintesis.

- pH 10 con una solucién de NH; al 5% (amoniaco — Sigma-Aldrich CAS 7664-41-7)
después de la sintesis.

- pH 11 con una soluciéon de 1,25 M de NaOH (hidroxido de sodio, PANREAC CAS
1310-73-2), antes o después de la sintesis (109).

Se sintetizaron adicionalmente 22 lotes de NP-Ag con las modificaciones en la sintesis
quimica, para un total de 23 lotes. Se seleccionaron 11 para las caracterizaciones fisico-
quimicas de tamafio, morfologia y concentracion debido a que no tuvieron alteraciones en su
aspecto al tener cambios de color de la solucidn, cristalizacion, sedimentacién o

congelamiento. Tabla 3.

Tabla 3. Caracteristicas fisico-quimicas de NP-Ag sintetizadas con el método de reduccion

quimica.
c T Lectura UV DLS
oncen empe —_————
Descripcién Lote tracion . PH PH otura % AAS  Dig-
(M) * inicial final C) A absorbanci (ng/ml) metro 1P
a (nm)

Protocolo Brown et al. (1) NP0O2 0,01 8,5 85 10,5 386 0,0297 14,67 132,1 0,273
Protocolo modificado

Aumento de concentracion
de reactivos y ajuste de pH
con NaOH después de la

sintesis
No NPO04a 0,05 7,26 7,26 9,6 395 0,367 141,7 32,41 0,537
Si NP04b 0,05 7,35 11,16 10,7 388 0,31 130,2 18,88 0,652

pH ajustado con NaOH
respecto a la sintesis

Después NPI11 0,05 6,35 11,02 10,8 387,5 0,175 85,11 15,6 0,578
Antes NP12 0,05 ND 9,54 10,7 386,5 0,174 82,07 63,74 0,344
Después NPI13 0,05 6,52 11,09 10,1 390 0,212 112,59 15,49 0,58
Antes NP14 0,05 11,05 839 103 387 0,208 108,9 27,07 0,506

Compuestos quimicos de
ajuste después de la sintesis

NH; NP19 0,05 6,55 10,34 10 386 0,202 1259 19,75 0,588
NH; réplica de NP19 NP23 0,05 6,7 10,1 10,9 392 0,121 1259 30,14 0,106
HNO; NP20 0,05 6,03 3,03 10,5 391 0,206 129,3 43,07 0,504

NaOH réplica de NP13 NP22 0,05 6,73 11,08 10,6 392 0,175 131,6 16,01 0,567




*Concentraciones corresponden a los reactivos usados para la sintesis de NP-Ag: AgNO3, C¢HsO7Na;, NaBH, todos a la

misma molaridad. ND: no disponible.

Los lotes NPO4a y NP04b se sintetizaron aplicando las modificaciones al método de Brown

et al. (1) aumentando la concentracion y modificando el pH. Se obtuvo un menor didmetro

promedio de las NP-Ag cuando se ajustd el pH 11 con NaOH 1,25 M respecto a la no

modificacion del pH, 18,88 y 32,41 nm respectivamente. Se observd una mayor

concentracion de NP-Ag cuando se aumento la concentracion de los reactivos tal como se

evidencid en el cambio de color de la solucion. Tabla 3, Figura 6. Adicionalmente, la

morfologia de las NP-Ag de ambos lotes tuvo una forma esférica segiin lo analizado a partir

de TEM. Figura 7.
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Figura 6. Espectro UV y propiedades fisico-quimicas de los lotes NP0O4a y NP04b de NP-

Ag sintetizados con el método de Brown et al. (1) modificado.



Figura 7. Analisis morfologico de las NP-Ag sintetizadas con el método de Brown et al. (1)

modificado. a) NP0O4a sin ajuste del pH y b) NP04b con ajuste a pH 11 usando NaOH 1.25

M. Microscopia Electronica de Transmision.

Se compar¢ el tamafio promedio acorde al momento del ajuste del pH 11 con NaOH 1,25 M,
antes o después de la sintesis de las NPs. Los lotes obtenidos con pH ajustado después de la
sintesis, NP11 y NP13, tuvieron menor tamafo promedio de las NPs, mayor concentracion y
un color de solucion mas oscuro que aquellos lotes sintetizados con pH ajustado en la
solucion diluente antes de la sintesis, NP12 y NP14. Con la finalidad de reproducir el proceso
de sintesis del lote de NP-Ag que expreso las mejores caracteristicas fisico-quimicas con el
método de Brown et al. (1) modificado, correspondiente a NP13, se sintetizd6 NP22 (replica

NP13). Tabla 3, Figura 8.



a) NP11 b) NP12
[NP]= 85,11pg/ml [NP]= 82,07pg/ml
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Figura 8. Espectro UV-vis y propiedades fisico-quimicas de NP-Ag sintetizados con el
método de Brown et al. (1) modificado, lotes: a) NP11; b) NP12; ¢c) NP13; d) NP14; e) NP22.



Debido a que las propiedades antimicrobianas de las NP-Ag se relacionan con el diametro,

se exploraron otros ajustes de pH después de la sintesis de NP-Ag para evaluar si se lograba

una mayor reduccion del tamano promedio.

