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RESUMEN

En este trabajo se reporta la sintesis de nanoparticulas de oxido de zinc (NPs de ZnO)
semiesféricas, las cuales fueron caracterizadas mediante difraccién de rayos X (XRD) y
microscopia electrénica de barrido (SEM), donde se obtuvo un tamafio promedio de 26 nm
mediante SEM y 12.6 nm por XRD. Posteriormente las NPs de ZnO fueron modificadas
con dos diferentes agentes: 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES) y dimetilsulfoxido
(DMSO), comprobando su funcionalizaciébn mediante espectroscopia infrarroja por
transformada de fourier (FT-IR) y microscopia electronica de barrido (SEM).

Las propiedades antimicrobianas de las NPs de ZnO, ZnO-APTES y ZnO-DMSO
sintetizadas, fueron evaluadas frente a diferentes bacterias: Enterobacter aerogenes ATCC
13048, Escherichia coli ATCC 35218, Klebsiella Oxytoca ATCC 8724, Pseudomona
aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 29213 y Streptococcus Pyogenes
ATCC 19615, mediante métodos cualitativos y cuantitativos: Método de difusion en agar y
método de microdilucion en caldo, respectivamente. Los resultados obtenidos demuestran
que las NPs de ZnO con y sin modificacion poseen actividad antimicrobiana a diferente
nivel, dependiendo de la bacteria contra la cual son evaluadas. La concentracion minima
inhibitoria (CMI) y minima bactericida (CMB) para cada una de las bacterias analizadas
fue determinada para cada nanoparticula en estudio. Destacandose que a las
concentraciones probadas, estas, no poseen actividad bactericida frente que p. aeruginosa,

Unicamente actividad bacteriostatica.

Aunado a este estudio, también se evalud la actividad citotoxica de las particulas
nanométricas antes mencionadas, en las cuales se determind la viabilidad celular mediante
método colorimétrico MTT, utilizando células HeLa y NCI-H460 para este estudio, ademas
del método de XCELLIGENCE para determinar la dosis letal media (LD 50), usando
células NCI-H460. Los resultados obtenidos muestran que a concentraciones altas las NPs
de ZnO resultan ser las més toxicas, mientras que a concentraciones bajas, las NPs ZnO-
DMSO tuvieron una mayor disminucion en la viabilidad celular. Otro estudio incluido en la
determinacion de la toxicidad celular, fue la capacidad de activacion del complemento, la

cual fue determinada mediante western-blot. Los resultados muestran que al incrementar la
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concentracion de NPs, hay una mayor activacion del complemento. Sin embargo, la
activacion del mismo no fue significativa para ninguno de los casos. También se determiné
la cantidad de citocinas proinflamatorias (IFN-y, 1L-6, IL-8, IL-10, IL-1b y TNF-a)
producidas, mediante citometria con un kit FlowCytomix. Los resultados obtenidos sefialan
que existe produccion de todas las citocinas, excepto INF-y ¢ IL-10 y que ademas también

existe un comportamiento dosis-dependiente.

Posteriormente las NPs de ZnO con y sin modificacion fueron utilizadas para la
preparacion de nanocompuestos adhesivos sensibles a la presién base acrilico (PSA), en
concentraciones de 0.1, 0.2, 0.3 % en peso. Se determiné la conversién de cada uno de los
nanocompuestos, y se encontré que al incrementar la concentracion de NPs la conversion
disminuye. El andlisis mediante H'RMN mostr6 la composicion heterogénea de los
copolimeros. Ademas los nanocompuestos fueron evaluados mediante DSC, para observar
el comportamiento de la temperatura de transicion vitrea. Los resultados arrojaron que al

incorporar NPs a los PSA la Tg se incrementa.

También se evalud la actividad antimicrobiana de los nanocompuestos obtenidos frente a
E. aerogenes ATCC 13048, E. coli ATCC 35218, K. Oxytoca ATCC 8724, P. aeruginosa
ATCC 27853, S. aureus ATCC 29213 y S. Pyogenes ATCC 19615, por el método de
difusion en agar. Las peliculas obtenidas mostraron actividad antimicrobiana frente a los

microorganismos gram positivos Unicamente.

Finalmente a los nanocompuestos que resultaron con mayor actividad antimicrobiana frente
a las bacterias probadas, fueron evaluados mediante la prueba de adhesion (peel), los
resultados expusieron que factores como la composicion de los nanocompuestos y la

transicion vitrea, asi como factores reologicos afectan la adhesion de los nanocompuestos.



INTRODUCCION

La nanotecnologia es una de las areas mas investigadas y de desarrollo en la actualidad,
bésicamente en todas las disciplinas técnicas. Esto obviamente incluye la ciencia y
tecnologia de polimeros [1]. Los hanocompuestos poliméricos, estan constituidos por dos o
mas componentes en el cual al menos uno de ellos presenta dimensiones hanomeétricas, y se
encuentra disperso dentro de la matriz polimérica [2]. En el campo de los nanocompuestos,
existen diversas areas, los cuales incluyen: reforzamiento de materiales compuestos,
propiedades de barrera, propiedades opto-electrénicas, de aplicaciones cosméticas y
propiedades bactericidas [1], estos Gltimos han atraido la atencion por parte de la industria

farmacéutica y médica [2].

La aplicacion de estos materiales en el area de la medicina puede traer consigo diferentes
avances en el mejoramiento de las técnicas de prevencién, diagnostico, control y
tratamiento de enfermedades cronico-degenerativas e infecto-contagiosas, algunas de ellas
adquiridas a través de una infeccion intrahospitalaria, por ejemplo, en pacientes quemados,
pacientes con heridas quirurgicas y pacientes con Ulceras producidas por consecuencia de la
diabetes. La ulcera de pie diabético es una complicacion muy frecuente y grave de esta
enfermedad [3]. Esta afeccion es una llaga o herida abierta que en general se produce en la
planta del pie, en aproximadamente el 15 % de los pacientes con diabetes. Se ha estimado
que un 6% de los diabéticos que presentan una Ulcera en el pie, deben ser hospitalizados
debido a una infeccion u otra complicacion relacionada con la Glcera [4] y en muchos de los
casos es necesaria a la amputacion. Las amputaciones de miembros inferiores en pacientes
diabéticos son mayores al 60% del total de las amputaciones realizadas [5]. De manera
conjunta, las heridas infectadas también son una causa importante en morbilidad y sepsis en

pacientes quirurgicos y con quemaduras [2].



Los principales microorganismos causantes de estas infecciones son S. aureus, este es el
microorganismo méas comunmente aislado (76%) en heridas de diabéticos y Ulceras de pies,
lo que produce alteraciones en la sanacion de las heridas [5]. De igual manera en pacientes
guemados este microorganismo también se encuentra presente en infecciones, ademas de
otro microorganismo gram positivo como: Enterococcus spp., gram negativos:
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y hongos: Candida

spp., Aspergillus spp., Fusarium spp [6].

Como se habia mencionado antes, por esta razon, es que el uso de nanocompuestos con
actividad antimicrobiana esta en rapido crecimiento. Las NPs de ZnO ha sido reconocidas
por muchas industrias debido al potencial benéfico, como su alta actividad antimicrobiana
contra un amplio espectro de bacterias, virus, hongos y por su baja frecuencia de estos para
desarrollar resistencia [7], comparados con los agentes antimicrobianos organicos [8].

De igual manera para el cuidado profesional de heridas, se ha tenido acceso a un gran
numero de vendajes, los cuales estan en continuo desarrollo y mejora [9]. Los adhesivos
sensibles a la presion (PSA), son polimeros a base de acrilicos y han sido ampliamente
utilizados para la administracion transdérmica de farmacos (TDD), ya que tienen una buena
compatibilidad quimica y bioldgica con la piel [9] ademas de permeabilidad para el vapor

de agua y aire [10].

Ademas de esto, otras aplicaciones para los adhesivos sensibles a la presion, incluyen,
pafios quirurgicos, almohadillas de electrocirugia, soportes de ostomia, montajes de

electrodos electrocardiograficos, cubiertas para heridas y cierres [11].

Sin embargo, un problema que presentan estos adhesivos son las reacciones clasicas de
irritacion, claramente demarcadas y limitadas al area de colocacion del parche. Los
componentes relacionados con este tipo de reacciones son principalmente los productos de
degradacion bacteriana como el aldehido acrilico. Este efecto se ve favorecido por la
acumulacién de sudor, consecuencia de la obstruccion de los poros por el efecto oclusivo
del parche y la proliferacion microbiana facilitada por la elevada temperatura local. Con la
intencion de evitar este problema, se han incorporado agentes antimicrobianos al parche
[12].



Tomando en cuenta lo antes mencionado y ante esta perspectiva, en este trabajo, se
desarrollaron parches antimicrobianos a base de un terpolimero acrilico adhesivo sensible a
la presion (PSA), preparado mediante emulsion, y se le incorporaron NPs de ZnO con el
objetivo de poder aplicarse en el estrato corneo de la piel y prevenir o tratar infecciones

bacterianas ocasionadas por diabetes, quemaduras o relacionadas con heridas quirdrgicas.
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I. ANTECEDENTES

1.1. Adhesivos sensibles a la presion
Los adhesivos sensibles a la presion (PSA) son materiales viscoelasticos, los cuales en su
estado seco y a temperatura ambiente son pegajosos [13]. Estos adhesivos son usados para

unir otros materiales, mayormente en sus superficies a través de la adhesion y cohesion.

Los adhesivos sensibles a la presién son conocidos por poseer propiedades que incluyen las

siguientes:

1. Adhesion agresiva y permanente

2. Adherencia sin hacer mucha presion

3. Suficiente habilidad para permanecer adherido

4. Suficiente resistencia cohesiva puede ser removido limpiamente de la superficie
adherida [14].

1.1.1. Clasificacion de los adhesivos sensibles a la presion

Los adhesivos sensibles a la presion pueden clasificarse segn la composicion quimica, el
soporte quimico y su uso final. Existen diversos tipos de PSA basados en diferentes
polimeros, como, polimeros acrilicos, elastdémeros, silicones, poliuretanos, poliésteres,
poliéteres, y copolimeros de etileno-vinil-acetato (EVA), sin embargo los acrilicos ofrecen

una gran variedad de ventajas en comparacion de otro tipo de polimeros (Figura 1).
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Figura 1. Clasificacion de los adhesivos sensibles a la presion

1.1.2. Propiedades de los adhesivos

Las tres propiedades con las cuales facilmente se puede caracterizar la naturaleza de los
adhesivos son el tack (adhesion inicial), peel y esfuerzo de corte. La primera medicion de
los adhesivos se refiere a la habilidad de adherirse rapidamente, la segunda, es la habilidad
para resistir la remocion por el pelaje (Peel), y la tercera es la habilidad de mantenerse en
una posicion cuando las fuerzas de corte son ejercidas. Generalmente las dos primeras estan

directamente relacionadas entre si pero estan inversamente relacionados con la tercera [10].

¢ Tack

Es la medicion de la fuerza requerida para remover un adhesivo de un substrato. Esto
usualmente se refiere a la medicion de la atraccion inicial de los adhesivos al substrato. El

grado de tack es una funcion de los componentes del adhesivo. Las propiedades de tack de
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los PSA resulta de la asociacion de dos comportamientos conflictivos: instantanea adhesion

y cohesion [15].
¢ Peel

El peel es la fuerza requerida para remover un PSA, el cual se encuentra en un panel de
prueba patrén, usando una presion definida para hacer el contacto [16], es decir el ensayo

‘peel’ mide la adhesion a la superficie mediante.

¢ Esfuerzo de corte

El esfuerzo de corte describe la fuerza interna del adhesivo. Se mide como el tiempo
requerido para separar la capa adhesiva. En el caso de un fallo cohesivo, queda residuo de
adhesivo tanto en el sustrato como en el frontal, por lo que no se rompe la union adhesiva
real [17].

1.1.3. Adhesivos acrilicos sensibles a la presion
Los adhesivos acrilicos son un tipo de polimero sintético dentro de la familia de resinas
termoplasticas, estos ofrecen una adhesion fuerte y duradera a temperaturas normales. La
caracteristica de los PSA acrilicos es que pueden ser utilizados con o sin ninguna

modificacion.

En general, los adhesivos acrilicos son transparentes [18], tienen buenas propiedades de
envejecimiento y resistencia a los rayos UV, son polares por naturaleza y por tanto
confieren una buena adhesion a los sustratos polares como el cristal y el nylon [19], ademas
de que exhiben propiedades intrinsecas adhesivas superiores a la mayoria de los polimeros

[18], ya que poseen resistencia a la migracién y baja toxicidad.

1.1.3.1.Preparacion de adhesivos acrilicos sensibles a la presion



Los PSA acrilicos pueden ser polimerizados en diferentes formas, mediante emulsion,

solucién y en masa.

1.1.3.1.1. Solucién

La mayoria de estos materiales actualmente son producidos a partir de un solvente organico
como base, ya que ofrecen algunas ventajas, como excelentes caracteristicas de
envejecimiento, resistencia a temperaturas elevadas y a plastificantes, excepcionales
propiedades Opticas de claridad y no tiende a ponerse amarillento. También tienen el mayor
equilibrio de adhesion y cohesion y una excelente resistencia al agua [20].

1.1.3.1.2. Masa

Esta técnica es apropiada para la mayoria de los elastdémeros y agentes de adhesion. Las
principales diferencias entre la polimerizacion base solvente y los adhesivos hot-melt, es
que la viscosidad no puede ser controlada con solventes, debe ser controlada por la
temperatura o la formulacién. Otras limitaciones son que las ceras en general, no pueden
ser usadas para reducir la viscosidad [17], por lo que la polimerizacion en este proceso es
dificil de controlar [28]. En casos extremos, en que la velocidad de reaccion descontrolada
se puede producir el derrame del contenido del reactor. Debido a ello la polimerizacién en

masa no es utilizada a nivel industrial para polimerizacion en cadena [24].

1.1.3.1.3. Emulsion

Las tecnologias basadas en agua como la polimerizacion en emulsion son ahora usadas en
la produccién comercial de los PSA [21]. Los PSA acrilicos obtenidos por polimerizacion
en emulsion, actualmente han adquirido mayor importancia debido a que poseen atributos
para remplazar a los solventes flamables y poco amigables con el medio ambiente, otro
factor importante, es que la polimerizacion en emulsion reduce costos, siendo esto decisivo,

para el remplazo de la tecnologia anteriormente usada (polimerizacién en solucion) [22].



1.1.3.1.3.1. Componentes basicos de la polimerizacion en emulsién para la

preparacion de PSA

En el proceso de polimerizacion en emulsion se requieren de algunos componentes basicos:
agua, monomero, tensoactivo e iniciador. La composicion general de estos materiales para

su sintesis se muestra en la Tabla 1, asi como los porcentajes utilizados.

Tabla 1. Composicién de los PSA

Componente Composicion
Monomero principal 30-40%
Monomero secundario 10-20%
Tensoactivo 2-5%
Inciador o catalizador 1-2%
Agua 40-50%

Como se puede observar hay casi un namero ilimitado de formulaciones con estos
componentes que pueden ser adaptadas dependiendo de las aplicaciones especificas a la

cual estan destinados.

a) Mondmeros

La eleccion de los monomeros depende de la aplicacion. Generalmente, los PSA base
acrilico se copolimerizan. Los mondémeros utilizados para polimerizar comdnmente son: los
monomeros suaves, los mondémeros medios, los mondémeros duros y los mondmeros
funcionales. Esta clasificacion es basada en la Tg del homopolimero obtenido con cada uno
de ellos. Los monomeros suaves, por ejemplo, son los que producen homopolimeros con

Tgs alrededor -30°C y constituyen el mondémero primario en el copolimero. Los
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mondmeros comunmente usados para la preparacion son acrilato de butilo (BA) y acrilato
de 2-etilhexilo (2-EHA) [21]. Los mondémeros medios, son aquellos que producen
homopolimeros con Tgs mayores a -30°C y menores 30 °C. Mientras que los monémeros
duros producen homopolimeros con Tgs de alrededor 30°C o mayores, por ejemplo MMA.
Estas dos clases de mondémeros estan en una proporcion mas baja que el mondémero

principal y su funcion primordial es afiadir cohesion interna al adhesivo [23].

Los monoémeros funcionales se incluyen con el fin de proporcionar una adhesion especifica
a un sustrato y proporcionar sitios activos para reacciones de entrecruzamiento, por lo
general son el acido acrilico (AA 106 °C) o acido metacrilico. Ademas los grupos de acidos
carboxilicos de estos monomeros proporcionan estabilidad coloidal en el latex a través de la
estabilizacion electrostérica de los valores de pH mas altos cuando estan cargados
negativamente. Los grupos acido carboxilico (COOH) imparten hidrofilicidad; por lo tanto
monomeros &cidos tienden a concentrarse en la superficie de la particula durante la
polimerizacion en emulsion, con los monomeros mas hidrofobos que se localizan dentro de
los nucleos de particulas [24]. En la Tabla 2 se muestran algunos ejemplos de los
monomeros mas usados en la copolimerizacion de adhesivos acrilicos sensibles a la presion
[25].

Tabla 2. Tipos de monémeros utilizados en la copolimerizacion de adhesivos acrilicos

sensibles a la presion.

Mondmeros suaves Monomeros funcionales
n-Acrilato de Acrilato de 2- Acido metacrilico Acido acrilico
butilo etilhexilo
ﬁ C|H2 CH3 H2C_
| 0 —O
CH, HO
HO
CHj CH,
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Continuacién Tabla 2

Mondémeros medios Mondmeros duros
Acrilato de etilo  Metacrilato de butilo Metilmetacrilato  Estireno Acetato
de vinilo
(@) (@] H,C CH H,C CH
| 2 3 250 3
HsC o 0=
9 | _ o
CH, k CH; © (|) <\
CH
¥ CHz CH,
CHy

En la presente investigacion se usd el acrilato de 2-etilhexilo como monémero principal,
metilmetacrilato, como mondmero duro y acido acrilico, como mondmero funcional. Las
propiedades del terpolimero son aproximadamente equivalentes a las propiedades

individuales de los homopolimeros [26].

b) Iniciador

Otro componente crucial en la polimerizacidén en emulsion es el inciador, los iniciadores se
dividen en dos principales categorias: 1) Térmicos y 2) Redox. Las ventajas de los
iniciadores térmicos, como el persulfato de amonio o de sodio, es que son de alto grado de
solubilidad en agua y su fécil uso, los rangos normales de temperatura de polimerizacion
fluctban entre 75 y 90 °C [27]. Los iniciadores térmicos son mas comunes que los redox
alternativos. Los principales beneficios de un iniciador redox, es la habilidad de iniciar las
polimerizaciones a bajas temperaturas y minimizar el ndmero de grupos cargados

incorporados en el esqueleto del polimero.
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c) Tensoactivo

Los tensoactivos ayudan a la polimerizacion a través de la formacion de micelas durante la
polimerizacion en emulsion las cuales son requeridas para la formacion de la particula
mediante nucleacion micelar, ademas que contribuyen al control del tamafio de particula en

el polimero y estabilizacion de la emulsion durante la polimerizacion [28].

d) Agente de transferencia de cadena (ATC)

Los ATC son disueltos en la fase oleosa para abstraer los radicales libres de las cadenas en
crecimiento con el fin de reducir el promedio del peso molecular en las particulas de latex
[29]. Ademéas también es afiadido para evitar posibles efectos que puedan afectar la
polimerizacion. Uno de ellos llamado efecto Trommsdorf, que se caracteriza por un
aumento en la velocidad de polimerizacién y una exotermia en la reaccion, debido a que en
este momento las cadenas poliméricas son largas y flexibles y tienden a enredarse entre
ellas, por lo que los centros activos pierden movilidad dentro de la particula y tiene lugar un
aumento en la viscosidad y pérdida de estabilidad coloidal, como se habia mencionado
antes este efecto se puede controlar mediante la adicion de un agente de transferencia de
cadena, al igual que el efecto vitreo, que consiste en la pérdida de la estabilidad coloidal
debido a que en este caso las cadenas son largas pero rigidas, lo que ocasiona que se
enreden entre si y se de la pérdida de la movilidad interna, ocasionando un aumento en el

namero de radicales en la particula y aumento de la viscosidad interna [30, 31].

