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1. RESUMEN

El presente trabajo describe la preparacion y caracterizacion de nanocompuestos de
polipropileno con nanoparticulas (NPs) de plata y cobre, el tratamiento de erosion superficial
con plasma, su efecto antimicrobiano y el analisis de los procesos de interaccion con células
bacterianas. Para tal efecto, se determind la actividad antibacteriana de nanoparticulas de
plata (nAg) y de cobre (nCu) contra las bacterias patégenas Staphylococcus aureus y

Pseudomonas aeruginosa.

Las nAg y nCu con actividad antibacteriana, se incorporaron en una matriz de
polipropileno en diferentes concentraciones mediante el mezclado en fundido asistido por
ultrasonido, en donde se obtuvieron nanocompuestos con alto grado de dispersion. Los
nanocompuestos fueron sometidos a tratamiento de erosion a partir de plasma de argon, en
donde se determin6 que el plasma produce la ruptura de cadenas poliméricas en la superficie
del compuesto, incrementando la exposicion de las NPs y la polaridad superficial por la
insercion de oxigeno y nitrogeno. La exposicion superficial de las NPs en los
nanocompuestos se vio reflejada en un aumento significativo de la actividad antibacteriana
al interactuar con P. aeruginosa y S. aureus. La actividad fue mayor con nCu e incrementada
por la exposicién con el tratamiento de plasma, dependiente de la concentracion y el tiempo
de interaccion. Finalmente, se abordd el estudio del mecanismo antimicrobiano de NPs
metéalicas sobre bacterias en etapas iniciales de interaccion (mecanismo primario) mediante
el uso de biosensores bacterianos y en etapas tardias (mecanismo secundario) analizando
biomoléculas. Se analizd el dafio en la pared celular, alteraciones en la membrana y dafio al
material genético, en donde se encontrd que la presencia de NPs afecta la estructura celular
produciendo la ruptura de membrana, por lo que se afectan las funciones vitales de las
bacterias que conllevan a la muerte celular. Aunqgue la bacteria responde en etapas tempranas
al dafio en sus proteinas, acidos nucleicos y ante el estrés oxidativo generado por nAg y nCu,
el dafio irreversible ocurre como una consecuencia del dafio en su estructura celular. Bajo
este criterio, se propuso el comportamiento antimicrobiano de nanocompuestos poliméricos

erosionados con plasma.
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2. INTRODUCCION

La propagacion de enfermedades infecciosas producidas por microorganismos se ha
convertido en uno de los problemas mas graves de salud publica a nivel mundial?, lo que ha
desencadenado el interés cientifico e industrial en el desarrollo de alternativas efectivas que
contribuyan a la disminucion de patégenos en el medio ambiente. Uno de los sitios de mayor
riesgo para contraer una infeccion por microorganismos es dentro de un hospital, puesto que
la susceptibilidad de los pacientes se incrementa por la exposicion constante de agentes
infecciosos, los cuales generalmente son resistentes frente a antibidticos convencionales?. De
acuerdo con el Centro de Control de Enfermedades de los Estados Unidos y la Organizacion
Mundial de la Salud, una infeccion intrahospitalaria (IIH) se define como la infeccion
adquirida por pacientes dentro de un recinto de atencién a la salud, la cual se encuentra ajena
al motivo inicial de ingreso®*. Actualmente, entre un 5y 10 % de los pacientes que ingresan
al hospital adquieren una IIH, de los cuales el 5 % fallecen por la misma causa, ocasionada
principalmente por microorganismos tales como S. aureus®, P. aeruginosa®, K. pneumoniae,
entre otros’. De acuerdo a lo anterior, es importante el disefio de nuevas estrategias que
prevengan el crecimiento y la propagacion de patdgenos a partir del desarrollo de nuevos

agentes antimicrobianos.

El uso de NPs y su incorporacién a matrices poliméricas ha permitido el desarrollo de
nanomateriales funcionales que poseen un incremento significativo en sus propiedades
fisico-quimicas en comparacion con el polimero sin carga. En particular, se ha reportado que
NPs metalicas tales como Ag, Cu, Au, TiO2%®, entre otras, poseen la capacidad de inhibir el
crecimiento de bacterias y hongos, por lo que actualmente son consideradas como la nueva
generacion de agentes antimicrobianos!®. Con el objetivo de maximizar las caracteristicas
antimicrobianas de NPs en una matriz polimérica, éstas pueden ser depositadas en la
superficie o incorporadas dentro del material durante su procesamiento. En particular, dentro
de los principales métodos de preparacion de nanocompuestos antimicrobianos se encuentran
el espreado??, la deposicion por plasmal? y deposicion en capas®®, en donde tnicamente se
presenta la adhesion fisica entre ambos componentes y las particulas se pueden desprender

con facilidad, por lo que el efecto antimicrobiano puede verse afectado. Para evitar este
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problema, se ha implementado la preparacion de nanomateriales a partir del mezclado en
fundido, ya que las NPs quedan incorporadas dentro del material durante su procesamiento,
lo que disminuye su difusion al exterior'4. En el caso de nanocompuestos antimicrobianos,
se ha observado que ademas de la dispersion uniforme de las NPs en el polimero, se requiere
que estas queden expuestas en la superficie, ya que se promueve el contacto directo con
microorganismos y, por lo tanto, se incrementa de manera significativa el efecto

antimicrobiano®®16,

Recientemente, el tratamiento superficial por plasma ha sido considerado como una
herramienta bastante atractiva puesto que incrementa la exposicion superficial de NPsY’, lo
que permite la modificacion superficial del material sin alterar sus propiedades en masa. Este
mismo concepto puede ser aplicado en el desarrollo de nanomateriales antimicrobianos, ya
que el tratamiento superficial por plasma incrementa la exposicidon de NPs y en consecuencia,

su efecto antimicrobiano se ve favorecido.

Maés alld de la inhibicion de crecimiento antimicrobiano que producen este tipo de
nanomateriales y el incremento de su efecto bactericida por efecto del plasma, se encuentran
todos los procesos celulares involucrados en la interaccion de bacterias patdgenas y NPs
metalicas, que permitan comprender como se lleva a cabo el mecanismo de actividad
antimicrobiana y su extrapolacion en el efecto bactericida de nanocompuestos poliméricos.
De acuerdo a lo anterior, el conocer los fenémenos involucrados en el proceso antimicrobiano
permitird analizar los posibles efectos toxicos de nanomateriales al contacto con células

humanas o el medio ambiente.

El presente trabajo propone el estudio de los principales procesos de interaccion celular
de bacterias patogenas con nanocompuestos poliméricos formulados con nanoparticulas de
plata (NAg) y de cobre (nCu) en una matriz de polipropileno a partir del mezclado en fundido
asistido con ultrasonido y su erosién superficial mediante plasma de argén. El estudio

comprende el analisis antimicrobiano de las NPs previo a su incorporacion al polimero, la
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preparacion de los nanocompuestos en diferentes concentraciones, el efecto del plasma sobre
su activacion superficial y la evaluacion antimicrobiana de los nanocompuestos sometidos a
tratamiento. Finalmente, se aborda el disefio de una estrategia para el estudio de las
interacciones entre bacterias y NPs en funcion del dafio a la estructura celular, al material
genético y a proteinas totales, con el objetivo de determinar el mecanismo antimicrobiano de

las NPs metalicas y su efecto en la formulacion de nanocompuestos poliméricos.
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3. ANTECEDENTES

3.1.Nanoparticulas Metélicas

El término nanoparticulas (NPs) denomina a particulas en donde por lo menos una de sus
dimensiones se encuentra entre 1 y 100 nanometros®. Recientemente, su sintesis y
caracterizacion ha sido de gran interés cientifico e industrial puesto que se caracterizan por
el aumento exponencial de su area en comparacion con su volumen, lo que repercute en la
mejora de sus propiedades mecanicas, térmicas, Opticas y eléctricas, entre otras, en
comparacion con materiales micrométricos. En particular, la introduccion de cargas
nanomeétricas en matrices poliméricas ha propiciado el perfeccionamiento de los materiales
dado a que las propiedades de las particulas se transfieren al polimero, mejorando de forma
considerable sus caracteristicas fisico-quimicas!®?°. Existe una gran variedad de NPs dentro
de las cuales destacan los nanotubos de carbono, nanofibras, nanoarcillas, nanoalambres,
entre otros; ademas de NPs metélicas tales como plata, oro, cobre, titanio, zinc, y sus éxidos
metélicos correspondientes en escala nanométrica, en donde sus caracteristicas particulares

dependen principalmente de su tamafio, forma, geometria y superficie?.

Aunado al interés en sus caracteristicas fisico-quimicas, en el caso particular de las NPs
metalicas tales como plata y cobre, se ha reportado que tienen la capacidad de inhibir el
crecimiento de microorganismos patégenos, produciendo un efecto biocida??2324% De
acuerdo a lo anterior, la capacidad antimicrobiana de NPs metalicas sobre patégenos como
bacterias, virus y hongos los convierte en potenciales antimicrobianos, por lo que
recientemente han sido considerados como la nueva generacion de agentes

antimicrobianos?®.
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3.1.1. Nanoparticulas de Plata (nAg)

El uso de la plata como agente preventivo para la propagacion de infecciones no es reciente,
puesto que existen reportes que mencionan su uso para la potabilizacion del agua y el
tratamiento de quemaduras y ulceraciones en civilizaciones antiguas 2°. Actualmente se ha
determinado que la plata a escala nanométrica tiene la capacidad de interactuar con
microorganismos ya que su amplia area de superficie favorece la adhesion y el contacto
directo con patégenos produciendo alteraciones irreversibles, lo que da como resultado la

inhibicion de su crecimiento y su lisis'°.

3.1.1.1. Sintesis de nAg

Los métodos para la sintesis de nAg se basan principalmente en la reduccion quimica de una
sal de plata (AgNOs3) en presencia de un agente reductor (NaBHa4 o etilenglicol) y un
estabilizante (PVP). En este caso, el método de reduccion quimica resulta uno de los procesos
mas viables para la sintesis de nAg ya que dentro de las ventajas que posee se encuentra un
control adecuado del tamafio de particula, un rendimiento superior al 70 %, evita la
aglomeracion de las NPs por la presencia del agente estabilizante y bajo costo de
preparacion®’. La reaccion quimica general del proceso de sintesis de nAg se muestra a

continuacién?®:

Ag* + BH; +3H,0 —» Ag°+ B(0OH); +3.5H,

Otros de los procesos reportados para la sintesis de nAg son el método del poliol®,
radioliticos®, sonoquimicos®! y otras rutas alternativas como el uso de sustratos organicos®?,

microorganismos®3, microondas®, entre otros.
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3.1.1.2. Estructura de nAg

Las nAg presentan una estructura cristalina que se caracteriza por cuatro picos localizados
en los angulos 38.00, 44.42, 64.21 'y 77.48 de 26 y que corresponden a los planos cristalinos
(111), (200), (220) y (311) respectivamente, los cuales son caracteristicos de una estructura
cUbica centrada en las caras (FCC). El patron de difraccion caracteristico de las nAg se

presenta en la Figura 3.1.

La morfologia de las nAg se encuentra directamente relacionada con el método de obtencion.
Generalmente, el método de reduccion quimica, la relacién molar entre el agente reductor y
la sal de plata juegan un papel importante, ya que define la estructura final de las NPs. Sun'y
col.®® mencionan que la sintesis de nAg a partir de AgNO3 con diferentes concentraciones de

etilenglicol y PVP, varia dependiendo de la concentracion molar del agente estabilizador.

{111}

s {110}

: (200)
2
@ (220)
(]
=

30 40 50 60 70

26 (deg)

Figura 3.1. Patron de difraccién de rayos-X que demuestra la estructura FCC caracteristica
de las nAg®.
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3.1.1.3. Propiedades Fisico-Quimicas de nAg

Algunas de las propiedades méas importantes que presentan las nAg son la conductividad
térmica®, su alta resistencia a la oxidacion®’ y alta capacidad catalitica puesto que interfiere
de manera positiva en procesos de reduccion®. En particular, la propiedad mas importante

de las nAg es su capacidad antibacteriana y antifungica.

3.1.1.4. Propiedades Opticas de nAg

Una de las caracteristicas mas importantes de las NPs metalicas es su capacidad de absorber
la luz ultravioleta. Al emitir radiacion UV sobre la superficie de las NPs se produce una
oscilacién colectiva de electrones, lo cual se denomina resonancia de plasmén (SPR) y se
produce por la excitacion de los electrones de la superficie del metal. Esta oscilacion es
caracteristica de cada particula y varia de acuerdo al tamafio y la morfologia de las NPs,
produciendo la absorcion UV a una longitud de onda especifica®®. Tanto la plata elemental
(Ag®) como en su estado ionizado (Ag®) tienen la peculiaridad de absorber la luz UV a
diferentes longitudes de onda. Las nAg presentan un pico maximo de absorcién UV alrededor
de los 400 nm, mientras que la plata idnica presenta un pico maximo de absorcion entre los
250 y 300 nm.

3.1.1.5. Actividad Antimicrobiana de nAg

A pesar de que ya se conocia el efecto antimicrobiano de las sales de plata desde la antigiiedad
y los efectos toxicoldgicos de la plata en su estado ionizado, el estudio de la actividad
antimicrobiana de la plata nanométrica es reciente (Tabla 3.1). Diversos autores mencionan
que las nAg tienen la capacidad de inhibir el crecimiento de microorganismos patdgenos tales
como bacterias y hongos, ya que debido a su tamafio se incrementa de forma exponencial su
interaccion con la superficie de microorganismos, produciendo alteraciones importantes en
su morfologia y funcionamiento celular, dando como resultado su muerte en un tiempo corto

de interaccion®.
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Tabla 3.1. Actividad antimicrobiana de nAg.

Morfologia Tamafo Microorganismos Analisis/Resultados Referencia
Esférica 39 nm Evaluacion en medio liquido y en Pal. y col
Triangular E. coli placa. La morfologia es determinante A
133 nm . g, - 2007
Alambres en la interaccion con bacterias.
Siembra en placa Sondi y
Esférica 12 nm E. coli 50-60 pg/mL inhiben el 100 % del Salopek-
crecimiento. Sondi, 20048
Siembra en placa
E. coli CMI Kimy col
Esférica 12 nm S. aureus Levadura 0.3102 pg/mL 200740 '
Levaduras E. coli 0.1551 pg/mL
S. aureus 1.551 pg/mL
Didmetro de inhibicion por difusion
E. coli CMICMB Rupareli
- uparelia'y
Esférica 3 nm > aureus E. coli 40/60 pg/mL col. 20087
' S. aureus 120/160 pg/mL
B. subtilis 40/60 ug/mL
Evaluacion por micro dilucién y
E coli cuenta en placa
Esférica 25nm S. aureus CMI Panacek 2/2
P. aeruginosa S. aureus 6.75 pg/mL col. 2006
E. coli 27.0 pg/mL
P aeruginosa 27.0 pg/mL
Diametro de inhibicion por difusion Chitray
Esférica 60-110 nm E. coli en agar Annadurai,
Méxima inhibicion en 50 pg/mL 2014%
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3.1.1.6. Toxicidad de nAg

El uso de NPs y su incorporacion en articulos de uso diario cada dia es mas cotidiano, ya que
las podemos encontrar dentro de prendas textiles, contenedores de alimentos,
antitranspirantes, entre otros. Esto ha sido un punto de debate a nivel cientifico y tecnoldgico
puesto que es poco lo que se conoce de sus posibles efectos adversos o toxicos al poner en
contacto directo nAg con el cuerpo humano. Hasta el momento se sabe que los iones de plata
tienen la capacidad de interactuar con la superficie de los microorganismos formando
complejos que producen la ruptura de la pared celular bacteriana, pero no se conocen los

posibles efectos tdxicos de la ingesta o penetracion de NPs en células humanas.

Para determinar los efectos toxicos de la presencia de nAg se han realizado diversos estudios.
Asharani y col.* reportaron el efecto del deterioro de fibroblastos de pulmén y de células
tumorales del sistema nervioso central al introducir diferentes cantidades de nAg, en donde
se encontré una dependencia directa entre la concentracion de NPs y la sobrevivencia de los
mismos. Aunado a esto, encontraron que las NPs se pueden albergar en sitios especificos de
las células humanas, en donde se efectud el estudio comparativo entre iones y NPs, siendo
las NPs las que desarrollaron efectos toxicos superiores en comparacion con la misma
concentracion de iones dentro de las células. Cabe resaltar que el efecto citotoxico de las NPs
esta directamente relacionado con el tamafio de particula**-¢, puesto que a menor tamafio de
particula se incrementa su penetracion al interior de la célula e interfiere con procesos

celulares, alterando su funcionamiento y en consecuencia el dafio irreversible.

De acuerdo a lo anterior, es importante conocer cdmo se llevan a cabos los procesos de
interaccién entre NPs y microorganismos, con el objetivo de conocer su mecanismo de accion
y asi poder controlar la exposicion ambiental de las particulas y sus posibles efectos toxicos

en el medio ambiente y en la salud.
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3.1.1.7. Aplicaciones de nAg

Existe un gran namero de aplicaciones de las nAg, principalmente relacionadas con sus
caracteristicas antimicrobianas. Dentro de sus aplicaciones mas importantes destacan la
incorporacion de particulas en sustratos textiles para la fabricacion de vestimenta de uso
hospitalario y prendas de vestir. Otra de sus aplicaciones mas importantes es su incorporacion
en matrices poliméricas para la fabricacion de recipientes antimicrobianos y la conservacion

de alimentos, la fabricacion de recubrimientos antimicrobianos, entro otros.