La sintesis del lote NP19 se realizé con pH 10 ajustado con NH3 después de la sintesis y se
observd un diametro promedio mayor que el mejor obtenido en los lotes evaluados, NP13.
Se reprodujo la sintesis con las mismas caracteristicas de ajuste anteriores y se observo una
diferencia atin mayor en el didmetro promedio, NP23 (replica NP19), sin modificacion del

color de la solucion. Tabla 3, Figura 9.

a) NP19 b) NP23
[NP]= 125,9ug/ml ) [NP]= 125,9pg/ml
022 DLS =19,75nm 022 ] DLS =30,14nm
—_ 1 IP= 0,588 —_ IP=0,106
e 0,18 - e 0,18
< < 0,16 1 A
g S 0,14 1 g
S0 @
T T 0,08 |
2 2 0,06
< < 0,04
0,02
0,00 T T T T Y )
300 350 400 450 500 550 600 300 350 400 450 500 550 600
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

Figura 9. Espectro UV-vis y propiedades fisico-quimicas de NP-Ag sintetizados con el
método de Brown et al. (1) modificado, lotes: a) NP19; b) NP23 (replica NP19).

Otra sintesis adicional para evaluar el efecto del pH en el tamafio, se aplico con pH 3 ajustado

con HNOjs correspondiente a NP20 y se evidencié un mayor didmetro promedio de las NP-
Ag. Tabla 3, Figura 10.



NP20
[NP]=129,3pg/ml
0,22 DLS =43,7nm
IP = 0,504
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Figura 10. Espectro UV-vis y propiedades fisico-quimicas de NP-Ag sintetizados con el
método de Brown et al. (1) modificado, lote NP20.

Segun los espectros de absorcion UV-vis obtenidos para todos los lotes sintetizados en este
trabajo (Figuras 6,7,9-11) se encontrd una resonancia de plasmoén de superficie (RPS) en el
rango de 380-400 nm, lo cual indicé la presencia de NP-Ag esféricas y cuasi-esféricas, las

imagenes de TEM confirmaron estos hallazgos.

Los resultados obtenidos permitieron desarrollar una nueva ruta de metodologia de sintesis
quimica de NP-Ag a partir de la modificacion del método de Brown ef al. (1) que incluye
una mayor concentracion de los reactivos a 0,05 M y el ajuste del pH 11 con NaOH después

de la sintesis. Figura 11.



Paso 1: Preparacion Paso 2:Sintesis de Paso 3: Ajuste del pH

reactivos NP-Ag después de sintesis
Solucion 1 A A /
0,05M C¢HsO7Na; vow
- 100 ml -
‘ pH 11: NaOH
Solucién 2 - )
0,05M AgNO; > T f i
(oo 100 ml /o

La solucion se agita por 3

Solucién 3 minutos a 3000 r.p.m.

0,05M NaBH,~>
e 100 m!

—

Figura 11. Desarrollo de una metodologia de sintesis quimica de las nanoparticulas de

plata segtin el método de Brown ef al. (1) modificado.

9.1.2 Nanoparticulas de dioxido de titanio (NP-TiO,)

Se sintetizaron 14 lotes de NP-TiO; a partir de diferentes rutas del método sol-gel. Las cinco

rutas finales que obtuvieron didmetros nanométricos se listan en la tabla 4.

Tabla 4. Rutas de sintesis de NP-TiO; con sus respectivos didmetros.

Ruta Diametro
(nm)
120
90
100
50
20

wm kA~ W N =

Segun estos resultados, la ruta de sintesis con mejores didmetros fue la numero cinco. La

figura 12 ilustra el proceso de sintesis final para las NP-TiOs.



Solucion A:
12,57 ml
butoxido

titanio

Figura 12. Esquema de sintesis de NP-TiO; por el método de sol-gel.

Mezcla Ay Adicion gota a gota Adicion 1 Secar
B 2,9 ml H,O destilada ml HNO; 80°C, 24 h
Solucion B:
14,46 ml
etanol Calcinar
450°C, 1h

Con esta ruta se observé una morfologia esférica y cuasi-esférica en ambos lotes y no se

observaron impurezas como se evidencia en el componte de oxigeno y titanio en EDX. Figura

13. Seglin el patron observado en DRX, las NP-TiO; con picos a 26 = 25,25 y 48° en el

espectro se encuentran en fase cristalina anatasa, sin embargo, también se observa la

presencia de la fase cristalina rutilo. Figura 14.

La estimacion promedio del tamafio cristalino (didmetro) L fue 20 nm.
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Figura 13. Morfologia y composicion quimica obtenida para las NP-TiO, sintetizadas con

métodos quimicos evaluadas en SEM y EDX.
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Figura 14. Patrones observados en NP-TiO, sintetizadas con el método de sol-gel y

evaluadas en DRX.
9.2 Evaluacion del efecto antimicrobiano de las nanoparticulas

9.2.1 Nanoparticulas de plata

Se realizaron 40 experimentos para evaluacion del efecto antimicrobiano, antibacteriano y
antifungico, en los cinco lotes de NP-Ag con las mejores propiedades morfologicas, didmetro
(<20 nm) y sin aglomeracion, NP13, NP22 (réplica de NP13),NP19, NP23 (réplica de NP19)
y NP20.