1.1.3.1.3.2. Mecanismo de la polimerizacion en emulsion

El modelo fisico de la polimerizacion en emulsién esta basado en el modelo cualitativo de
Harkins desarrollado en 1947 [32], y el posterior tratamiento cuantitativo hecho por Smith
y Ewart al afio siguiente. El monomero antes de comenzar la reaccion estd repartido.

Localizandose una parte en la formacién de gotas, otra cantidad esta disuelto en la solucion
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(el hecho que el mondmero sea insoluble en el medio indica que la solubilidad de éste en el
medio es muy baja), y la ultima cantidad de monémero ha migrado al interior de las
micelas. Se debe tener presente que antes que inicie la reaccidn, la cantidad de mondémero
que hay en las micelas es muy baja comparada con la cantidad de mondémero en forma de
gotas[33].

El iniciador esta presente en la fase acuosa, y es ahi donde se produce la propagacion de los
radicales. El sitio de polimerizacién no es la gota de monémero debido a que el iniciador no
es soluble en éste. Mientras tanto, parte del surfactante se ha localizado en las interfases del
sistema, y el surfactante que no se ha localizado en las interfases del sistema, ha formado

micelas. Es ahi dentro de las micelas donde la polimerizacion ocurre.

El iniciador, al no ser soluble en las gotas de mondémero, migra hacia las micelas y
comienza a polimerizar el mondmero. Esta polimerizacion es mas rapida que la
polimerizacion en solucion, debido a que la concentracion de mondmero dentro de las
micelas es mucho mayor que la concentracion de monomero al interior de una solucion. La
velocidad de la reaccion aumenta al aumentar la concentracion de iniciador, pero esto

puede acarrear moléculas de polimero con un peso molecular més bajo.

A medida que avanza la reaccion, el monémero que hay dentro de la micela se va agotando,
sin embargo el mondémero que esta disuelto en la solucién se dirige al interior de las
micelas para suplir la carencia de éste. Debido a que ahora la concentracion de monémero
en el medio dispersante esta por debajo de la concentracion de saturacion, ocurre un
proceso difusivo donde el mondémero localizado en las gotas viaja al seno del medio

dispersante para intentar saturarlo de nuevo.

Por ser una reaccion en cadena, las moléculas de polimero pueden crecer hasta alcanzar
pesos moleculares muy altos. La polimerizacion puede finalizar ya sea porque ingreso un
nuevo radical libre al interior de la cadena, o porque chocaron dos cadenas aun activas, 0
porque se agotd el mondmero del sistema. En general este proceso de terminacién es lento,
dependiendo la velocidad de la concentracion de iniciador que estaba presente inicialmente

en el sistema.
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Se podria pensar que al aumentar la concentracion de surfactante aumenta la concentracion
de micelas, y por tanto, aumenta la velocidad de reaccidn, pero lo que en realidad ocurre es
que disminuye la cantidad de iniciador por micela y disminuye la velocidad de terminacion
[34].

Las ventajas de la polimerizacion en emulsién comparada con otros procesos como:
polimerizacion en solucion y en masa, es que los problemas térmicos y de densidad son
menos significativos, el estado fisico de la emulsion nos permite un mejor control del
proceso y el producto de la reaccion que puede ser utilizado de manera directa, es decir, sin

separaciones o tratamientos posteriores [31].

1.1.3.2.Aplicaciones de PSA acrilicos
Los PSA han sido aplicados en una diversidad de industrias y mercados consumidores,
generalmente en etiquetas, cintas adhesivas, productos médicos, cosméticos y productos
electronicos, asi como en arquitectura, deportes, en la industria aeroespacial y médica [10,
20, 35].

Asi mismo, los PSA son muy utilizados también en la industria farmacéutica, ya que las
capas adhesivas son usadas para adherir dispositivos liberadores de farmacos, tanto parches
activos como pasivos al estrato corneo. El transporte pasivo de medicamentos a través de la
piel se efectia mediante una difusion por los tortuosos espacios intercelulares y en funcion
de un gradiente de concentracion. Los farmacos penetran por difusion pasiva, dependiendo
de la interaccién entre el farmaco, la piel y los excipientes. La piel tiene una funcion de
barrera representada estructuralmente por la dindmica de la capa cdrnea; las propiedades
fisicoquimicas del farmaco (principio activo + excipientes); la estructura y composicion del
estrato corneo son los principales parametros capaces de modificar la difusion y la

penetracion [12].
Este tipo de adhesivos son importantes en la industria médica debido a sus propiedades

como: excelente adhesion inicial, tiempo prolongado de adhesion, limpieza a la remocién,

es decir, que no se quedan restos del adhesivo adheridos a la piel y a la compatibilidad con
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los farmacos y la piel. En adicion, sus altas propiedades viscoelasticas son pre-requisitos
necesarios para su fijacion en tejidos blandos. La adhesion y la integridad de los
dispositivos esta gobernada por la quimica del polimero (la eleccion del adhesivo), espesor
de la capa, contenido de aditivos (potenciador de la permeabilidad y la carga farmacéutica),
ademaés de las condiciones ambientales (temperatura, humedad, y el ambiente fisiol6gico)
[36].

Actualmente, un gran numero de farmacos han sido incorporados a la estructura polimérica
de los PSA por ejemplo: nitroglicerina [25], ketoprofeno [37], anticonceptivos [10] y
Nitrendipina [38], entre otros. También los PSA se emplean, en el cuidado profesional
involucrado en las de heridas, ha tenido acceso a un gran nimero de vendajes para heridas
muchos de estos requieren el uso de un vendaje de retencién o un sistema adhesivo que se
sostenga en una posicion segura. Estos sistemas adhesivos pueden ser entidades separadas
(v.g. cintas) o componentes integrales para vendajes. Hay un nimero que es llamado
vendajes “bordeado o islas” las cuales tienen un adhesivo incorporado, ya sea en toda la

superficie o alrededor de una almohadilla absorbente.

Un PSA debe ser capaz de mantener un rendimiento adecuado en una amplia gama de
temperaturas, niveles de humedad, y la frecuencia de aplicacion (de 24 horas a una
semana). También deben ser considerados los efectos de las tensiones mecanicas (por
ejemplo, estiramiento), asi como irritacion de la piel y la sensibilizacion [39].

Existe una amplia gama de adhesivos acrilicos los cuales han sido usados para unir una
variedad de materiales semejantes y no semejantes. Los principales tipos de adhesivos
acrilicos son los adhesivos basados en cianoacrilatos y acrilicos modificados. Estos
adhesivos son de particular interés en la industria médica, tanto para unir dispositivos
médicos como agentes de union de tejido. Hay un gran nimero de cintas grado médico y
peliculas disponibles (por ejemplo recubierto simple o doble lado, tejida y no tejida,
materiales elasticos y absorbentes). Son usados en una gran variedad de aplicaciones
incluyendo parches hipoalergénicos, parches de nicotina, dispositivos de ostomia y apdsitos

en general.

16


http://laboratoriosfeltrex.com/index.php/antihipertensivos/87-nitrendipina

Uno de los mas importantes tipos de acrilicos adhesivos son los cianoactilatos, y son
también conocidos como “superpegamento”. La polimerizacion de los cianoacrilatos puede
ser iniciada por la presencia de humedad o bases débiles en la atmdsfera o en el sustrato.
Desarrollos considerables han sido hechos usando cianoacrilatos como adhesivos en tejidos
quirdrgicos sin embargo las limitaciones en estos adhesivos son la toxicidad, resistencia,

durabilidad y seguridad.

1.2.Nanoparticulas
En los Gltimos afios la nanociencia y nanotecnologia se han convertido en uno de los méas
importantes desarrollos, donde confluyen la Fisica, la Quimica, la Biologia y la Ingenieria.
La nanotecnologia se define como el uso y produccion de materiales a la minima escala
posible [40]. A su vez estos materiales nanométricos como las NPs se definen como
particulas con un tamafio aproximado que va de 1 hasta 100 nm, que muestran propiedades

que no se encuentran en muestras a granel del mismo material [41].

1.2.1. Nanoparticulas de 6xido de zinc (NPs de ZnO)
El ZnO se considera un material semiconductor tipo II-1V, por la diferencia de
electronegatividades entre el Zn y el O, se produce un alto grado de ionicidad en su enlace,
convirtiéndolo en uno de los compuestos mas idnicos de la familia, con una banda gap de
3.3 eV a temperatura ambiente y una alta energia de excitacion de alto grado de union de 60
meV [42]. Esto ha generado gran interés en diversas investigaciones por ser un material con
aplicaciones en el area cientifica e industrial [43, 44], debido a sus multiples propiedades
como semiconductor, piezoeléctrico, piroeléctrico, catalisis, optoelectrénicas y propiedades
antimicrobianas [45-48]. Por ejemplo, se ha demostrado que las NPs de ZnO poseen
potencial para aplicaciones bioldgicas como agentes antimicrobianos, ademas también han
mostrado ventajas como transportadores de farmacos, y que poseen un comportamiento

citotoxico para el tratamiento del cancer [45].
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1.2.2. Estructura Cristalina de las NPs de ZnO
Dentro de las estructuras cristalinas de los semiconductores binarios del tipo I1-1V de Zinc
se encuentra la estructura hexagonal tipo Wurtzita, en donde cada anidn se encuentra
rodeado de cuatro cationes en las esquinas de un tetraedro y viceversa, de esta manera cada
atomo de zinc se encuentra rodeado por un tetraedro de 4 atomos de oxigeno y viceversa.
La estructura cristalina del ZnO se representan en la Figura 2, en condiciones ambientales

normales la fase mas estable es la wurtzita [49].

Figura 2. Estructura hexagonal tipo Wurtzita del ZnO. Los atomos rojos representan el

zinc, mientras que los atomos morados representan los atomos de oxigeno [50].

1.2.3. Métodos de sintesis de NPs de ZnO
En afios recientes, investigadores de todo el mundo han desarrollado diferentes técnicas
para preparar NPs de ZnO, como la deposicion quimica de vapor (CVD), método
hidrotérmico, proceso sol-gel, precipitacion quimica, y descomposicion térmica, entre otros
[48].

¢ Deposicion quimica de vapor

18

/S
—



La deposicion quimica de vapor puede definirse como la deposicion de un sélido en una
superficie caliente a través de una reaccion quimica en fase vapor. Esta técnica pertenece a
la clase de procesos de transferencia de vapor, la cual es a nivel atdbmico en la naturaleza,
esto es la deposicion de las especies que son atomos o moléculas o0 una combinacion de
estos [51], bésicamente consiste en la descomposicién de uno o varios compuestos
volatiles, en el interior de una cdmara de vacio (reactor), en o cerca de la superficie de un
solido para dar lugar a la formacion de un material en forma de capa delgada o de NPs
[52].

¢ Meétodo hidrotérmico
La via hidrotérmica se refiere a cualquier reaccion quimica heterogénea en presencia de
solventes ya sea en un medio acuoso o0 no. Las tres etapas que ocurren en este proceso son;
disolucidn, supersaturacion y el subsecuente crecimiento de cristales. Por lo general, se
puede emplear agua y otros solventes; ademas de que este proceso brinda la posibilidad de
emplear aditivos para modificar algunas propiedades en el caso de que asi se desee. Los
solventes a emplear pueden ser polares e incluso no polares para que ocurra un proceso de
disolucién-recristalizacidn, con el fin de extender el rango de aplicacion de este método. Se
debe considerar que los solventes que se emplean; pueden llegar a presentar relativas
desventajas como la toxicidad y problemas de corrosion. Una vez obtenida la nanoparticula

se puede recurrir a una posterior etapa de lavado y centrifugado [53].

La técnica hidrotérmica es una alternativa promisoria para la sintesis de Nps de ZnO por su
baja temperatura de proceso y debido a que permite un facil control de tamafio de particula
y tiene algunas ventajas sobre otros métodos, como por ejemplo el equipo es simple, libre
de catalizadores, bajo costo, ambientalmente amigable y menos peligroso [54].

¢ Método sol-gel
El método de sol-gel, también llamado método de Pechini, fue desarrollado en 1960 [55].
El sistema inicial representa una solucion donde diferentes procesos de polimerizacion y
policondensacion conllevan a la formacion gradual de una red solida. Este proceso consiste

basicamente en la formacion de redes compuestas de elementos inorganicos; obtenidos a
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través de dos reacciones quimicas simultaneas que son la hidrélisis y condensacion, estas se
inician a partir de una solucién homogénea de un alcoxido como solvente, agua y un

catalizador, este ltimo puede ser o0 no empleado.

Este método es comun para la fabricacion de NPs de éxidos metalicos por su simplicidad,
bajo costo, y la alta calidad del producto final. Diferentes rutas quimicas han sido usadas
para la sintesis de NPs de ZnO por medio del proceso sol-gel. Este aspecto es muy
importante ya que usando los surfactantes adecuados se podran obtener NPs mas finas. Los
surfactantes son conocidos como un importante precursor en el proceso sol-gel el cual es
usado para el control de tamafio y morfologia de los productos [56]. Comparado con otros
métodos de sol-gel, la ruta de Pechini proporciona una mejor homogeneidad en la

composicion, menor toxicidad [57].

+ Meétodo de precipitacion o hidrdlisis quimica
De acuerdo con reportes publicados, algunas sales de Zn incluyendo ZnClz, Zn(Ac),
Zn(NO)s han sido usadas con frecuencia para la preparacién de NPs de ZnO a través de la
precipitacion usando soluciones basicas como amoniaco, KOH, y NaOH y también con la

asistencia de diferentes aditivos como surfactantes (PVC, CTAB, etc.)

Para conocer los mecanismos involucrados en este tipo de procesos, es necesario conocer la
naturaleza de los complejos de soluto en la solucion, ademéas de observar los cambios que
experimenta su concentraciéon en las condiciones de obtencion del producto deseado. Es
importante establecer, una relacion entre las diferentes propiedades de los soélidos
obtenidos, las especies quimicas presentes en la solucion durante la precipitacion y los
procesos fisicoquimicos que ocurren en el proceso de sintesis. EXisten parametros a
considerar en este método como son; la solubilidad; en donde el precipitado debe ser lo
suficientemente insoluble para que la parte soluble no afecte en el resultado, otro factor es
la pureza; ya que las propiedades fisicas del precipitado deben ser tales que los
contaminantes puedan ser liberados empleando tratamientos sencillos, como el lavado o el
filtrado pasos importantes; ya que debe ser posible aislar cuantitativamente el precipitado

solido de la fase liquida por métodos de separacion sencillos y rapidos [58]. La principal
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desventaja de estos métodos es la necesidad de lavar y filtrar el precipitado resultante para

remover impurezas y también requieren de reactivos costosos como los surfactantes [59].

¢ Métodos verdes

Algunos métodos novedosos han sido recientemente desarrollados utilizando tecnologias
verdes: por ejemplo Azam y col. [60] desarrollaron un método mecanoquimico libre de
solventes para la sintesis de NPs de ZnO obteniendo un tamafio de particula de 15 nm
aprox., igualmente Jalal y col. [61] utilizaron liquidos idnicos como solvente verde
mediante irradiacion por microondas para la sintesis de NPs deZnO. Alternativas bioldgicas
también han sido desarrolladas para la obtencion de NPs de ZnO. Sangeetha y col. [48]
sintetizaron NPs de ZnO utilizando un extracto de Aloe Vera, el cual proporciond NPs
esféricas estables de 25 a 40 nm de didmetro.

1.2.4. Modificacion superficial de NPs
Las modificaciones superficiales de una nanoparticula pueden ser con el objetivo de (a)
disminuir la actividad quimica de la nanoparticula, (b) la estabilizacion del medio (que
puede ser un disolvente o un polimero fundido) donde la nanoparticula se encuentra
dispersa (c) la funcionalizacion de la nanoparticula para aplicaciones tales como

reconocimiento molecular o (d) promover el ensamblaje de NPs [62].

La modificacion superficial ayuda a superar estas dificultades, ademas de asegurar una
mayor adhesion y mejorar las propiedades de los materiales compuestos, lo anterior permite
una mayor compatibilidad con otros materiales que presentan estructuras diferentes por
medio de puentes de hidrégeno, interacciones electrostaticas, enlaces covalentes, logrando
como resultado una muy buena dispersion y estabilidad de las NPs en el polimero [63, 64].

Se han desarrollado métodos fisicos (v.g. modificacion por medio de plasma) y quimicos
(v.g. hidrolisis quimica y tratamiento con agentes como: titanatos, oleatos siloxanos entre
otros) [50] para la modificacion de NPs de ZnO. La modificacion superficial quimica,
puede ser clasificada como de injerto en la superficie y de esterificacion, este uGltimo
método permite una fuerte union covalente entre la superficie de las particulas modificadas

y las cadenas de polimero [63].
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Ademaés la modificacion superficial es un método efectivo para mejorar las propiedades
mecanicas de los materiales compuestos. Los silanos son importantes agentes de
modificacion, los cuales pueden formar una capa de membrana de una sola molécula en la
superficie de las cargas y mejoran la humectabilidad y la dispersién [65], ademas que son
capaces de formar enlaces estables tanto materiales organicos e inorgénicos [66]. La Figura
3 muestra la union de las NPs de ZnO son el agente de modificacion superficial APTES.

Zno Zno ZnOo Zno

Si Si
~_ / ~ N PN
o/ o) CHg o> o CHs o/ o) CH3O/ 0 CHj
HsC H3C HsC HyC

Figura 3. Representacion de la modificacion de NPs de ZnO con APTES [67]

1.2.5. Actividad antimicrobiana de NPs de ZnO
Las NPs de ZnO, han resultado particularmente interesantes, debido a presentan
caracteristicas muy particulares: pueden ser preparadas con un area superficial
extremadamente alta y con estructuras cristalinas inusuales [68], tienen gran resistencia
frente a los microorganismos [47, 48], ademas el Zn es un elemento esencial para la salud
humana, lo que proporciona biocompatibilidad con células humanas, haciéndolos muy
adecuados para aplicaciones bioldgicas, mas especificamente como agentes antibacterianos

[47], aunque en trabajos recientes también se reporta actividad antifungica.