El &rea de mayor interés para el uso y aplicacion de nAg es la relacionada con la salud vy el
cuidado humano. Dentro de las aplicaciones mas prometedoras se encuentran la
incorporacion de nAg en filtros del aire y de agua que tengan la capacidad de disminuir la
carga bacteriana en el medio ambiente, ademas de su incorporacion en polimeros de uso
biomédico que funcionen como dispositivos capaces de evitar y prevenir el crecimiento de
patdgenos. Una de las aplicaciones de mayor interés es su uso como agentes antimicrobianos
en recubrimientos, instrumentacién quirdrgica, y equipo hospitalario, ya que actualmente las
instalaciones hospitalarias se consideran como un foco de infeccion importante para la

propagacion y contagio de microorganismos patdgenos*’8,

3.1.2. Nanoparticulas de Cobre (nCu)

Las nCu recientemente han atraido el interés cientifico e industrial puesto que presentan
importantes propiedades fisico-quimicas similares a las nAg, con la ventaja de que su costo
es mucho menor. Esta caracteristica ha permitido que actualmente se produzca una cantidad
importante de NPs a nivel industrial y que sean consideradas para su incorporacion en
materiales poliméricos. Ademas de poseer importantes propiedades teérmicas, Opticas,
eléctricas, entre otras, tienen la capacidad de fungir como agentes antimicrobianos, puesto
que inhiben el crecimiento de microorganismos patdgenos??, ademas de presentar un alto
potencial quimico, que permite la liberacion de electrones de su superficie y que se puedan
adherir a la pared celular bacteriana, ocasionando dafios irreversibles en la morfologia

celular®®,
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3.1.2.1. Sintesis de nCu

El método mas reportado de sintesis de nCu es a partir de la reduccién quimica de una sal de
cobre en presencia de un catalizador, el cual se basa en la reduccion de los iones metalicos
por la induccién de un catalizador en un medio liquido®. Algunos de los precursores mas
empleados para que se lleve a cabo este proceso son el sulfato de cobre (CuSQs) y el acetato
de cobre (Cu (CHsCOOQ).), mientras que los catalizadores comUnmente utilizados son la
hidrazina (N2Ha4) y el borohidruro de sodio (NaBHa). En la mayoria de los casos, dada la
capacidad de oxidacion del cobre se recomienda el uso de un agente estabilizante, que por lo
general es la polivinilpirrolidona (PVP). Una de las caracteristicas mas importantes del cobre
es que poseen un bajo potencial redox de Cu®/Cu?*, por lo que tienden a fungir tanto como
electrodonador como electroaceptor, lo que facilita la produccion de nCu y en consecuencia
no se requiere un control exhaustivo de parametros tales como temperatura, presion, y pH®-.
La reaccidn general del proceso de reduccion de un metal se esquematiza de acuerdo con la

siguiente ecuacion:

mOx™t + Red - mOx° + Red™*

Para que ocurra el proceso de reduccion se requiere que el potencial redox del metal sea mas

negativo que el potencial de oxidacion.

Bajo este concepto, la morfologia que se puede obtener de las nCu es por lo general esférica,
aungue diversos autores han reportado que dependiendo de las condiciones de sintesis y la
relacién estequiométrica de sus reactivos se pueden obtener formas irregulares, cubicas,
triangulares, hexagonales, tetrahédricas e incluso alambres, con un diametro promedio de
particula de entre 5 y 10 nm®2. Otros procesos que involucran la sintesis de nCu son la
reduccion térmica y reduccion sonoquimica®, el uso de polioles??, y procesos de

microemulsion®®.
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3.1.2.2. Estructura de nCu

La estructura que comunmente presentan las nCu es cubica centrada en las caras. Mediante
difraccién de rayos-X se encuentran tres picos principales localizados en los angulos 43.60,
50.70 y 74.60 de 26, que corresponden a los planos cristalinos (111), (200) y (220), de

acuerdo con lo presentado en la Figura 3.2.

3.1.2.3. Propiedades Fisico-Quimicas de nCu

Dentro de las propiedades mas destacadas que presentan las nCu se encuentran su alta
conduccion de calor®®, su conductividad eléctrica®®, ademas de presentar efecto catalitico
significativo en las reacciones de acoplamiento de haluros de arilo (reaccion de Ullmann)®’
ya que las nCu tienen la capacidad de desprender sus electrones con facilidad, lo que induce

a reacciones de oxidacion y acoplamiento.

(a) JCPDS 85-1326
Cu(111)
=
172
[ =
Q
=
Cu (200)
Cu (220)
Cu,0 (111) Cu,0 (220) ﬂ
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Figura 3.2. Patron de difraccion de rayos-X que demuestra la FCC caracteristica de las

nCu®®,
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3.1.2.4. Propiedades Opticas de nCu

Al igual que las NPs metalicas de oro y plata, las nCu también presentan la capacidad de
excitacion electronica en la interaccion con la luz UV, en donde se presenta un pico méaximo
de absorcion entre 550 y 650 nm, el cual varia dependiendo de su estado parcial de oxidacion,
de la morfologia de las NPs y de la presencia de recubrimientos organicos sobre su

superficie®.

3.1.2.5. Actividad Antimicrobiana de nCu

Se ha reportado que las nCu y sus 6xidos (CuO y Cu»0) presentan la capacidad de inhibir el
crecimiento de microorganismos, por lo cual han sido considerados como agentes
antimicrobianos potenciales®. Una de las principales caracteristicas de las nCu es que
presentan alta actividad antimicrobiana y que la liberacion de sus iones se efectlia a largo
plazo, por lo que el efecto permanece constante en comparacion con agentes antimicrobianos
convencionales. Estas caracteristicas pueden ser transferidas al incorporar las NPs en una
matriz polimérica, y por lo tanto, adquirir el efecto bactericida deseado. En la Tabla 3.2 se

presentan los reportes mas relevantes de actividad antimicrobiana de nCu.
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Tabla 3.2. Actividad antimicrobiana de nCu.

Nanoparticula Tamafio Microorganismo Analisis/Resultados Referencia
Evaluacién en medio liquido
S. aureus CMB Ren y col
CuyCuO 25-90 nm E. coli S. aureus 2500 pg/mL 200865 '
P. aeruginosa E. coli 250 pg/mL
P. aeruginosa 5000 pg/mL
Determinacion de actividad a partir
de didmetro de inhibicion por
E.coli difusion en agar. Rupareliay
Cuy CuO 9nm S. aureus CMI/CMB col. 200722
B.subtilis E. coli 140/160 pg/mL '
S. aureus 140/160 pg/mL
B. subtilis 20/40 pg/mL
Evaluacion de actividad
antibacteriana en liquido y cuenta .
Cu 12 nm E. coli en placa. Ra;gﬁ')g)l'
60 pg/mL inhibe el 100 % del
crecimiento bacteriano.
E coli Viabilidad celular después de 2 _
Cu 5nm S, aureus horas de_ co_ntacto con NPs. Bogdanovic
e 32 pg/mL inhiben el 99.9 % del y col. 201483
C. albicans g X
crecimiento bacteriano.
Determinacion de actividad en
S, aureus medio liquido y cuenta en placa Betapcourt—
Cu 4-8 nm p aéruginosa CMB Galindo y
' S. aureus 1600 pg/mL col. 20145

P. aeruginosa 800 pg/mL
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3.1.2.6. Toxicidad de nCu

Los posibles efectos nocivos para la salud por la presencia o el contacto con nCu es uno de
los tépicos que actualmente han sido abordados por parte de la comunidad cientifica y el
gobierno federal. Para ello, se ha desarrollado el estudio de la nanotoxicologia, que involucra
el analisis de la interaccion de nanomateriales con el cuerpo humano y sus posibles efectos
nocivos. Estudios recientes demuestran que las NPs se introducen dentro del cuerpo humano
principalmente por el tracto respiratorio y el tracto gastrointestinal, ademés de que
actualmente se ha detectado la presencia de NPs en agua, alimentos, cosméticos, farmacos,

entre otros®®.

De acuerdo a lo anterior, al igual que otros nanomateriales, las nCu también son objeto de
estudio, ya que pueden dispersarse en el medio ambiente e introducirse dentro del cuerpo
humano a través del contacto directo o mediante la interaccion con materiales formulados
con cargas nanométricas. En el caso particular del cobre, es comUn tener trazas metélicas en
bajas concentraciones dentro de nuestro organismo, ya que regulan el proceso de
homeostasis. Cuando se sobrepasan estos niveles, altas concentraciones de cobre pueden
ocasionar efectos toxicos importantes, como ictericia, hemolisis y en casos severos, la muerte
del paciente. Chen y col.®® determinaron el efecto toxicoldgico de nCu y su comparacion con
iones de cobre y particulas de tamafio micrométrico en ratones, en donde obtuvieron la dosis
letal media (LDso). Encontraron que las NPs al igual que los iones de cobre presentan una
toxicidad moderada (nivel 3) y que las NPs se localizan principalmente dentro de drganos

tales como rifién, higado y bazo.

3.1.2.7. Aplicaciones de nCu

La capacidad de conduccion de las nCu influye en su aplicacion en el disefio de biosensores,
circuitos electrénicos y recientemente se ha explorado su uso en el disefio de tintas de
impresion con capacidad de conduccion eléctrica. Existen potenciales aplicaciones de las

nCu en el area de la medicina y el cuidado de la salud, ya que su incorporacion a matrices
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poliméricas permite el disefio de nanomateriales antimicrobianos de alto valor agregado

capaces de ser utilizados en ambientes altamente contaminados.
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3.2.Polipropileno (PP)

El polipropileno (PP) se define como un polimero termoplastico perteneciente al grupo de
las poliolefinas que se obtiene mediante la polimerizacion del propileno y que se caracteriza
por ser uno de los polimeros mas importantes a nivel mundial ya que presenta altas
propiedades fisico-mecanicas y estabilidad térmica en relacion a su bajo costo, por lo que es
considerado como uno de los candidatos ideales para su aplicacion en la industria automotriz,
alimentaria, en el area médica y en areas relacionadas con el cuidado de la salud®’. En la

Figura 3.3 se presenta la estructura general del PP.

3.2.1. Sintesis del PP

La sintesis del PP a nivel industrial, se lleva a cabo principalmente mediante la
polimerizacion por adicion a partir del uso de catalizadores de 6xidos metalicos, Ziegler-
Natta y metalocenos. El uso de un catalizador dentro del sistema de reaccion se considera
predeterminante en el control del peso molecular y el arreglo estructural final del polimero.
Para llevar a cabo la sintesis del PP isotactico (iPP) comUnmente se utilizan metalocenos, ya
qgue su geometria permite controlar con precision la regularidad estructural y el peso
molecular®® A nivel industrial, existen tres procesos importantes para llevar a cabo la sintesis

del iPP, los cuales varian dependiendo de las condiciones de reaccion.

i
{CH—CHE}
n

Figura 3.3. Estructura general del PP.
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El proceso en solucion se basa en la presencia de un disolvente a base de hidrocarburos
depositados en un reactor en el cual la temperatura es superior a la temperatura de fusion
(Tm) del polimero®®. Dado el alto gasto energético que presenta este proceso, actualmente es
considerado poco factible en cuanto a la relacion de costo/beneficio del producto final. Otro
proceso que es empleado para la sintesis de iPP es a partir del proceso en suspension, el cual
involucra la presencia de un hidrocarburo insoluble y que la temperatura del reactor sea
inferior a la Tm del producto final™. La variacion entre amos procesos radica en la presion
de trabajo, puesto que el proceso en suspension requiere un reactor con alta presion interna,
incrementando el rendimiento de reaccion del producto final y por lo tanto, el peso molecular.
Finalmente, el proceso en fase gas no requiere la presencia de solventes organicos,
unicamente de etileno. Actualmente es uno de los procesos mas empleados debido a que la
presencia de etileno facilita el control de la produccién de homopolimeros y copolimeros con

un rendimiento efectivo de reaccion’®.

3.2.2. Estructura del PP

El PP presenta la caracteristica de que sus grupos metilo (-CHs) presentes en su cadena
principal se pueden orientar, modificando las propiedades fisicas del polimero. Lo anterior
se conoce como tacticidad y de acuerdo con esta configuracion se presentan tres arreglos
diferentes: el polipropileno isotéctico (iPP) presenta la forma mas ordenada, ya que los
grupos metilo se encuentra localizados en un solo lado de la cadena principal; el
polipropileno sindiotactico, el cual se caracteriza por presentar de manera alternada los
grupos metilo en la cadena principal. Finalmente, existe una tercera configuracion
denominada polipropileno atactico, que presenta una configuracion al azar de sus grupos
metilos, convirtiéndose en la forma menos ordenada del polipropileno. Las diferentes

configuraciones que se presentan en el PP se muestran en la Figura 3.4.
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CHs CH; CH; CHj
Polipropileno isotactico W
(iPP)
CHy CH,
PP Sindiotictico )V‘\/M\
CH; CHg
CHy CHj CHg
PP Atiictico W
CHj

Figura 3.4. Diferentes arreglos estructurales del PP.

La morfologia del PP esta relacionada directamente con el peso molecular y la tacticidad del
polimero, los cuales en conjunto establecen su estructura cristalina, los parametros de celda
unitaria y su comportamiento a la cristalizacién. El iPP presenta regiones cristalinas y
amorfas, en donde la parte amorfa tiene la capacidad de cristalizar bajo la induccion de las
condiciones de procesamiento®’. El grado de cristalizacion y el tamafio de las esferulitas son
los encargados de determinar la temperatura de fusion, ademas de que el grado de

ordenamiento induce la formacion de estructuras polimdrficas.

Existen tres fases cristalinas del PP, las cuales se denominan o,  y v. La fase cristalina o o
también conocida como monoclinica es la forma mas estable del PP y presenta una
temperatura de fusion promedio de 160 °C, mientras que la fase menos estable, conocida
como la fase B o hexagonal presenta una temperatura de fusion de 145 °C2. En la Figura 3.5
se presenta el patron de difraccion WAXD caracteristico de la estructura a-monoclinica del
iPP.
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Figura 3.5. Difractograma WAXD de la fase a-monoclinica del iPP”3,

3.2.3. Propiedades del PP

A nivel industrial, el iPP es el polimero mas importante ya que su ordenamiento estructural
le confiere alta cristalinidad, lo cual se ve reflejado en el incremento de sus propiedades
fisico-mecanicas, de las cuales destacan su alta resistencia al impacto, baja densidad, alta

resistencia quimica y térmica, ademas de un bajo coeficiente de absorcion de humedad.

Las propiedades fisico-quimicas de PP estan determinadas por la tacticidad, la cristalinidad
y el peso molecular del polimero. De acuerdo a lo anterior, dentro de las propiedades mas
relevantes destacan el modulo de flexion en 1172 MPa, médulo de tension de 1032 MPa y
una resistencia al impacto de 0.5 Ib-ft/in>. En cuanto a sus propiedades térmicas, la
temperatura de fusion de equilibrio promedio se encuentra en 187 °C, presenta una
temperatura de transicion vitrea de -10 °C y una temperatura Vicat de entre 135-155 °C. Dada
su naturaleza quimica, el polipropileno se considera aislante, por lo que posee una

resistividad volumétrica de 105-107 Q-cm y una constante dieléctrica de 2.2-2.3 a 1 kHz"™.
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3.2.4. Aplicaciones del PP

Debido a que el polipropileno es considerado como uno de los polimeros mas utilizados a
nivel mundial, existe una gran cantidad de aplicaciones en las que se puede desarrollar.
Algunas de sus aplicaciones se encuentran relacionadas con la fabricacion de piezas
automotrices. Dentro de la industria alimenticia se puede encontrar su uso en recipientes,
contenedores y empaques de alimentos. En enseres domésticos lo podemos encontrar en

juguetes, muebles, articulos del hogar.

Una de las areas méas prometedoras para la aplicacion de este tipo de materiales se encuentra
dentro del campo de la medicina, salud y cuidado humano, principalmente en aplicaciones
relacionadas con la fabricacion de hilos de sutura, recipientes para sueros, contenedores de
aire, vestimenta médica, entre otros. En estudios recientes se ha demostrado que la
incorporacion de polipropileno en conjunto con otras resinas poliméricas da como resultado
la produccidn de polimeros biocompatibles capaces de interactuar directamente con el cuerpo
humano sin ocasionar dafio o toxicidad”. Otra de las areas prometedoras para la aplicacion
del polipropileno se encuentra enfocada a la fabricacion de instrumentacion y objetos de uso

biomédico capaces de soportar procesos de esterilizacion’®.
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3.3.Nanocompuestos Poliméricos

Un nanocompuesto polimérico se define como el compuesto conformado por dos 0 mas
materiales de naturaleza distinta, en donde existe una parte organica conformada por la matriz
polimérica y una parte inorgéanica, compuesta principalmente por cargas de tamafo
nanométrico. La incorporacion de cargas hanométricas en polimeros ha presentado un gran
interés cientifico y tecnologico puesto que la presencia de NPs incrementa de manera
significativa las propiedades del polimero, en particular sus caracteristicas fisico-
mecanicas’’""®, térmicas’®, eléctricas®® y dependiendo del tipo de nanoparticula, sus
propiedades antibacterianas/antifingicas®'®. Este fenémeno se debe a que la carga
nanométrica presenta un incremento exponencial de su area de contacto en comparacion a su
volumen, por lo que se maximiza su adhesion con la fase continua, lo cual se ve reflejado en

el aumento de sus caracteristicas finales.

A diferencia de un polimero formulado con cargas micrométricas, un nanocompuesto posee
varias ventajas, dentro de las cuales destacan su facilidad de procesamiento, su bajo
coeficiente de expansion térmica, su alta resistencia al hinchamiento y alta permeabilidad a
gases, la preservacion de sus caracteristicas intrinsecas y en el caso particular de
nanocompuestos con aplicaciones biomédicas su baja toxicidad; tomando en cuenta que el
porcentaje de carga afiadido es mucho menor en comparacion con la adicion de aditivos
comunes. Los requisitos fundamentales para la obtencién de nanocompuestos funcionales
son que las NPs presenten alto grado de dispersion dentro de la matriz polimérica y que se

favorezca la interaccion entre ambas fases.

3.3.1. Preparacion de Nanocompuestos Poliméricos

La interfase de un nanocompuesto polimérico es la clave para la obtencion de nanomateriales
funcionales con alto grado de dispersion. Para llegar a ello, existen diversos procesos de

preparacion de nanocompuestos, los cuales se mencionan a continuacion:
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3.3.1.1. Mezclado en Solucién

Mediante este proceso de preparacion, se requiere que el polimero se encuentre previamente
disuelto en un solvente afin, para posteriormente incorporar las NPs dispersadas. La
dispersion puede llevarse a cabo mediante el uso de ondas de ultrasonido, ya que favorece la
ruptura de aglomerados e incrementa la dispersion uniforme de las NPs dentro del polimero,
manteniendo su tamafio nanometrico. La desventaja de este proceso radica en la presencia de
solventes organicos, puesto que después de la dispersion de las NPs y su incorporacion al
polimero, se realiza la extraccion del solvente mediante calor, lo que puede producir la
degradacion del material ademéas de favorecer el fendmeno de re-aglomeracion de las

particulas®®.