Se observd en todas las bacterias evaluadas la misma CMI y CMB a las 24 horas de
incubacion en los lotes NP13 y su réplica NP22. Sin embargo, para NP19 y su réplica NP23
la CMI y CMB vari6 segun la bacteria evaluada; para E. coli AmpC y P. aeruginosa ATCC
27823 NP23 (réplica de NP19) se observo un mayor efecto antibacteriano. Finalmente, NP20

reflejo un efecto antibacteriano menor. En ninglin lote de NP-Ag se observd un efecto



bactericida o bacteriostatico contra S. aureus ATCC 25923; la viabilidad se mantuvo siempre
por encima del limite establecido en todas las concentraciones evaluadas, demostrando

ningun efecto antimicrobiano de la NP frente a este microorganismo. Tabla 5

Tabla 5. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Concentraciéon Minima Bactericida

(CMB) de la actividad antibacteriana a las 24 horas de incubacion de NP-Ag.

Lote T?Irlnlz;l 0 Morfologia pH Bacteria (ucglxlrfl) (1(1:g1\//[n]131)
NP13 15 Esférica  NaOH - 11 E. coli ATCC 25922 5 10
E. coli AmpC <5 5

P. aeruginosa ATCC 27823 10 20

S. aureus ATCC 25923 > 65 > 65

NP22 16 ND NaOH - 11 E. coli ATCC 25922 5 10
réplica E. coli AmpC <5 5
de NP13 P. aeruginosa ATCC 27823 10 20
S. aureus ATCC 25923 > 65 > 65

NP19 19 ND NH;-10  E. coli ATCC 25922 10 20
E. coli AmpC 10 20

P. aeruginosa ATCC 27823 20 40

S. aureus ATCC 25923 > 65 > 65

NP23 20 ND NH;- 10 E. coli ATCC 25922 10 20
réplica E. coli AmpC <5 5
de NP19 P. aeruginosa ATCC 27823 10 20
S. aureus ATCC 25923 > 65 > 65

NP20 43 ND HNO; -3 E. coli ATCC 25922 40 65
E. coli AmpC 40 65

P. aeruginosa ATCC 27823 40 65

S. aureus ATCC 25923 > 65 > 65

*ND: No disponible.

En la Figura 15 se observa que el comportamiento del efecto contra tres tipos de bacterias
Gram negativas contra E. coli ATCC 25922, E. coli AmpC y P. aeruginosa ATCC 27823

durante 24 horas es similar entre los lotes NP13 y su réplica NP22.

Por el contrario, el analisis grafico del comportamiento antibacteriano de lotes de NP19 y su
réplica NP23 contra E. coli AmpC y P. aeruginosa ATCC 27823 no es similar desde las ocho
horas de incubacion. Para ambas bacterias la réplica NP23 tuvo mayor efecto antibacteriano.

Figura 16.
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Figura 15. Evaluacién antibacteriana a través del tiempo de los lotes NP13 y NP22 (réplica

NP13) contra E. coli ATCC 25922, E. coli AmpC y P. aeruginosa.
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Figura 16. Evaluacion antibacteriana a través del tiempo de los lotes NP19 y NP23 (réplica

NP19) contra E. coli ATCC 25922, E. coli AmpC y P. aeruginosa.



Se evalu6 la actividad antifingica de los lotes de NP-Ag con propiedades antibacterianas

correspondiente a NP13, NP19 y sus respectivas réplicas.

Se observdé que NP13 y su réplica obtuvieron idéntico efecto antifungico. El efecto
fungistatico de 0,13 ug/ml y fungicida de 2,4 ug/ml para los lotes NP13 y su réplica, NP22
usando concentraciones de NP desde 8 — 0,25 ug/ml fue menor al comparar con el control de

fluconazol, el cual constaba de una concentracion a 10 ug/ml.

Las concentraciones de NP23 para las que se obtuvo el LCso y CMF indican que tienen un
efecto antifungico menor que se evidencia con la necesidad de mayor concentracion de NP-

Ag para lograr un efecto antifungico (Tabla 6).

Tabla 6. Evaluacion del efecto antifingico de NP-Ag.

Lote NP-Ag LCsy (ug/ml) CMF (ug/ml)
NP13 0,13 2,4
NP22 (réplica NP13) 0,13 2,4
NP19 No se pudo obtener No se pudo obtener
NP23 (réplica NP19) 0,49 3,1

LCso. concentracion letal al 50%. CMF: concentracion minima fungicida.

9.2.2  Nanoparticulas de dioxido de titanio

Las NP-TiO, fueron dispersadadas usando la técnica descrita en el apartado 8.2.2.
Inicialmente, la cantidad de NP-TiO; fue de 7,5 mg, sin embargo, la cantidad fue disminuida
a 3,8 mg. La evaluacion antibacteriana se realizé contra E. coli ATCC 25922 a las 24 horas
de exposicion a la NP. En tres evaluaciones realizadas se observo crecimiento de la bacteria
por encima de los limites superiores (300 UFC/mL) mostrando que no hubo ningtn efecto
bacteriostatico ni bactericida para E. coli ATCC 25992. No se evalud el efecto antifungico

de los lotes de NP-TiO,.

9.3 Desarrollo de un no tejido por la técnica de electrohilado

Se prepararon cuatro soluciones con diferente relacion acido acético/férmico a partir de las
cuales se modificaron las variables del equipo y se obtuvieron cuatro muestras iniciales de

Nylon-6 no tejido. Tabla 7.