Las NPs de ZnO han sido probadas con exito también frente a bacterias como:
Pseudomonas sp. [45], E. coli [40, 47, 61], Bacillus subtilis [40], S.aureus [69, 70], Botrytis
cinérea [68] y hongos como: Fusarium sp [45] y Penicillium expansum [68] por mencionar

algunos.
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El mecanismo propuesto para la actividad antibacterial de las de ZnO, no ha sido descrito
completamente, sin embargo se ha sugerido que esta basado principalmente en la catalisis
de formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) las cuales son formadas a partir de
agua y oxigeno en la superficie de la NP, seguida de la liberacion del ion zinc, que se
interna en la membrana celular donde es biotransformado por la bacteria produciendo
cambios conformacionales y lesiones oxidantes en la superficie de la membrana del
microorganismo [45]. La generacion de especies altamente reactivas como OH — ,H202 y
02 es explicada de la manera siguiente. Los efectos de las NPs de ZnO pueden ser
activados por la luz visible y UV, mediante la creacion de huecos en los pares de electrones
(e — h +). Los huecos disocian las moléculas de agua (de la suspension de ZnO) en OH" y
H+. La moléculas de oxigeno disueltas son transformadas en aniones radicales superdxidos
(*O 72), los cuales a su vez reaccionan con los iones H* para generar radicales (HO2¢), y por
una subsecuente colisién con los electrones producen aniones de peroxido de hidrégeno
(HO2). Luego estos reaccionan con los iones hidrégeno para producir moléculas de H»Ox.
Las moléculas de H.O, pueden penetrar en las membranas celulares y aniquilar a las
bacterias (Ec 1).

Z/nO+hv—oe” +h*;h" +H,O—><«OH " H ™.
e +t0; 50 7,; *0O, +H"—>HO, (1)
HO," +H* +¢e =~ —H, O,

Puesto que los radicales hidroxilos y superdxidos estan cargados negativamente, estos no
pueden penetrar dentro de la membrana celular y deben permanecer en contacto directo con
la superficie exterior superficie de la célula de las bacterias, sin embargo, los H2O2 pueden
penetrar dentro de la célula [71].

La catélisis de la formacion de los radicales ocurre en la superficie de la particula,
permitiendo el dafio de las enzimas microbianas, y consecuentemente la muerte de las
células bacterianas [52]. Por lo tanto, las particulas con gran superficie de contacto

demuestran mayor actividad antibacteriana [14]. Adicionalmente, la interaccion
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electrostatica entre la superficie de las bacterias y las NPs puede ser la reaccion para la
inhibicion del crecimiento [72]. Ademas de poseer propiedades antimicrobianas, el ZnO
propicia la cicatrizacion de las heridas mediante la liberacion del idn zinc permitiendo la
migracion de los queratinocitos [74], las cuales son células predominantes en la dermis.
1.2.6. Toxicologia de las NPs de ZnO

El ZnO tradicionalmente es conocido como un compuesto que no resulta toxico, por lo
tanto, NPs de ZnO han sido incluidas en numerosos productos, por lo tanto la investigacion
referente a la toxicologia de las NPs de ZnO se encuentra mas estancada que el desarrollo

de sus aplicaciones [73].

Por esta razon, existen muchas controversias en relacion de la toxicidad de las NPs de ZnO.
Primeramente, no hay una conclusion consistente acerca de la toxicidad de estas NPs y del
impacto del tamafio su toxicidad. Recientes estudios muestran que las NPs de ZnO pueden
ser internalizadas a través de la membrana de las células humanas, los canales idnicos y las
proteinas transportadoras permiten que las NPs, o sus iones, crucen la membrana
plasmatica. Algunas NPs entran por via de endocitosis: la membrana los envuelve y las
vesiculas con NPs son transportadas al interior de las células. Las NPs pueden interactuar
directamente con organulos oxidativos, como las mitocondrias, las proteinas redox activas
que estimulan la produccion de ROS en las células, y los iones Zn?* generados por las NPs
pueden inducir ROS mediante reacciones quimicas. Las especies reactivas de oxigeno
(ROS) pueden inducir dafios en el ADN, y afectar la expresion génica. Ademas, los iones
Zn?* tienen la capacidad de formar quelatos con biomoléculas o desplazar a los iones
metalicos en metaloproteinas especificas que podria resultar en la inactivacién funcional de

la proteina [74].

En un estudio, Yang y col. (2010) determinaron que las NPs de ZnO son altamente toxicas
para células NIH/3T3, ya que las celulas pierden su viabilidad al ocasionar fugas de
membrana y cambios de morfologia [75]. También Lin y col. (2009) demostraron que la
exposicion aérea supone un riesgo importante. La inhalacion o instilacion de las NPs de
ZnO resulta en inflamacion de pulmoén y toxicidad sistémica. Probablemente las especies

reactivas de oxigeno juegan un papel importante en la respuesta inflamatoria [76].
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Contrario a esto, Heng y col. (2010) estudiaron la toxicidad y el potencial inflamatorio de
NPs de ZnO de morfologia esférica y en forma de laminas usando ratones y lineas celulares
humanas. Los resultados demuestran que la citotoxicidad depende de la concentracion de
las NPs de ZnO tanto en las de morfologia esférica como en las NPs en forma de laminas,
para todas las lineas celulares evaluadas, sin embargo los resultados indican que no existe
citotoxicidad significativa, ya que no hay diferencias en la viabilidad celular [77]. También
existen diversos estudios que demuestran que el uso de NPs de ZnO es seguro en contacto
con la piel, puesto que han sido utilizadas en diversos protectores solares en conjunto con
NPs de 6xido de titanio [78].

Como se describi6 anteriormente se han realizado una gran cantidad de evaluaciones acerca
de la toxicidad de las NPs de ZnO con diferentes lineas celulares asi como modelos
animales, sin embargo algunos resultados reportados son contradictorios, en particular en
términos de parametros fisicoquimicos que afectan su citotoxicidad. Por lo tanto, la
toxicidad de las NPs de ZnO aln queda por esclarecerse, necesitando una evaluacion
toxicoldgica mas extensa y focalizada al uso final de las NPs y a sus posibles vias de

entrada en el organismo [79].

1.2.6.1. Inmunotoxicidad

1.2.6.1.1. Produccién de citocinas

Los nanomateriales, dependiendo de sus caracteristicas y composiciones, pueden
interactuar con el sistema inmune en muchas maneras y pueden potenciar o inhibir la
respuesta inmune. Las citocinas son reguladores de la respuesta de los hospederos a las
infecciones, inflamacién, traumas [80] y desempefian funciones pleiotropicas las cuales
sirven para mediar o regular la respuesta inmune y son generalmente reconocidos por
biomarcadores de la inmunotoxicidad [81]. Algunas citocinas claramente pueden promover

la inflamacion y son llamadas citocinas proinflamatorias [80].

Muchas reacciones inmunoestimulantes iniciadas por NPs estan mediadas por la

produccion de citocinas inflamatorias. Varios estudios han reportado la induccion de
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citocinas por los diferentes tipos de nanomateriales (coloides de oro, dendrimeros,
polimeros, NPs lipidicas, etc). El tamafio de las NPs se ha sugerido como un pardmetro
principal que determina el potencial de una NP para inducir respuestas de citocinas. Por
ejemplo, la longitud de los nanotubos de carbono muestra que se correlaciona con la
inflamacién inducida en estudios in vivo. Sin embargo, algunos estudios han demostrado
que las citocinas no son inducidas por las NPs en si, sino por agentes tensoactivos o
endotoxinas bacterianas presentes en la formulacion [82].

Entonces, es muy importante conocer el comportamiento de las NPs en estudio, sobre todo
si las aplicaciones a las que va dirigidas se encuentran relacionadas con la manipulacion,
inhalacion o contacto directo, ya que las células inmunitarias reconocen de forma muy
eficaz a patégenos y particulas extrafias al organismo, y pueden generar diversas respuestas

inmunitarias en el organismo [83].

1.2.6.2.Activacion del complemento

El sistema del complemento (C) es una rama de la inmunidad que puede rapidamente
reorganizar y responder a bacterias, virus y células infectadas con un potente repertorio de
opsoninas, anaflatoxinas y agentes citotoxicos. La activaciébn de C puede ocurrir
virtualmente con alguna superficie no protegida y el dafio severo a tejidos puede ir
acompafado de una actividad intensa del complemento. La activacion de C es mediada por
tres principales vias, la via clasica (CP), de lectina, y la via alternativa (AP). La CP es
activada por complejos antigenos-anticuerpos y ciertos patrones moleculares, mientras que
la via de la lectina es activada por polisacaridos de los microorganismos, y finalmente AP
es activada por una variedad de superficies. En adicion, la AP amplifica la actividad en

todas las vias.

Cada via se une las convertasas C3, las enzimas centrales de la cascada de C. Las C
convertasas escinden la fase de fluido de proteina C3 en la opsonina C3b y la anafilatoxina
C3a. Ademas, la actividad convertasa también dirige la union del complejo de membrana

de ataque y la produccién de Cb5a, una segunda anafilatoxina. La activacion de los
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productos de C (C3a, C3b, C5a, y C5b) tiene la finalidad de remover al blanco mediante la
lisis de la membrana y también tiene la funcién de promover reacciones inflamatorias
locales. La regulacion de las proteinas del complemento salvaguardan las células del
huésped inhibiendo la actividad de las convertasas, pero sus efectos protectores pueden ser
superados por la actividad local intensa o sistémica de C, con lo cual puede desencadenar
dafio tisular. La activacion local de C puede producir severos efectos perjudiciales como en

el caso de lesion de isquemia-reperfusion (Figura 4) [84].
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Figura 4. Vias de activacion del complemento

Es bien sabido que algunos nanomateriales son capaces de activar el complemento, por
ejemplo algunos nanoliposomas y nanotubos de ingenieria. Curiosamente, tanto los
nanotubos de pared simple (SWNT), como los nanotubos de carbono de pared doble
(DWNTSs) estimulan la via clésica, sin embargo solo los DWNT desencadenaron la via
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alternativa. Los mecanismos para esta activacion selectiva del complemento son adn

desconocidos [85].

Se ha demostrado que las NPs pueden activar el complemento a través de una de las tres
vias o por combinacién de estas, lo cual es primariamente determinado por las propiedades
de superficie de la nanoparticula y la conformacion del recubrimiento polimérico. Otro
factor interesante es que la activacion por la via clasica por NPs no requiere un complejo
antigeno-anticuerpo especifico, pero es desencadenada por la interaccion directa con el
componente C1q del complemento o la unién no especifica de las inmunoglobulinas. Es
generalmente aceptado que las NPs destinadas a la administracion sistémica deben ser
disefiadas con el proposito de evitar la activacion del complemento, para evitar reacciones
de hipersensibilidad y anafiliaxis. En contraste aunque es indeseable la activacion del
complemento causada por la inyeccion sistémica de ciertos nanomateriales, la activacion
del complemento por otras NPs administradas por diferentes vias (subcutdnea o
intradérmica) pueden beneficiar la eficacia de vacunas, algunas NPs recubiertas con
polimeros hidrofilicos como el PEG (recubiertas para incrementar el tiempo de circulacion
y protegerse del reconocimiento del sistema inmune, ejem: liposomas), no protege de la
activacion del complemento. Salvador-Morales y col. [86], describen que se requiere poner
atencion a los procedimientos de sintesis y los ligandos usados para unir polimeros y los
ligandos en las superficies de las NPs. Por ejemplo, estudios recientes han demostrado que
los ligandos con grupos hidroxilo o tioles no activan el sistema del complemento, al
contrario de los ligandos con grupos metoxi que son potentes activadores. Otro estudio
demostro que la metilacion de la fraccion de fosfato oxigenada del metoxiPEG reduce la
activacion del complemento [87]. Desde un punto de vista practico, esto significa que el
uso de ligandos "complemento-reactivos” son aceptables para las NPs destinadas a la
administracion de vacunas cuando es deseable la activacion de complemento, mientras que
el uso de ligandos "complemento-no reactivos" es crucial para formulaciones destinadas a

la administracion sistémica cuando la activacion del complemento no es deseable [88].
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1.3.Nanocompuestos
1.3.1. Nanocompuestos adhesivos

Para explotar una nueva clase de adhesivos PSAs de alto rendimiento, los adhesivos
acrilicos basados en emulsion han incorporado nuevas cargas nanométricas para mejorar

sus propiedades, o incluso afadirle nuevas.

Diversos investigadores han preparado adhesivos con diferentes particulas
nanoestructuradas, con el fin de incrementar las propiedades mecanicas, mejorar las

propiedades de liberacidn de farmacos, o incrementar la conductividad eléctrica.

Por ejemplo Kyoung Oh y col. (2009) prepararon nanocompuestos adhesivos a partir EHA,
BA y nanoarcillas de montmorillonita (MMT) a diferentes concentraciones mediante
mezclado mecénico y polimerizacion en emulsion “in situ”. En este estudio se encontr6 que
la transicion vitrea del polimero es independiente de la concentracion de las nanoarcillas,
mientras que las propiedades viscoelasticas si se ven afectadas por el contenido de estas. La

concentracion al 1% de NPs se dispersé de manera uniforme en la matriz polimérica [89].

Lofton y col. (2007) también incorporaron NaMMT modificadas a PSA, con el fin de
incrementar las propiedades mecéanicas [90]. Prepararon adhesivos acrilicos a base de
EA/EHA mediante polimerizacion en emulsion. Los resultados mostraron que la cinética de
la polimerizacion en emulsion es independiente de la adicién de las nanoarcillas de
montmorillonita. En cambio las propiedades de los adhesivos se ven fuertemente
influenciadas por el tipo y cantidad de nanoarcillas afiadidas. Por ejemplo peel y tack
decrecen gradualmente a mayor cantidad de nanoarcillas MMT, y hay un substancial
incremento en esfuerzo de corte, el valor maximo determinado fue del por ciento en peso
de nanoarcillas modificadas. Mientras que hay Influencia moderada en tack, peel y

esfuerzo de corte al incorporar nanoarcillas no modificadas[91].

Por su parte, Shaikh y col.(2007), incorporaron (0, 2, 5 y 10% basado en el peso seco de
adhesivo) de organoarcillas a parches transdérmicos PSA de polidimetilsiloxano mediante

fundicion en solucion con la intencidén de proporcionar una liberacion controlada, ya que al
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afiadir las nanoarcillas modificadas, se mejoran tanto las propiedades de permeacién a
través del estrato corneo como las propiedades mecanicas del adhesivo [92].

Del mismo modo, Rana y col. (2007) prepararon nanocompuestoss adhesivos, incorporando
a Poli(2-EHA-co-AA), silicato de sodio a nanoescala, con el proposito de mejorar la
absorcion de la cloxacilina sodica [36]. También Wang y col. (2009) desarrollaron un
adhesivo de polibutilacrilato y SWNT (Nanotubos de carbono de pared simple), con el fin
de incrementar la conductividad eléctrica. Los nanotubos de carbono de pared simple
fueron funcionalizados con polivinilalcohol (PVA), en una proporcion de 0.3% en peso.
Los resultados mostraron que la conductividad aumenta en diez 6rdenes de magnitud.
También en este umbral, se observan los cambios de adhesion y un aumento en tack. Del
mismo modo, la energia de adhesion aumenta en aproximadamente un 85% con la adicion
de PVA-SWNT en la misma concentracion [93].

También Wang y col. (2008) prepararon nanocompuestos adhesivos, mediante la
deposicion horizontal de poli (butilacrilato-co-acido acrilico), y SWNT o MWNT
funcionalizados con varios polimeros y utilizando diferentes tensoactivos. Afadiendo
0.03% de nanotubos se obtuvo una conductividad eléctrica del orden de 1 S/m. La
conductividad térmica se incrementé 80% al afiadir 0.1% en peso de SWNT, en cuanto la
energia de adhesion se incrementd en 85%[94].

Sin embargo, no existen reportes acerca de la preparacion de nanocompuestos adhesivos
PSA acrilicos que incorporen NPs de ZnO, como este estudio lo plantea. En el siguiente
apartado se muestran las investigaciones previas de sistemas poliméricos gque incorporan

NPs de ZnO, mediante emulsion y miniemulsion.

1.3.2. Nanocompuestos polimericos-ZnO
Existen investigaciones previas que reportan sistemas en emulsion y miniemulsion que
incorporan NPs de ZnO. Por ejemplo, Tang y Dong, (2009) estudiaron el sistema
poliestireno-NPs de ZnO, mediante polimerizacion en miniemulsion. En esta investigacion

se utilizé el agente de modificacion APTES (3-aminopropiltrietoxisilano), para modificar
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las NPs de ZnO y compatibilizarlas con el polimero. Al afiadir este agente de modificacion
en una proporcion de 0.6%, se mejora la eficiencia de encapsulacion de NPs de ZnO hasta
en un 95%, ademas que se mejora la dispersion de NPs en la matriz polimérica,

presentando buena actividad antimicrobiana [95].

Chen y col. (2008) estudiaron el sistema poliestireno/NPs de ZnO mediante polimerizacién
en emulsion por pickering. Diferentes cantidades de monomero de estireno fueron
emulsificadas en agua en presencia de NPs de ZnO, y fueron agitados mecénicamente o por
sonificacion. Se utilizaron iniciadores como azobisisobutironitrilo (AIBN) y Persulfato de
potasio (KPS). En este estudio se observaron morfologias diferentes dependiendo del
iniciador utilizado. El esquema de reaccién propuesto utilizando el KPS (imagen superior),
se muestra en la Figura 5, en este esquema se puede observar como las NPs de ZnO, se
encuentran en su mayor parte encapsuladas en las particulas de latex de poliestireno, asi
como algunas quedan en la superficie de esta [96]. Mientras que cuando la reaccion es
inicializada por AIBN, las NPs se encuentran en la superficie de las particulas de latex de

poliestireno (imagen inferior).
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Xiong y col. (2003) estudiaron el sistema de poli (Estireno-butilacrilato)/nano y
microparticulas de ZnO. Observaron que al aumentar el contenido de NPs de ZnO, la

temperatura de transicidn vitrea aumenta, asi como las propiedades mecanicas, no teniendo
influencia cuando se incorporan microparticulas a este sistema [97].
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Il. OBJETIVOS

Objetivo general

Estudiar el efecto antimicrobiano y grado de toxicidad de NPs de ZnO con y sin tratamiento

superficial en nanocompuestos adhesivos acrilicos sensibles a la presion para materiales de

uso médico.

Objetivos particulares

1.
2.
3.

Obtener NPs de ZnO semiesféricas mediante el método de hidrdlisis quimica.
Modificar superficialmente NPs de ZnO con APTES y DMSO.

Evaluar de las propiedades estructurales y morfologicas de las NPs de ZnO con y
sin modificacion.

Evaluar la actividad antimicrobiana de NPs de ZnO modificadas y sin modificar
frente a bacterias gram positivas (S. pyogenes, S. aureus) y gram negativas (E.coli,
P. aeruginosa, K. oxytoca, E. aerogenes).

Evaluar la viabilidad celular de NPs de ZnO frente a lineas tumorales humanas, asi
como la produccion de citocinas y activacion del complemento.

Preparar nanocompuestos PSA mediante polimerizacion en emulsion incorporando
las NPs de ZnO con y sin modificacién

Caracterizar las propiedades morfoldgicas, estructurales y realizar ensayos de
adhesion de los nanocompuestos obtenidos.