3.3.1.2. Mezclado en Fundido

La preparacion de nanocompuestos mediante el mezclado en fundido se considera como uno
de los procesos mas sencillos de preparacion de nanocompuestos poliméricos. Para tal efecto,
se realiza la dispersion mecanica de las NPs dentro de un extrusor, en el entendido de que el
polimero se encuentra fundido, lo que asegura el mezclado homogéneo entre el polimero y
la carga nanométrica mediante esfuerzos de corte. Los esfuerzos de corte producidos por el
husillo evitan la formacion de aglomerados, por lo que este proceso se adapta con facilidad
de acuerdo con las necesidades industriales. Diversos autores han reportado la incorporacion
de cargas nanométricas en PP y su aplicacion dentro del area biomédica, en donde se han
obtenido nanocompuestos con alta dispersion y con un incremento significativo en el

comportamiento térmico del material®+®°,

3.3.1.3. Polimerizacion in situ

Mediante este proceso, la carga nanomeétrica es dispersada previamente en los monoémeros
de partida, para que al llevar a cabo la reaccion de polimerizacion, las NPs queden
dispersadas por movimiento mecénico y por lo tanto queden embebidas dentro del polimero.

Es un requisito indispensable en este proceso que la carga nanométrica contenga grupos
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funcionales en su superficie, que sean afines al polimero, con el objetivo principal de

incrementar la interaccion entre ambas fases®®.

3.3.2. Propiedades de Nanocompuestos Poliméricos

La incorporacion de NPs dentro de una matriz polimérica incrementa diversas propiedades
fisico-mecéanicas. Dentro de las propiedades mejoradas por la presencia de NPs se encuentra
lo reportado por Sumita y col.®®, en donde se demostré un incremento significativo en las
propiedades elésticas de nanocompuestos de polietileno con NPs de ¢6xido de silicio,
obteniendo una relacion directa del efecto con la concentracion de NPs dentro del sistema,
ademas de que el tamafio de particula juega un papel importante en el incremento de las
propiedades finales del material. Por otro lado, Tjong” demostré que la presencia de cargas
nanomeétricas tales como nanotubos de carbono y nanoarcillas incrementan las propiedades
mecénicas de los nanocompuestos formulados en funcion de su concentracion. De las
propiedades favorecidas por la presencia de NPs destacan el mddulo de Young o médulo de

elasticidad longitudinal y el incremento de la temperatura de cristalizacion.

Una de las caracteristicas de las NPs metélicas es que tienen la capacidad de almacenar y
retener el calor, las cuales son transferidas al polimero durante el procesamiento de
nanocompuestos. Este comportamiento se ve directamente reflejado en el incremento de las
temperaturas de transicion de los nanocompuestos (fusion/cristalizacion). Diversos autores
mencionan que la incorporacion de alrededor del 2 % de NPs dentro de una matriz incrementa
la temperatura de cristalizacion en un promedio de hasta 20 °C en comparacion con el
polimero sin carga, lo que representa un ahorro energético relevante a nivel industrial®’8,
Otra de las propiedades incrementadas por la presencia de NPs es la capacidad de conduccién
que adquiere el nanocompuesto, puesto que el polimero por si solo es aislante. Algunos
autores han reportado que la presencia de NPs metalicas incrementa la conductividad y de
los nanocompuestos en funcion de la concentracion de NPs dentro del sistema®. En el caso
de la presencia de nanotubos de carbono, se ha reportado que la incorporacion de entre 2 y 4

% p/p de carga en Nylon-6 incrementa las propiedades eléctricas de los nanocompuestos,
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obteniendo valores de conductividad localizados en el intervalo de los materiales

semiconductores®.

3.3.3. Nanocompuestos de PP/nAg

La preparacion de nanocompuestos poliméricos empleando nAg recientemente ha sido de
gran interés debido a la mejora considerable de la mayoria de las propiedades termo-
mecanicas del material, ademas del incremento en el efecto antimicrobiano. Dentro de las
areas de investigacion mas interesadas en el uso de estos nanomateriales es la industria textil,
ya que la contaminacion ambiental y la presencia de agentes patdgenos que pueden estar en
contacto con el cuerpo humano y, por lo tanto, ser susceptible a la adquisicion de
enfermedades infecciosas. En estudios realizados por Yeo y col.2> se menciona el efecto
antimicrobiano de nanocompuestos de PP/nAg preparados mediante mezclado en fundido y
su posterior preparacion en fibras textiles, en donde se demostrd que la presencia de NPs
inhibe el crecimiento bacteriano en funcién del tiempo de exposicién con las fibras
nanoestructuradas. Otros autores mencionan que la presencia de entre 1 y 5 % de nAg en el
polimero incrementa de forma significativa su capacidad bactericida al contacto con los
nanocompuestos, pero que el efecto antimicrobiano se encuentra directamente reflejado con

la dispersion de las NPs y la posible difusion de sus iones al exterior en un tiempo corto®-92,

El efecto antimicrobiano de los nanocompuestos formulados con nAg radica en la liberacion
de los iones de la superficie de las NPs y su difusidn al exterior a través del polimero. Para
ellos, diversos autores mencionan que el mecanismo antimicrobiano se produce por la
difusion iénica de las NPs en la parte no cristalina del polimero, puesto que la region amorfa

del material permite la interaccion de liquidos y la liberacion de los iones®.
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3.3.4. Nanocompuestos de PP/nCu

El actual interés de la formulacion de nanocompuestos a partir del uso de nCu radica
principalmente en la obtencidn de altas propiedades fisico-quimicas ademas del incremento
de sus caracteristicas antimicrobianas al interactuar con agentes patdgenos, con la ventaja de
que se puede obtener un producto antimicrobiano a bajo costo en comparacion con los
formulados con nAg. Aunado a esto, recientemente se ha demostrado que la presencia de
nCu en bajas concentraciones (menores a 0.1 % p/p) presentan un efecto antimicrobiano
superior comparado con el efecto obtenido en nanocompuestos con nAg!. Xia y col.%
demostraron que la presencia de diferentes concentraciones de nCu en polietileno incrementa
la temperatura de cristalizacion del polimero, favoreciendo el proceso de nucleacion
heterogénea. Ademas, se ha reportado que la incorporacion de mezclas de nCu y sus 6xidos
(Cu20 y CuO) presentan altas propiedades bactericidas, relacionadas con la concentracion
de particulas en el polimero, su dispersion uniforme y la capacidad de difusién de iones al

estar en contacto con microorganismos suspendidos en un medio liquido®® %,

3.3.5. Aplicaciones de Nanocompuestos Poliméricos

Dentro de las aplicaciones mas importantes de las nCu se pueden mencionar la incorporacion
de cargas nanométricas antimicrobianas para la fabricacién de dispositivos médicos,
empaque y envase de alimentos que retarden el proceso de descomposicion debido a la
presencia de microorganismos, material quirdrgico biocida y la fabricacion de
recubrimientos poliméricos con capacidad antimicrobiana. Otras aplicaciones van enfocadas

al disefio y fabricacion de dispositivos electronicos, sensores, circuitos, entre otros.
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3.4.Plasma
3.4.1. Generalidades

El plasma se define como un gas parcial o totalmente ionizado por efecto de la energia de
excitacion de sus atomos, por lo que actualmente es considerado como el cuarto estado de la
materia y se produce por el calentamiento de un gas hasta generar la colision de sus &tomos,
dando como resultado la formacion de especies ionicas altamente reactivas. Estas especies
son el resultado de procesos de ionizacion, fragmentacion y excitacion de iones positivos y
negativos, especies neutras, &omos meta estables y radicales libres®®. En la Figura 3.6 se

presenta el esquema representativo del plasma.

El plasma puede ser generado a partir de bajas temperaturas y altas temperaturas. Se
consideran plasmas de baja temperatura en donde la temperatura de excitacion de los &tomos
de un gas no supera 50 °C, mientras que los plasmas de alta temperatura superan los 500 °C.
Uno de los plasmas mas cominmente empleados a nivel cientifico e industrial es generado a
partir de radiofrecuencia, ya que se produce al introducir un gas dentro de una cdmara de
vacio y por efecto de la incidencia de energia de radiofrecuencia se produce la formacién de
especies reactivas del gas. La energia promedio del plasma de radiofrecuencia no supera los
50 eV, y es el resultado de la formacion de iones (10-30 eV), electrones (0-10 eV) y radiacién
UV (3-40 eV)*'.

Iones

Especies exitadas

Radicales R* i @ R’ s —-Radiacion UV
Electrones — u
PLASMA

Figura 3.6. Esquema representativo de los cuatro estados de agregacion de la materia y las

especies formadas en el plasma.
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Si se coloca un sustrato dentro de la cdmara de vacio (plastico, metal, entre otros) los iones
producidos del gas pueden incidir sobre su superficie, causando el desprendimiento o ruptura
de moléculas, dando como resultado un cambio en la superficie del material sin alterar sus
propiedades en masa. El bombardeo idnico esta determinado principalmente por la potencia
del plasma, el tipo de gas ionizado y la duracion del tratamiento. El tratamiento por plasma
para la modificacion de superficies se considera relevante puesto que se pueden obtener
propiedades de adhesion o cambio en la polaridad superficial®®, factor importante en los

procesos de impresion de tintas.

3.4.2. Modificacion de Superficies por Plasma

El objetivo principal de la modificacion de superficies mediante el uso de plasma de
radiofrecuencia es el cambio en la quimica de la superficie de un sustrato sin alterar sus
caracteristicas en masa. Esta modificacién no debe de ser mayor a 100 nanémetros de
profundidad y dentro de las ventajas mas importantes de este proceso se encuentra la mejora
de la biocompatibilidad de sustratos con el cuerpo humano (en particular con dispositivos
médicos), cambio en polaridad (hidrofébico/hidrofilico), cambio en el indice de refraccion,

dureza y el cambio en la inercia quimica en la superficie del material®®.

El proceso de modificacién superficial mediante plasma en el caso de materiales poliméricos,
se atribuye a la insercion de especies quimicas o entrecruzamiento generado a partir de la
ruptura de cadenas en la superficie por el bombardeo i6nico. Dentro de los gases mas
empleados para este proceso se encuentran el oxigeno (Oz), nitrégeno (N2) hidrégeno (H>),
amoniaco (NHz) y bidxido de carbono (CO2); ademas del uso de gases nobles tales como el
helio (He) y el argén (Ar). Los gases inertes se utilizan principalmente para procesos de
limpieza, erosién y devastado de superficies, ya que producen especies meta estables de alta
energia y radiacion UV (alrededor de 11.5 eV) capaces de modificar la superficie!®. Bajo
estas condiciones, es posible que el proceso de erosion superficial al bombardear un sustrato
polimérico produzca especies reactivas y productos volatiles de degradacién por la ruptura

de cadenas, capaces de removerse por efecto del vacio presente en el sistema de reaccion.
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Las especies activas formadas en la superficie sometida a tratamiento son susceptibles al
contacto con el medio ambiente, en donde se produce la insercién de atomos de oxigeno,

principalmente®,

Una manera de cuantificar el grado de erosion producido por efecto del tratamiento con
plasma es mediante la cuantificacion de su rugosidad superficial (Ra) y la media cuadratica
superficial (RMS), ya que permite cuantificar la profundidad de erosién promedio de un area
de andlisis. Amanatides y col.1® demostraron que al someter peliculas de polietilentereftalato
(PET) a un plasma de He/O., se incrementa de manera significativa la rugosidad del material

y por lo tanto se mejoran sus propiedades de adherencia, en funcion del tiempo de exposicion.

3.4.3. Mecanismo de Erosion del iPP

En estudios realizados por France y col.? se propone que el mecanismo de erosion superficial
del iPP producido por la incidencia de argon se lleva a cabo cuando los iones producen
rupturas en cadenas poliméricas superficiales, generando especies ionicas en la superficie
capaces de entrecruzarse o degradarse. Este proceso se efectla en primera instancia a partir
del ataque al carbono terciario de la cadena principal del polimero, el cual desprende el
hidrégeno correspondiente y, por lo tanto, se produce la ruptura de la cadena. En una segunda
etapa, los iones Ar presentes en el sistema de reaccion atacan al metileno colgante de la
cadena principal, formando radicales libres, que pueden ser adheridos a la superficie
favoreciendo las reacciones de entrecruzamiento o la posible degradacion del material. De
acuerdo a lo anterior, es posible que el mecanismo de erosion del iPP se efectle por la ruptura
de cadenas superficiales y por las posibles reacciones de entrecruzamiento o degradacion del
polimero sometido a tratamiento, y que el grado de erosion este directamente relacionado
con las condiciones de tratamiento (potencia, pureza del gas, tiempo de exposicion, entre

otros)®.
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En el caso particular de nanocompuestos poliméricos, el tratamiento superficial por plasma
resulta en una herramienta atractiva para incrementar la funcionalidad de la superficie sin
repercutir en cambios de sus propiedades en masa. Esta funcionalidad se encuentra
directamente relacionada con la exposicion de las nanoparticulas, el cambio en la
funcionalidad quimica en la superficie y en consecuencia, el incremento de la rugosidad del
material, propiciando las condiciones adecuadas para el incremento del efecto

antimicrobiano de nanocompuestos poliméricos formulados con NPs metélicas.

3.4.4. Aplicaciones del Plasma

Dentro de las aplicaciones mas relevantes del plasma de radiofrecuencia se encuentran el
disefio de circuitos miniaturizados, deposicion o modificacion de celdas solares,
modificacion superficial de empaques de alimentos, adhesion de metales y adhesion de tintas
en matrices poliméricas, procesos de esterilizacion, entre otros. Dentro de las aplicaciones
mas prometedoras se encuentra la modificacion superficial de nanocompuestos para
incrementar sus propiedades de superficie y la biocompatibilidad con el organismo, el uso y

disefio de dispositivos biomédicos, entre otros®.
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3.5.Mecanismo Antibacteriano de NPs Metalicas

3.5.1. Mecanismo de Interaccion entre Bacterias y NPs Metélicas

A pesar de que recientemente se han desarrollado diferentes metodologias para la evaluacion
antimicrobiana de NPs y su interaccion con microorganismos®®, es importante considerar
todos los procesos celulares involucrados con el fin de comprender sus posibles efectos
toxicos al interactuar con organismos vivos, por lo que el estudio de toxicidad de
nanomateriales representa un importante aporte cientifico en el analisis microbiolégico y el

disefio de materiales antimicrobianos funcionales.

A pesar de que en la literatura se han mencionado los posibles mecanismos antimicrobianos
de NPs metélicas al interactuar con bacterias, éste ain no es completamente entendido. Para
tal efecto, se han implementado una serie de metodologias que permitan identificar el efecto
antibacteriano de NPs sobre E. coli. Sondi y Salopeck-Sondi® reportaron que el efecto
antimicrobiano de nAg se encuentra directamente relacionado con la concentracion de NPs
y que la presencia de las mismas produce la formacién de fosas en la membrana celular de
bacterias Gram (-), por lo que se producen dafios irreversibles en la permeabilidad de la
membrana y en consecuencia la muerte celular. Apoyando esta teoria, Li y col.®* mencionan
que la interaccién de nAg con E. coli produce cambios en la membrana celular, evaluados
mediante la deteccion de proteinas y azUcares reductores liberados, producto de la alteracion

de la permeabilidad de la célula, y en consecuencia, la inhibicién de crecimiento bacteriano.

El cambio en la permeabilidad bacteriana y la ruptura de la membrana pueden favorecer la
penetracion de las NPs y su posterior interaccion con biomoléculas y componentes
intracelulares. Morones y col.1%? proponen que una vez que cambia la permeabilidad
bacteriana, las nAg de entre 1 y 10 nm pueden introducirse en las bacterias, y posteriormente
reaccionar con grupos tioles de proteinas y con grupos fosfato provenientes de los acidos
nucleicos, lo que induce un dafio significativo en las bacterias. Estudios recientes han

demostrado que las NPs metélicas ademas de causar dafios estructurales en la membrana

42



e MC. Beatriz Liliana Espafia Sanchez

Tesis Doctoral

celular, pueden interactuar con el material genético de los microorganismos y ocasionar
dafios irreversibles en el proceso de replicacion. Pramanik y col.1® determinaron que
nanoparticulas de ioduro de cobre (Cul) con un didmetro promedio de 8 nm tienen la
capacidad de inhibir por completo el crecimiento de E. coli y B. subtilis a partir del dafio a
su membrana celular y la posterior formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) que

provocan el dafio al material genético de los microorganismos.

La mayoria de los autores coinciden en que el proceso antimicrobiano se efectla a partir de
la presencia de iones en la superficie de las nanoparticulas y que en conjunto, se llevan a cabo
interacciones electrostaticas con la pared bacteriana produciendo su adhesion y liberando
iones, creando microambientes capaces de alterar la membrana celular y de formar especies
ROS que induzcan estrés oxidativo. El efecto antibacteriano es la sumatoria de diferentes
factores, dentro de los cuales destacan la naturaleza quimica de las NPs, su morfologia, el
proceso de liberacion de iones en su superficie y las diferencias en la estructura celular

bacteriana, dependientes de cada microorganismo.

3.5.1.1. Tamafnoy Forma de las NPs

El efecto antimicrobiano de NPs se encuentra directamente relacionado con su tamafio y
forma, puesto que el incremento exponencial del area en relacion a su volumen proporciona
una mayor area de interaccion con microorganismos, inhibiendo su crecimiento en funcién
de la concentracién. Algunos autores mencionan que la actividad antimicrobiana de NPs
metalicas depende de la composicion de la particula, su modificacién superficial, sus
propiedades intrinsecas y su reactividad superficial, ya que la capacidad de desprender iones
de su superficie incrementa su efecto toxicoldgico al contacto con microorganismos. Otro
factor predeterminante es la aglomeracion de las NPs, puesto que en un ambiente liquido las
particulas tienden a aglomerarse, por lo que el disefio de recubrimientos o funcionalidades
en la superficie de las NPs va enfocado a evitar la aglomeracion y, por lo tanto, incrementar

el efecto bactericida al contacto con patogenos®.
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En cuanto a la morfologia de las NPs, Pal y col.** mencionan que las nAg en forma triangular
presentan mayor eficacia antimicrobiana en comparacion con particulas esféricas o alambres.
En este caso la variacion en la morfologia de las NPs repercute en el &rea de contacto entre

particula/microorganismo, dando como resultado variaciones en el efecto antimicrobiano.