Tabla 7. Propiedades fisico-quimicas de las soluciones preparadas para electrohilar Nylon-

6 no tejido.
e Re,lzfci()n Conductividad Temperatura TenSiéfl

Solucion acido o superficial
acético/formico uS/em 0 (dinas/cm)

1 1:4 2070,0 21,8 38,9

2 2:3 989,0 22,4 36,6

3 3:2 319,7 22,4 35,5

4 1:1 570,7 22,0 36,2

El analisis morfologico de las cuatro muestras iniciales en el SEM evidencid que la
morfologia es distinta segin los pardmetros utilizados para electrohilar. En la muestra 1 se
obtuvo formacion de gotas y rompimiento de las fibras; la muestra 2 presentd fibras
contorneadas, sin gotas, y mojadas; la muestra 3 adquiri6 fibras contorneadas, sin embargo,
también se obtuvieron gotas y redes tipo arafia; finalmente, la muestra 4 tuvo una atraccion
de las fibras entre si, ademas de rompimiento de las mismas y didmetros relativamente

uniformes. Tabla 8. Figura 17.



20KV X10,000" Ajm

Figura 17. Imagenes de SEM obtenidas a partir de muestras de electrohilado de Nylon-6 no
tejido. a) Muestra 1; b) Muestra 2; ¢c) Muestra 3; d) Muestra 4.

Entre las muestras iniciales, la nimero 2 obtuvo las mejores propiedades morfoldgicas, fibras
contorneadas, sin gotas, y mojadas, sin embargo, a la observacion macroscopica, el no tejido
tuvo bajo espesor. Para lograr incrementarlo se modificaron algunas variables del equipo y
se obtuvieron dos muestras adicionales a partir de las caracteristicas de la muestra 2: aumento
del voltaje y extension del tiempo de electrohilado (muestra 5), aumento del voltaje y con

capas superpuestas (muestra 6). Tabla 8.

Tabla 8. Condiciones de eletrohilado para obtencion de Nylon-6 no tejido.

Muestra de Nylon-6 no tejido

Variables del equipo
1 2 3 4 5 6
Relacion acido acético/férmico 1:4 2:3 3:2 .1 23 23
Nylon-6 (%) 10 10 10 10 10 10
Voltaje equipo (kV) 16 16 18 17 18 18
Distancia aguja-colector (cm) 12 12 12 12 10 10

Caudal (ml/h) o1 01 01 01 01 0,1



Temperatura ambiente (°C) 21,2 249 23 224 25 26,2

Humedad ambiente (%) 77,9 60,6 683 67,1 60 57
Tiempo de electrohilado (horas) 4 4 4 4 12 4
Numero de capas 1 1 1 1 1 2

La muestra 5 cuyo tiempo de electrohilado fue de 12 horas formé macroscopicamente una

esponja, mientras que la muestra 6 formé una red con un espesor mayor. Figura 18.

Figura 18. Imagenes de SEM obtenidas a partir de muestras de electrohilado. a) Muestra 5;

b) Muestra 6.

El analisis del didmetro promedio de fibras a partir del software ImageJ arrojé un didmetro

de 350 nm.

9.4 Evaluacion antimicrobiana del no tejido nanoreforzado sintetizado

Las porciones de 5x5 mm del no tejido impregnados con las NP-Ag mostraron propiedades
antibacterianas durante las 24 horas. A las 24 horas no hubo crecimiento del microorganismo

en NP13 y NP23 y su réplica.

El control del no tejido sin NPs y el de crecimiento bacteriano evidenciod que el no tejido
carecen de propiedades antimicrobianas por si solo, mientras que el control con sensidisco
de antibidtico de ciprofloxacina, se obtuvo un halo de inhibicion superior a 37 mm en todos

los ensayos, indicando sensibilidad adecuada de la bacteria. Tabla 9.



Tabla 9. Crecimiento bacteriano de E. coli ATCC 25922 en el no tejido impregnado con NP-

Ag hasta las 24 horas.
Tiempo (Horas)
Lote NP-Ag

2 4 8 24
NP13 Si Si Si No
NP22 (réplica NP13) Si Si Si No
NP19 Si Si Si No
NP23 (réplica NP19) Si Si Si No
Control del no tejido Si Si Si Si

Control con sensidisco de ciprofloxacina No No No No
Control de crecimiento bacteriano Si Si Si Si




10. DISCUSION

Después de realizar la revision bibliografica se encontrd6 que los mejores resultados
antimicrobianos se obtenian a partir de la metodologia de Brown et al. (1), sin embargo, al
reproducir la metodologia descrita para la sintesis de NP-Ag no se lograron obtener los
mismos resultados publicados por el autor, por esta razon se modific la ruta de sintesis para
las NP-Ag y asi encontrar las propiedades fisico-quimicas adecuadas para alcanzar las

propiedades antimicrobianas.

El espectro de absorcion Optico de las nanoparticulas metélicas estd dominado por las RPS,
las cuales con una longitud de onda mas larga indican un incremento del diametro de particula
(110). La posicion y el tamafio de los clusteres de NP-Ag dependen del tamaio de particula,
medio dieléctrico y especies de superficie absorbidas (111)(112). El espectro de absorcion
de las nanoparticulas metalicas estd definido por una sola banda de RPS mientras que las NPs
anisotropicas pueden llegar inclusive hasta las tres bandas (113). Los lotes sintetizados en
este trabajo, tuvieron una sola banda RPS en un rango de 380 — 410 nm indicando la presencia

de NP-Ag esféricas.