Evaluar la actividad antimicrobiana de los diferentes nanocompuestos.
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1. HIPOTESIS

Los PSA pueden ser preparados a partir con la incorporacion de NPs de ZnO con y sin
modificacion superficial, los cuales pueden servir como apésitos de uso médico. El agente
de modificacion permitird una mejor compatibilidad de las NPs y el copolimero, asi como
una buena dispersion y distribucion de las NPs en el aposito. Se espera que el aposito
presente un efecto notable sobre la cicatrizacion y la inhibicion del crecimiento de

microorganismos en el momento que entre en contacto con la herida.
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IV. PARTE EXPERIMENTAL
4.1. Materiales
4.1.1. Polimerizacién en emulsion de poli (2-EHA/MMA/AA)

Las principales caracteristicas de los reactivos utilizados para la polimerizacion en

emulsion del terpolimero en estudio, se muestran en la siguiente Tabla:

Tabla 3. Reactivos utilizados para la polimerizacion en emulsion de poli(EHA/MMAJ/AA)

Funcién Nombre Férmula Estructura quimica Proveedor

Monémero Acrilato de 2-etilhexilo C11H2002 CHjz Sigma-Aldrich
(2-EHA) <
)
H,C=— CHs

Metilmetacrilato CsHgOz H3C O—CHj, Sigma-Aldrich
(MMA) //‘—’\\
H,C o)
Acido acrilico (AA) C3H40 2 OH Sigma-Aldrich
H2C/ o)
Iniciador Persulfato de amonio ~ (NH4)2520s HO - NH Sigma-Aldrich
HO v O 4
(NH4PS) 'O S
N OH
HO o
+
NH,
Bicarbonato de sodio NaHCO3 (@] Merck
Na O'JJ\OH
Agente de CH3(CH2)11SH Sigma-Aldrich
transferencia Dodecano-1-tiol HoC SH

de cadena

Tensoactivo Latemul s-180 Polioxietileno alquileter sulfonato Kao Corp.
de sodio
- Agua desionizada H20

Inhibidor de Hidroguinona CsHa(OH)2 Merck
reaccion HO@—OH
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4.1.2. Preparacion de NPs de ZnO

Para la sintesis de NPs de ZnO se utilizd una base fuerte, acetato de zinc, usando etanol
como solvente, las principales caracteristicas de los reactivos utilizados se muestran en la
Tabla 4:

Tabla 4. Reactivos utilizados para las NPs de ZnO mediante hidrolisis quimica

Etanol C2HsO H.C
3 \

OH

Acetato de i Zn(02CCHs)2(H20)2 - Zn2+ Sigma-Aldrich

dihidratado e
3 \(
O

Hidroxido de sodio NaOH Sigma-Aldrich

4.1.3. Modificacién de NPs de ZnO

La modificacion de las NPs de ZnO se llevo a cabo con agentes modificantes, los reactivos

utilizados se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Reactivos utilizados en la modificacién superficial de NPs de ZnO

Reactivo Férmula Estructura quimica Proveedor

3-aminopropiltrietoxisilano CgH23NOsSi HyC w Sigma Aldrich
3
(APTES) s /oJ
Nk
/SleHz
0
H,C
Dimetilsulféxido (DMSO) C2HsOS (|’)| Sigma Aldrich
S
H3C/ \CH3

Octano CsHis /\/\/\/CHg Sigma Aldrich
H5C
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4.1.4. Ensayos antimicrobianos

Para el estudio antimicrobiano de las NPs de ZnO asi como del nanocompuesto, se
utilizaron 6 diferentes bacterias todas ellas American Type Culture Collection (ATCC), las
cuales fueron provistas por LESP (Laboratorio Estatal de Salud Publica de Aguascalientes).
En la Tabla 6, se muestran las bacterias analizadas asi como en la Tabla 7 se describen los

reactivos necesarios para llevar a cabo los ensayos antimicrobianos.

Tabla 6. Coleccidn de bacterias utilizadas en el estudio antimicrobiano

BACTERIA GRAM CARACTERISTICAS
)

0
:
:
<+>
g

Tabla 7. Reactivos para pruebas antimicrobianas

Difusion en agar Agar Mueller Hinton Acumedia

Sensidiscos de  amoxicilina, Dilaco
ciprofloxacino,

Agua desmineralizada estéril
Determinacion de CMI Caldo Mueller-Hinton Acumedia
Agua desmineralizada estéril
Agente Dispersante Tween (80)

PBS Cellgro

Determinacion de CMB Agar Plate count Acumedia
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4.1.4.1. Preparacion de medios de cultivo
¢ Preparacion de agar Mueller Hinton

Se suspendieron 38 g del polvo en un litro de agua purificada. Se mezclaron perfectamente,
calentar con agitacion frecuente y se hervieron durante un minuto hasta la disolucién

completa.
¢ Preparacion de agar plate count

Se disolvieron 23.5 g del polvo en un litro de agua purificada, la solucion se calentd con
agitacion frecuente durante un minuto hasta disolucion completa. La esterilizacion se llevo

a cabo a 121°C durante 15 minutos.
*El agar sangre y caldo Mueller-Hinton son preparados comerciales.
4.1.5. Ensayos de citotoxicidad de NPs de ZnO

Para el ensayo MMT de NPs ZnO, se utilizaron dos importantes lineas celulares, HeLa y
NCI, todas ellas fueron provistas por la Universidad de Vigo (Galicia, Espafia), las cuales
fueron obtenidas de la ATCC (American Type Cell Collection). En la Tabla 8 se muestran
las caracteristicas mas importantes, mientras que en la Tabla 9, se muestran los reactivos

que fueron requeridos para los ensayos de citotoxicidad.

Tabla 8. Lineas celulares utilizadas para la determinacion de citotoxicidad de NPs

NCI-H460 Pulmén
_ HeLa Cancer de cérvix
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Tabla 9. Reactivos para ensayos de respuesta bioldgica a NPs de ZnO

DMSO Sigma-Aldrich
Medio de cultivo RPMI Gibco

Buffer de fosfato salino (PBS) Cellgro
Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol- ~ Sigma-Aldrich
2-il0)-2,5-difeniltetrazol (MTT)

RPMI Gibco
Suero bovino fetal (SBF) Gibco
Antibiotico Gibco
Azul de tripan Merck
Activacion PBS Cellgro
complemento Persulfato de amonio Sigma-Aldrich
Acrilamida Sigma-Aldrich
N,N,N',N"- Sigma-Aldrich
tetrametiletilendiamina(TEMED)

Tris Sigma-Aldrich
Dodecilsulfato sédico (SDS) Sigma-Aldrich
2-B-mercaptoetanol Sigma-Aldrich
azul bromofenol Sigma-Aldrich
Glicina Sigma-Aldrich
NacCl Sigma-Aldrich
Leche Sigma-Aldrich
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4.1.5.1. Preparacion de reactivos para ensayo MTT
¢ Solucién stock MTT

El reactivo en forma comercial se encuentra liofilizado. En la oscuridad se resuspendio en
PBS 1X a una concentracion de 5 mg/mL. Esta solucién se filtré y se almaceno a -20° hasta

Su uso.

4.1.5.2.Preparacion de reactivos para ensayo de activacion del complemento
¢ Gel inferior: La red de poliacrilamida se prepara usando agua destilada una
solucion buffer para mantener el pH adecuado, y se utiliza acrilamida como
mondmero, la reaccién radicélica se inicia usando persulfato de amonio al 10%,
mientras que la red entrecruzada se forma con TEMED como agente entrecruzante.

La formulacion del gel se muestra a detalle en la Tabla 10 y 11.

Tabla 10. Formulacion del minigel inferior

H20d 2mL
125 L
165 L
an
25 L

Tabla 11.Formulacion de lower buffer

(100 mb)
Tris1.5M 18.17¢g

am
Rellenar con H20d y ajustar pH a 8.8

Luego de la preparacion inmediatamente se afiade el gel al cristal hasta dos centimetros
antes del borde superior. Se afiade agua hasta el ras, para que el frente quede recto y evitar

que el gel se seque. Esperar hasta su solidificacion. Se seca el agua con un papel filtro.

¢ Gel superior: Luego se afiade el minigel superior rapidamente para evitar que
polimerice antes. En la Tabla 12 y 13, se muestra la formulacion correspondiente al

/S
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minigel superior y al upper buffer utilizados para la preparacion del gel. Luego de
preparados y vaciados los dos geles se coloca el peine y se espera a que solidifique

Tabla 12. Formulacion del minigel superior

Minigel Superior

H20d

Upper buffer

375 L.
Persulfato aménico 10% 25 uL
TEMED 10 pL

Tabla 13. Formulacion de upper buffer

LOWEE BUFFEE. (100 ml)

Tris1.5 M JRILE

SDS 0.4% QS

Rellenar con H2Od y ajustar pH a 8.8

Sample buffer: La formulacion utilizada se muestra en la Tabla 14.
Tabla 14. Formulacion de Sample Buffer 6x

Sample Buffer 6x (Rellenar con H20d 10 mL)

Upper Buffer 1.5mL

SDS 20% 3mL

Afadir 600 pL de 2-B-mercaptoetanol

+ unas trazas de azul bromofenol (polvitos)

Running Buffer: Se prepara running buffer 5x como solucion madre, luego se diluye en
agua hasta obtener el running buffer 1x (Se afiaden 200 mL 5X y 800 mL H20 miliQ), la
formulacién se muestra en la Tabla 15.
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Tabla 15. Formulacion de Running Buffer 5x

Running Buffer 5x (Rellenar con H.0d 1000 mL)

Tris 1519
Glicina 729
SDS 0.5% 5¢g

Ajustar pH a 8.6

Transfer buffer: La formulacién la solucién madre de transfer buffer se muestra en la

Tabla 16. Para el ensayo se utilizo transfer buffer 1X, el cual es preparado afiadiendo 240
mL H20d + 45 mL metanol + 15 mL Transfer Buffer 20x.

Tabla 16. Formulacién de Transfer buffer 20X

TRANSFER BUFFER 20 X (1000 mL)

Tris 200 Mm 24.23¢g

Glicina2 M 150.14g
Rellenar con H20d hasta 1000mL

TBST: La formulacién de TBST 4X se describe en la Tabla 17. Para el ensayo se utilizo

TBST 1X, su preparacion se describe en la Tabla 18, al cual se le afiade al 5% de leche en
agitacion a 4°C.

Tabla 17. Formulacion del TBS 4X

TBS 4X (100 ml)

Rellenar con H20d hasta 1000 ml v ajustar
pHa 7.6

Tabla 18. Formulacion de TBS-T 1X

{ (100 ml)

0.1% Tween 20 QES

Rellenar con H2Od hasta 1000 ml

.
L
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4.2. Métodos

4.2.1. Sintesis de NPs de ZnO

La sintesis de las NPs de ZnO, se llevo a cabo mediante el método de hidrolisis quimica. En
un matraz bola provisto de tres bocas se colocaron 13.7 g de Zn (AcO), y 600 mL de
ETOH. Esta solucion se agitd constantemente a una temperatura de 75°C en reflujo durante
2h. Después se adiciond una solucion acuosa 0.22 M de NaOH y 100 mL més de H.O para
completar la mezcla de reaccion. Se continué con agitacion constante durante 24 h.
Posteriormente las NPs obtenidas inmersas en etanol fueron centrifugadas a 15,000 rpm
durante 5 minutos para recuperarlas. El precipitado fue lavado 2 veces con etanol y secado
en una estufa a 60°C por 24 horas. Las NPs secas fueron trituradas en un mortero de agata

para obtener un polvo fino y fueron almacenadas a temperatura ambiente hasta su uso.

4.2.2. Modificacion superficial de NPs de ZnO

Para la modificacion superficial de las NPs, se utilizaron dos agentes modificantes con el
fin de mejorar la compatibilidad de las NPs con la matriz polimérica. Se colocaron 5g de
NPs de ZnO en un matraz bola de 3 bocas provisto de un condensador, al que se le
adicionaron 50 mL de octano como solvente. Los diferentes agentes modificantes (dimetil
sulféxido y 3-aminopropiltrietoxisilano) se afiadieron en una proporcion 2:1. La reaccion se

Ilev6 a cabo mediante reflujo y agitacion constante por 12 h.

4.2.2.1.Caracterizacion de NPs de ZnO

¢ Difraccién de rayos X de &ngulo amplio (XRD)

El andlisis de difraccién de rayos X se llevo a cabo en un difractémetro SIEMENS D-500
utilizando radiacion CuKa (25 mA, 35 kV) en un intervalo de barrido de 10 a 80° en la
escala de 20, con una velocidad de 0.02 grados/s. Esta técnica se utilizo para identificar la

fase cristalina y el tamafio aproximado de las NPs de ZnO.
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¢ Espectroscopia de Infrarrojo por transformada de fourier (FT-IR)

La espectroscopia de infrarrojo (FT-IR) se efectu6 en un espectrometro Nicolet
Magnab5500. Los espectros de infrarrojo de las NPs ZnO se obtuvieron preparando pastillas
de KBr. Esta técnica de caracterizacion se uso para identificar la presencia de especies

absorbidas en la superficie de las NPs.

¢ Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Se utilizé un microscopio electronico de barrido de emisién de campo JEOL JSM-7401F,
en modo STEM, utilizando voltajes de 0.5 a 30 kV con detector LEI (Low Electron Image)
para observar la morfologia y evaluar el tamafio de las de las NPs ZnO. Los polvos
estudiados fueron evaluados dispersando un poco de la muestra en agua, de la cual
posteriormente se coloco una pequefia gota en una rejilla de cobre especial para realizar el
analisis en el microscopio, dejando secar la gota y por Gltimo introducirla al microscopio

para apreciar la estructura obtenida.

4.2.2.2.Determinacién de actividad antimicrobiana de NPs de ZnO

La evaluacion del efecto antimicrobiano de las NPs de ZnO, se llevo a cabo por medio
de dos diferentes métodos. Para la evaluacion cualitativa, se utilizé el método de
difusion en agar. Esta es una forma rapida y sencilla para determinar la sensibilidad

bacteriana frente a diversos agentes.

La evaluacion cuantitativa permitio determinar la concentracion minima inhibitoria
(CMI) y la concentracién minima bactericida (CMB), y se realizd6 mediante el método

de microdilucion en placa sugerido por la CLSI.

4.2.2.2.1. Prueba rapida de sensibilidad bacteriana. Método de difusion en agar
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¢ Preparacion de los discos de NPs

Para la evaluacion del efecto antimicrobiano mediante la prueba de difusién en agar se
utilizaron discos de NPs, los cuales fueron preparados, pesando 50 mg +0.2 de las NPs

a analizar. El polvo fue prensado para obtener un disco uniforme.

¢ Preparacion del indculo

El indculo se prepar6 tomando con un hisopo una muestra de un cultivo de 24 h y se colocé
en solucion salina. Esta suspension se ajustd al 0.5 de McFarland, usando un nefelémetro

marca Phoenix, la cual corresponde a 1.5 x 108 UFC/mL.

Las bacterias evaluadas fueron Enterobacter aerogenes ATCC 13048, Escherichia coli
ATCC 35218, Klebsiella Oxytoca ATCC 8724, Pseudomona aeruginosa ATCC 27853,
Staphylococcus aureus ATCC 29213 y Streptococcus pyogenes ATCC 19615, descritas

anteriormente en la Tabla 7.

¢ Determinacion de la sensibilidad bacteriana a diferentes NPs

La suspension bacteriana se extendio en 3 planos sobre la superficie de la placa de agar
sangre (AS) para S. pyogenes y Mueller Hinton (MH), para las cepas restantes usando un
hisopo de algoddn. Luego se colocaron los controles positivos, los cuales corresponden a
los antibioticos comerciales especificos para cada bacteria. Los discos de NPs se
depositaron sobre el agar inoculado, con al menos 3 cm de separacion una de otra y no mas
de 5 discos por placa de agar, como lo marca el CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute), como se observa en la Figura 6, cabe mencionar que el ensayo se realizé por
triplicado. Las placas con agar se incubaron en un ambiente aerdbico a 37°C, de 18 a 24
horas. Al dia siguiente se registraron las zonas de inhibicion, de cada sistema en estudio,
para cada una de las bacterias analizadas, se realizaron los calculos respectivos para obtener

la media de las repeticiones realizadas.
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Figura 6. llustracion del disefio para la determinacion de la sensibilidad

4.2.2.2.2. Determinacién de la concentracion minima inhibitoria (CMI). Técnica de
microdilucion en placa de 96 pozos.

¢ Preparacion de las diluciones de NPs

Se preparé una suspension patrén de 3200 ug/mL de las muestras de NPs inmersas en
solucion buffer de fosfatos (PBS). Esta suspension se sonifico por 30 min. De esta
dispersion se prepararon, diluciones correspondientes a 1600, 800,400, 200, 100 pug/mL de

los sistemas a estudiar.

¢ Preparacion del in6culo

Para la propagacion bacteriana, se utilizé un cultivo fresco de 24 h en agar Mueller Hinton,
del cual fue tomada una asada y fue colocada en agua desmineralizada ajustando el indculo
de la bacteria a evaluar a 0.5 en la escala de Mc Farland usando un nefelémetro phoenix,
igual que el caso anterior.
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De este in6culo se transfirieron 10 pL, a 11 mL de caldo de cultivo Mueller Hinton, para
las bacterias gram (-), de igual modo, para las bacterias gram (+), se tomaron 50 pL de la
suspension bacteriana y se transfirieron a 11mL de caldo de cultivo MH. Es importante
mencionar que el indculo solo puede ser utilizado durante los 15 minutos posteriores a su
preparacion, debido a la rdpida reproduccién bacteriana, puesto que de lo contrario habré

resultados falsos.

¢ Ensayo de concentracion minima inhibitoria en microplaca

Para realizar este ensayo, se utilizd un control negativo y un control positivo. El control
negativo corresponde a las diluciones correspondientes de NPs y el caldo de cultivo

Mueller Hinton preparado en una relacion 2:1, para obtener un volumen final de 150 pL.

El control positivo, corresponde a la suspension bacteriana preparada en caldo Mueller
Hinton, y 100 pL de PBS. Cada una de las muestras corresponden 100 pL a las diluciones
de 3200 a 100 ppm, y 50 UL la suspension bacteriana a evaluar (Figura 7).
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Figura 7. Plantilla del ensayo para la determinacion de la concentracién minima inhibitoria

Posteriormente la placa se incubd por 24h y transcurrido este tiempo, se determiné la
densidad Optica a 650 nm en un lector de ELISA para determinar la concentracion minima

inhibitoria (CMI) y el porciento de inhibicion, mediante la Ec. 2.

control (OD650) — Muestra (OD 650)
* 100

% de Inhibicién: control (OD650)

OD es la densidad Optica. (@)
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4.2.2.2.3. Determinacién de la concentracion minima bactericida (CMB)

De la placa de 96 pocillos, se tomaron 100 pl de cada pocillo donde no se observd
crecimiento bacteriano, para luego inocularse en cajas petri mediante el método en fundido
con agar plate count (PCA), el cual consiste en poner la muestra y vaciar el medio fundido
a 40°C aprox. y homogeneizarlo con movimientos en forma de ocho para asegurar la

dispersion de la muestra.

Este ensayo se realiz6 con el fin de determinar la CMB para cada una de las bacterias. Las
placas sélidas se incubaron por 48 h a una temperatura de 37°C. Transcurrido el tiempo se

realizo el conteo de colonias.

4.2.2.3.Determinacién de citotoxicidad de NPs de ZnO

La evaluacién de la toxicidad celular de las NPs en estudio, se llevo a cabo por cuatro
diferentes técnicas: La viabilidad celular, se determin6 mediante el método MTT y
XCELLINGENCE, asi como la LD50 (dosis letal media). La inmunotoxicidad, se
determind por medio de la activacion del complemento y la medicién de citocinas

proinflamatorias en suero de personas sanas.