3.5.1.2. Liberacién de lones de la Superficie de las NPs

El proceso de liberacion de iones considera la presencia de cationes en la superficie de las
NPs vy la liberacion de sus iones metélicos en solucion, que al interaccionar con la superficie
bacteriana con carga negativa debida a la presencia de lipidos y proteinas®, ocasionan la
formacion de complejos capaces de producir dafios irreversibles en la estructura

bacterianal®.

La liberacion de iones en la superficie de NPs metalicas esta determinada por su reactividad,
por lo que las NPs que son capaces de liberar iones de su superficie se consideran altamente
toxicas, ya que ademas de adherirse a la pared celular, sus iones penetran en la célula
interfiriendo en procesos celulares vitales para el funcionamiento celular. La toxicidad de los
iones localizados en la superficie de las NPs depende principalmente de la naturaleza toxica
de los metales. Bajo este criterio, las NPs adheridas en la membrana pueden producir dafios
a nivel local, y liberar iones que produzcan especies ROS que dafien por completo la

estructura y el funcionamiento celular? 1%,
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3.5.1.3. Diferencias Estructurales en la Pared celular de

Bacterias

La pared bacteriana esta disefiada para mantener la estructura de la célula, ademas de conferir
resistencia, rigidez estructural y proteccién contra posibles dafios mecanicos o ruptura
osmotica que comprometan la viabilidad celular'®’. Existen diferencias significativas en la
composicion de la pared celular entre bacterias Gram (+) y Gram (-). Bajo este concepto, las
bacterias Gram (+) como S. aureus, poseen una pared celular de un espesor promedio de 80
nm compuesta principalmente por peptidoglicano, el cual confiere rigidez estructural a la
bacteria. Por otro lado, la pared celular de bacterias Gram (-) como es el caso de P.
aeruginosa y E. coli, constan de una capa muy delgada de peptidoglicano dentro del espacio
peripldsmico, de aproximadamente 20 nm, ademéas de una membrana externa compuesta
principalmente por lipidos, proteinas y lipopolisacaridos (LPS), los cuales se encargan de
incrementar la carga negativa de la membrana celular. Las diferencias en la composicién de

la pared celular de bacterias Gram (+) y Gram (-) se presentan en la Figura 3.7.
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Figura 3.7. Diferencias estructurales en la composicion de a) bacterias Gram (+) y b)
bacterias Gram (-)1%,
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Las diferencias en la composicion de la pared celular de microorganismos han dado como
resultado variaciones en el efecto antimicrobiano al estar en contacto con diferentes tipos de
NPs metalicas. Maneerung y col.*’ demostraron que la actividad antimicrobiana de nAg es
menor en E. coli en comparacion con S. aureus, en donde se menciona que la composicion
de las bacterias Gram (-) proporciona proteccion al interactuar con las NPs. Caso contrario
ocurre en lo observado por Nair y col.1®, en donde las bacterias Gram (+) S. aureus al
contacto con NPs de 6xido de zinc (ZnO) son menos susceptibles, por la proteccion que
confiere el peptidoglicano en la pared bacteriana. En ambos casos se llega a la conclusion de
que tanto las bacterias Gram (+) como las Gram (-), la permeabilidad se ve alterada por la

ROS provenientes de la interaccion de NPs con la superficie de los microorganismos.

3.5.2. Mecanismo de Accidon de NPs Metalicas sobre Bacterias

En la literatura se describe que la presencia de NPs metélicas dentro de bacterias produce
dafios significativos en la pared celular, ademas de la alteracién de sus procesos celulares
vitales, dando como resultado la inhibicion del crecimiento microbiano. De acuerdo a lo
anterior, a continuacion se describen las principales afectaciones en biomoléculas especificas

producidas por la interaccion con NPs.

3.5.2.1. Alteraciones en la Membrana Celular

A pesar de que la membrana celular bacteriana es un sistema complejo conformado por una
bicapa lipidica, proteinas y polisacaridos, es evidente que la presencia de NPs y su interaccion
con microorganismos ocasiona alteraciones significativas en la membrana celular. Diversos
autores mencionan que existe una evidencia directa de que a interaccion entre NPs y la
membrana celular es necesaria para que se produzca inactivacion o dafio celulart!®. Este
proceso se lleva a cabo debido a la combinacién de interacciones fisico-quimicas de las NPs
con la estructura de la pared celular, dando como resultado la presencia de radicales libres
capaces de reaccionar con la superficie lipidica de la membrana. Aunado a esto, la presencia

de NPs produce la formacion de ROS, por lo que se produce estrés oxidativo en la superficie,
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dando como resultado afectaciones en la estructura celular que promueven la ruptura

membranalll,

Con el fin de determinar el dafio en la estructura celular por la alteracién de membrana, se ha
reportado el uso de fluorocromos como herramienta de marcaje celular, los cuales permiten
la diferenciacion estructural a partir del cambio de color en las células, detectado mediante
microscopia de fluorescencia. Norman y col.''? reportan que la presencia de nano alambres
de oro y su interaccion con P. aeruginosa producen dafio, ocasionado por la adhesion de las
NPs sobre la superficie bacteriana, monitoreado a partir de la cuantificacion de la viabilidad

celular.

3.5.2.2. Danoen ADN

La ruptura de la membrana celular y la penetracion de NPs metalicas dentro de las bacterias
ocasionan su interaccion con componentes intracelulares, siendo el material genético el mas
afectado, debido a que la presencia de NPs y sus iones liberados pueden promover su
interaccion con los grupos fosfatos presentes en la cadena helicoidal. Hatchett y col.!*3
reportan que la interaccion de iones Ag* con el material genético ocasiona la formacién de
complejos que alteran el proceso de replicacién y, por lo tanto, promueven la inhibicién de

crecimiento bacteriano.
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Figura 3.8. Esquema que representa el mecanismo propuesto por Kumar y col.** de dafio
al ADN producido por interaccion con NPs.

47



e MC. Beatriz Liliana Espafia Sanchez

Tesis Doctoral

Otro de los factores determinantes en el dafio al ADN es la formacién de ROS producidas
por el estrés oxidativo, las cuales ocasionan la ruptura del material genético!'4. Pramanik y
col.1% mencionan que la presencia de NPs de ioduro de cobre promueven la inhibicion de la
transcripcion del ADN, evaluado a partir del uso de biosensores bacterianos modificados
genéticamente. Bajo este criterio, recientemente se han desarrollado nuevas estrategias para
la evaluacion de dafio en el ADN bacteriano, basados en el uso genes reporteros que expresan
fluorescencia en funcién del dafio celular. Li y col.'® reportaron el uso de E. coli modificadas
genéticamente para la expresion de dafio a proteinas y al ADN, en donde se determin6 que
la presencia de NPs inducen la ruptura del material genético principalmente por la formacion
de H202, considerado como la mayor fuente de toxicidad proveniente de la posible ionizacion
de las NPs.

3.5.2.3. Danfo en Proteinas

La presencia de NPs y su interaccion con proteinas intracelulares y asociadas a la pared
celular bacteriana se encuentra directamente relacionada con la formacion de complejos, a
partir de la interaccion de los iones metalicos con la carga negativa de las proteinas. Lok y
col.!*® mencionan que una corta exposicion de nAg produce la acumulacion de proteinas
precursoras que desestabilizan la membrana externa, ocasionando la disminucion
significativa de los niveles de ATP intracelular, dando como resultado la inhibicion del
crecimiento bacteriano, ademas de que el efecto puede ser atribuido tanto a las NPs como a
sus iones metalicos. Tomando en cuenta las afectaciones de las NPs sobre proteinas
intracelulares, Tedesco y col.!® reportaron que la presencia de NPs de oro producen la
peroxidacion de lipidos dafiando la integridad de la membrana celular por estrés oxidativo, y
en consecuencia la muerte celular. Apoyando esta teoria, Shrivastava y col.}'” mencionan
que la penetracion de nAg en bacterias Gram (-) modifican la modulacion de la transduccién
de sefiales debido a que las NPs interfieren en el proceso de fosforilacion de proteinas.
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De acuerdo a lo anterior, la evaluacion del dafio a biomoléculas especificas por la presencia
de NPs metalicas permitira elucidar las posibles afectaciones intracelulares y, por lo tanto,
determinar el proceso antimicrobiano de NPs metalicas sobre bacterias patdgenas.
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4. HIPOTESIS

El efecto antimicrobiano de nanocompuestos formulados a partir de PP/nanoparticulas
metalicas (nAg y nCu) se vera incrementado al erosionar la superficie de los nanocompuestos
obtenidos mediante plasma de argén, ya que se incrementara la exposicion de las
nanoparticulas y, por lo tanto, se favorecera el contacto con microorganismos patégenos. Lo
anterior puede dar como resultado alteraciones en la estructura celular del microorganismo y
en moléculas importantes para su adecuado funcionamiento, lo que conlleva a la muerte
celular. El uso de nanocompuestos erosionados con propiedades bactericidas permitira el
disefio de recubrimientos como una alternativa efectiva para la disminucion de enfermedades

infecciosas asociadas con ambientes hospitalarios.
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5. OBJETIVO

5.1.0bjetivo general

Determinar la actividad antimicrobiana y el mecanismo de accion de nanoparticulas de plata

y cobre incorporadas a polipropileno y su erosion con plasma.

5.2. Objetivos particulares

5.2.1. Evaluar la actividad antimicrobiana de nAg y nCu en suspension sobre
bacterias patdgenas comunes previa su incorporacion al polimero.

5.2.2. Preparar y caracterizar los nanocompuestos de PP/nAg y PP/nCu en
concentraciones de 0.05, 0.5y 5 % p/p mediante mezclado en fundido asistido
con ultrasonido.

5.2.3. Realizar la erosion superficial de los nanocompuestos PP/nAg y PP/nCu
mediante tratamiento por plasma de argon y su caracterizacion.

5.2.4. Evaluar la actividad antimicrobiana de los nanocompuestos PP/nAg y PP/nCu
antes y después del tratamiento por plasma.

5.2.5. Analizar los mecanismos de accion e interaccion entre NPs metélicas y

bacterias patdgenas antes y después de su incorporacion al polimero.
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6. DESARROLLO EXPERIMENTAL

El presente capitulo describe la estrategia experimental llevada a cabo para la realizacién del
trabajo de tesis, en donde se mencionan los materiales, métodos y técnicas de caracterizacion
empleados. El estudio comprende la caracterizacion y actividad antibacteriana de nAg y nCu
previa su incorporacion al polimero, posteriormente la preparacion de los nanocompuestos
en sus diferentes concentraciones (0.05, 0.5 y 5 % p/p) mediante el mezclado en fundido, el
tratamiento por plasma de argén y el monitoreo de los cambios superficiales de los
nanocompuestos. Finalmente, se aborda el mecanismo antimicrobiano de NPs metalicas a
diferentes etapas de interaccion con células bacterianas con el objetivo de evidenciar el efecto
del dafio a la estructura de la pared celular, al material genético y proteinas, y en
consecuencia, extrapolar el comportamiento antimicrobiano de las particulas expuestas en la

superficie de los nanocompuestos obtenidos.

A continuacion se presenta el esquema general de la estrategia experimental.
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Figura 6.1. Esquema de la estrategia experimental implementada en el presente trabajo.
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6.1.Materiales

Se emplearon nanoparticulas de plata (nAg) y una mezcla de nanoparticulas de cobre y
Oxidos de cobre (nCu) provenientes de SkySpring Nanomaterials Inc. con un diametro
promedio de entre 20 y 30 nm, una pureza del 99.95 % y morfologia esférica. Para la
preparacion de nanocompuestos se empled como matriz polimérica polipropileno isotactico
(iPP) proveniente de Sigma Aldrich con un peso molecular Mw de 190,000 g/mol. El
tratamiento superficial mediante plasma se realiz6 con argén proveniente de Infra, con una
pureza de 99.999 %. Para la evaluacion microbiolégica se emplearon las bacterias
Staphylococcus aureus ATCC 6538, Pseudomonas aeruginosa ATCC 13388 y Escherichia
coli TOP10 de Invitrogen. Los microorganismos fueron crecidos en medio de cultivo Luria
Bertani (LB) bajo en sales (-50 %) de BD Bioxon. La evaluacioén microbioldgica de las NPs
se realiz6 empleando medio de cultivo Mueller Hinton (MH) de BD Bioxon. La dispersion
de las NPs en liquido para evaluar la actividad antibacteriana se realiz6 en una solucion salina
de fosfatos (PBS) con Tween 80 al 1 %.
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6.2.Métodos
6.2.1. Actividad Antibacteriana de NPs Metalicas

Con el objetivo de evaluar el efecto antimicrobiano de nAg y nCu, se determing la inhibicion
de crecimiento de bacterias y se calcularon los valores de CMI y CMB.

Preparacion de NPs metélicas. Las suspensiones de NPs fueron preparadas en agua des-
ionizada estéril con Tween 80 al 1 % como agente dispersante y sonicadas a una frecuencia
fija de 40 kHz y una amplitud de 70 % durante dos ciclos de dos minutos. Se utilizaron
diferentes concentraciones de nAg: 100, 200, 400, 800 y 1600 pg/mL y de nCu: 100, 200,
400, 800, 1600 y 3200 pg/mL.

Preparacion de bacterias (E. coli, S. aureus y P. aeruginosa). Se utilizaron bacterias frescas
provenientes de un cultivo de LB crecidas durante 16 h a 37 °C y se ajustaron a una

concentracion de 10° UFC/mL mediante turbidimetria.

Ensayo de actividad antibacteriana. Se emplearon matraces estériles de 50 mL con 5 mL de
la suspension de NPs y 5 mL de la suspensidn de bacterias. Se incubaron a 37 °C durante 24
h a 200 rpm y se determind la inhibicion de crecimiento bacteriano a partir de mediciones de
densidad dptica a 600 nm. El valor de CMI fue aquella concentracion de NPs en la que no se
presentd crecimiento bacteriano. Aquellos tubos que no presentaron crecimiento fueron
sembrados en placas con agar LB libres de NPs para efectuar el calculo de la CMB, definida
como aquella concentracion de NPs que inhiben el crecimiento y que por lo tanto no formaron

colonias bacterianas.

Debido a que a tiempos largos de incubacion en medio LB las nCu se disuelven, se realizé
un segundo procedimiento para comparar el efecto antibacteriano de nCu vs nAg. Para tal
efecto, las NPs fueron mezcladas con S. aureus y P. aeruginosa durante 10 min en PBS y
posteriormente se realizo la siembra en placa con agar LB, con el fin de cuantificar las
bacterias viables en un medio libre de NPs después de 16 h de incubacion. Se evalud la
actividad antibacteriana en diferentes concentraciones de nAg: 25, 50, 100, 200, 400, 800 y
1600 pg/mL y de nCu: 12.5, 25, 50, 100, 200, 400 y 800 pg/mL.
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6.2.2. Preparacion de Nanocompuestos Poliméricos mediante Mezclado en
Fundido

Se prepararon mezclas de PP en diferentes concentraciones de nAg y nCu (0.05, 0.5y 5 %
p/p) mediante el mezclado en fundido asistido con ultrasonido. Con el objetivo de asegurar
la dispersion uniforme de las NPs en el polimero, el proceso se efectud en tres etapas:

Premezclado. Cada formulacién fue preparada en un mezclador Brabender, en donde
inicialmente el polimero fue fundido a 190 °C durante 2 minutos, y posteriormente se realizd
la incorporacion de las NPs durante 8 minutos a 60 rpm.

Dispersion. Las mezclas obtenidas fueron peletizadas y posteriormente incorporadas en un
extrusor Brabender acoplado a un sistema de ultrasonido de frecuencia a una temperatura
promedio de entre 190-195 °C y una velocidad de husillo de 60 rpm, de acuerdo con las

condiciones reportadas por Avila-Orta y col*8,

Obtencidn de pelicula plana. Los nanocompuestos obtenidos fueron sometidos a un proceso
de extrusién en pelicula plana empleando un extrusor Killion con dado en T, a una
temperatura de trabajo de 190 °C y una velocidad de 2 m/min, en donde se obtuvieron
peliculas delgadas con un espesor promedio de 200 um y cortadas en circulos de 2 cm de

didmetro para su posterior evaluacion.