El citrato de sodio se us6 como estabilizador del crecimiento de los clusteres de las NP-Ag
para evitar la aglomeracion, la cual se debe a una alta superficie de energia e inestabilidad
termodinamica en la superficie de las particulas. Este estabilizador ayuda a evitar reacciones
excesivas entre los quimicos, asi como disminuir la tension superficial en la suspension, lo
cual hace mas fécil dispersar las particulas en el medio de cultivo, favoreciendo asi el efecto
antimicrobiano que se establece en ellas (109). El citrato de sodio por si, no tiene efecto
antimicrobiano en las condiciones analizadas, como tampoco exalta el crecimiento de las
bacterias; esto se comprobd mediante los controles realizados, pero si permitid estabilizar el

efecto antimicrobiano de las NP-Ag.

La formacion de la solucion y la estabilidad de la distribucion de los clusteres de NP-Ag
incrementan con un rango alcalino de pH. Esto se debe a la carga de los clusteres, la cual
maximiza las interacciones repulsivas electroestaticas/electroestéricas. A un pH elevado, se

forman NPs esféricas y monodispersas, asi como también se incrementa la cantidad de NP-



Ag (109). Esto concuerda con los resultados obtenidos en este estudio, en el cual a un pH
alcalino se obtuvieron menores didmetros de NP-Ag y mayores concentraciones en la

solucidn, lo que favorece la eficiencia en el método de sintesis. Tabla 2.

Ajitha et al. (109) y Qin et al. (114) sintetizaron NP-Ag por distintas rutas quimicas con
andlisis de pH y llegaron a la conclusion de que a un pH mayor, el didmetro promedio de
particula disminuia, lo cual concuerda con los resultados obtenidos en este trabajo. En nuestro
caso, el pH 11 fue apropiado para las soluciones que demostraron las mejores caracteristicas

fisico-quimicas.

El tamafio, la morfologia y el contexto en el cual se sintetizan nanoparticulas influyen
directamente en la capacidad que poseen de inhibir y eliminar microorganismos. El tamafio
de las nanoparticulas metalicas asegura que una superficie significativamente mayor de las
particulas este en contacto con un efluente microbiano. Considerando el caso de particulas
esféricas con un tamafio uniforme, una reduccion en tamaio de estas particulas de = 10 um a
10 nm incrementaria el 4rea de superficie de contacto por 10°. Este incremento de la

superficie de area de contacto incrementa la posibilidad de muerte microbiana.

La capacidad antimicrobiana de determinado agente se mide con los pardmetros de CMI y
CMB. Se han reportado una variedad de dichos valores, dependiendo de didmetro,
morfologia e inclusive recubrimientos de las NPs. Los valores de CMB obtenidos en este
trabajo para las bacterias Gram negativas fueron menores a los encontrados en la bibliografia,
lo cual indica que las NP-Ag sintetizadas bajo este método tienen un importante efecto
antimicrobiano. La dispersion en los valores de CMB hallados en la literatura pone en
evidencia el hecho de que no solo el tamafio de las NPs influye en su capacidad microbicida,
sino que otros factores, tales como su forma y recubrimiento, interfieren en el efecto contra
los microorganismos. La tabla 10 resume los valores de CMB y caracteristicas principales de

NP-Ag utilizadas en este estudio y por otros autores.



Tabla 10. Valores de CMB obtenidos por otros autores para NP-Ag.

Autores Ta(l:lnn?;l ® Método de sintesis Cepa bacteriana (IIJI;)(C;IEI) (l?gl\//ln]ﬁ)
Este estudio 15  Reduccién quimica E. coli 2,5x 10° 10
E. coli AmpC 5
P. aeruginosa 20
S. aureus ND
Brown et al. (1) 5 Reduccion quimica E. coli K-12 (pAMP) 5x10° 4
E. coli K-12 4
E. coli O157:H7 4
E. coli O91:H21 4
P. aeruginosa 4
Enterobacter aerogenes 4
S. aureus MRSA 4
Lara et al. (115) 100 Comerciales — Sigma S. pyogenes RE* 25x10°  72x10°
Aldrich E. coli O 157:H7 RA 8,9 x 10°
P. aeruginosa MR 1,1x 10°
Streptococcus sp 3,15x 10°
E. coli 8,98 x 1°
P. aeruginosa 8,98 x 10°
Panacék et al. 20 — 60 Azucares (glucosa, Enterococcus faecalis 10°-10° 13,5
(116) Depende galactosa, maltosa,  S. qureus 6,75
del  lactosa) E. coli 3,38
azlicar P. aeruginosa 6,75
S. epidermidis 1,69
S. aureus MRSA 6,75
Jain et al. (117) 7 —20 Bioestabilizacion P. aeruginosa 12,5
Patenta USA Salmonella abony 12,5
Salmonella typhimurium 12,5
Enterobacter aerogenes 12,5
Proteus vulgaris 12,5
Bacillus subtilis 12,5
S. aureus ND
S. epidermidis 12,5
E. coli 12,5

*RE: resistente eritromicina; RA: resistente ampicilina; MR: Multi-resistente; ND: No determinado;

Aunque los valores de CMB reportados por Brown et al. (1) demuestran concentraciones

muy bajas de NP-Ag con efecto antimicrobiano, éstas condiciones de sintesis no fueron

reproducibles siguiendo la metodologia descrita por el autor.