4.2.2.3.1. Ensayo MMT

El propdsito de este estudio fue determinar el posible efecto citotdxico de un agente sobre
lineas celulares tumorales 0 cultivos primarios de células normales. Este ensayo se basa en
la reduccion metabdlica del Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol
(MTT) realizada por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa en un compuesto de
color violeta (formazan), permitiendo determinar la funcionalidad mitocondrial de las
células tratadas. Este método ha sido muy utilizado para medir supervivencia y
proliferacion celular, determinando que la cantidad de células vivas es proporcional a la
cantidad de formazan producido. Este método fue desarrollado por Mosmann en 1983 [98]

siendo modificado en 1986 por Francois Denizot y Rita Lang [99].
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En este caso, las sales de tetrazolio, que son de un color amarillo, por la accion de la
succinato deshidrogenasa mitocondrial, se transforman en un metabolito insoluble, el
formazén, que es color violeta, coloreando el medio de cultivo. La formazan se puede
cuantificar midiendo la absorbancia del cultivo en un lector de ELISA a una longitud de
onda de 570nm. Por su sencillez, sensibilidad y semiautomatismo permite cuantificar un

elevado numero de muestras (Figura 8) [100].
H
J_,LKS N
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MTT  yellow MTT formazan m

Figura 8. Reaccién mediada por la enzima succinato deshidrogenasa mitocondrial

¢ Preparacion de la linea celular

Células NCI y Hela en cultivo a 37°-5% CO2 en medio RPMI+antibidtico+10%FBS,
fueron transferidas a un tubo conico de 50 mL, el cual posteriormente fue centrifugado a
1200 rpm por 5 minutos en una centrifuga. El pellet (pastilla) fue resuspendido en 1 mL de
medio RPMI, adicionado con antibiotico y suero bovino fetal al 10%. Luego una alicuota
de 10uL fue tomada y fue transferida a un tubo ependorf que contenia 90 pL de azul de
tripan, para realizar el conteo en la cdmara de neubauer. Finalmente el volumen de las

células fue ajustado hasta obtener 100,000 células/mL.

¢ Preparacion de soluciones acuosas de NPs

Se prepard una solucion madre de NPs, de la siguiente manera, se pesaron 10 mg de NPs 'y
se dispusieron en 900 pL de agua mili-q filtrada, para completar el volumen de 1mL se

agrego FBS, el cual tiene la funcion de mejorar la dispersion de las NPs. Posteriormente se
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realizados los célculos correspondientes para obtener una concentracion de 500 pg/mL,
utilizando como diluyente medio de cultivo RPMI+Ab+FBS 10%. Esta solucion fue
sonificada en un bafio de ultrasonido marca Branson durante 5 minutos, para obtener una

dispersion homogénea.

¢ Meétodo

Se colocaron 100uL de células inmersas en el medio RPMI+antibi6tico+10%FBS, en los
pocillos correspondientes, en una microplaca de cultivo con fondo plano, ajustadas a
100,000 celulas/mL como se habia mencionado anteriormente. Las células fueron
incubadas por 24 horas a 37°C con 5% CO». Poco antes del término de la incubacion, se
prepararon diluciones de NPs en medio RPMI + RPMI+ab+10%FBS, en una placa con

fondo en U, partiendo 500 pg/mL, hasta terminar en una concentracion de 3.9 pg/mL.

Luego de las 24 horas de incubacion de las células, el medio en el que se encontraban
inmersas fue retirado y 100 pL de cada una de las diluciones de NPs fue depositado en los

pocillos correspondientes, con su respectiva repeticion, como se muestra en la Figura 9.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 () Diluciones de Np's de ZnO

A . Diluciones de Np’s de ZnO-DMSO

T I T XN N N N JOX N -
TITIII A E X X o8 N @ Diluciones de NP'S ZnO-APTES
CQOOOO® @ ® ® OO O O || g ot tewsss i
D 7 & é - - é é é é O ‘ . ontrol negativo de cada nanoparticula
TIIIT YT Y T X lor P I N
F W W é W & é é é é O O O @ Medio de cultivo solo
T I I N N NN JON W) @ Control positive
o L 111 XX XX e X

Figura 9. Plantilla para el ensayo MTT

Se utilizd un control el cual corresponde a las NPs solas, se dispusieron pocillos como
control negativo el cual corresponde a las células solas, otro control que corresponde al

medio de cultivo solo sin las células, todos los tratamientos fueron ajustados a 100 L, cada
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uno. La microplaca de fondo plano fue incubada nuevamente por 24 horas. Una hora antes
del término de la incubacion, en los pozos correspondientes, fue colocado como control
positivo triton X-100, el cual es un detergente capaz de lisar a las células. Y se dej6 actuar
por una hora. Al término de la incubacion, se agregd 10uL 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol (MTT), en cada pocillo y la placa fue incubada nuevamente por 4 horas a
37°C con 5% COz. Tras el tiempo de incubacion, el medio de cultivo fue retirado de todos
los pocillos con una micropipeta multicanal, luego se afiadieron 100pL por pocillo de
DMSO, el DMSO permite que los cristales formados por el MTTse disuelvan, es
importante mencionar que se debe agitar un poco (up & down) con la multicanal hasta
disolver el precipitado, para obtener un color azul-violdceo uniforme, evitando hacer

burbujeo, ya que esto interfiere con las mediciones.

Después de realizado este proceso, se midi6 la absorbancia en un lector Envision (Perkin
Elmer Inc., Norwalk), a 570 nm, realizandose los calculos los cuales se muestran en la Ec.

3, para obtener los indices de viabilidad/proliferacion.

Cel. tratadas(570 nm) — NPs (570 nm)
*
Cel sin tratamiento(570 nm) — medio (570 nm)

% de viabilidad = 100 (3)

4.2.23.2. XCELLIGENCE

El fundamento de la técnica del lector de placas XCELLigence consiste en medir las
variaciones en la impedancia eléctrica mediante microelectrodos interdigitales integrados
en el fondo de los pocillos de la placa. La presencia de las células sobre los electrodos
afectard al ambiente local ionico en la interfase de electrodo/solucion, conduciendo a un
aumento de la impedancia registrada por el electrodo (Figura 10), ya que esta Gltima nos
proporciona la informacion cuantitativa sobre el estado bioldgico de las células, incluyendo

el nimero de células, la viabilidad, y la morfologia.
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Figura 10. Esquema del funcionamiento del lector de placas XCELLIGENCE

Cuantas mas células se ubican sobre los electrodos de los pocillos de la placa, los aumentos
de la impedancia del electrodo resultan ser mas grandes. Ademas, la impedancia depende
de la calidad de la interaccidn de la célula con los electrodos. Por ejemplo, la adherencia de
una célula aumentada o de la extension conduciran a un cambio mas grande de la
impedancia de electrodo. Asi, la impedancia de electrodo, que es mostrada como el indice
de célula (ClI), puede ser usada para supervisar la viabilidad de la célula, el nimero, la

morfologia, y el grado de adherencia en los ensayos celulares [100].

¢ Preparacion de las muestras

En una placa de 16 pocillos xCELLigence, se colocaron en los pocillos A-G, 10,000 células
de la linea NCI-H460 en cada uno, inmersas en medio RMPI, y se incubaron 24 horas, en
el lector de XCELLigence. Después de pasado este tiempo, 100 pL de diferentes
concentraciones de NPs en medio de cultivo RPMI, 500, 250, 125, 31.5 y 15.6 pg/mL
fueron afadidas de los pocillos A-F, los pocillos H1 y H2, se pusieron los controles: la

/S

54

—




concentracion mas alta de NPs y medio RPMI, respectivamente. Luego se coloco en el
lector por 92 horas, para determinar la viabilidad celular y la LD50 (Figura 11).

20000006
I I X X XTIY

. 500 ug/mL O 250 pg/mL . 125 pg/mL . 62.5 ug!mLU 31.5 ugf’mLU 15.6 pg/mL

U Células NCI-H460 . RMP1 . NP

Figura 11. Representacion de placa de XCELLigence de 16 pocillos

4.2.2.3.3. Activacion del complemento

En este apartado se describe un método cualitativo para la deteccion de la activacion del
complemento por western blot. Este método usa el producto de corte del componente de C3
como marcador de la activacion del complemento por alguna via. En este protocolo, el
plasma humano es expuesto a las NPs de ZnO y luego son analizados por medio de geles de
electroforesis de acrilamida (PAGE) seguido de la adicion de anticuerpos por western blot
de anti-C3. Estos anticuerpos reconocen los componentes nativos de C3 del complemento y
a los productos de escision. Las cantidades de C3 y los productos de escision de C3 son
comparadas contra la cantidad en plasma control (no tratado) y el plasma tratado con un
control positivo (Zimosan) para proporcionar una evaluacion cualitativa rapida y barata de

la activacién del complemento [101].
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¢ Preparacion de las muestras

Se prepararon por duplicado soluciones acuosas de NPs que correspondian a 200 mg/mL y
20 mg/mL, las cuales fueron dispersadas mediante ultrasonido, durante 10 minutos, Una
vez preparadas, las muestras fueron agitadas mediante un vortex e incubadas en un bafio
por 1h a 37°C.

Las muestras a evaluacion fueron preparadas como se muestra en la siguiente Tabla:

Tabla 19. Preparacion de muestras para activacion del complemento

50 pL Nps [ ] deseada

VISIESRRSEE 50 UL Buffer PBS
50 pL suero AB+
50 pL Zimosan

@e\pseIt | 50 uL Buffer PBS
50 pL suero AB+
100 pL PBS 1x

CON\EReIE 1 50 L suero AB+

En este lapso fueron preparados geles de poliacrilamida, para determinar la activacion del
complemento mediante la técnica western blot. Luego de transcurrido el tiempo de
incubacion, 50 pL de las muestras y 50 pL Sample Buffer 5X con 0.25 de B-
mercaptoetanol, fueron dispuestos en microtubos de 150 pL. Posteriormente las alicuotas
preparadas se pasaron por un vortex para homogenizar la muestra. Después las muestras
fueron hervidas en un termociclador de BIO-RAD 5 min a 96°C. A continuacion las
muestras se pasaron por hielo y centrifugaron 30 min a una temperatura de 4°C y 13000

rpm.

El sobrenadante fue recogido en microtubos de 150 pL. Después los geles fueron
colocados en la cubeta y los espacios entre los dos geles fueron rellenados con Running
Buffer 1x y se vacio este buffer hasta la marca que dispone el fabricante para dos geles.

56

/S
—



Una vez llena la cubeta, se retiraron los peines y se procedio a cargar 3 pL de las muestras
y 5 pL del marcador de peso molecular. Los geles fueron corridos a 200 V por 50 minutos
en la camara de electroforesis marca BIO-RAD. Una vez terminado el ensayo, los cristales
fueron depositados en H2O. Previamente se cortaron las membranas y los papeles whatman
que deben ser del mismo tamafio del gel. La membrana (immuno blot PVDF catalog.
162.0176) se colocd unos segundos en metanol. Luego se pasdé 5 min en H>Oq (Agua
destilada) y luego en Transfer Buffer 10-15 min. El gel se saco despacio del H2Oqy fue
pasado a buffer transferencia. Se prepar0 el aparato de transferencia marca BIO-RAD vy se

colocaron los papeles, gel y la membrana como se muestra en la Figura 12.

JT—

!ll'l'\l\\\

Figura 12. llustracién de la transferencia de proteinas del gel a la membrana. 1. Papel, 2.

Gel, 3. Membrana, 4. Papel.

El tiempo de transferencia fue de 30 min a 23V. Al término de la transferencia la
membrana fue lavada con TBST 1X tres veces durante 5 min. La membrana es bloquea
toda la noche en TBST 1X al 5% de leche en agitacion a 4°C. Nuevamente la membrana se
lavo con TBS-T 1X, 3 veces durante 5 min e inmediatamente fue incubada con el
anticuerpo primario monoclonal 1gG2b mouse ANTI C3/C3b Human a una dilucion 1/1000
(la dilucién se realiza en TBS-T 1X al 5% Leche) durante 90 min a temperatura ambiente
en agitacion. Después del tiempo transcurrido, la membrana fue lavada con TBS-T 1X, 3
veces durante 5 min. Luego la membrana se incubo con el Anticuerpo secundario Goat
anti-lg mouse AP (DO486) a una dilucion 1/2000 (la dilucion se realiza en TBS-T 1X al
5% Leche), también durante 90 min a temperatura ambiente en agitacién. Nuevamente la
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membrana fue lavada como se describi6 anteriormente y se procedio al revelado con BCIP
hasta que las bandas fueron visibles. En cuanto las bandas se observaron la membrana fue
pasada a H2Oq4 para detener la reaccion y evitar que la membrana se quemara. Después la
membrana fue secada a temperatura ambiente y las bandas fueron cuantificadas para

determinar la activacion del complemento en la imagen lab software de BIO-RAD.

4.2.2.3.4. Determinacion de citocinas proinflamatorias
¢ Preparacion de las muestras (separacion de mononucleares de sangre

periférica)

Se centrifugo el tubo que contenia la sangre a 400 x g durante 8 minutos a temperatura
ambiente. Se retird el tapon del tubo de sangre. Se traspaso el resto de la sangre hacia un
tubo Falcon de 50 mL y se completd hasta 20 mL con RPMI 1640. Luego se homogeneizd
el tubo que contenia la sangre-RPMI durante 30 min. Se afiadieron 15,5 mL de Ficoll, y se

centrifug6 a 1000g durante 1 min.

Se aspird, el exceso de Ficoll que pudiera quedar por encima de la membrana separadora
del tubo Leucosep®. Se afiadié por decantacién al tubo Leucosep® la totalidad de la
sangre-RPMI. Despues se centrifugd a 800g 15 min. a temperatura ambiente Es muy
importante que la centrifuga esté programada con rampas de aceleracion y frenado lo mas
lentas posibles. Se obtienen mejores separaciones si la centrifugacién se realiza a 18°C.
Luego se aspird con pipeta serolégica toda la fase superior para traspasarla a un tubo
Falcon de 50mL.

Nuevamente se aspir0 y se desecho el sobrenadante cuidadosamente de no romper el pellet.
Luego se afnadieron 2 mL de RPMI con pipeta serologica, resuspendiendo vy
homogenizando el pellet celular. Finalmente se extrajo una muestra de 50-100uL y realiz6
un conteo total en camara Thoma o similar para establecer el nimero total de células
viables recuperadas. Luego las células fueron expuestas a 10 y 100 pg de NPs por 24 horas.

Después del tiempo, se evaluo la produccién de citocinas proinflamtorias, mediante un Kit
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comercial de eBioscience y se siguieron las instrucciones del fabricante. Las mediciones se

hicieron mediante un citdbmetro para la determinacién de la produccién de citocinas.

4.2.3. Preparacion de los nanocompuestos poli(2-EHA/MMA/AA)/ZnO mediante

polimerizacion en emulsion

La obtencién de nanocompuestos se llevd a cabo con la incorporacion de diferentes
concentraciones (0.1, 0.2 y 0.3%) de NPs de ZnO sin y con modificacién superficial con los
agentes DMSO y APTES (Tabla 20), ademas se prepard un adhesivo PSA sin NPs para

usarlo como comparativo.

Tabla 20. Porciento de NPs incorporadas al adhesivo acrilico

PSA/ZnO 0.1
0.2

0.3
PSA/ZnO-DMSO 0.1
0.2
0.3
PSA/ZnO-APTES 0.1
0.2

0.3

La reaccion de polimerizacion se realizo via radicales libres en un reactor enchaquetado de
vidrio de 100 mL donde se prepar6 una solucién micelar del tensoactivo/H.O desionizada,
los cuales fueron colocados en agitacion a 400 rpm durante 20 minutos junto con el buffer
disuelto en 5g de H.O desionizada. Cuando se incorporaron las NPs al sistema de reaccion,
estas fueron sonificadas con un equipo de ultrasonido de 750W a una potencia de 38% con
el fin de mejorar su dispersion. Posteriormente se afiadié la fase oléica compuesta por una
mezcla de mondémeros y el agente de transferencia de cadena (ATC), la cual se mantuvo en
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agitacion durante 10 minutos. Una vez transcurrido este tiempo se adiciond el iniciador
disuelto en 5 g de H>O desionizada para asi completar la mezcla de reaccion. Los
componentes de reaccion, asi como el porciento utilizado se muestran en la Tabla 21. La
concentracion de los mondémeros principales 2-EHA/MMA fue de 8:20 respectivamente,

mientras que la temperatura de polimerizacion fue de 80°C.

Tabla 21. Componentes de reaccion

Componente (phm*)

Iniciador 0.1
ATC 0.3
Buffer 0.15

Acido acrilico 2

Tensoactivo 0.20

*phm: partes por cien partes de monémero en peso

Durante la reaccién se determind el porciento de conversién, que consistié en tomar
alicuotas a diferentes tiempos de reaccion (10, 20, 30, 45, 60 min) y fueron colocadas en
viales, precipitando el polimero, en presencia de 0.5 mL de una solucién acuosa de
hidroquinona a una concentracion de 0.49/100 mL de solucion. Las muestras fueron
congeladas a una temperatura de -50 °C durante 2 horas. El copolimero fue secado a peso
constante en un liofilizador marca Labconco por 16 horas. Mediante el pesado de las
alicuotas se calculd la conversion del mondémero en funcién del tiempo mediante la

siguiente férmula (Ec. 4).

» fraccién de polimero
Conversion (%) = ( ) *100 (4)

fraccion de monémero

0

/
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4.2.3.1. Resonancia magnética nuclear (H'tRMN)

La caracterizacion se llevd a cabo mediante la disolucion de 10 mg de los copolimeros en
CDCIl3z grado espectroscopico a temperatura ambiente. Se realizaron espectros de
resonancia para obtener la composicion de los siguientes nanocompuestos: PSA/ZnO 0.3%,
PSA/ZnO-DMSO 0.3%, PSA/ZnO-APTES 0.3% y como control el PSA 0%.

4.2.3.2. Microscopia electénica de barrido (SEM)

Se utiliz6 un microscopio electrénico de barrido de emision de campo JEOL JSM-7401F,
en modo STEM, utilizando voltajes de 0.5 a 30 kV con detector LEI (Low Electron Image)
para observar la morfologia de los nanocompuestos obtenidos. Los latex estudiados fueron
evaluados haciendo diluciones de las muestras 1:10,000 en agua, de la cual posteriormente
se coloco una pequefia gota en una rejilla de cobre especial para realizar el analisis en el
microscopio, dejando secar la gota y por ultimo introducirla al microscopio para apreciar la

morfologia y la dispersion de las NPs en la muestra.

4.2.3.3. Determinacion de la temperatura de transicion vitrea mediante calorimetria
diferencial de barrido (DSC)

Las muestras de polimeros fueron preparadas por el pesado de 2g de latex de polimero que
luego fueron secados en una estufa a 130°C por 45 min. Aproximadamente 10 mg del
polimero fueron depositados en charolas de aluminio. La Tg fue determinada usando DSC.
El andlisis se llevé a cabo con una modulacion de amplitud de £1°C cada 60s. La muestra

fue enfriada a -80°C para ser luego calentada a 10°C/min hasta temperatura ambiente.

4.2.3.4. Determinacion de la actividad antimicrobiana de los nanocompuestos

Se evalud la actividad antimicrobiana de los nanocompuestos obtenidos. EI método se

fundamenta en la inhibicion de crecimiento microbiano, mediante la difusion del principio
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activo en un medio de cultivo solido, que se evidencia en la formacion de un halo de

inhibicién.