6.2.3. Activacion Superficial de Nanocompuestos mediante Plasma de Argén

Los nanocompuestos preparados en pelicula plana fueron colocados en un reactor de plasma
cilindrico con un volumen promedio de 6 L, el cual fue conectado a una linea de argén. El
plasma se obtuvo a partir de un generador de radiofrecuencia de 13.56 MHz (Advanced
Energy RF600A) acoplado inductivamente al reactor, en donde se introdujo argén de manera
controlada a un flujo constante de 18.4 sccm. Los nanocompuestos fueron sometidos a
tratamiento durante 1 hora a 50 W de potencia, con una presion interna del reactor de 0.3

mbar.
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6.2.4. Actividad Antibacteriana de Nanocompuestos Poliméricos

La actividad antimicrobiana de los nanocompuestos formulados en diferentes
concentraciones (0.05, 0.5 y 5 % p/p) fue evaluada antes y después del tratamiento con
plasma de argon. Los nanocompuestos sin tratamiento (ST) y los sometidos a plasma
(Plasma) fueron colocados en cajas Petri individuales y expuestos a luz UV durante 30 min
para su esterilizacion. Suspensiones bacterianas de S. aureus y P. aeruginosa de 16 h de
crecimiento fueron preparadas en una solucion estéril de LB en PBS (1:5) con una
concentracion inicial de 5x10°® UFC/mL. Una alicuota correspondiente a 25 pL de cada
suspension bacteriana fue colocada en la superficie de los nanocompuestos y posteriormente
se colocd encima un cubreobjetos estéril. Todas las muestras fueron incubadas a 37 °C
durante 0, 90, 180 y 360 minutos, efectuando los ensayos en tres experimentos
independientes por duplicado. Después de cada tiempo de interaccion, se realizé la
recuperacion de las bacterias sobrevivientes lavando la superficie de los nanocompuestos y
el cubreobjetos con 5 mL de PBS/Tween. De la suspension de lavado se tomaron 100 uL, los
cuales fueron colocados en cajas con agar LB e incubados a 37 °C durante 16 horas. La

actividad antibacteriana fue calculada de acuerdo con la siguiente ecuacion®®:

Co

Actividad antimicrobiana (%) = X 100

En donde Co es el nimero de UFC en la muestra control (polimero sin carga) y C es el
nimero de colonias bacterianas en los nanocompuestos con diferentes concentraciones de
NPs.
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6.2.5. Analisis de la Interaccion entre Bacterias y NPs Metalicas

6.2.5.1 Biosensores Bacterianos en respuesta a Dafio especifico producido por la

Interaccion con NPs Metélicas

Con el objetivo de evaluar el mecanismo primario de actividad antimicrobiana en funcion
del dafio en respuesta a la interaccion con nAg y nCu, se emplearon una serie de cepas de E.
coli modificadas genéticamente para responder especificamente a diferentes tipos de estrés y
dafo. Para ello, se emplearon biosensores bacterianos disefiados y caracterizados por Padilla-
Martinez y col. 2014 (manuscrito en preparacion). Estas bacterias biosensoras contienen
promotores de respuesta a estrés especifico, fusionados a un gen reportero que codifica para
una proteina verde fluorescente (GFP), que se caracteriza por emitir fluorescencia en
respuesta al dafio. Se emplearon 4 biosensores bacterianos denominados FabA (que responde
ante el dafio a la membrana celular), KatG (responde ante el estrés oxidativo), DnaK
(responde ante el dafio a proteinas) y RecA (responde ante el dafio al ADN), los cuales fueron
validados previamente empleando controles positivos (SDS para el dafio a proteinas, H20>
para el estrés oxidativo, etanol para el dafio a proteinas y mitomicina para el dafio al ADN
celular). La evaluacion se realizé inoculando 3 mL de medio LB-Ampicilina (LB-Amp) con
cada una de las bacterias biosensoras y se incubaron durante 16 h a 37 °C. Posteriormente se
inocularon 180 pL de cada cultivo en 5 mL de LB-Amp y se incubaron a 37 °C durante 2
horas a 150 rpm. Se determind el crecimiento celular mediante densidad 6ptica a 600 nm
hasta obtener valores de 0.5-0.6. Después se colocd 1 mL de cada cultivo en tubos eppendorf,
centrifugando a 6000 rpm durante 3 min para retirar el sobrenadante. La pastilla con cada
uno de los biosensores se suspendié en 1 mL de medio minimo. En una placa oscura de 96
pozos se realizd la mezcla de 100 pL de cada uno de los biosensores con diferentes
concentraciones de nAg o nCu, y se incubaron a 26 °C. Se determin0 la fluorescencia de cada
uno de los biosensores a diferentes tiempos a una longitud de excitacion de 395 nm y una
longitud de emision de 507 nm en un espectrofluorometro Varioskan Flash Multimode

Reader (Thermo Scientific).
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6.2.5.2. Evaluacion de la Integridad de la Membrana Celular a partir de

Fluorocromos Vitales

Para evaluar dafios estructurales en la pared y membrana celular posterior a la interaccion
con diferentes concentraciones de nAg y nCu, se empleo el kit LIVE/DEAD (Invitrogen),
que contiene una mezcla de fluorocromos Syto 9, capaz de incorporarse a las células viables
produciendo fluorescencia en la longitud de onda del verde, ademas del fluorocromo loduro
de propidio (IP), que solamente se introduce en las bacterias que han sufrido alteraciones en
su membrana celular. El ensayo se efectudé empleando células de E. coli que estuvieron en
contacto con diferentes concentraciones de nAg y nCu en tiempos inferiores a las 2 horas.
Las bacterias fueron lavadas 3 veces con una solucion de NaCl 150 mM vy se suspendieron
en 300 pL de una mezcla 1:1 de los fluorocromos Syto9/IP. Las bacterias se incubaron a 25
°C durante 15 min y se observaron en un microscopio de epifluorescencia Zeiss a una
longitud de emisién de 480/500 nm para Syto 9 y de 490/635 nm para el IP.

6.2.5.3. Analisis de Alteraciones en la Estructura Bacteriana por la presencia de

nAg y nCu mediante Microscopia Electronica de Transmision (TEM)

Para observar el efecto de la interaccion de NPS metalicas sobre la estructura celular, se
obtuvieron las imagenes correspondientes mediante microscopia electrénica de transmision
(TEM). A partir de las curvas de inhibicién de crecimiento de P. aeruginosa con diferentes
concentraciones de nAg y nCu, se tomaron muestras a diferentes tiempos para su
procesamiento. El proceso consta de tres etapas principales: prefijacién, deshidratacién y
embebido. Alicuotas de 1 mL de bacterias incubadas con NPs fueron centrifugadas a 3000
rpm/1 min y posteriormente se retird el sobrenadante. Cada muestra fue resuspendida en 1
mL de glutaraldehido al 2 % para promover la fijacion de lipidos durante 1 h. Posteriormente
cada muestra fue lavada de 4 a 5 veces con cacodilato de sodio. Las muestras fueron tefiidas
con tetradxido de osmio al 1 % durante 2 h. Posteriormente se realizo el procedimiento de
deshidrataciéon de cada muestra con concentraciones de etanol al 50, 70, 96 y 100 % por
periodos de 10 min. A cada muestra centrifugada se le afiadid 1 mL de 6xido de propileno y
se dejaron en reposo durante 10 min. EI embebido de las muestras se realizé empleando una

resina epoxica EPON 812 en una relacion 1:1 con Oxido de propileno. Las muestras fueron
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colocadas en un desecador durante 16 h hasta observar la evaporacion del 50 % de la resina.
Finalmente, se colocd 1 mL de resina pura en cada una de las muestras y se dejaron en estufa
a 60 °C para su polimerizacion. Las muestras fueron cortadas empleando un ultramicrotomo
Leica con un espesor promedio de 70 nm y colocadas en rejillas de cobre de 300 mesh para
las bacterias interaccionadas con nAg, mientras que para las bacterias interaccionadas con
nCu se colocaron en rejillas de niquel. Las muestras obtenidas se observaron en un

microscopio electrénico de transmision FEI-TITAN a una potencia de trabajo de 300 kV.

6.2.5.4. Determinacion de los Tiempos de Evaluacion de Dafio a partir de Curvas

de Inhibicion de Crecimiento Bacteriano

Con el objetivo de determinar los tiempos de obtencion de muestras de ADN y proteinas de
bacterias incubadas con diferentes concentraciones de nAg y nCu, se obtuvieron las curvas
de inhibicién de crecimiento en funcién del tiempo de interaccion. Se prepararon
suspensiones de nAg en concentraciones de 100, 200, 400 y 800 pg/mL y de nCu en
concentraciones de 50, 100, 200 y 400 pg/mL suspendidas en PBS/Tween. A partir de un
inoculo de P. aeruginosa y de E. coli de 16 h de crecimiento se realizaron diluciones hasta
obtener una densidad Optica inicial de 0.2. En matraces estériles de 125 mL se mezclaron
bacterias y NPs en una relacion 1:1 y se incubaron a 37 °C. Se tomaron alicuotas para la
evaluacion de ADN y proteinas cada 2 horas hasta completar las 6 horas de incubacién. Se
tomaron lecturas de densidad 6ptica a 600 nm cada hora para monitorear la inhibicion de
crecimiento bacteriano y su comparacion con el control, restando el valor de densidad optica

de las NPs solas.

6.2.5.5. Extraccion de ADN Gendmico (ADNQ)

A partir de la interaccién de diferentes concentraciones de nAg y nCu con P. aeruginosa en
funcién del tiempo, se extrajo 1 mL de la mezcla y se centrifugo a 13000 rpm durante 2
minutos Yy se retir0 el sobrenadante para obtener la pastilla de células. Para la obtencion del
ADNGg se llevé a cabo el procedimiento de extraccidn de acuerdo a las especificaciones del

Kit “Wizard Genomic DNA Purification” de Promega. A cada pastilla de células se le afiadid

60



— MC. Beatriz Liliana Espafia Sanchez

Tesis Doctoral

lisozima y detergente con el fin de lisar las bacterias, se realizé la degradacion de ARN
empleando una solucién de RNAsa de 1 mg/mL, dejando en incubacion a 37 °C durante 35
min. Se efectud la precipitacion de las proteinas y la separacion del material genético por
centrifugacion a 13000 rpm durante 3 min. La solucion con el ADN se coloco en un tubo
limpio y se precipitd con etanol. Finalmente, se realizé la cuantificacion del ADN obtenido
a 260 nm empleando un espectrofotometro GeneQant. La integridad y la calidad del ADNg
se evalué mediante electroforesis en geles de agarosa al 0.8 % tefiidos con bromuro de etidio.
El ADNg se corrié a 50 V durante 40 min y se obtuvieron las imagenes de los geles

empleando un fotodocumentador Kodak con lampara de luz UV.

6.2.5.6. Evaluacién de la Genotoxicidad mediante la Amplificacion Aleatoria de
ADN Polimorfico (RAPDs)

La técnica de amplificacion aleatoria de ADN polimorfico, o también conocida como RAPDs
se basa en la amplificacion al azar de secuencias de ADN gendmico a partir de la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) empleando oligonucle6tidos de 10 pares de bases (pb). La
modificacion o dafio al ADN producida por la ruptura de cadena o cambios en la posicion de
secuencias, generara perfiles de amplificacion diferenciales. Para los ensayos de
amplificacion se evaluaron 16 oligonucle6tidos provenientes del kit “RAPD Analysis Primer
Set” (Invitrogen). Las secuencias de cada uno de los oligonucleétidos empleados se

encuentran en la Tabla 6.1.
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Tabla 6.1. Secuencias de oligonucledtidos empleados para la amplificacion de ADNg de P.

aeruginosa mediante RAPDs.

Secuencia (5°-3’)

EO1 GGGTTTGGCA
EO2 CAAGGGCAGA
EO3 ACCGCGAAGG
EO4 GGACCCAACC
EO05 GTCGCCGTCA
EO6 TGAGCGGACA
EO7 GGGCCACTCA
EO08 GGAGAGACTC
E09 TCCACTCCTG
EO010 CACAGAGGGA
1 GGTGCGGGAA
2 GTTTCGCTCC
3 GTAGACCGT
4 AAGAGCCCGT
5 AACGCGCAAC
6 CCCGTCAGCA

Se seleccionaron los oligonucledtidos con los que se obtuvieron mayor cantidad de bandas
de amplificacién, usando ADNg como templado. Cada uno de los oligonucle6tidos
seleccionados fue mezclado con el ADN obtenido de las bacterias crecidas en diferentes
condiciones de interaccién con nAg y nCu. La amplificacién se realizé con la enzima ADN
polimerasa GoTaq (Invitrogen) en un termociclador BioRad. Las condiciones de
amplificacion fueron: 1 ciclo de 5 min a 95 °C para la desnaturalizacién inicial; 45 ciclos que
comprenden 1 min a 95 °C para la desnaturalizacion, 1 min a 36 °C para la alineacion de los
oligonucle6tidos y 2 min a 72 °C para su extension. Se realizo la separacion de los fragmentos
obtenidos por electroforesis mediante geles de agarosa al 0.8 % tefiidos con bromuro de
etidio.

6.2.5.7. Extraccion de ADN Plasmidico (ADNp)

Bacterias de la cepa E. coli TOP10 de Invitrogen fueron transformadas con el plasmido
pTZ19R y posteriormente fueron incubadas con 100 pg/mL de nAg y 250 pg/mL de nCu
respectivamente, durante 2 y 6 horas de interaccion. El plasmido se obtuvo a partir del
método de lisis alcalina empleando TRIS 25 mM y EDTA 25 mM a pH 8.0 para suspender

las células y solucion de lisis de SDS al 1 % y NaOH 0.2 M. Se adiciono acetato de potasio
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3 M pH 5.8 y se precipitdo el material genético en etanol. Todos los reactivos fueron
adquiridos en Sigma Aldrich. Para evaluar la calidad y la integridad del ADNp obtenido se

realizo el procedimiento descrito en la extraccion del ADNg.

6.2.5.8. Obtencién de Perfiles de Proteinas Totales de P. aeruginosa

Interaccionadas con nAg y nCu.

A partir de las curvas de inhibicion de crecimiento, se obtuvieron bacterias de P. aeruginosa
al contacto con diferentes concentraciones de nAg y nCu en funcién del tiempo de
interaccion. Las pastillas de células fueron mezcladas con 100 pL de amortiguador de carga
con SDS. Se realizaron 4 ciclos de congelacion (nitrégeno liquido)/descongelacion a 40 °C.
Las células fueron hervidas a 95 °C, centrifugadas y el sobrenadante cargado en un gel de
poliacrilamida al 10 %. Los geles fueron corridos a 10 mA durante 2.5 h y tefiidos con azul
de Comassie para la observacion del perfil de bandas de proteinas totales. Finalmente, se

obtuvieron iméagenes de los geles en un fotodocumentador Kodak empleando luz blanca.
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6.3.Técnicas de Caracterizacion

6.3.1. Microscopia Electronica de Transmision (TEM)

La microscopia electronica de transmision (TEM) es una técnica que permite la
caracterizacion de la estructura cristalina y la composicion de la materia a escala
nanométrica. EI microscopio presenta tres modos principales de funcionamiento: contraste
de difraccién (campo claro y campo oscuro), contraste de fases (alta resolucion 6 HRTEM)
y difraccion de electrones, los cuales en conjunto proporcionan informacién sobre la
estructura cristalina de materiales, morfologia y composicion quimica localizada'®°. En el
caso de nanomateriales poliméricos, es importante el uso de esta técnica ya que ademas de
ver la dispersion y la morfologia de nanoparticulas en una matriz, permite distinguir la
composicion quimica a escala nanomeétrica. En el modo convencional TEM y en microscopia
electrénica de transmision de barrido (STEM), la difraccion de electrones contribuye en la
formacion de imagenes y su estructura cristalina a traves de la obtencidn de sus patrones de
difraccion, los cuales pueden ser obtenidos con un limite de resolucion de hasta 0.1 nm. En

la Figura 6.2 se presenta el esquema representativo del funcionamiento del TEM.

Fuente de iluminacion

i‘!ﬁ — Fuente de electrones
o,

Lentes condensadores

—» Muestra

Lentes objetivo
Apertura de lentes objetivo

Lentes intermedios

Lentes proyectores

Pantalla fluorescente

Figura 6.2. Esquema representativo del funcionamiento del TEM.
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La caracterizacion morfoldgica de las nAg y nCu se realizé empleando un microscopio FEI-
TITAN a una potencia de trabajo de 300 kV. Ambas nanoparticulas fueron dispersadas en
etanol con ultrasonido durante 10 min y posteriormente se deposit6 una gota de la suspension
diluida en rejillas de cobre con recubrimiento de carbono (nAQ) Y rejillas de niquel (nCu) de

300 mesh para su observacion.

6.3.2. Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

La microscopia electronica de barrido se basa en el uso de un haz de electrones a partir de
una fuente generadora para la observacion detallada de la micro-estructura de un material‘?..
Estos electrones (denominados electrones primarios) son dirigidos hacia la superficie de una
muestra y colisionan para la generacion de electrones secundarios, los cuales son detectados
y modulados electronicamente para generar una imagen, por lo que es indispensable que las
muestras sean conductoras para poder ser analizadas mediante esta técnica. En el caso de
nanomateriales poliméricos, dada su naturaleza aislante, es necesario realizar un
recubrimiento superficial de oro-paladio que permita el desprendimiento de los electrones de
la superficie, y en consecuencia, producir una imagen detallada de la muestra. Bajo este
concepto, en la Figura 6.3 se presenta el esquema representativo del funcionamiento del
SEM.
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Figura 6.3. Esquema representativo del funcionamiento del SEM.

Para evaluar la dispersién de las NPs embebidas en el polimero, se realiz6 la fractura
criogénica de los nanocompuestos PP/nAg y PP/nCu formulados al 5 % p/p y su observacion

se llevo a cabo en un equipo Jeol JSM-7041F con un voltaje de aceleracion de 20 kV.

6.3.3. Difraccion de Rayos-X de Angulo Amplio (WAXD)

La difraccion de rayos-X de angulo amplio es una de las técnicas que permite conocer la
estructura cristalina de un material, puesto que determina la posicion de los &tomos presentes
en un arreglo cristalino'?2. Los rayos-X se producen por el bombardeo de un anodo metéalico
que posee un haz de electrones de alto voltaje (desde 20 hasta 50 kV) que va dirigido hacia
la muestra. La mayor parte de la energia emitida por estos electrones es convertida en calor
por medio de un tubo de vacio, en donde sale al exterior en forma de un rayo delimitado. Los
rayos-X difractados pueden ser detectados por medio de un contador de radiacion y un
amplificador electronico que alimenta a un registrador. Lo anterior permite el estudio de la
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disposicion de los atomos por medio de la interaccion de la radiacion electromagnética para

producir efectos de interferencia con estructuras comparables en tamafio a la longitud de

radiacion. Si estas estructuras se encuentran ordenadas, las interferencias son nitidas y la

radiacion es difractada de forma caracteristica dependiendo del tipo de material. En la Figura

6.4 se presenta el esquema representativo del funcionamiento del difractometro de rayos-X

WAXD.

Para evaluar la estructura cristalina de los nanocompuestos y el efecto de la presencia de nAg

y nCu en sus diferentes concentraciones dentro del polimero se obtuvieron los difractogramas

WAXD correspondientes. Para ello se emple6 un difractémetro Siemens D5000 en modo

reflexion empleando una radiacion Cu Ko a 35 kV, una intensidad de filamento de 25 mA a

una velocidad de 0.3° por segundo en un angulo de 5 a 80 en 26 con un intervalo de 0.02°.
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Figura 6.4. Esquema representativo del funcionamiento del difractémetro de rayos-X

(WAXD).
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6.3.4. Analisis Termogravimétrico (TGA)

El analisis termogravimétrico se describe como una técnica cuantitativa que mide la
velocidad de pérdida en masa en funcion del incremento de la temperatura dentro de un
sistemal?. Determina la temperatura de volatilizacion de los materiales, su estabilidad
térmica y los porcentajes de pérdida en peso a partir del uso de una balanza de alta
sensibilidad con atmosfera de Oz, N2 0 aire. Las mediciones pueden ser efectuadas en modo
isotérmico o dinamico. En el modo isotérmico, la muestra es sometida a una temperatura
constante y existe una variacion de tiempo y la atmdésfera de prueba; mientras que en el
analisis dinamico, la temperatura va en incremento con la variacion de la velocidad de
calentamiento y con la posibilidad de cambiar el tipo de atmosfera. En la Figura 6.5 se

presenta el esquema representativo del funcionamiento del TGA.