El mecanismo de accion bactericida de las NP-Ag no ha sido del todo dilucidado.
Actualmente se han planteado diversos mecanismos que involucran pérdida de la integridad
de la pared bacteriana, liberacion de iones Ag, generacion de ROS. En la membrana y pared
celular, las NPs se unen a las moléculas cargadas negativamente de los grupos de proteinas
que contienen disulfuro y fésforo, creando orificios en la membrana por los que fluye el
contenido citoplasmatico de las células, disipando el gradiente H™ a través de la misma, y
algunas veces causando la muerte celular bacteriana (40,41). Estas interacciones permiten a
los iones Ag' pasar a través de la membrana y ejercer efectos antimicrobianos adicionales
intracitoplasmaticas como inhibir los citocromos de la cadena transportadora de electrones;
unirse al ADN y ARN ocasiondndole dafio; inhibir la replicacion del ADN y por lo tanto la
replicacion celular; denaturar la subunidad ribosomal 30S; activar la produccion de ROS e
inhibir la sintesis de pared celular en las bacterias Gram positivas (38)(42,43). Liu et al.
encontraron que la liberacion iones es consecuencia de un proceso de oxidacion en el cual
interfieren temperatura, pH, concentracion de O, y presencia de materia orgédnica (118).
Adicionalmente, las NP-Ag con menores diametros liberan mayor cantidad de iones Ag
(119). Estos antecedentes justifican los valores de CMB encontrados para este trabajo, los
cuales pueden atribuirse al tamafio de las mismas (15 nm), al recubrimiento de citrato, o a la
combinacion de ambas caracteristicas. En definitiva, se ha logrado una concentraciéon de
iones Ag(I) liberados que resulta suficiente como para alcanzar el 99,9 % de mortalidad con

la ventaja de dosis de NP-Ag relativamente bajas.

Por otro lado, el hecho de que se hayan podido establecer CMB para las bacterias Gram
negativas y no para las Gram positivas puede tener su explicacion en la forma que interactuan
las NP-Ag con la pared celular. Taglietti et al. (120) demostraron que las bacterias Gram
negativas como E. coli son mas susceptibles que las Gram positivas como S. aureus frente a
NP-Ag en suspension recubiertas con glutation. Sus observaciones de TEM mostraron que
las NPs fueron capaces de ingresar en las células de E. coli, pero no en las de S. aureus, lo
cual puede atribuirse a las diferencias en la estructura de la pared celular. Estos resultados se
pueden interpretar teniendo en cuenta que las bacterias Gram negativas poseen una pared

celular que estd formada por una membrana celular, una delgada capa de peptidoglicano y



por fuera de ella una capa de liposacaridos, mientras que la pared celular de las células Gram
positivas estd formada por una membrana celular y una gruesa capa de peptidoglicano
compuesta por acidos teicoico y lipoteicoico (121), la cual podria generar una mayor
resistencia al ingreso de las NPs. Asi, una capa de peptidoglicano mas gruesa podria actuar
como una barrera fisica dificil de atravesar por las NP-Ag, independientemente del

mecanismo de accidon involucrado.

Las NP-Ag mostraron un efecto fungistatico de 0,13 ug/ml y un efecto fungicida de 2,4 ug/ml
para los lotes NP13 y su réplica NP22 usando concentraciones de NP desde 8 — 0,25 ug/ml.
Al comparar con el control de fluconazol, el cual estuvo a una concentracién de 10 ug/ml,
las NP-Ag sintetizadas en este estudio tuvieron un mejor efecto fungicida. La actividad
antifingica puede ser explicada en términos de accidon simultanea de las NP-Ag mientras que
el fluconazol actua sobre un solo blanco, reduciendo la concentracion de ergosterol para asi

afectar la integridad de la membrana celular de los hongos (52).

Al comparar estos valores con lo reportado en la literatura para C. albicans, se encontr6 que
Monteiro et al. (55) obtuvieron un valor de CMI que vari6 entre 0,4 — 3,3 ug/ml; Panacek et.
al (50) obtuvieron valores de MIC entre 0,052 — 0,1 ug/ml, mientras que Kim et. al (51)
reportaron valores de MIC entre 2 — 4 ug/ml. Estas diferencias en los valores de MIC se
puede explicar por los diferentes métodos de sintesis de las NP-Ag usados por los autores y
el tipo de cepa de C. albicans utilizada. Por ejemplo, Monteiro et al. (55) sintetizaron NP-
Ag a partir de reduccion quimica de AgNOs con citrato de sodio y estabilizacion con NH3
obteniendo NP-Ag de 5 nm; Panécek et. al (116) usaron el método de Tollens modificado,
en el cual iones de Ag’ son reducidos por sacaridos en presencia de amoniaco y su
estabilizacion con dodecilsulfato sodico; Kim et. al (53) disolvieron plata sélida en acido

nitrico y los iones de Ag" fueron disueltos con cloruro de sodio. Tabla 11.



Tabla 11. Valores de CMI obtenidos en este estudio y por otros autores para NP-Ag contra

C. albicans.
Autores Tamaio Método de sintesis Especie de Candida CMls,
(nm) (ug/ml)
Este estudio 15 Reduccion quimica C. albicans ATCC 14053 0,13
Monteiro et al. (55) 5 Reduccion quimica, C. albicans ATCC 10231 0,8—-1,6

estabilizacion con NHz C. albicans 324L.A/94 04-33
C. glabrata ATCC 90030 0,4-3,3

Panacek et. al (50) 20 — 60 Aztcares (glucosa, C. albicans 0,05 -0,1

Depende galactosa, maltosa,
del azucar lactosa)

Kim et. al (51) 13,5 Reduccién quimica C. albicans ATCC 90028 2-4

Nasrollahi et. al (122) ND  Reduccion quimica, C. albicans ATCC 5027 0,5
estabilizados PVP

Rodriguez et. al (123) 35 Biosintesis Candida spp ND 0,1-1,7

ND: no disponible

El efecto antifingico de las NP-Ag se cree que comienza con la alteracion de la membrana
celular, deteriorando la transferencia de electrones transmembranales, lo cual causa lisis

celular, segun lo reportado por (122). El efecto es similar al propuesto en el apartado 6.2.2.