¢ Preparacion de parches con los nanocompuestos adhesivos

Los latex con NPs de ZnO modificadas y sin modificar, se depositaron en una pelicula de
poliuretano y fueron secados a temperatura ambiente por 48 horas, para evaporar el agua y
el monémero residual. Luego, los parches fueron cortados en pequefios rectangulos de
aprox 2.5 cm de largo x 1.5 cm de ancho y fueron esterilizados con luz ultravioleta por un

periodo de lhora.

¢ Preparacion del inoculo

El in6culo se prepard6 tomando con un hisopo una muestra de un cultivo de 24 h y se
coloco en solucién salina. Esta suspension se ajustdé al 0.5 de McFarland, usando un
nefelometro marca Phoenix, la cual corresponde a 1.5 x 10® UFC/mL. Las bacterias

evaluadas en este ensayo se describen en la Tabla 6.

¢ Determinacion de la sensibilidad bacteriana a diferentes nanocompuestos

adhesivos

La suspension bacteriana se extendié en 3 planos sobre la superficie de la placa de agar
sangre (AS) para S. pyogenes Yy Mueller Hinton (MH) para las cepas restantes usando un
hisopo de algoddn. Los parches adhesivos con diferentes concentraciones de NPs se
colocaron sobre el agar inoculado, con al menos 3cm de separacidn una de otro y no mas de
5 discos por placa de agar, como lo marca el CLSI (Instituto de Estandares Clinicos y de
Laboratorio). Las placas con agar se incubaron en un ambiente aerébico a 37°C, de 18 a 24

horas. Al dia siguiente se registraron las zonas de inhibicion, de cada parche en estudio,
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para cada una de las bacterias analizadas, y finalmente se realizaron los calculos

respectivos para obtener la media de las repeticiones.

4.2.3.5. Determinacion de peel

Una de las principales pruebas que caracterizan el desempefio de los PSA, se basa en el
mecanismo de adhesion y desprendimiento del material, como lo es el ensayo peel. Estas
prueba se realiz6 en cintas de 25.4 mm (1.0 pulgadas) de ancho preparadas mediante un
recubrimiento preciso de 0.03 mm de espesor de latex en un soporte estandar, es decir, una
delgada pelicula de acetato de celulosa de 0.025-0.050 mm, ya que esta pelicula elimina las
posibles contribuciones ocultas del material a las mediciones del adhesivo. Las pruebas de
los PSA requieren los mismos protocolos de medicion de todos los adhesivos como,
preparacion cuidadosa de las muestras, sustratos limpios y reproducibles, etc. Los PSA son
materiales viscoelasticos, por lo tanto los resultados son muy sensibles a la velocidad a la
que se llevan a cabo las pruebas y a las condiciones ambientales de temperatura y humedad.
Para reducir los efectos de la temperatura y la humedad del ambiente, los estandares de
ASTM fijaron las condiciones de prueba a 23°C y 50% de humedad relativa.

Los procedimientos para la evaluacion de los materiales sintetizados en este trabajo son los
establecidos por la ASTM Peel; D3330, la cual marca una velocidad de prueba de 300
mm/min. Se utilizé un rodillo de 2.06 Kg, el cual se paso tres veces por la muestras para
ejercer presion sobre ella. El ensayo se llevo a cabo en una maquina de ensayos universales

Instron, como se muestra en la fotografia (Figura 13).
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Figura 13. Ensayo de peel en maquina de ensayos universales marca Instron
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Nanoparticulas de 6xido de zinc

Las NPs de ZnO fueron obtenidas usando el método de precipitacion quimica. La
formacion de las NPs de ZnO puede ser explicado en la Ec. 5 y las reacciones siguientes

[67]:

ZnCH,(C0OO0),.6H,0 + 2NaOH Zn(OH), +NaCH,(C0O0),
Zn(OH), -----%--> ZnO+H,0 ©

5.1.1. Caracterizacion de NPs de ZnO con y sin modificacion
5.1.1.1. Difraccion de Rayos X de angulo amplio (XRD)

En la Figura 14 se muestra el difactograma de rayos x del ZnO obtenido de la base de datos
del equipo (JCPDS) y el de las NPs obtenidas mediante el método de precipitacion. En la
Figura se observa que las sefiales del difractograma muestran una estructura cristalina tipo
wurtzita, correspondiente al ZnO. Las sefiales asignadas a las difracciones de varios planos
corresponden al empaquetado hexagonal de la estructura de ZnO. Las sefiales de 20 =

32.02°, 33.02°, 36.94°, 47.73 °, 56.57°, 59.05°, 67.85° son asignados a (100), (002),
(101), (102), (110), (103), (112) [67].
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Figura 14. Difractograma de rayos x de NPs de ZnO

Mediante esta técnica es posible determinar el didmetro de las utilizando la Ec. 6 de
Debye-Scherrer [67]:

KA

~ B1COSO
2

(6)

Donde, D es el didmetro de la particula, k es la constante de scherrer, A es la longitud de
onda de los rayos X, B la anchura del pico a la mitad del maximo, 6 es el angulo de
difraccion de Bragg. De acuerdo a esta ecuacién el didmetro determinado de las NPs de

ZnO mediante esta técnica fue de 12.6 nm aproximadamente.

5.1.1.2. Espectroscopia infrarroja (FT-IR)

En la Figura 15, se muestra el espectro infrarrojo de las NPs de ZnO con y sin modificacion
obtenidos a temperatura ambiente. En esta Figura se puede apreciar la presencia de una

banda de absorcion aproximadamente entre los 3420 cm-1, debido al estiramiento del
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enlace O-H perteneciente a los grupos hidroxilos que se encuentran presentes en cada una
de las muestras, esto puede deberse a la reabsorcion de moléculas de agua del medio
ambiente [102], asi mismo se pueden apreciar dos bandas pequefias 2925 y 2848 cm™, que
pertenecen a las vibraciones de los enlaces C-H, las cuales se observan mas evidentes en las
NPs de ZnO modificadas con dimetil sulféxido, debido a los grupos metilos de este ultimo.

Y como era de esperarse en 547 cm™ se presenta la banda que pertenece a estiramientos del
enlace Zn-O [103].

En el infrarrojo perteneciente a las nps de ZnO-DMSO, las bandas de 1562 y 1402 cm?
corresponden la flexion del enlace C-H. La banda de 1020 cm™, corresponde al
estiramiento del enlace S-O del DMSO asociado con agua y finalmente en 567 cm™ aparece

la banda que pertenece a estiramientos del enlace Zn-O [104].

Las nps ZnO-APTES, tienen unas nuevas vibraciones las cuales se observan en 1583, 1110,
998 y 923 y pueden ser asignadas a las vibraciones de estiramiento del enlace —SiOH y Zn-

O-Si y Si-O-Si a las vibraciones simétricas de estiramiento respectivamente [105].

s
> 67
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I
5 1006 T
S| 3407 ZnO-APTES o4
I—
\// 998
3432 579
T T T T T T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

Figura 15. Espectro infrarrojo de NPs de ZnO con y sin modificacion superficial
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En la Tabla 22 se resumen las bandas caracteristicas de cada nanoparticula analizada.

Tabla 22. Bandas caracteristicas de NPs de ZnO, ZnO-DMSO y ZnO-APTES

Enlace Bandas caracteristicas Bandas caracteristicas Bandas
(cm?) ZnO (cm?) ZnO-APTES caracteristicas
(cm™) ZnO-
DMSO
O-H 3407 3472 3415
C=0 1585 1583 1562
Zn-0O 547 572 567
N-H --- 3472 ---
C-H 2931 2931 2925y 2848
Si-O - 1016 -
S=0 998

5.1.1.3. Microscopia electrénica de barrido (SEM)

La Figura 16 muestra la micrografia a 100,000 X obtenida mediante SEM, correspondiente
a las NPs de ZnO sintetizadas por el método de precipitacion quimica (lado derecho). En
esta figura se aprecia claramente la morfologia semiesférica que poseen las NPs de ZnO. Se
logré realizar un andlisis de la distribucidn de tamafio de particula mediante la elaboracion
de un histograma, el cual se muestra en el lado izquierdo de la misma figura. Con la ayuda

de un analizador de imagenes (imagelJ) se llevo a cabo la medicién de alrededor de 300

particulas, que presentaron un didmetro promedio alrededor 26 nm.
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Figura 16. Distribucion de tamafio de particula (nm) del ZnO y micrografia obtenida
mediante SEM.

En la Figura 17 se muestran las micrografias de las NPs sin y con modificacion con DMSO
(derecha) y APTES (izquierda) obtenidas por SEM. Mediante la medicion de 300 particulas se
obtuvo un de promedio de diametro de 28 nm y 39 nm para NPs de ZnO-DMSO y ZnO-APTES
respectivamente. Aungue se observa solo ligeramente el recubrimiento, envolviendo racimos de
NPs, el aumento del didmetro de estas indica que la modificacion de las NPs se llevé a cabo

exitosamente.

Y ) £~ s -

SEI 6.0kV X100,000 100nm WD 58mm

SEI 6.0kv  X100,000 100nm WD 58mm

Figura 17. Micrografias de NPs de ZnO-APTES y DMSO
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5.1.2. Actividad antimicrobiana de NPs de ZnO
5.1.2.1. Ensayo de sensibilidad. Método semicuantitativo de difusion en agar

En la Tabla 23 se muestran los resultados del analisis cualitativo de la prueba de difusion de
disco en agar con los microorganismos E. aerogenes, E. coli, K. Oxytoca, P. aeruginosa, S.
aureus y S. Pyogenes para las NPs de ZnO sin y con modificacién con DMSO y APTES
con morfologia semiesférica las cuales presentan diferente susceptibilidad bacteriana para

cada uno de los microorganismos.

Tabla 23. Actividad antimicrobiana de las NPs de ZnO, ZnO APTES y ZnO DMSO en

términos del didmetro de la zona de inhibicién

Nanoparticula
Halo de inhibicién (mm)

E. aerogenes E. coli K. oxytoca P.aeruginosa S.aureus S.Pyogenes
ZnO 4 4 7 0 16 6
ZnO APTES 9 7 12 0 12 6
ZnO DMSO 5 3 7 8 10 6

En la Tabla anterior se observan ciertas diferencias en los halos de inhibicion debido a que
las NPs sin y con modificacion superficial podrian frenar la proliferacion bacteriana
dependiendo del microorganismo evaluado. Es evidente que las NPs modificadas con
APTES mostraron una alta actividad microbicida para casi todos los microorganismos
excepto para la P. aeruginosa, esto debido a que como es una bacteria gram negativa, estas
presentan una pared celular gruesa compuesta por numerosas capas de peptidoglicano por
lo que las particulas tienden a interaccionar mas fuertemente con las gram positivas
afectando directamente la membrana externa de la bacteria induciendo a que esta se rompa
e inhiba el crecimiento [106, 107]. Ademas de que las diferentes modificaciones que
puedan tener las NPs de ZnO podrian frenar la proliferacion celular. La actividad
antibacteriana de las NPs puede ser debida al aumento de la relacion superficie a volumen y
por lo tanto estas tienden a tener una mayor capacidad de penetracion [42]. También se
observa que se obtuvieron halos de mayor diametro para la bacteria S. aureus, para las NPs
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de ZnO con y sin modificacion, esto concuerda con lo reportado por diversos autores, [108,
109] los cuales obtuvieron mejores resultados contra bacterias gram positivas, cuando
evaluaron diferentes NPs de ZnO, esto puede ser atribuido a las diferencias en la pared
celular de las bacterias gram positivas, su fisiologia celular, metabolismo o el grado de
contacto [110]. Asi mismo, en la Figura 18 se muestran las fotografias acerca de los
resultados obtenidos en el ensayo antibacteriano de NPs de ZnO mediante difusion en agar
frente a las diferentes bacterias.

F rnli ATCC 35218 K nxvtnrn ATCC
b

S nurens ATCC F nernnene< ATCC F roli ATCC 35218 K oxvtorn ATCC

Figura 18. Andlisis cualitativo antimicrobiano de NPs de ZnO mediante difusion en agar

frente a diversos microorganismos

1) ZnO, 2) ZnO-DMSO0, 3) ZnO-APTES, Ay C: controles positivos C= ciprofloxacino A=
Amikacina

Las diferencias en el efecto antimicrobiano de las NPs de ZnO sin y con modificacion son
atribuidas a las diferencias en las vacantes de oxigeno con las propiedades cambiantes del
Zn0. Un aumento en las vacantes de oxigeno hace que las NPs tiendan a ser cargadas

positivamente y por lo tanto, aumentan las interacciones electrostaticas entre las NPs con
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carga positiva y la superficie de la pared celular negativa. Para el caso de las NPs
modificadas con APTES el efecto inhibitorio es debido a la presencia del enlace Si-O que
proporciona una buena cobertura de la superficie de las NPs de ZnO debido a que actla
como una barrera energética y segn Dutta y col [111], la modificacion superficial con Si-
O ayuda a la pasivacion de la superficie, reduciendo el defecto de oxigeno y, por lo tanto,
incrementa el efecto de inhibicion de las NPs. La modificacion superficial de las NPs
provoca un aumento en la permeabilidad de la membrana y la internalizacion celular de
estas NPs. Lo que produce que el nivel de las proteinas de las bacterias disminuya con la

concentracion de las NPs debido a que el ZnO es reactivo frente algunas proteinas.

Las NPs de ZnO tienen efecto bactericida por lo que causan una desorganizacion en la
membrana del organismo gram positivo (S. pyogenes y S. aureus), generando un
incremento en las moléculas de oxigeno activo lo que conduce a la muerte celular, estos
resultados concuerdan con lo reportado por Mirhosseini y col. (2013) [112] también
reportan mayor inhibicion para bacterias gram positivas que para bacterias gram negativas.
Las NPs se adhieren a la superficie de la membrana de la célula alterando la respiracion ya
que interacttan con las enzimas de las cadenas de respiracion de las bacterias provocando

que esta se inhiba, causando asi la muerte del microorganismo [107].

5.1.2.2. Determinacion de la CMIl y CMB

En la Tabla 24 se presentan los valores de CMI y CMB registrados para la prueba de
dilucion en caldo que se realizd a las NPs de ZnO con y sin modificacion contra 6
diferentes bacterias (a) Enterobacter aerogenes ATCC 13048, b) Escherichia coli ATCC
35218, c¢) Klebsiella oxytoca ATCC 8724, d) Pseudomona aeruginosa ATCC 27835, e)
Staphylococcus aureus ATCC 29213, f) Streptococcus pyogenes ATCC 19615), en esta
Tabla se comparan las diferencias entre cada uno de los microorganismos al momento ser
expuestos a las NPs de ZnO, y se encontrd que la actividad antimicrobiana de las NPs
inorganicas depende de diversos factores: en particular los factores enddgenos de los
microorganismos evaluados. Similarmente, el efecto antibacteriano entre las bacterias gram

negativas y gram positivas frente a las NPs de ZnO, probablemente se deba, primeramente
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a la naturaleza y diferencia entre la pared celular o las estructuras de las capas externas de
las bacterias gram negativas y las bacterias gram positivas [73], de la naturaleza del ligando

unido a las NPs, asi como de la concentracion de las mismas [102].

Tabla 24. CMI y CMB de Nps ZnO frente a diferentes bacterias

E.aerogenes E.coli K. Oxytoca P.aeruginosa S. aureus S. Pyogenes

200 (**)  400(**) 400 (3200) * (%% Hodk (4%) R (100)
800(0.2) 1600 400 (1600) * (%% 400 (**)  100(100)
(**)
400(400) 800 800 (800) * (*%) 400(**) 1600
(3200) (1600)

* No muestra inhibicidn a las concentraciones probadas
**No muestra actividad bactericida a las concentraciones probadas

***Muestra inhibicion hasta 100 pg/mL

En la Tabla 24 se observa que existe una variabilidad en los resultados de CMI y CMB a las
concentraciones 100 a 3200 pug/mL de NPs dependiendo de la cepa bacteriana. En esta
Tabla se aprecia también que las NPs presentan un efecto antibacteriano para ambas
bacterias gram positivas y gram negativas, mostrando alta actividad antibacteriana para E.
coli, S. pyogenes, K. oxytoca y E. aerogenes excepto para P. aeruginosa, todo esto debido
a que los polvos depositados en el caldo podrian reaccionar mediante la liberacion de
algunos de los ingredientes presentes, mientras que la liberacion en el agar se reduce. Esto
sugiere que la distribucion de los polvos antibacterianos en el caldo fue mas homogénea
debido al proceso de agitacion que se lleva acabo al momento de realizar la prueba. Motivo
por el cual la prueba de dilucién en caldo es altamente recomendada para determinar la
susceptibilidad de los agentes inorganicos insolubles [113]. Sin embargo para la bacteria P.
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aeruginosa las NPs de ZnO sin modificar y modificadas no mostraron un efecto inhibitorio
ni bactericida, lo que quiere decir que posiblemente se necesita mayor concentracion de
NPs para mostrar su efecto. A pesar de que no existio una inhibicion del 100 % para P.
aeruginosa, se ha demostrado que los iones Zn* al igual que los de Cu?* y Ag* también son
lo suficientemente pequefios para romper las membranas celulares de las bacterias con el
fin de interrumpir la funcion enzimética. Es importante mencionar que los efectos
indirectos a través de cambios en el entorno que rodea la carga también pueden influir en la

eficacia de las NPs metalicas contra los microorganismos [104].

Segun Fang [113] una teoria especula que una pequefa cantidad de iones de Zn* entran a la
bacteria e inhiben el sistema respiratorio del microorganismo, el sistema de transporte de
electrones y de enzimas, mientras que otra teoria menciona que los iones de zinc cambian el

oxigeno o lo disuelven en agua para activarlo, con el fin de lograr un efecto bactericida.

En la Figura 19 se presenta el porciento de inhibicion calculado para cada una de las
bacterias evaluadas con las diferentes NPs de ZnO, en la cual se aprecia que al incrementar
la concentracién de NPs de ZnO, el porciento de inhibicion también se incrementa. Como
ya se ha descrito anteriormente, las NPs de ZnO sin modificar y modificadas
superficialmente no lograron inhibir exitosamente el desarrollo de P. aeruginosa, sin
embargo, se destaca que las NPs de ZnO modificadas con dimetil sulfoxido, lograron
inhibir en 80.45%, esto debido a que se ha demostrado que el DMSO [114, 115], por si solo
posee actividad bacteriostatica frente a este microorganismo, lo que probablemente ejerza
una actividad sinérgica entre estos dos compuestos, incrementando la actividad

bacteriostatica del agente.
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Figura 19. Porciento de inhibicion de NPs ZnO, ZnO-DMSO, ZnO-APTES
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La Figura 20 presenta la microplaca de ELISA de fondo en U, en la cual, se puede apreciar,
el cultivo en medio liquido de P. aeruginosa cuando es sometida a diferentes
concentraciones de NPs de ZnO, en presencia de medio de cultivo, Mueller-Hinton, P.
aeruginosa adquiere un color verde fluorescente, ya que esta bacteria sintetiza un pigmento
hidrosoluble llamado pioverdina [116], por lo tanto, como se observa a simple vista, existe
crecimiento de esta bacteria en todos los pocillos, que se ha colocado el estimulo, por lo
tanto, como ya se menciond antes, las NPs de ZnO utilizadas en este estudio no lograron

aniquilar esta bacteria.