Para evaluar la estabilidad térmica de los nanocompuestos obtenidos y cuantificar las
pérdidas en peso correspondientes se utilizé un equipo de termogravimetria TGA Q500 de
TA Instruments. Los nanocompuestos y su comparacion con el polimero sin carga fueron
sometidos a un calentamiento isotérmico desde temperatura ambiente hasta 800 °C, a una

velocidad de 10 °C/min con un flujo constante de N2 de 50 mL/min.
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Figura 6.5. Esquema representativo del sistema de termo balanza empleado en el TGA
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6.3.5. Microscopia de Fuerza Atomica (AFM)

El microscopio de fuerza atdmica de define como un equipo Optico-mecanico que tiene la
capacidad de registrar la topografia de una superficie a partir de la interaccion de una punta
cristalina con la superficie de un material. Cuando esta punta incide de forma ordenada en la
superficie se registra la energia utilizada a partir de un foto detector laser, mientras que al
mismo tiempo un sistema piezoeléctrico produce la imagen*?*. La resolucion que se puede
obtener mediante esta técnica es menor a 1 nm y se pueden obtener imagenes de la topografia
superficial, la amplitud y el contraste de fases de un material. En el caso de nanomateriales
poliméricos, es posible detectar a partir del contraste de fases la dispersion de las
nanoparticulas en la superficie del polimero, ademas de los cambios en la topografia
superficial producidos a partir de la modificacion superficial de los mismos. En la Figura
6.6 se presenta el esquema representativo del funcionamiento del microscopio de fuerza
atémica. El equipo puede efectuar 2 tipos de mediciones: de imagen y fuerza. En la medicién
de imagen la superficie de la muestra es recorrida por la punta a una velocidad y distancia
definida. Durante este proceso la energia de los atomos de la punta interactta con la energia
atomica de la muestra, lo que genera una flexion en el liston laser. En la modalidad fuerza,
la punta oscila de manera vertical, mientras se registra la flexion, este tipo de medicion sirve

para caracterizar las propiedades elésticas de materiales poliméricos.

Fotodetector Ravo laser

Muestra ? Fuerza

Atomos de la muestra

Figura 6.6. Esquema representativo del funcionamiento del AFM.
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Para la evaluacion de los nanocompuestos antes y después del tratamiento con plasma se
empled un microscopio de fuerza atbmica marca Veeco Dimension 3100. Se realizé el
analisis de topografia superficial de los nanocompuestos PP/nAg y PP/nCu formulados al 5
% Yy el efecto del tratamiento con plasma de argon. Las determinaciones se llevaron a cabo

en modo tapping y el area de campo analizada fue de 30 pum.

6.3.6. Espectroscopia Fotoelectronica de Rayos-X (XPS)

Esta técnica se caracteriza por la medicion cuantitativa de electrones sobre la superficie de
un material y tiene la capacidad de cuantificar los elementos presentes en los primeros 10 nm
de una superficie en concentraciones superiores al 0.1 %. El analisis de XPS se basa a partir
de la interaccion de un fotdn con el electron de un orbital atémico en donde se produce una
transferencia energética, dando como resultado la emisién del electrén del atomo incidido.
De acuerdo a lo anterior, las energias de enlace detectadas mediante el XPS son relacionadas
con enlaces ionicos o covalentes entre &tomos. En la Figura 6.7 se presenta el esquema

representativo del XPS.
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Figura 6.7. Esquema representativo del funcionamiento del XPS.
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Para realizar el analisis de la superficie de los nanocompuestos, el efecto de la incidencia del
plasma de argon sobre su superficie y la cuantificacion de especies metalicas asociadas con
la exposicion de nAg y nCu, se obtuvieron los espectros XPS de los nanocompuestos PP/nAg
y PP/nCu formulados al 5 % p/p antes y después del tratamiento con plasma y su comparacion
con el polimero sin carga. Los andlisis se realizaron en un XPS SPECS Sage HR 100 con una
fuente no monocromatica de electrones a una resolucion de 30 eV de energia de paso y a una
velocidad de 0.5 eV para los espectros generales, mientras que para los espectros detallados
se empled una energia de paso de 15 eV a una velocidad de 0.15 eV. Los analisis fueron
llevados a cabo a una presion interna de 5x10® mbar con un angulo de inclinacion de 90°
empleando una fuente de magnesio con una linea Ko de 1253.6 eV de energia y una potencia
aplicada de 250 W. Se realiz6 la deconvolucion de los espectros a partir de las funciones
Gausian-Lorentzian para el ajuste adecuado de las curvas de los espectros de alta resolucion

obtenidos.
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7. PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

En este capitulo se presentan y discuten los resultados mas relevantes obtenidos durante la
realizacion del presente trabajo. Lo anterior comprende la caracterizacion morfoldgica de las
nAg y nCu comerciales, ademas de su evaluacién antimicrobiana contra las bacterias
patdégenas S, aureus y P. aeruginosa. Posteriormente, la incorporacion de las cargas
nanométricas en PP a partir del mezclado en fundido asistido con ultrasonido y su
preparacion en pelicula plana. Se determind el efecto del tratamiento superficial mediante
plasma de argon y el analisis de los cambios superficiales de los hanocompuesto, ademas de
la evaluacion antimicrobiana antes y después del tratamiento. Finalmente, se presentan los
resultados correspondientes al analisis de diversos procesos de interaccion celular entre
bacterias y NPs metalicas en etapas tempranas de interaccion (como parte del mecanismo
primario) y en etapas tardias de interaccion (mecanismo secundario), con el objetivo de
elucidar el mecanismo antimicrobiano de nanoparticulas metalicas en funcion del dafio a
biomoléculas y, por lo tanto, extrapolar el comportamiento antimicrobiano de los

nanocompuestos sometidos a erosion con plasma.
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7.1.NPs Metalicas

7.1.1 Morfologia

Se seleccionaron nAg y nCu comerciales de un tamafio promedio de entre 20 y 30
nandmetros, las cuales fueron sometidas a un proceso de dispersion por ultrasonido en fase
gas'®, con el fin de evitar su aglomeracion. Para corroborar las especificaciones reportadas

por el proveedor, se optd por verificar el tamafio, la morfologia y la pureza de las nAg y nCu.

En la Figura 7.1 se presenta la caracterizacion de las nAg a partir de microscopia electronica
de transmision. La micrografia TEM (Fig. 7.1-a) indica la presencia de nAg esféricas que se
encuentran en un tamafio promedio de entre 10 y 30 nm (Fig. 7.1-c), lo cual se encuentra
dentro de las especificaciones del proveedor. En el analisis elemental (Fig. 7.1-b) demuestra
la presencia de plata, ademas de ligeras trazas de elementos organicos inferiores al 5 % en
peso (carbono y oxigeno), posiblemente provenientes del método de fabricacién. Finalmente,
la Figura 7.1-d presenta los patrones de difraccion de las NPs, los cuales corresponden a una
estructura FCC con los planos cristalinos (111), (200), (220) y (311) caracteristicos de las
nAg® y que coinciden con el estandar de difraccion JCPDS 04-0783.
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Figura 7.1. Caracterizacion de nAg comerciales. Analisis obtenido a partir de
microscopia electronica de transmision en donde se determind la morfologia de las nAg. a)

Imagen TEM, b) Analisis elemental EDX, c¢) Histograma y d) Patrones de difraccion.

Bajo las mismas condiciones, se realizo la caracterizacion de las nCu (Figura 7.2). En la
micrografia (Fig. 7.2-a) se aprecian nCu esféricas de un tamafio promedio de 60 nm, por lo
que el tamafio de particula sobrepasa las especificaciones del proveedor. El analisis elemental
demostrd que las NPs presentan trazas de oxigeno (17.06 %) y azufre (5.77 %), lo que sugiere
la presencia de Oxidos e impurezas depositados en la superficie de las NPs que provengan
posiblemente del método de fabricacion y de su parcial oxidacion al contacto con el medio

ambiente.
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Figura 7.2. Caracterizacion de nCu comerciales. Analisis obtenido a partir de
microscopia electrdnica de transmision en donde se determin6 la morfologia de las nCu. a)

Micrografia TEM, b) andlisis elemental EDX, c¢) Histograma y d) Patrones de difraccion.

Finalmente, en la Figura 7.2-d se presentan los patrones de difraccién obtenidos mediante
TEM, en donde se corrobora la presencia de una estructura FCC correspondiente a nCu® con
la presencia de los planos cristalinos (111) y (220) asociados al cobre elemental, ademas de
los planos (110) y (220) que corresponden a 6xido cuproso (Cu20), lo que sugiere la

presencia de nCu con un recubrimiento de 0xido en su superficie.

Algunos autores sugieren que las NPs metalicas tales como plata y cobre que se encuentran
en un diametro de entre 20 y 200 nm pueden presentar capacidad antimicrobiana, y que el
tamafo de particula si repercute directamente en el efecto inhibitorio al interaccionar con

microorganismos®®12%, Por otro lado, cabe destacar que la presencia de 6xidos en las nCu no
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interfiere en el efecto antimicrobiano de las mismas, ya que de acuerdo con diversos reportes
las nCu en su estado oxidado siguen presentando capacidad antibacteriana frente a

microorganismos tales como S. aureus, P. aeruginosa y E. coli, entre otros?2°360,

7.1.2. Actividad Antibacteriana

Para corroborar la efectividad antimicrobiana de nAg y nCu se realizaron curvas de
inhibicidn de crecimiento de S. aureus y P. aeruginosa con diferentes concentraciones de
NPs, en donde se obtuvieron las lecturas correspondientes a la densidad dptica de ambos
microorganismos en un medio de cultivo liquido, y se obtuvieron los valores de CMI1'y CMB.
Para obtener ambos valores, a partir de las curvas de inhibicion de crecimiento se realizé la
siembra en placa de cada una de las concentraciones en un medio libre de NPs para corroborar
la completa inhibicién de crecimiento bacteriano. De acuerdo a lo anterior, se obtuvieron los
resultados presentados en la Tabla 7.1, en donde se observa que bajo las mismas condiciones
de evaluacion la bacteria P. aeruginosa es mas susceptible en comparacion con S. aureus,
debido a sus diferencias en la composicion de su pared celular®23, Por otro lado, se determind
que las nAg presentan una CMI menor (800 pg/mL) en comparacién con lo obtenido con las
nCu (1600 pg/mL). De acuerdo con lo reportado por Ruparelia y col.?3, las nCu tienden a
ionizarse y por lo tanto a formar complejos con los iones cloruro presentes en el medio de

cultivo, por lo que el efecto antibacteriano de las NPs puede verse afectado.
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Tabla 7.1. Valores de CMIy CMB (ug/mL) de nAg y nCu contra S. aureus y P.

aeruginosa en medio de cultivo liquido.

nAg nCu

CMI CMB CMI CMB

S. aureus 800 1600 1600 1600
P. aeruginosa 200 800 1600 1600

El andlisis de la actividad antibacteriana de NPs mediante la interaccion de microorganismos
en un medio de cultivo liquido demostr6 que las nAg presentan mayor estabilidad bajo estas
condiciones de evaluacion, mientras que las nCu al estar en contacto con el medio de cultivo
tienden a disolverse, por lo que es posible que el efecto antibacteriano a largo plazo sea
meramente ionico. Con el objetivo de evitar este fendmeno, se implementd una segunda
estrategia para la evaluacion antibacteriana de nAg y nCu a partir de la interaccion de NPs y

bacterias en buffer de fosfatos (PBS) durante 10 min.

En la Figura 7.3 se presentan los porcentajes de actividad antibacteriana de nAg y nCu al
contacto con S. aureus, en donde las nCu presentan un efecto antimicrobiano superior que
las nAg. Se puede apreciar que en la concentracion de 200 pg/mL las nAg Unicamente
presentan actividad antimicrobiana cercana al 30 %, mientras que las nCu inhiben por
completo el crecimiento bacteriano. Se obtuvieron los valores de dosis letal media (LDsp), en
donde las nAg presentan una LDso de 300 pg/mL, mientras que en las nCu es de 50 pg/mL,
lo que refleja el efecto superior de las nCu a menores concentraciones, en comparacion con

las nAg.
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Figura 7.3. Actividad antibacteriana de nAg y nCu sobre S. aureus. Evaluacion del
efecto bactericida de nAg y nCu durante 1 hora de interaccidn con S. aureus suspendidas en

un medio libre de nutrientes (PBS) a 37 °C.

Bajo las mismas condiciones, se realiz6 la interaccion de nAg y nCu al contacto con P.
aeruginosa (Figura 7.4), en donde desde 12.5 pg/mL ya se presenta una inhibicion de
crecimiento bacteriano cercana al 50 % con nCu, alcanzando el 100 % de inhibicion en 100
pug/mL; mientras que en el caso de las nAg, no se presenta actividad antimicrobiana hasta la
concentracion de 800 pg/mL, siendo la concentracion de 1600 pg/mL en donde se alcanza el
100 % de inhibicion de crecimiento bacteriano. Se obtuvieron los valores de LDsg, en donde
las nCu se encuentran en 11 pug/mL, mientras que las nAg se encuentran en 655 pg/mL. Cabe
resaltar que P. aeruginosa presenta mayor susceptibilidad al contacto con NPs en

comparacion con S. aureus, atribuido a las diferencias en la pared celular de ambas bacterias.
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Figura 7.4. Actividad antibacteriana de nAg y nCu sobre P. aeruginosa. Evaluaciéon del
efecto bactericida de nAg y nCu durante 1 hora de interaccion con P. aeruginosa

suspendidas en un medio libre de nutrientes (PBS) a 37 °C.

De acuerdo con los resultados obtenidos, las nAg y nCu presentan actividad antimicrobiana
al estar en contacto con S. aureus (Gram +) y P. aeruginosa (Gram -) y, por lo tanto, pueden
ser empleadas para su incorporacién dentro de una matriz polimérica. Se determind que la
estabilidad de las NPs en suspension a etapas tempranas de interaccion es determinante para
la evaluacion de la actividad antimicrobiana, lo cual marca una pauta en los procesos de

interaccién entre NPs y microorganismos.
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7.2.Nanocompuestos Poliméricos

7.2.1. Morfologia y Dispersion

Después de corroborar la eficacia antimicrobiana de nAg y nCu, se realizo la incorporacion
de NPs en iPP mediante mezclado en fundido asistido con ultrasonido y posteriormente su
preparacion en pelicula plana. Para analizar la dispersion de las NPs dentro de la matriz
polimérica, se obtuvieron micrografias SEM a partir de la fractura criogénica de los
nanocompuestos PP/nAg-5 % y PP/nCu-5 %, (Figura 7.5). En la Fig. 7.5-a se presenta la
micrografia de fractura criogénica del nanocompuesto PP/nAg-5% en donde se observan
algunos aglomerados que se encuentran entre 100 y 150 nm. Por otro lado, en la Figura 7.5-
b se observa una dispersion representativa de las nCu, las cuales presentan un tamafio
promedio de NPs de entre 30 y 60 nm. De acuerdo a lo anterior, bajo las mismas condiciones
de procesamiento, las nCu se dispersan mejor en el polimero fundido en comparacion con las
nAg, atribuido principalmente a su naturaleza quimica, ya que la presencia de 6xido en su
superficie repercute en la interaccion de las NPs con el PP en su estado fundido. Por otro
lado, es posible que en la incorporacion de nAg se requiera mayor energia dispersiva del

ultrasonido para favorecer la ruptura de los aglomerados.
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Figura 7.5. Micrografias SEM de nanocompuestos PP/nAg y PP/nCu al 5 % p/p.
Iméagenes obtenidas a partir de la fractura criogénica de los nanocompuestos a) PP/nAg y b)

PP/nCu, visualizadas mediante microscopia electronica de barrido a 50 000 X.

La diferencia en el tamafio de particula observada en los nanocompuestos PP/nAg y PP/nCu
reflejan las diferencias entre la quimica superficial de nAg y nCu. La presencia del
recubrimiento de Cu20 en la superficie de las nCu interfiere en el proceso de aglomeracion
en comparacién con las nAg puras, por lo tanto, las nCu tienden a ser mas compatibles con
el PP en estado fundido posiblemente a través de enlaces hidrdgeno, ya que por la
temperatura de proceso y la presencia de ultrasonido durante el procesamiento del material,
es probable que el PP sufra una ligera oxidacion térmica®, lo cual puede repercutir en su

interaccion con las nCu.