Las NP-TiO; se sintetizaron siguiendo el método de sol-gel. El didmetro promedio de
particula fue de 20 nm y su estructura cristalina predominante fue anatasa. Segun diversos
autores (70)(124), estas dos caracteristicas permiten que NP-TiO, posean propiedades
antimicrobianas, sin embargo, no se observaron en este estudio. Esto puede explicarse por la
dispersion de las NPs al momento de los ensayos antimicrobianos. En la tabla 2 se expuso la
metodologia usada para lograr la suspension de las NP-TiO; en el medio de cultivo y aunque
se logré que la suspension se estabilizard por 24 horas antes del ensayo, el cual era el tiempo
del ensayo antimicrobiano, al momento de usarlo con las bacterias presentes ocurria un
fenémeno de sedimentacion a 12 horas aproximadamente, por lo que no fue posible evaluar

el efecto antimicrobiano después de 24 horas.



Se debe tener presente que durante la experimentacion se usaron técnicas de funcionalizacién
para lograr suspensiones estables no sedimentadas, pero el crecimiento de las bacterias
modifican las condiciones en el medio por lo que se comportaron de manera selectiva con las
NP-TiO; lo cual podria ser la causa de la sedimentacion temprana, incluso pudo ocurrir que
productos de la ruta metabolica de las mismas modificaran la estabilidad de la suspension de

NP-TiO (125).

Es importante recalcar que, debido a la propiedad de fotocatalisis, las NP-TiO, potencian sus
propiedades antimicrobianas, sin embargo, en este trabajo cuando fueron activadas con
radiacion UVB, no se observaron tales propiedades. Algunos autores han reportado
propiedades antimicrobianas, como Vargas et al. (124) que obtuvieron NP-TiO, por el
método de sol-gel, con didmetros de 100 nm y con un efecto antimicrobiano contra E. coli
sensible a los antibidticos bajo la activacion con luz UVB. Dentro de su estudio, se realizo
una dispersion de las NPs con DMSO, proceso que se realizod en este trabajo pero que no

permiti6 dispersion sobre las NP-TiO; sintetizadas.

El no tejido de nylon-6 obtenido por electrohilado tuvo un didmetro promedio de fibra de
350 nm y una morfologia bien definida. Estas dos variables estdn relacionadas con la
concentracion del polimero, voltaje aplicado, distancia inyector-colector, caudal, y las
propiedades de la solucidn (tension superficial, conductividad). Los pardmetros ambientales
también juegan un papel importante, sin embargo, el equipo de electrohilado utilizado en el
estudio no permite modificar estas variables. Luego de impregnar el no tejido con las NP-Ag
sintetizadas con la actividad antimicrobiana comprobada, NP13 y NP22, se logr6 inhibicion
microbiana por contacto luego de 24 horas de evaluacion. Los estudios de actividad
antimicrobiana de fibras no tejidas impregnadas con NP-Ag son diversos, sin embargo, no
hay estudios reportados especificamente en impregnacion de fibras no tejidas de nylon-6,
como el reportado en este estudio. De forma analoga, Shi et. al (126) reportaron efecto
antimicrobiano de NP-Ag en nylon-6 sintetizadas in sifu, es decir que tanto la NP como la
fibra se sintetizaron conjuntamente, y obtuvieron propiedades antimicrobianas al contacto
contra E. coliy B. cereus con erradicacion del 99,9 % de las bacterias. De la misma manera,

Pant et al. (127) report6 propiedades antimicrobianas contra E. coli 'y S. aureus.



11. CONCLUSIONES

La presente investigacion permitio sintetizar NP-Ag con actividad antimicrobiana sobre
microorganismos que comunmente estan relacionados con IAAS; adicionalmente, estas NP-
Ag pueden ser adaptadas a no tejidos, sin perder sus propiedades antimicrobianas, lo cual
resulta ser de utilidad para desarrollos que tienen aplicabilidad en el ambiente hospitalario y
en otros en donde el control del crecimiento microbiano sea un importante el bienestar de la
poblacion. No obstante, las condiciones experimentales son criticas para la adecuada sintesis
de NP-Ag, asi la necesidad de evaluar las caracteristicas fisico-quimicas mediante métodos

definidos.

Al comparar las nanoparticulas obtenidas por este estudio siguiendo la metodologia exacta
de Brown et al. los resultados no lograron ser reproducidos tanto en las caracteristicas fisico-
quimicas ni en el efecto antimicrobiano, razon por la que se hicieron ajustes hasta modificar
el método de tal manera que permitiera obtener NP-Ag de 15 nm de diametro, las cuales
presentaron forma esférica, minima agregacion y estabilidad al ser sintetizadas en
condiciones con diferentes pH y recubiertas con iones de citrato de sodio. El ajuste del pH
en la sintesis de las NP-Ag mostro ser un aspecto fundamental que tiene un efecto importante
en la disminucion del diametro de las mismas, con una relacion inversamente proporcional,
que a su vez esta especialmente relacionado con la forma de las mismas y las caracteristicas

de superficie necesarias para cumplir con su actividad antimicrobiana.