Figura 20. Cultivo de P. aeruginosa ATCC 27853 en microplaca fondo en U con

diferentes concentraciones de NPs

5.1.3. Citotoxicidad de NPs de ZnO
513.1.MTT

La citotoxicidad de las NPs de ZnO ha sido ampliamente discutida, puesto que los
resultados obtenidos sobre este tema no son muy concluyentes, y algunas veces suelen ser

contradictorios de un autor a otro.
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En este apartado se presentan los resultados obtenidos mediante la técnica colorimétrica
MTT para las dos lineas celulares analizadas, frente a diferentes estimulos: NPs ZnO, ZnO-
DMSO y ZnO-APTES.

¢ Linea celular HelLa

La Figura 21 muestra los resultados obtenidos para la linea celular HeLa, 24 horas despues
de la exposicion a diferentes NPs de ZnO. Los resultados muestran, que al incrementar la
concentracion de NPs de ZnO, ZnO-DMSO y ZnO-APTES, la viabilidad celular se ve
disminuida, por lo tanto las NPs de ZnO y sus derivados, son responsables de la muerte
celular al ser expuestas a altas concentraciones de NPs. Sin embargo el comportamiento

con diferentes NPs de ZnO, también es evidente.

En este ensayo se destaca, que para esta linea celular, las NPs de ZnO, sin modificacion,
resultaron ser las menos tdxicas, puesto que se obtiene un mayor porciento de vialidad, a
bajas concentraciones. Estos resultados son consistentes, con lo que se ha reportado
anteriormente. Es bien sabido que el DMSO, por si solo posee efectos citotoxicos, se ha
demostrado, que concentraciones de 0.1 a 0.25% pueden causar dafio celular [117]. Las
alteraciones ultraestructurales, ocasionadas por el DMSO pueden variar de célula a célula.
Los cambios estructurales mas frecuentes y menos severos, incluyen la acumulacion de
lipidos, incremento del nimero de lisosomas, dilatacion y degranulacion de la superficie
rugosa del reticulo endoplasmico, asi como el hinchamiento de las mitocondrias y el dafio a
las membranas mitocondriales. Las lesiones celulares mas severas causan un dafio mas
extensivo en las membranas celulares, cariorrexis, liberacion total de las estructuras

internas de la mitocondria y areas de completa pérdida del hialoplasma [118].

Por otro lado, también se ha demostrado que la toxicidad relativa de las NPs modificadas
con APTES puede ser debida a los grupos aminos en la superficie, esto debido a las
interacciones electrostaticas entre las particulas cargadas positivamente y la membrana
celular cargada de manera negativa [119]. Otro factor importante que influye en la
citotoxicidad de las NPs, es el tamafio, ya que pueden interactuar fuertemente con la

membrana plasmatica cargada negativamente, y de ese modo inducir efectos toxicologicos.
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En estos resultados se demostré que los efectos citotdxicos de las NPs de ZnO estan
altamente relacionados con la carga superficial de la nanoparticula [76].

Asi, entonces, la toxicidad de las NPs de ZnO modificadas es mayor a bajas
concentraciones, respecto a las NPs de ZnO sin modificar, ya que aunadas a la toxicidad
que poseen por si solas, se suma a la toxicidad ejercida por los agentes modificantes. En
general la toxicidad de las NPs de ZnO es debida a que estas inducen un incremento en los
niveles de peroxido de hidrogeno y los radicales hidroxilo, disminuyen los niveles de
oxigeno y glutation [69].

140 - Linea celular HeLa
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S
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g mZn0O
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40
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500 125 625 3125 15.625 7.8125 3.90625
Concentracion NPs (ug/ml)

Figura 21. Citotoxicidad de diferentes NPs de ZnO en HeLa mediante MTT

Yufeng y col. (2009) al evaluar células HeLa, frente a concentracion de 400 pug/mL de Nps
ZnO de aprox. 20 nm, se observa una disminucion de la viabilidad celular la cual
corresponde a 14.91% [44]. Contrario a esto Wahab y col. (2011) muestran que a una
concentracion de 100 pg/mL de NPs de ZnO, la viabilidad celular disminuye hasta 40%
[120]. Comparados con los resultados obtenidos en este ensayo, muestran resultados muy

similares cuando son expuestos a 125 pg/mL, para las NPs de ZnO modificadas con
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APTES. La citotoxicidad de las NPs de ZnO resulta ser mayor a la de las NPs de Ag, por
ejemplo Miura y col. (2009) reportaron que la a una concentracion de 80 pg/mL la
viabilidad en células HelLa se observa considerablemente disminuida [121]. De igual
manera Sukirtha y col. (2012) reportaron para las NPs de Ag una LD50 de 300 pg/mL en
células de esta misma linea [122]. Sin embargo, las NPs de ZnO resultan ser algunas

ventajas en comparacion a las NPs de Ag ya que poseen una potente actividad cicatrizante.

En la Figura 22 se presenta el ensayo de MTT en microplacas de cultivo de 96 pocillos. En
la fotografia se puede apreciar que el color violeta es proporcional a la cantidad de células
vivas en el pocillo.

Figura 22. Ensayo de citotoxicidad de MMT

¢ Linea celular NCI

En la Figura 23 aprecian los resultados obtenidos para la linea celular NCI-H460 cuando se
expone a diferentes concentraciones de NPs de ZnO con y sin modificacién. En esta Figura,
se puede observar que de igual manera que en el caso anterior, al incrementar la
concentracion del estimulo, la viabilidad celular disminuye. Concentraciones de 15.6

( )
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pg/mL, disminuyen la viabilidad celular. También en esta Figura se observa que en la linea
celular HelLa, las NPs de ZnO resultaron ser las menos toxicas, seguidas de el ZnO
modificado con APTES y las NPs de ZnO modificadas con DMSO, pues a concentraciones

tan pequefas de 3.9 pug/mL, la viabilidad celular alcanza apenas 84% aprox.

Linea celular NCI
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ZnO-APTES
20
0
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Concentracion (ug/ml)

[EY
o
o

Viabilidad (%)
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Figura 23. Viabilidad celular de NCI-H460 frente a diferentes NPs mediante MTT

Sin embargo, resulta interesante, que en el caso de las nps ZnO sin modificar a
concentraciones pequefias de 7.8 y 3.9 ug/mL, se evidencia una mayor proliferacion celular
comparada con las células control utilizadas para el estudio. Esto puede ser explicado
debido al rol que presenta el Zn en la proliferacion y crecimiento celular. El Zn participa
en la regulacién de la proliferacion celular en muchas rutas, es esencial para los sistemas
enzimaticos que influyen en la divisién y proliferacion celular, por ejemplo, la disminucion
del zinc en el medio extracelular trae como consecuencia el decremento en la actividad de
la enzima deoxitimidina kinasa y por lo tanto se reducen los niveles de adenosina (5')

tetrfosfato (5')-adenosina. Por lo tanto el zinc regula directamente la sintesis de DNA. El
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zinc también puede influenciar la regulacion hormonal de la division celular [123].
Entonces para esta linea celular, las NPs de ZnO, resultan ser tdxicas en grandes
concentraciones de 500 a 125 ug/mL, mientras que al disminuir la concentracion hasta 62.5
pg/mL, la toxicidad de estas NPs disminuye, incrementandose la toxicidad de las NPs
modificadas con APTES y DMSO.

Es importante mencionar que la citotoxicidad de las NPs de ZnO, ademas de influir de una
concentracion a otra, también depende de una linea celular a otra, eso es debido a las

diferencias morfologicas de cada célula.

5.1.3.2. XCELLIGENCE

En este ensayo en el que se mide la impedancia, solo se evalud, la citotoxicidad en células
NCI-H460, ya que estas células poseen un indice celular alto, siendo esto un requisito para
la realizacion de este ensayo. En este ensayo, se muestran resultados obtenidos, a cerca de
la citotoxicidad de nps ZnO, ZnO-DMSO y ZnO-APTES, las cuales se evaluaron
concentraciones de 500, 250, 125, 62.5, 31.5, y 15.6 pg/mL de NPs.

En la Figura 24 se aprecian las gréficas de viabilidad celular después de 92 horas de
aplicado el estimulo. La grafica a, que corresponde a las NPs de ZnO sin modificar, indica
gue a concentraciones de 62.5 pg/mL, la viabilidad celular disminuye, mientras que

concentraciones de 31.5 pg/mL, 15.6 pg/mL resultan inocuas para las células.

En cambio en la grafica b, la cual corresponde al anélisis de las Nps ZnO-DMSO, se
muestra que a una concentracion 125 pg/mL, existe una total muerte celular. Finalmente en
la gréafica c, correspondiente a nps ZnO-APTES se muestra que de igual manera una

concentracion de 125 pg/mL, se muestra una disminucion en la viabilidad celular.
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Figura 24. Resultados de viabilidad celular frente a diferentes NPs mediante
XCELLIGENCE

a) NPsde a (Zn0O), b (ZnO-DMSOQ), ¢ (ZnO-APTES)

Mediante un andlisis en este programa también se determino la dosis letal media para cada
nanoparticula evaluada en este experimento. La dosis letal media de 55.6 pg/mL para NPs
Zn0, 86.2 pg/mL para Nps ZnO-DMSO y Nps ZnO-APTES, 140.8 pg/mL. La dosis letal
media obtenida para estas células es comparable con los resultados obtenidos mediante

colorimetria.

De acuerdo a los resultados registrados en los estudios mediante colorimetria (MTT) y los
resultados obtenidos con XCELLIGENCE, las NPs de ZnO resultaron ser las mas toxicas a
concentraciones altas, seguidas de las NPs de ZnO modificadas con DMSO y por altimo las
NPs de ZnO modificadas con APTES, mientras que a concentraciones bajas las NPs de

ZnO resultaron ser beneficiosas para la proliferacién celular.

Algunas de las diferencias entre los resultados obtenidos, entre los dos métodos de
evaluacion (MTT y Xcelligence) pueden deberse a la interferencia que presentan las NPs de

ZnO debido a la capacidad de absorcion y actividad éptica que éstas presentan [124].

5.1.3.3. Activacion del complemento

El complemento es un importante regulador en ambos sistemas, inmunidad adaptativa e
inmunidad inata. Este proceso puede inducir respuestas inflamatorias, con liberacion de
anafilo-toxinas, atraccion de celulas inmunitarias a la zona de inoculacién y posterior
destruccion celular [125]. En la Figura 25 se presentan los resultados obtenidos acerca de
la activacion del complemento de las NPs de ZnO analizadas. Las NPs de ZnO, exhiben un
comportamiento dosis-dependiente, es decir, que al incrementar la concentracion de NPs, la
activacion del complemento también es mayor. Sin embargo, la capacidad de activacion del

complemento de las NPs a la concentracion mas alta para todos los casos fue menor al
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control positivo. Estos resultados muestran la baja capacidad de las NPs para activar el
complemento, por lo que el riesgo de reacciones adversas puede ser considerado como
bajo, en este caso. Estos datos sugieren que el disefio de la quimica de superficie de NPs se
puede utilizar para controlar la activacion del complemento en biomateriales

inmunoterapéuticos [126].

En este caso la activacion del complemento no fue considerable comparada con otros
estudios que han detectado que determinadas nanoestructuras como los liposomas [127], o
NPs recubiertas de PEG [128], pueden llevar a una activacion en la cascada del

complemento.
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Figura 25. Medicion de la activacion del complemento de diferentes NPs de ZnO

En la Figura 26 se observa el western blot de las NPs analizadas, en la Figura se puede
apreciar los fragmentos de C3, los cuales son utilizados para medir la capacidad de
activacion del complemento por alguna de las 3 vias: via clasica, via alterna y via de las

lectinas.
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Figura 26. Western blot de NPs de ZnO para la determinacion de activacién de

complemento

C+: Control positivo, C-: Control negativo, M: Marcador de peso molecular

5.1.3.4. Medicion de citocinas proinflamatorias

Una importante tarea de la nanobiotecnologia es el entendimiento del efecto que tienen
estos materiales para modular la expresion de citocinas, las cuales son proteinas bioldgicas
mensajeras que regulan el sistema inmune. Estudios publicados han demostrado que la
habilidad de ciertos materiales para inducir la produccion de citocinas, depende de una gran
variedad de factores, incluyendo la composicién del material, el tamafio y el mecanismo de

liberacion. Sin embargo aun hay muchas incognitas con lo referente a las NPs de ZnO [129,

130].
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En esta ocasion se evalud la produccién de las citocinas proinflamatorias IFN-y, IL-6, 1L-8,
IL-10, IL-1b y TNF-a. Estas citocinas particulares se eligieron porque representan las vias

criticas implicadas en la respuesta inflamatoria y los procesos de diferenciacion [131].

Los resultados (Figura 27) obtenidos para la NPs analizadas (NPs ZnO, Nps ZnO-DMSO y
ZnO-APTES), indican que estas inducen la producciéon de citocinas proinflamatorias,
excepto INF-y e IL-10. Otros estudios también sefialan que las NPs de ZnO son capaces de
inducir una gran cantidad de citocinas proinflamatorias incluyendo TNF-a, IFN-y and IL-
12, in vitro e in vivo[132], sin embargo este no fue el caso.

Ademéas los resultados también exponen que la produccion de citocinas es dosis-
dependiente, ya que a la concentracion mas alta la cual corresponde a 100 pg/mL, la
concentracion de citocinas es mayor que cuando se expone a una concentracion mas baja
(10 pg/mL) de NPs. Los estudios también revelan que las NPs tienen un mayor potencial
para desencadenar la produccion de citocinas debido a que su tamafio pequefio ayuda a

evadir la respuesta de los macrofagos [133].
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Figura 27. Produccidn de citocinas en donantes, después de ser estimulados con NPs de
Zn0.
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Los resultados también indican que las NPs de ZnO sin modificar inducen una mayor
produccion de citocinas proinflamatorias para todos los casos. La IL-8, resultd ser la
interleucina que se produce en mayor cantidad por los mononucleares, cuando son
expuestos a diferentes concentraciones de NPs. La IL-8, es una citocina, relacionada con
los procesos infecciosos agudos y con la activacion de células de la inflamacién, ya que
juega un papel importante en la inflamacion mediada por neutréfilos [134].

La produccion de IL-8 en este caso, fue 6000 picogramos/mililitro (pg/mL) cuando se tiene
una concentracion de 100 pg/mL de NPs de ZnO sin modificar, mientras que Monteiro-
Rivere y col. (2005) [135] reportan un méaximo de 1300 pg/mL de IL-8 cuando las células

son expuestas a MWCNT a una concentracion de 400ug/mL.

Esto demuestra que las NPs de ZnO son capaces de internalizarse en las células, asi como
inducen un efecto biolégico manifestado por el incremento de IL-8, aunque, el mecanismo
de penetracién y los efectos no han sido completamente elucidados [135], sin embargo se
sugiere que la superficie aumenta a medida que el tamafio de particula se hace mas
pequefio, por lo tanto una dependencia de la dosis en el area de superficie puede explicar la
mayor toxicidad de las NPs. EI mecanismo sugerido de area de superficie para las NPs poco
solubles que inducen la inflamacidn, es la generacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS), que conduce al estrés oxidativo en las células. Se ha visto que las NPs inducen dafio

oxidativo tanto in vivo, como in vitro [136].

Entonces, la habilidad de las NPs de ZnO para inducir las citocinas proinflamatorias a
concentraciones por debajo la dosis que causa muerte celular sugiere que, cuando son
aplicadas a concentraciones adecuadas, podrian tener efectos positivos en el organismo, por
ejemplo, la estimulacion de TNF-a (factor de necrosis tumoral), el cual posee una potente
actividad antitumoral, por lo tanto a concentraciones adecuadas podria combatir esta
enfermedad [132].

En conjunto, estos resultados subrayan la necesidad de una evaluacion cuidadosa de los
efectos de las NPs de ZnO a través de una variedad de tipos de células relevantes al
considerar su uso para nuevas aplicaciones potenciales biolégicas basados en la

nanotecnologia [131].
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5.2. Nanocompuestos PSA-ZnO con y sin modificacion
5.2.1. Caracterizacion
5.2.1.1. Resonancia Magnética Nuclear de protéon (RMNH?)

Se llevo a cabo la caracterizacion mediante resonancia magnética nuclear de proton, para
asegurarse que se trataba del terpolimero PSA acrilico, poli (2-EHA/MMA/AA). La Figura
28 describe el espectro de RMNH?Y, el cual corresponde al PSA sin NPs. En esta figura se
muestran las sefiales caracteristicas de cada una de las unidades monomeéricas del polimero.
En el caso de 2-EHA, el pico corresponde a los protones del grupo OCH>, mientras que en
el caso del MMA, estos corresponden a los protones del grupo OCHs. Las sefiales
correspondientes al grupo carboximetilo del MMA se dividen en dos sefiales,
correspondientes a 3.58 y 3.64 ppm, la sefial en 3.58 ppm puede ser asignada a las
secuencias homopoliméricas de PMMA, mientras que la sefial de aproximadamente 3.64
ppm, corresponde a las unidades MMA vinculadas a unidades 2-EHA en secuencias
copolimericas. EI mismo comportamiento se observa en la sefial de 2-EHA, dividida en dos
pequefias sefiales en 3.94 y 3.91 ppm, donde la primer sefial corresponde a segmentos de
copolimeros, mientras que la segunda corresponde a segmentos de homopolimeros [15].

Las asignaciones de los demas protones se muestran a detalle en la ilustracion.
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Figura 28. Espectro RMN H! de PSA

Por medio de esta técnica se determind la composicion de los adhesivos PSA 0.1%, PSA-
Zn0 0.3%, PSA-ZnO-DMSO 0.3% y PSA-ZnO-APTES 0.3%. En la Tabla 25 se muestran
los resultados obtenidos. Desafortunadamente debido a la baja concentracion de acido
acrilico, no se pudo obtener la composicion de este, por lo que en la tabla solo se presenta

una relacion en peso de los monémeros 2-EHA/MMA.
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Tabla 25. Relacion en % de peso (2-EHA/MMA) de copolimeros PSA-NPs ZnO con y sin
modificacion superficial

Nanocompuesto Relacion % peso
2-EHA (Acrilato de 2- MMA (Metil metacrilato)
etilhexilo)
PSA 84.8% 15.2%
PSA-Zn0O 0.3% 83.3% 16.6%
PSA-ZnO-DMSO 0.3% 80% 20%
PSA-ZnO-APTES 0.3% 72.7% 27.2%

En esta Tabla se puede apreciar que la relacion en peso de los diferentes copolimeros, varia
cuando se incorporan las NPs de ZnO, esto indica que las NPs tienen un efecto en la
composicion final de los copolimeros. Se observa que al incorporar NPs la relacion en peso
de 2-EHA, es menor, en comparacion al PSA sin NPs. Esto podria deberse a la interaccion
que tienen las los agentes de modificacidon con los mondmeros, debido a que se observa una
disminucion en relacion en peso considerable de 2-EHA, cuando las NPs son modificadas
con APTES y DMSO.