7.2.2. Estructura Cristalina

El anélisis de la estructura cristalina de nanocompuestos a partir de difraccion de rayos-X de
angulo amplio (WAXD) permite visualizar cambios en la conformacion de los planos
cristalinos por la presencia de NPs y la posible interaccion entre ambos componentes. Para
tal efecto, se obtuvieron los difractogramas correspondientes a los nanocompuestos PP/nAg
(Fig. 7.6-a) y los nanocompuestos PP/nCu en sus diferentes concentraciones (Fig. 7.6-b), y
su comparacion con el polimero sin carga. Se puede apreciar que el PP sin carga presenta 2

picos localizados en los &ngulos 14.20 'y 21.40 de 26 que corresponden a los planos cristalinos
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(110) y (131) de la mesofase a del iPP inducida por la orientacion del material durante su
procesamiento en pelicula plana!?’1?8 independiente de la presencia de nAg y nCu®. En la
Fig. 7.6-a se presentan los difractogramas de PP/nAg en sus diferentes concentraciones y se
puede apreciar que en la concentracion del 5 % p/p se presentan 4 picos localizados en 38.10,
44.20, 64.44 y 77.00 de 26, que corresponden a los planos cristalinos (111), (200), (220) y
(311) caracteristicos de las nAg®” y que la presencia de las mismas no interfiere en la
estructura cristalina del polimero. Un comportamiento similar ocurre en la Fig. 7.6-b al
analizar los nanocompuestos con diferentes concentraciones de nCu, en donde se pueden
apreciar dos picos localizados en 36.60 y 43.20 de 20 que corresponden a los planos
cristalinos (111) de Cu® y (111) del Cu2O, lo que corrobora la presencia de una mezcla de
nCu y Cu,0 dentro del sistema®®. La presencia de ambas estructuras cristalinas puede estar
relacionada con los diferentes procesos térmicos a los que son sometidas las NPs durante la
preparacion de los nanocompuestos, lo cual puede favorecer la oxidacién, ademés de que la
presencia de ondas de ultrasonido dentro del sistema de mezclado en el extrusor puede

promover la oxidacion parcial de las nCu®®.
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Figura 7.6. Difractogramas WAXD de nanocompuestos PP/nAg y PP/nCu en
diferentes concentraciones. Estructura cristalina de los nanocompuestos obtenidos a partir
de mezclado en fundido asistido con ultrasonido y su posterior procesamiento en pelicula
plana. a) PP/nAg y b) PP/nCu.
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7.2.3. Estabilidad Térmica

Para visualizar cambios en la estabilidad térmica de los nanocompuestos por la presencia de
NPs en diferentes concentraciones, se realizd un analisis termogravimétrico, el cual se
presenta en la Figura 7.7. El polimero sin carga presenta un 20 % de pérdida en peso a la
temperatura de 415.74 °C. Se puede apreciar que en los nanocompuestos con nAg (Fig. 7.7-
a) la pérdida de un 20 % en peso de los nanocompuestos a 0.05 y 0.5 % se presentan a 389.38
°C y 397.64 °C, por lo que la presencia en bajas concentraciones de nAg disminuyen
ligeramente su estabilidad térmica; mientras que en el caso del nanocompuesto PP/nAg al 5
% se presenta un incremento alrededor de 10 °C en comparacion con el polimero sin carga,
presentando una pérdida en peso en 423.67 °C. Bajo las mismas condiciones, se realizé el
analisis de los nanocompuestos de PP/nCu en sus diferentes concentraciones (Fig. 7.7-b) en
donde se encontrd una relacion directa del incremento de la estabilidad térmica de los
nanocompuestos en funcién del incremento de la cantidad de nCu, en donde la concentracion
del PP/nCu del 5 % presenta un incremento de 20 °C en comparacion con el polimero sin
carga. De acuerdo a lo anterior, la presencia de NPs incrementa la estabilidad térmica de los
nanocompuestos, evitando posible degradacion térmica del polimero durante su

procesamiento!?®.
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Figura 7.7. Analisis termogravimétrico de nanocompuestos PP/nAg y PP/nCu en

diferentes concentraciones. Estabilidad térmica obtenida a partir de TGA de

nanocompuestos obtenidos a partir del mezclado en fundido asistido con ultrasonido con

diferentes concentraciones de a) nAg y b) nCu.

84



e MC. Beatriz Liliana Espafia Sanchez

Tesis Doctoral

7.3. Tratamiento Superficial de Nanocompuestos Poliméricos mediante

Plasma de Argon

7.3.1. Activacion Superficial

Recientemente, la modificacion superficial de nanomateriales ha permitido el incremento
exponencial de las propiedades de superficie y, por lo tanto, su funcionalidad'?'%°, Bajo este
concepto, se realizé la modificacion superficial de los nanocompuestos PP/nAg y PP/nCu en
sus diferentes concentraciones a partir del uso de plasma de argén. Los nanocompuestos
procesados en pelicula plana fueron sometidos a tratamiento dentro de un reactor de plasma
de radiofrecuencia con atmdsfera controlada de argén durante 1 hora. Las condiciones de
tratamiento fueron seleccionadas de acuerdo con lo encontrado en trabajos anteriores'®13t,
Para tal efecto, se analizaron los cambios en la superficie de los hanocompuestos con la
mayor concentracion (5 % p/p) antes del tratamiento (ST) y después del tratamiento con

plasma (Plasma).

En la Figura 7.8 se presentan las micrografias SEM de la superficie de los nanocompuestos
antes y después del tratamiento con plasma. En el caso de los nanocompuestos sin tratamiento
(Fig. 7.8-a y Fig. 7.8-c) no se observa la presencia de NPs en la superficie del polimero en
un area promedio de 28.28 um?. Después del tratamiento con plasma, en el nanocompuesto
PP/nAg (Fig. 7.8-b) se pueden apreciar algunos aglomerados que corresponden a las nAg,
con un tamafio promedio de 100 nm, donde su presencia es atribuida a la erosion superficial
del nanocompuesto por efecto del plasma. Un comportamiento similar ocurre en la superficie
del nanocompuesto PP/nCu al ser sometido a tratamiento (Fig. 7.8-d), en donde se aprecia el
incremento en la cantidad de NPs expuestas en un area promedio de 28.28 um?, contando 87
particulas, a partir del promedio de la cuenta de tres imagenes. Este comportamiento
corrobora que el plasma induce la remocion de polimero en la superficie de los

nanocompuestos y que ocasiona la exposicion superficial de las nanoparticulas.
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Figura 7.8. Micrografias SEM de los nanocompuestos PP/nAg y PP/nCu al 5 % antes

y después del tratamiento con plasma. Iméagenes de la superficie de los nanocompuestos

PP/nAg y PP/nCu obtenidas a partir de microscopia electronica de barrido. a) PP/nAg ST,
b) PP/nAg Plasma, ¢) PP/nCu ST y d) PP/nCu Plasma.

De acuerdo con los resultados obtenidos, el plasma de argéon produce la remocidn superficial
de polimero, incrementando la cantidad de NPs expuestas en la superficie de los
nanocompuestos. Al comparar el efecto de la exposicion superficial entre los
nanocompuestos PP/nAg y PP/nCu se observa que estos Ultimos presentan alto grado de
exposicion, lo cual se encuentra directamente relacionado con la dispersion de las NPs en el
polimero. Diversos reportes sugieren que el andlisis superficial mediante microscopia
electronica de barrido puede ser considerado como una opcién viable para visualizar cambios

en la exposicion de NPs producidos por el plasma, y que el grado de exposicion se encuentra
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directamente asociado con las variables que rigen el tratamiento, tales como la potencia y el
tiempo de reaccion®’ 132, De acuerdo a lo anterior, el tratamiento por plasma de argén tiene
la capacidad de modificar drasticamente las caracteristicas superficiales de los
nanocompuestos, ya que se lleva a cabo el fenémeno de colision de iones y especies reactivas
del plasma con el sustrato (matriz polimérica), lo cual puede promover la insercion de grupos

funcionales o la ruptura de cadenas en la superficie del polimero®: 1%,

Para corroborar los cambios en la superficie de los nanocompuestos por efecto del plasma,
se obtuvieron imagenes de la topografia superficial a partir de microscopia de fuerza atbmica
(AFM) antes y después del tratamiento con plasma. En la Figura 7.9 se presentan las
imagenes 3D de la topografia superficial del polimero sin carga (Fig. 7.9-a) y de los
nanocompuestos PP/nAg 5 % (Fig. 7.9-c) y PP/nCu 5 % (Fig. 7.9-e), en donde se aprecia
una superficie parcialmente lisa. Al ser sometidas al tratamiento con plasma, la morfologia
de la superficie cambia drasticamente, incrementando la rugosidad del material. EI polimero
sin carga sometido a plasma (Fig. 7.9-b) se observa el efecto “ondulado”, el cual se encuentra
directamente relacionado con el proceso de erosion del material'®. En el caso de los
nanocompuestos con nAg y nCu, se puede observar el incremento en la exposicion superficial
de NPs, lo que refleja la remocion de polimero por efecto del plasma. Aunado a esto, al
comparar la cantidad de NPs expuestas, el nanocompuesto PP/nCu presenta mayor cantidad
de NPs en la superficie en comparacion con PP/nAg, asociado con la dispersién de la carga

nanométrica dentro del polimero.
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Figura 7.9. Imagenes AFM 3D de topografia superficial de nanocompuestos antes y

después del tratamiento con plasma. Imagenes obtenidas de la superficie en 3D de los

nanocompuestos formulados al 5 % PP/nAg y PP/nCu y su comparacion con el polimero
sin carga.a) PP-ST, b) PP-Plasma, c) PP/nAg-ST, d) PP/nAg-Plasma, e) PP/nCu-ST y f) PP-

nCu-Plasma.
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Para corroborar los cambios en la rugosidad de los nanocompuestos por efecto del plasma,
se obtuvieron los valores de la rugosidad promedio superficial (RMS) antes y después del
tratamiento, de acuerdo con los datos presentados en la Tabla 7.2. En este caso, se observa
un ligero incremento en la rugosidad superficial del polimero sin carga después del
tratamiento con plasma, mientras que en el caso del nanocompuesto PP/nAg incrementa 4
veces la rugosidad y en el caso del PP/nCu se incrementa hasta 6 veces, en comparacion con
los nanocompuestos sin tratamiento. En este caso, la rugosidad puede ser incrementada
debido a la resistencia de las NPs al proceso de erosion por plasma, por lo que en el polimero
sin carga no se presenta un incremento significativo en la rugosidad. Este comportamiento
corrobora que el tratamiento por plasma de argén induce el proceso de erosion superficial en
los nanocompuestos!®3-1% incrementando la cantidad de NPs expuestas en la superficie del

material.

El incremento en la rugosidad superficial posiblemente es debido a la erosion heterogénea
entre las areas del polimero sin carga y las areas del polimero que rodean a las nanoparticulas
metélicas y, por lo tanto, a los efectos localizados producidos por la interaccion de los iones
de plasma con las NPs expuestas, las cuales son térmicamente conductoras®3®. Por lo tanto,
se puede atribuir que la rugosidad superficial de los nanocompuestos sometidos a tratamiento
se produce por la combinacién de fendmenos fisicos (conductividad térmica de las NPs) y
fendmenos quimicos (desprendimiento de cadenas poliméricas en la superficie del material),

dando como resultado la modificacion superficial de los nanocompuestos.

89



- MC. Beatriz Liliana Espafia Sanchez

Tesis Doctoral

Tabla 7.2. Rugosidad superficial promedio (RMS) de PP, PP/nAg 5 % y PP/nCu 5 % antes

y después del tratamiento con plasma.

RMS (nm) RMS (nm)
Sin tratamiento Plasma
PP 11.00 £ 0.10 13.10 £ 0.50
PP/nAg 5 % 8.50 £ 0.05 35.90 £ 0.40
PP/nCu 5 % 17.60 + 0.05 109.40 £ 0.10

Para cuantificar la cantidad de NPs expuestas, se llevé a cabo el conteo de particulas en las
imagenes 2D de los nanocompuestos antes y después del tratamiento con plasma en un area
de 900 pm?, calculado a partir del conteo promedio de tres imagenes (Figura 7.10). En los
nanocompuestos PP/nAg sin tratamiento (Fig. 7.10-a), se encontr6 un promedio de 55
particulas, mientras que en los nanocompuestos sometidos a plasma (Fig. 7.10-b) se
incrementd la exposicién en un promedio de 100 particulas, por lo que practicamente se
duplico la cantidad de particulas expuestas por efecto del plasma. Por otro lado, en los
nanocompuestos PP/nCu se puede observar que las muestras sin tratamiento (Fig 7.10-c)
presentan un conteo promedio de 60 particulas, mientras que los nanocompuestos tratados
con plasma (Fig. 7.10-d) incrementan la exposicion de las particulas obteniendo un valor

promedio de 650 particulas.
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Figura 7.10. Imagenes AFM 2D de los nanocompuestos PP/nAg y PP/nCu antes y

después del tratamiento con plasma. Imagenes en 2D en donde se obtuvo el conteo de
particulas expuestas por efecto del tratamiento superficial con plasma de argon. a) PP/nAg-
ST, b) PP/nAg-Plasma, ¢) PP/nCu-ST y d) PP/nCu-Plasma.

La induccion en la exposicion superficial de nanoparticulas por efecto del plasma en los
nanocompuestos PP/nAg difiere por mucho en comparaciéon con lo encontrado en los
nanocompuestos PP/nCu, ya que de acuerdo con los resultados obtenidos, las nCu presentan
mayor exposicion en comparacion con las nAg. Este fenémeno puede estar asociado con las
diferencias en la dispersion de las nanoparticulas dentro del polimero y a su afinidad quimica
con la matriz. Una posible explicacion en cuanto a las diferencias en el comportamiento de
ambas nanoparticulas se relaciona con las diferencias en la naturaleza quimica de ambos
metales. Al suponer que las nAg se encuentran en su estado elemental (Ag®), no existen
impedimentos idnicos 0 &tomos con carga que repriman la interaccion entre ambas fases, lo
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que puede incrementar la afinidad entre la fase continua y la fase dispersa. Al ocurrir este
fendmeno, es posible que se requiera mayor energia para remover el polimero de la superficie
del nanocompuesto, por lo que la exposicion superficial de las NPs puede llevarse a cabo en
menor grado. Por otro lado, en los nanocompuestos PP/nCu se determind que las NPs
presentan un estado de oxidacién parcial durante el procesamiento del material, por lo que la
presencia de 4&tomos de oxigeno en la superficie de las NPs representa un impedimento en la
interaccion con el polimero, de naturaleza no polar. De acuerdo a lo anterior, si existe menor
afinidad entre ambas fases, es posible que se requiera menor energia para remover el
polimero de la superficie, lo que puede ocasionar el incremento en la rugosidad del
nanocompuesto y, por lo tanto, la exposicion de una mayor cantidad de nanoparticulas en su

superficie.

Para comprender cémo se lleva a cabo el proceso de erosion a partir del tratamiento con
plasma de argdn, diversos autores proponen que la incidencia de los iones argon (Ar) sobre
el polimero ocasionan la ruptura de cadenas poliméricas®®'%®, las cuales pueden ser
removidas por el efecto de vacio al cual se encuentran sometidas las muestras durante el
tratamiento. France y col.®® sugieren que la ruptura de las cadenas poliméricas del PP se
produce por el ataque al carbono terciario de la cadena principal del iPP, favoreciendo la
ruptura de enlaces y la formacion de especies reactivas en la superficie del polimero, sin
alterar sus propiedades en masa. De acuerdo a lo anterior, es posible que el plasma propicie
la modificacion superficial del polimero a partir del bombardeo iénico con argdn sobre la
superficie, lo que produce la formacion de sitios activos capaces de reaccionar posteriormente
al contacto con el medio ambiente, y por lo tanto modificar la quimica superficial de los

nanocompuestos.

Con el objetivo de monitorear los cambios en la composicion quimica superficial de los
nanocompuestos por efecto del tratamiento con plasma, se llevaron a cabo anélisis de
espectroscopia fotoelectrénica de rayos-X de alta resolucion (XPS) de la superficie de los
nanocompuestos formulados al 5 % p/p en funcidn del tratamiento con plasma, comparado

con el polimero sin carga. En la Figura 7.11 se presenta el espectro general de los
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nanocompuestos y su comparacion con el polimero sin carga, antes y después del tratamiento
con plasma. En todos los casos se aprecia un incremento en las sefiales relacionadas con
oxigeno y nitrégeno en los materiales que fueron sometidos a plasma, lo que indica un
cambio en la composicion superficial por efecto del plasma. Este fendmeno sugiere que el
ataque de los iones argon sobre la superficie del polimero deja sitios activos®® 1%, que
posteriormente son capaces de reaccionar con el aire, lo cual puede favorecer la insercién de

oxigeno y nitroégeno sobre la superficie del material'®’.
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Figura 7.11. Espectros generales XPS de los nanocompuestos PP/nAg y PP/nCu antes
y después del tratamiento con plasma. Espectros obtenidos a partir de espectroscopia

fotoelectronica de rayos-X de alta resolucion. a) PP, b) PP/nAg 5 %y c¢) PP/nCu 5 %.

A partir de los espectros generales del PP y de los nanocompuestos PP/nAg y PP/nCu
formulados al 5 %, se obtuvieron los valores de fraccién atdbmica de cada elemento, los cuales

se presentan en la Tabla 7.3. Corroborando la informacidn obtenida a partir de los graficos,
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las muestras sometidas a tratamiento con plasma incrementan la composicion elemental
superficial de nitrdgeno y oxigeno en comparacion a las muestras sin tratamiento. La
concentracion relativa de oxigeno en la superficie del polipropileno sin tratamiento puede ser
atribuida al proceso de oxidacion parcial que sufre el polimero durante el procesamiento

térmico.

Se obtuvieron los espectros de C1s de los nanocompuestos PP/nAg y PP/nCu al 5 % antes y
después del tratamiento con plasma, presentado en la Figura 7.12. Como resultado de la
deconvolucion, el espectro PP/nAg después de ser sometido a plasma (Fig. 7.12-b) presenta
una disminucién de la intensidad de los picos localizados en 285 eV y 286.5 eV, la cual es
atribuida a la formacion de los enlaces C-OH y C-N durante el tratamiento de plasma y
después de la exposicion de los nanocompuestos tratados al medio ambiente, por lo que el
plasma induce la activacion superficial del material*®. El espectro C1s de PP/nCu después
del tratamiento (Fig. 7.12-d) presenta un decremento en la sefial principal, lo que indica la
insercion de nitrogeno y oxigeno en la superficie del nanocompuesto. El pico localizado en
288.5 eV de los nanocompuestos PP/nCu sugiere la presencia de los enlaces C=0/0=C-OH.
Tanto en los nanocompuestos formulados con nAg al igual que los de nCu presentan un
incremento importante en las sefiales asociadas a las especies nitrdgeno y oxigeno sobre su

superficie por efecto del tratamiento mediante plasma de argon*3.

Tabla 7.3. Fraccion atomica elemental obtenida a partir de los espectros generales de XPS

de PP, PP/nAg y PP/nCu al 5 %, antes y después del tratamiento con plasma.