Las NP-Ag con didmetros menores mostraron un efecto antibacteriano mayor al comparar
con trabajos de otros autores, siendo asi que los valores de CMB obtenidos en este estudio
fueron menores demostrando actividad antimicrobiana apropiada, de gran utilidad para los
fines establecidos frente al control de las IAAS. Las bacterias Gram negativas tienen una
mayor susceptibilidad a las NP-Ag comparadas con las bacterias Gram positivas; esta
susceptibilidad se puede atribuir a la diferencia en la estructura de la pared bacteriana.
Adicionalmente, las NP-Ag sintetizadas en este estudio tienen un efecto antifungico a muy
bajas concentraciones (0,13 — 2,4 ug/ml), lo que permite que futuros desarrollos tengan un

impacto polimicrobiano, que es lo ideal para el ambiente hospitalario.



Las NP-Ti0O; sintetizadas en este estudio tuvieron didmetros inferiores a 20 nm y la estructura
cristalina predominante fue anatasa. Las NP-TiO, fueron dispersadas con una
funcionalizacion con carbono, sin embargo, no se logré mantener estable la dispersion y los
efectos antimicrobianos, al menos contra E. coli; es probable que el tiempo de dispersion no
fuera suficiente para lograr propiedades antibacterianas o que las condiciones experimentales
alteraran sus propiedades. Se requiere de nuevos protocolos que permitan ajustar las
condiciones para que la dispersion de las NP-TiO; sea apropiada y asegurar que la superficie
de contacto en los microorganismos permita la interacciéon y se desencadenen los efectos

microbicidas.

La creacion de fibras de nylon-6 no tejidas a partir del método de electrohilado con didmetros
nanométricos y multicapas en el desarrollo de la investigacion permitié establecer un
protocolo reproducible. Asi, cuando las fibras fueron impregnadas con NP-Ag se logrd
mantener las propiedades antibacterianas al contacto contra E. coli ATCC 25922. Se requiere
de evaluar con otros microorganismos y en condiciones que simulen el contacto en el
ambiente hospitalario para determinar la utilidad de este desarrollo, asi como aplicar pruebas

de lavado y de otras condiciones fisicas frente a la actividad antimicrobiana.



12. PERSPECTIVAS

Las NP-Ag sintetizadas tuvieron un didmetro de 15 nm. Se espera obtener un protocolo que
asegure la homogeneidad en las soluciones con una minima aglomeracion, con el fin de lograr

una mayor eficiencia antimicrobiana y disminuir los costos de produccion.

Las NP-TiO; sintetizadas tuvieron un diametro de 20 nm; sin embargo, no hubo propiedad
antimicrobiana. Se espera mejorar la metodologia de dispersion de las NPs para asi obtener

un menor porcentaje de aglomeracion y propiedades antimicrobianas.

Se espera obtener una metodologia de sintesis in situ de las NP-Ag para mejorar la dispersion

de las NPs sobre las fibras no tejidas obtenidas por electrohilado.

Se propone que las nanoparticulas sintetizadas puedan ser usadas como refuerzos de otros
polimeros que se usen sobre tejidos celulares evaluando previamente su actividad
antimicrobiana y con minimo o nulo efecto citotéxico con fines de manejo de heridas,

previniendo infecciones en los pacientes.

A futuro se pretende estudiar los mercados locales y nacionales para la comercializacion de
este tipo de productos en alianza con empresas del sector textil e industrial, todo con el fin
de mejorar las condiciones de seguridad para el control de microorganismos y evitar la
propagacion de enfermedades; inicialmente, para el sector hospitalario, pero con miras hacia
otro tipo de ambientes que asi lo requieran, mejorando las condiciones de vida de las

poblaciones.



13. PRODUCCION CIENTIFICA

13.1 Metodologia de fabricacion

Metodologia de sintesis de nanoparticulas de plata radicado en el CIDI con No. 10-10145-
08/17. Ver anexo 1.

13.2 Ponencias

- Segundo Congreso Colombiano de Bioquimica y Biologia Molecular C2B2 2016,
poster titulado “Evaluacion antibacteriana de nanoparticulas de plata como
estrategia de control de las infecciones asociadas a la atencion en salud”, radicado
en el CIDI No. 03-08980-03117. Ver anexo 2.

- VII Congreso Latinoamericano de Ingenieria Biomédica CLAIB 2016, ponencia oral
titulada “Characterization of silver nanoparticles for potential use as antimicrobial
agent”, radicado en el CIDI No. 03-09288-05117. Ver anexo 3.

- IV Simposio de Investigacion Escuela de Ciencias de la Salud y Clinica Universitaria
Bolivariana, “Comparte tu conocimiento” UPB 2016, ponencia oral titulada
“Caracterizacion fisico-quimica y efecto antimicrobiano de nanoparticulas de plata

sintetizadas quimicamente”, radicado en el CIDI No. 03-08982-03117. Ver anexo 4.

13.3 Articulo revision

Se presento el articulo “Textiles funcionales como barrera de proteccion ante infecciones
asociadas a la atencion en salud” en espera de revision en la Revista EIA. ISSN: 1794-1237.

Ver anexo 5.
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15. ANEXOS

Anexo 1. Metodologia de sintesis de nanoparticulas de plata radicadas en el CIDI.
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