5.2.1.2. Microscopia electrdnica de transmision (TEM)

En la Figura 29, se aprecian las micrografias de los nanocompuestos, obtenidas mediante
TEM, en el apartado a se observan las gotas de latex PSA sin NPs. En esta imagen se
observa que la distribucion de tamafio no es homogénea. Mientras que en la figura b
presenta el PSA/ZnO-APTES 0.3%; en esta micrografia se muestran las gotas de latex del
terpolimero acrilico, y se aprecia que las NPs ZnO-APTES, se encuentran rodeando la
gota, lo que demuestra que las NPs no fueron encapsuladas. Esta morfologia es consistente
con la reportada por Chen y col, cuando utilizaron AIBN como iniciador en la preparacion
de nanocompuestos PS/ZnO, como se mostré en la Figura 5, anteriormente mencionada
[91]. Sin embargo no se observan grandes aglomerados de NPs lo cual destaca que la

dispersion de estas en el latex se llevo a cabo de manera adecuada.
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En la figura ¢ se muestra el nanocompuesto PSA-ZnO 0.3% en peso a 3000x
amplificaciones. En esta imagen se puede apreciar, como las NPs se encuentran en la
periferia de las gotas de latex, sin embargo en mayor parte se encuentran encapsuladas en
la matriz polimérica. La morfologia concuerda con reportado con Chen y col. (2008),
cuando se utiliza persulfato de potasio como iniciador, en este caso se utilizd, persulfato de

amonio, sin embargo pertenecen al mismo grupo de iniciadores [96].

Figura 29. Micrografias obtenidas por TEM de nanocompuestos PSA-ZnO
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5.2.1.3.Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Se determind la temperatura de transicion vitrea para el compolimero adhesivo (PSA) y
para los nanocompuestos obtenidos. En la Figura 30 se muestran los resultados obtenidos
para los adhesivos sensibles a la presion en los cuales tienen incorporados en sus cadenas
NPs de ZnO modificadas y sin modificar, comparados con el PSA sin NPs. Los resultados
muestran una Tg de -59.35°C para PSA, -50.29 °C cuando se incorpora 0.1 % en peso de
NPs de ZnO a las cadenas de la matriz polimérica, -47.9 °C cuando se incorpora 0.2% de
NPs de ZnO en peso y -50.71 °C cuando el contenido de NPs de NPs de ZnO es de 0.3% en
peso. Como se indica, la Tg aumenta, cuando se incorporan NPs de ZnO al terpolimero
acrilico, y aunque se esperaria que la Tg aumentara de la misma forma en la que se
incrementa la concentracion de NPs, en este caso no fue asi. Tal vez esto sea debido a la
dispersion de las NPs de ZnO en la matriz polimérica.

De igual manera, la Figura 30 muestra las temperaturas de transicion vitrea para los
nanocompuestos con NPs de ZnO-DMSO, en las cuales se puede apreciar, que también al
incorporar estas NPs al polimero la Tg, se incrementa, a comparacion del adhesivo sin NPs.
La Tg para el nanocompuesto PSA/ZnO-DMSO 0.1% en peso, corresponde a -51.9 °C,
mientras que para PSA/ZnO-DMSO 0.3% fue de -48.3 °C. La Tg para el nanocompuesto
PSA/ZnO-DMSO 0.3%, no se observa claramente, solamente las transiciones secundarias

correspondientes a 2-EHA.

También en esta Figura se muestran los resultados de DSC obtenidos para los
nanocompuestos PSA que incorporaron NPs de ZnO-APTES. Igualmente que en los casos
anteriores la Tg se incrementa en comparacion del adhesivo sin NPs. Cuando se incorpora
0.1 % de NPs la Tg se muestra en -49.25°C, mientras que cuando se incorpora 0.2%, la Tg
se incrementa -49.51 °C y finalmente cuando se incorpora 0.3% de NPs la Tg puede

observarse en -48.73 °C.

En los termogramas también se aprecian relajaciones de alrededor de -70°C, estas
corresponden a transiciones de segmentos de 2-EHA, esto indica una composicion
heterogénea de los copolimeros. Aunque se esperaria que el copolimero tuviera una

composicion homogénea, ya que se copolimerizo en batch, la diferente reactividad de los
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mondmeros y la velocidad de difusidn, hace posible que se formen particulas encapsuladas
[15]. Las transiciones secundarias en aproximadamente -70 °C, las cuales corresponden a
los microdominios de 2-EHA, probablemente sean los centros de la particula de polimero
mientras que la segunda porcidn pertenezca probablemente a la capa externa de la particula
de polimero [13, 15].

Estudios revelan gue el incremento de la Tg al incorporar NPs a una matriz polimérica es
debido a que la movilidad de las cadenas poliméricas se encuentra restringida [89], sin
embargo, en este caso, la cantidad de NPs incorporadas al terpolimero acrilico, es muy
pequefia, por lo que estos resultados apuntan a que la composicion del copolimero
seguramente afecta a la Tg, y por ende, la microestructura de los copolimeros es diferente

cuando se afladen NPs

Estos resultados son muy interesantes debido a la Tg es la principal propiedad que
determina la adhesion de estos polimeros, un pequefio incremento en la Tg puede mejorar
las propiedades de Tack y adhesion [137], ademas de que esto nos indica que las NPs de
ZnO tiene una alta estabilidad térmica, ya que retrasa la transmision rapida de calor y lo

que puede limitar la descomposicion del nanocompuesto [138].
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Figura 30. Tg de nanocompuestos PSA-ZnO, ZnO-DMSO, ZnO-APTES

5.2.1.4. Conversion por gravimetria

En la Tabla 26 se muestra la conversion total, llevada al cabo de una hora de
polimerizacion. Los resultados muestran, que al incrementar el contenido de particulas
nanométricas, la conversion también disminuye. Sin embargo, cabe destacar que se obtuvo

una mayor conversién para los nanocompuestos PSA/ZnO-DMSO.
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Tabla 26. Porciento de conversion del PSA acrilico-Nps ZnO

Nanocompuesto Zn0O Conversion
porciento en total

peso (%)

PSA/ZnO 0.1 98.4853
0.2 73.8052
0.3 72.1706

PSA/ZnO-DMSO 0.1 94.5261
0.2 89.9990
0.3 50.6959

PSA/ZnO-APTES 0.1 77.7807
0.2 50.3410
0.3 52.2286

En la Figura 31 se muestra, la conversion a diferentes tiempos de transcurrida la
polimerizacion, se puede observar, como la conversion se incrementa, a la vez que ha
transcurrido el tiempo de la polimerizacion. En el apartado a se muestra el porciento de
conversion de los nanocompuestos PSA, a los cuales se les incorpord 0.1, 0.2 y 0.3% en
peso de NPs de ZnO, la conversion total fue de 98.48, 73.80 y 72.17 % respectivamente.
De igual manera, en el apartado b de la Figura 31, se muestra el por ciento de conversion
frente al tiempo, de los nanocompuestos PSA/ZnO-DMSO. En el apartado ¢ se muestra el
porciento de conversion para los nanocompuestos PSA/ZnO-APTES. También en este

caso, el contenido de NPs disminuye la conversion cuando es comparado con el PSA sin
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NPs. La conversion para el PSA-DMSO 0.1 % en peso fue de 77.78%, cuando se
incorporan 0.2% en peso de estas NPs la conversion disminuye hasta 50.34%, mientras que
cuando se afiaden 0.3% en peso la conversion es de 52.22%, los resultados obtenidos en
este caso, muestra una conversion inferior a las obtenidas cuando se incorporan NPs de
ZnO y ZnO-DMSO en esta misma concentracion. De manera general, de acuerdo con los
resultados obtenidos para todas las muestras, se observa que al incrementarse el contenido

de NPs de ZnO modificadas y sin modificar, la conversion total se disminuye.

En la literatura no han encontrado reportes a cerca de la incorporacién de NPs de ZnO a
adhesivos sensibles a la presion. Sin embargo, Qi y col. (2006) reportan un comportamiento
similar sobre la conversion, cuando el porciento en peso de NPs de silica se incrementa en
copolimeros de MMA/BA preparados por polimerizacion en miniemulsion [139]. De igual
manera Tong y col. (2006) también reportaron que al incrementar el contenido de arcillas
en nanocompuestos PS-Saponita la velocidad de polimerizacion y el porciento de
conversion también disminuyen. En general se ha reportado que la adicion de particulas
inorganicas como SiOz, TiO2, CaCOz y Ag, reducen la conversion de monémero y la
velocidad de reaccion. Se sugiere que la reactividad de los radicales y las cadenas en
crecimiento es menor en la presencia de particulas inorganicas debido a la adsorcion de
estas especies activas en la superficie de las particulas inorganicas. También se ha
encontrado que el tamafio de particula promedio y polidispersidad de los productos finales

aumenta ligeramente tras la adicion particulas inorgénicas [140].
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5.2.2. Actividad antimicrobiana. Método de difusion en agar

La incorporacion de NPs de ZnO modificadas y sin modificar pretende proporcionar
actividad antimicrobiana a los PSA. La Tabla 27 muestra los resultados de la evaluacion de
la actividad antimicrobiana de los nanocompuestos obtenidos mediante el método
cualitativo de difusion en agar. Los resultados muestran que al incrementar la
concentracion de NPs en los nanocompuestos preparados, el tamafio del halo de inhibicion
también se incrementa. Sin embargo, para el caso de todos los nanocompuestos, a las
concentraciones probadas, solo se obtuvo inhibicion para los microorganismos gram
positivos. Para S. aureus, en nanocompuestos PSA con 0.1, 0.2 y 0.3 % de Nps ZnO, los
halos de inhibicion obtenidos fueron de 1, 1 y 2 mm respectivamente, mientras que para
PSA 0.1,0.2 y 0.3 % de ZnO-DMSO los halos corresponden a 2, 4.5 y 12 mm y finalmente
para PSA’s 0.1, 0.2 y 0.3 % de Nps ZnO-APTES, los halos tienen un diametro de 1, 2 y 3
mm, al igual que para el primer caso. Jones y col. afirman que las NPs de ZnO, presentan
mayor actividad antibacteriana contra Staphylococcus aureus, que NPs de otros 6xidos.
[108, 141]. Para S. pyogenes la respuesta antimicrobiana fue mucho menor, para los
nanocompuestos PSA-ZnO, solo se obtuvo un halo de inhibicion a la concentracion de
0.3% de solo 1 mm, de igual manera sucedi6 para PSA-APTES en la que los halos de
inhibicién fueron para 0.2 y 0.3% de 1 mm cada uno. Los halos de mayor tamafio se
obtuvieron para los nanocompuestos PSA-ZNO-DMSO, para 0.1, 0.2 y 0.3%, se obtuvieron
halosde 1,1y 2 mm.

Estos resultados pueden ser debidos, a que las nps ZnO-DMSO presentan mayor
compatibilidad con la matriz polimérica, y la dispersion de las NPs en este caso es mayor.
Ademas que el DMSO por si solo posee actividad bacteriostatica, como ya se habia

mencionado anteriormente.

Por otro lado, los resultados de citotoxicidad mediante el método colorimétrico MTT,
sefialan, que las NPs ZnO-DMSO resultan también ser las mas toxicas a concentraciones
pequeiias para las ceélulas HeLa y NCI, lo que demuestra que estas NPs no tienen

selectividad entre organismos eucariotas (células humanas) y procariotas (bacterias). Sin
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embargo, las concentraciones que resultaron efectivas frente a bacterias gram positivas, son

muy pequefias frente lo que han reportado por diversos autores.

Por ejemplo, Ma y col. (2008) reportan que se requiere al incorporar 2% de NPs de ZnO en
una matriz de poliuretano, para que exista una inhibicion en la supervivencia bacteriana,
cuando es evaluado frente a E. coli, y que se requiere de 4% de NPs frente a S.aureus. De
igual manera, Ma y col. (2009) incorporaron diferentes concentraciones de NPs de ZnO
0.5, 1, 3, y 5% a fibras de poliamida 6 y polipropileno, obteniendo mayor inhibiciéon a

concentraciones mas altas de NPs [142].

Entonces, el uso de PSA podria proporcionar una liberacion controlada del principio activo
en este caso de las NPs de ZnO que son capaces de difundirse de forma i6nica Zn*?, en el
medio. Por lo que seria necesaria la evaluacion y cuantificacion del ion zinc, capaz de
difundirse, asi como evaluar la citotoxicidad del parche adhesivo incorporando las NPs para
poder un resultado definitivo a cerca de la toxicidad de estos materiales en conjunto.

Tabla 27. Halos de inhibicion de PSA-Nps ZnO frente a diferentes microorganismos

Nanocompuesto E. S. S. P. K. E. coli
aerogenes | aureus | pyogenes | aeruginosa | Oxytoca
Promedio de halo de inhibicion (mm)

PSA/ZnO 01% |0 1 0 0 0 0

02% |0 2 0 0 0 0

03% |0 2 1 0 0 0
PSA/ZnO - 01% |0 2 1 0 0 0
DMSO

02% |0 45 1 0 0 0

0.3% |0 12 2 0 0 0
PSA/ZnO- 01% |0 1 0 0 0 0
APTES

02% |0 2 1 0 0 0

03% |0 2 1 0 0 0
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La Figura 32 muestra el ensayo de difusion en agar, en el apartado a, se observan los
diferentes nanocompuestos frente a S. aureus, mientras que en el apartado b y c, se
muestran los diferentes nanocompuestos cuando son expuestos a S. pyogenes. El apartado
¢, muestra una ampliacién de los halos de inhibicidn vistos en un estereoscopio, ya que al

ser halos de 1mm, solo se pueden apreciar claramente a través de este equipo.

-

Zn0O-DMSO sy 2012/06/10

2012/06/10

Figura 32. Andlisis Cualitativo antimicrobiano de los nanocompuestos PSA-ZnO

mediante difusion en agar frente a microorganismos gram positivos

a) S.aureus b) S. pyogenes. , a concentraciones de 1) 0.1%, 2) 0.2%, 3) 0.3% en peso.
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5.2.3. Prueba de Peel

Para determinar las propiedades de adhesion del producto en desarrollo fue necesario
evaluar las propiedades mecanicas, que son las que definen el desempefio y uso final de los
PSA, es de importancia mantener un buen balance de estas propiedades en el material para
asegurar su buen desempefio. Identificando los factores que tienen una influencia notable

en el desempefio del material.

Peel, es un factor muy importante en esta clase de adhesivos. En este caso se evaluaron las
muestras con mayores propiedades antimicrobianas, es decir, los nanocompuestos PSA que
contienen 0.3% en peso de NPs de ZnO, ZnO-DMSO y ZnO-APTES, los cuales fueron
comparados con el PSA sin NPs. En la Figura 33 se muestran los resultados obtenidos para
la prueba de peel cuando las muestras son analizadas a 180°. Los resultados exponen una
mayor fuerza de despegue para el nanocompuesto PSA-ZnO 0.3% 1.11 N/25mm, seguido
del PSA sin NPs 0.59 N, luego el PSA/ZnO-APTES con 0.17N/25mm y finalmente
PSA/ZnO-DMSO con 0.12 N/25mm.

Estos resultados podrian relacionarse con las diferencias en la composicion de los
copolimeros cuando se afiaden NPs, lo que da lugar a diferencias en la Tg como se mostro
anteriormente. Es bien sabido que la Tg se relaciona con este fendmeno, puesto que el
incremento en la Tg, tiene efecto en la adhesion, tal como lo reportan Wu y col. (2009)
quienes observaron que se obtiene una mayor adhesion, cuando la Tg se incrementa [141].

Ademas de estos factores, la adhesion (peel), es afectada también por las condiciones de
reaccion que a su vez también afectan las propiedades del latex como la distribucion de

pesos moleculares y la distribucion del tamafio de particula [143].

Sin embargo, para las aplicaciones que es requerido se obtuvo una fuerza adecuada de peel,
para el adhesivo PSA-ZnO al 0.3%, ya que un aposito médico debe pegarse de manera
segura a la piel alrededor de la herida, pero también, es esencial que se pueda quitar
facilmente y sin dolor después de algun tiempo, sin causar dafio a la piel o una herida.

Chivers y col. (2001) reportaron que PSA con valores de 1 hasta 5 N en pelaje, muestran
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menos trauma al remover el PSA de la piel, mientras que valores mayores a este

representan mayor dolor al desprendimiento del adhesivo [144].

Peel

1.4 4

1.2 4

1 4

0.8 -

0.6 -

0.4 -

Fuerza (N/25.4 mm)

0.2 -

0 -

H PSA HPSA-ZNO 0.3% 1 PSA-ZNO DMSO 0.3% © PSA-ZNO APTES 0.3%

Figura 33. Fuerza de peel en los diferentes nanocompuestos preparados PSA

102

/S
—



0

V1. CONCLUSIONES

Nanoparticulas de 6xido de zinc

¢

Se obtuvieron NPs de ZnO de 26 nm (SEM) y 16 nm (XRD), por el método de
precipitacion y fueron exitosamente recubiertas con DMSO y APTES.

Las NPs de ZnO con y sin modificacion poseen, actividad antimicrobiana frente a
E. aerogenes, E. coli, K. oxytoca, S. aureus, S. pyogenes y P. aeruginosa, en esta
ultima solo se obtuvo actividad bacteriostatica, a las concentraciones evaluadas, sin
embargo se obtuvieron resultados diferentes para cada bacteria, atribuido a las
diferencias morfolégicas de las bacterias, asi como de las NPs.

El porciento de viabilidad celular, depende de la concentracion de las NPs, de la
linea celular evaluada y la naturaleza quimica de las mismas. A bajas
concentraciones, las NPs de ZnO sin modificar resultaron ser las menos toxicas,
mientras que a altas concentraciones resultaron las de mayor toxicidad para las
celulas (HeLa y NCI).

La técnica para la determinacién del complemento, demostré que las NPs de ZnO
con y sin modificacion poseen un comportamiento dosis-dependiente. Sin embargo
comparado con el control positivo, la activacién del complemento fue minima, lo
que indica que las nps no desencadenan la cascada del mismo, ocasionando muerte
celular.

La produccién de citocinas proinflamatorias tuvieron un comportamiento dosis-
dependiente. Las NPs desencadenaron la produccion de citocinas IL-6, IL-8, IL-1b
y TNF-a y ausencia de citocinas INF-y e IL-10. Se demostro que la produccion de
citocinas, se encuentra por debajo de la concentracion en la cual pueden causar dafio

al ser humanao.

Nanocompuestos

¢ La incorporacion de NPs ZnO, a la matriz polimérica, incrementa la Tg del

polimero, atribuido a las diferencias en composicién de los copolimeros.
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¢ Al incrementar la concentracion de NPs, para todos los nanocompuestos obtenidos,
la conversion total disminuye, debido a que la reactividad de los radicales es menor
en la presencia de particulas inorganicas.

¢ Los nanocompuestos PSA acrilicos-ZnO mostraron actividad antimicrobiana frente
a microorganismos gram positivos, S. aureus y S. pyogenes, no observandose asi la
misma actividad para bacterias tipo gram negativas.

¢ Los nanocompuestos a base de NPs de ZnO modificadas con APTES y DMSO,

presentaron menor adhesion (peel) entre nanocompuesto-sustrato.
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VIil. TRABAJO A FUTURO

Estudiar la interaccion de las NPs de ZnO y sus homologos modificados, en el PSA

acrilico para uso médico.

Estudio de la liberacion de las NPs de ZnO en los PSA sintetizados.

Evaluacion de la actividad antimicrobiana de manera cuantitativa de
nanocompuestos, frente a Enterobacter aerogenes ATCC 13048, Escherichia coli
ATCC 35218, Klebsiella oxytoca ATCC 8724, Staphylococcus aureus ATCC

29213, Streptococcus pyogenes ATCC 19615 y Pseudomona aeruginosa ATCC
27835.

Determinacion la toxicidad de los nanocompuestos acrilicos PSA con diferentes
NPs de ZnO.

Realizacion de pruebas de cicatrizacion y actividad antimicrobiana de los
nanocompuestos en animales.

Determinacion de propiedades de tack y esfuerzo de corte en los diferentes

nanocompuestos.
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