C N O Ag Cu

PP 80.8 2.0 17.2 - -
PP-Plasma 76.0 6.0 17.9 - -
PP/nAg 5% 94.6 ~0 5.4 ~0 -
PP/nAg 5%-Plasma 90.2 ~0 9.6 0.2 -
PP/nCu 5% 97.2 ~0 2.5 - 0.3
PP/nCu 5%-Plasma 76.5 4.2 16.7 - 2.7
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Figura 7.12. Espectros de C1s de los nanocompuestos PP/nAg y PP/nCu al 5 % antes y
después del tratamiento con plasma. a) PP/nAg-ST, b) PP/nAg-Plasma, c) PP/nCu-ST y
d) PP/nCu-Plasma.

Finalmente, se obtuvieron los espectros de Ag y Cu para la deteccion de ambos elementos en
la superficie de los nanocompuestos antes y después del tratamiento con plasma (Figura
7.13). Para el nanocompuesto PP/nAg sin tratamiento (Fig. 7.13-a) no se observan sefiales
asociadas a la plata elemental (Ag®) o de sus Oxidos, las cuales se localizan en 368.5 eV y
367.5 eV, mientras que el nanocompuesto PP/nAg tratado con plasma (Fig. 7.13-b) presenta
dos sefiales asociadas a los enlaces Ag 3ds2 y Ag 3ds2 que aparecen en 368 eV y 375 eV y
que corresponden a las sefiales atribuidas a las nAg'“°. El mismo comportamiento se presenta
en los nanocompuestos PP/nCu, en donde la muestra sin tratamiento (Fig. 7.13-c) no presenta

sefiales asociadas con cobre elemental (Cu®), mientras que el nanocompuesto sometido a
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tratamiento (Fig. 7.13-d) presenta dos sefiales localizadas en 933.1 eV y 953.3 eV y que
corresponden a los enlaces asociados con Cu 2p12 y Cu 2pss2 para cobre y oxido de cobre®?,
ademaés de sefiales asociadas con la resonancia del Cu.O, que sugieren una ligera capa de
oxido de cobre en la superficie de las NPs expuestas. En ambos casos se aprecia que el plasma
induce la exposicion superficial de las NPs debido al proceso de erosion de polimero de la

superficie de los nanocompuestos.
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Figura 7.13. Espectros XPS de Ag y Cu de los nanocompuestos PP/nAg y PP/nCu al 5
% antes y después del tratamiento con plasma. a) Ag® 3d de PP/nAg-ST, b) Ag® 3d de
PP/nAg-Plasma, ¢) Cu® 2p de PP/nCu-ST y d) Cu® 2p de PP/nCu-Plasma.
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Los resultados obtenidos a partir de los analisis de AFM y XPS demostraron que el plasma
de argon tiene la capacidad de modificar la superficie de los nanocompuestos incrementando
su rugosidad, la exposicion de las nanoparticulas y la formacién de sitios activos capaces de
reaccionar con el medio ambiente, promoviendo la insercidn de especies oxigeno y nitrégeno

en la superficie del material.

Para corroborar el cambio en la quimica superficial de los nhanocompuestos, se efectuaron
mediciones de angulo de contacto. En la Tabla 7.4 se presentan los valores de angulo de
contacto de los nanocompuestos PP/nAg y PP/nCu formulados al 5 % antes y después del
tratamiento con plasma y su comparacion con el polimero sin carga. Los nanocompuestos
sin tratamiento presentan angulos de contacto cercanos a 100°, asociados con una superficie
hidréfoba. Este fendmeno se ve afectado al someter las muestras a plasma, puesto que el
angulo de contacto se disminuye drasticamente, adquiriendo un comportamiento hidrofilico.
El cambio en la polaridad superficial se atribuye a la insercion de especies polares a la
superficie de los nanocompuestos por efecto del plasma, lo que sugiere un cambio en las
propiedades de adhesion al estar en contacto con solventes polares como el agua'*!. Este
comportamiento favorecera la interaccion de bacterias patogenas suspendidas en medio

liquido al estar en contacto con la superficie de los nanocompuestos erosionados con plasma.

Tabla 7.4. Valores de angulo de contacto de PP, PP/nAg 5 % y PP/nCu 5 % antes y

después del tratamiento con plasma.

Sin tratamiento  Con tratamiento

(ST) (Plasma)
PP 97 +3° 54 + 6°
PP/nAg 5% 100 + 2° 64 + 4°
PP/nCu 5% 99 + 3° 64 + 3°
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7.4.Actividad Antibacteriana de Nanocompuestos Poliméricos

La actividad antibacteriana de los nanocompuestos PP/nAg y PP/nCu antes y después de ser
sometidos a tratamiento con plasma fue determinada mediante el anélisis cuantitativo de la
muerte bacteriana en funcion del tiempo de interaccion de una cantidad conocida de bacterias
con los nanocompuestos en funcion del tiempo. La Figura 7.14 presenta los porcentajes de
actividad antibacteriana de PP/nAg y PP/nCu al contacto con S. aureus. Se puede observar
que la actividad antimicrobiana de los nanocompuestos incrementa después del tratamiento
con plasma y que el incremento es dependiente del tiempo de interaccion. Los
nanocompuestos PP/nAg 5 % (Fig. 7.14-a) y PP/nCu 5 % (Fig. 7.14-b) muestran un efecto
antimicrobiano por encima del 80 % y 95 % respectivamente después de 6 horas de
interaccion, una actividad antibacteriana mayor que sin el tratamiento con plasma. Lo
anterior apoya que la modificacion superficial que sufren los nanocompuestos por efecto del
plasma influye directamente en la capacidad bactericida de los nanocompuestos'®. Debido a
las diferencias en la cantidad de NPs expuestas entre los nanocompuestos de nAg y los de
nCu, es posible que la eficacia antimicrobiana sea mayor en los nanocompuestos con cobre,
ya que la dispersion de las nCu fue més efectiva en comparacion con la dispersion obtenida
en los nanocompuestos con nAg. Cabe sefialar que al comparar la actividad bactericida de
nCu con nAg comercial empleadas en el presente trabajo, las nanoparticulas de cobre

resultaron ser méas efectivas al contacto con S. aureus y P. aeruginosa (Figuras 7.3y 7.4).
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Figura 7.14. Actividad antibacteriana de nanocompuestos PP/nAg y PP/nCu en
funcion del tratamiento con plasma sobre S. aureus. Analisis antibacteriano determinado
a partir de la interaccion de a) PP/nAg y b) PP/nCu en diferentes concentraciones a partir
del célculo de sobrevivencia bacteriana de S. aureus.

Los cambios fisicos (rugosidad y exposicion de nanoparticulas) y quimicos (inserciéon de
nitrégeno y oxigeno superficial) generados por el tratamiento con plasma de argon
incrementan de forma significativa la actividad antibacteriana de los nanocompuestos
PP/nAg y PP/nCu®. A pesar de que existe una dependencia aparente en la actividad
antibacteriana en la concentracion de nanoparticulas y en el tiempo de interaccidn, no se
observo efecto antimicrobiano significativo en las concentraciones de 0.05 % y 0.5 % de los
nanocompuestos PP/nAg después del tratamiento con plasma a los tiempos evaluados, lo que
sugiere que probablemente no haya nanoparticulas expuestas en la superficie, asociado con

la baja dispersion de las nAg en el polimero.
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Por otro lado, se determino la actividad antibacteriana de los nanocompuestos PP/nAg y
PP/nCu al contacto con P. aeruginosa (Figura 7.15). En este caso, se puede observar que la
actividad antimicrobiana tanto de los nanocompuestos PP/nAg como de PP/nCu es superior
que los resultados obtenidos con S. aureus, lo que corrobora las diferencias en el efecto
bactericida en funcion de la pared celular bacteriana. La actividad antibacteriana de los
nanocompuestos PP/nAg al 0.05 % (Fig. 7.15-a) en una etapa inicial (1 h) no presentan efecto
inhibitorio, mientras que al ser sometida a plasma incrementa su efectividad en funcion del
tiempo de interaccion, alcanzando la completa inhibicion de crecimiento a las 6 horas de
contacto. Cabe resaltar que el efecto antimicrobiano nuevamente es superior en los
nanocompuestos erosionados con plasma, y que el efecto es dependiente del tiempo de
interaccion. Dada la mayor susceptibilidad de P. aeruginosa al contacto con los
nanocompuestos, en las concentraciones de 0.5 y 5 % p/p ya se observa la completa
inhibicién de crecimiento bacteriano a partir de las 3 horas de contacto con los
microorganismos, por lo que el efecto antimicrobiano es superior en un tiempo de interaccion

corto en comparacion con lo reportado por otros autores'!®142,
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Figura 7.15. Actividad antibacteriana de nanocompuestos PP/nAg y PP/nCu en
funcion del tratamiento con plasma sobre P. aeruginosa. Analisis antibacteriano
determinado a partir de la interaccion de a) PP/nAg y b) PP/nCu en diferentes

concentraciones a partir del calculo de sobrevivencia bacteriana de P. aeruginosa.

Es importante mencionar que en ambos casos la actividad antibacteriana incrementa de
manera significativa en los nanocompuestos sometidos a tratamiento con plasma, en donde
los nanocompuestos con nCu presentaron mejor efectividad en comparacion con los
nanocompuestos formulados con nAg, lo que sugiere que el incremento en la exposicion
superficial de las nanoparticulas es un factor determinante para que se lleve a cabo el proceso

de actividad antimicrobiana en la superficie de los hanocompuestos.

Fortunati y col.'*® determinaron la actividad antibacteriana de nanocompuestos de
PLGA/nAg de 20 a 80 nm sobre S. aureus y E. coli preparados mediante el mezclado en
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solucion y su posterior tratamiento superficial con plasma de oxigeno, en donde encontraron
que los nanocompuestos formulados al 7 % p/p sin tratamiento presentaron un efecto
antibacteriano cercano a 20 % a partir de las 3 h de contacto, el cual incrementa a 25 %
después de 24 h de interaccion. Las muestras sometidas a tratamiento con plasma de oxigeno
presentaron actividad antibacteriana cercana al 80 % después de 24 h de interaccién tanto
con Gram (+) como con Gram (-). Comparando los resultados obtenidos por estos autores
con los presentados en el presente estudio, los nanocompuestos de PP/nAg 5 % presentan un
efecto antibacteriano por encima del 80 % desde las 3 horas de contacto, por lo que el
tratamiento con plasma de argén aunado a la dispersion de las NPs en el polimero promueven
el incremento significativo del efecto bactericida en comparacién con lo encontrado por otros
autores, tomando en cuenta que el tamafio de particula es similar al empleado en el presente

trabajo.

En el caso de los hanocompuestos con cobre, el efecto antibacteriano es por mucho superior
en las muestras sometidas a tratamiento con plasma. Palza y col.’® determinaron el efecto
antibacteriano de nanocompuestos con nCu preparados a partir del mezclado en fundido
sobre E. coli, en donde encontraron que el 10 % de nCu en el polimero inhibe el crecimiento
de la mitad de la carga bacteriana inicial después de 1 h de interaccion. Por otro lado, Delgado
y col.®® reportaron la actividad antibacteriana de nanocompuestos de PP/nCu al 5 %
preparados mediante mezclado en fundido, en donde encontraron un efecto del 95 % de
inhibicion de crecimiento bacteriano después de 4 h de interaccion. Ambos autores coinciden
en que el efecto antimicrobiano esta directamente relacionado con la concentracion de NPs
dentro del polimero y que el mecanismo de inhibicién de crecimiento es meramente idnico,
puesto que no detectaron sefiales asociadas a cobre y sus 6xidos en la superficie de los
nanocompuestos. Al comparar los resultados anteriores, en el presente trabajo se reporta
actividad antimicrobiana por encima del 90 % a partir de 3 horas de interaccion con P.
aeruginosa (Gram -) en los nanocompuestos PP/nCu formulados con 0.5 % p/p, mientras que
los nanocompuestos PP/nCu 0.05, 0.5 y 5 % sometidos a tratamiento por plasma inhiben por
completo el crecimiento de S. aureus y P. aeruginosa despues de 6 h de interaccion. Es
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importante mencionar que tanto las nCu y sus respectivos 0xidos (CuO y Cu20) presentan

alta eficacia antimicrobiana al interaccionar con ambos microorganismos®’.

A pesar de que el efecto antimicrobiano de las nAg ya es conocido, son pocos los trabajos
que abordan el efecto comparativo entre los nanocompuestos formulados con nAg y nCu bajo
las mismas condiciones de interaccion. La eficacia en el efecto antimicrobiano de los
nanocompuestos PP/nCu puede ser atribuida a diversos factores, incluyendo principalmente
la liberacion de iones, la rugosidad superficial, la exposicion de las NPs y el incremento en
la hidrofilicidad'*. EI mecanismo de accion que se propone para los nanomateriales
obtenidos en el presente trabajo es a partir de la posible liberacion de iones metalicos sobre
la superficie del nanocompuesto aunado al incremento en la rugosidad y la polaridad del
material, promoviendo la interaccion i6nica con microorganismos suspendidos en un medio

liquido, dando como resultado el dafio irreversible a las células bacterianas.

Con el objetivo de profundizar en el mecanismo antimicrobiano de NPs metalicas y su
incorporacion a matrices poliméricas para la preparacion de nanocompuestos, se analizo el
efecto de la interaccion entre bacterias y nAg/nCu, efectuando principalmente el analisis del

dafio celular en bacterias y la posible alteracion de sus biomoléculas mas importantes.
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7.5.Analisis del efecto de la Interaccion entre Células Bacterianas y NPs

Metalicas

A continuacidn se presenta el analisis de diversos procesos de interaccion entre NPs metélicas
(nAg y nCu) y bacterias Gram (-) (P. aeruginosa y E. coli) en una etapa primaria de dafio a
partir del uso de biosensores bacterianos, la evaluacion de la integridad de la membrana y los
cambios a nivel estructural como parte del mecanismo primario y en una etapa avanzada de

interaccion a partir del andlisis de biomoléculas especificas (mecanismo secundario).

7.5.1. Respuesta de Biosensores Bacterianos a la Interaccion con nAg
y nCu

Recientemente, una de las herramientas mas empleadas para el monitoreo de la citotoxicidad
de nanomateriales es el uso de biosensores bioldgicos, ya que permiten detectar una respuesta
frente a un estimulo especifico y en consecuencia, producir el dafio celular'®. Para tal efecto,
se emplearon cuatro biosensores bacterianos disefiados y caracterizados por Padilla-Martinez
y col. 2014 (manuscrito en preparacion), los cuales responden al dafio a membrana (FabA),
estrés oxidativo (KatG), dafio a proteinas (DnaK) y dafio al material genético (RecA).
Primeramente, se evalud la respuesta de cada biosensor bacteriano a estimulos especificos
(Figura 7.16). Es importante mencionar que las bacterias presentan una ligera fluorescencia

basal, debido en parte a su manipulacién y al medio en el que se lleva a cabo la interaccion.
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Figura 7.16. Validacion de biosensores bacterianos de E. coli con controles (+) de
estimulo a dafio especifico. a) Dafio a membrana producido por SDS en biosensor FabA,
b) Dafio por estrés oxidativo producido por H20: en biosensor KatG, c) Dafio a proteinas

producido por etanol en biosensor DnaK y d) Dafio producido en ADN producido por

mitomicina en biosensor RecA.

Una vez validada la eficacia de los biosensores, se evalud su respuesta frente a las nAg y las
nCu. En la Figura 7.17 se presentan los datos de fluorescencia obtenidos a partir de la
respuesta del biosensor FabA al dafio en membrana celular al interaccionar con nAg y nCu.
La presencia de nAg (Fig. 7.17-a) activa el promotor de FabA de manera discreta en
comparacion con el control. Por otro lado, en la Fig. 7.17-b se presenta la respuesta del
biosensor en presencia de nCu, en donde la fluorescencia se incrementa en funcion del tiempo
de interaccion con las nCu. A pesar de que la concentracion de nAg (100 pg/mL) es superior
a la concentracion de nCu (70 pg/mL), esta ultima produce mayor dafio en la membrana

bacteriana.
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Figura 7.17. Respuesta del biosensor FabA al dafio en membrana generado por nAgy
nCu. Fluorescencia producida por E. coli bajo el control del promotor FabA en respuesta a:
a) nAg y b) nCu.

Se determino la respuesta del biosensor al dafio producido por estrés oxidativo mediado por
el promotor KatG en respuesta a la presencia de nAg y nCu (Figura 7.18). En el caso de la
interaccion con nAg (Fig. 7.18-a) no se aprecia una respuesta significativa en la expresion
de fluorescencia, mientras que en el caso de la interaccién con nCu (Fig. 7.18-b) hay un
incremento significativo en la emision de fluorescencia en funcion del tiempo de interaccion
con las nCu. La interaccion de la misma concentracién de nCu determiné un incremento en
la expresion de fluorescencia asociada a la formacion de ROS, incrementando el estrés

oxidativo celular, el cual es superior en nCu comparado con nAg*#.
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Figura 7.18. Respuesta del biosensor KatG al estrés oxidativo generado por nAgy
nCu. Fluorescencia producida por E. coli bajo el control del promotor KatG en respuesta a:
a) nAg y b) nCu.

Para observar emision de fluorescencia en el biosensor que responde frente al estimulo
producido por el dafio a proteinas (DnaK) se realiz6 la interaccion de 30 pg/mL de nAg y 10
pg/mL de nCu (Figura 7.19). En el caso de la interaccion del biosensor con nAg (Fig. 7.19-
a) se observa un ligero incremento en la emisién de fluorescencia en comparacion con el
control. Un comportamiento similar se presentd en la interaccién con nCu (Fig. 7.19-b), en
donde el incremento de la fluorescencia se encuentra en funcién del tiempo de interaccion.
En este caso también la emision de fluorescencia es mayor en los biosensores expuestos con
nCu en comparacion con nAg. Bajo las mismas condiciones, se determino que la interaccion
de las NPs produce emisién de fluorescencia en respuesta al dafio a proteinas, posiblemente
relacionadas con la pared celular bacteriana, ocasionando dafios significativos en etapas

tempranas de interaccion.
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Figura 7.19. Respuesta del biosensor DnaK al dafio a proteinas generado por nAgy
nCu. Fluorescencia producida por E. coli bajo el control del promotor DnaK en respuesta a:
a) nAg y b) nCu.

Finalmente, se realizd la interaccidn del biosensor que responde frente al dafio al material
genético celular, denominado RecA, empleando nAg y nCu (Figura 7.20). Se observé que
la presencia de 10 pg/mL de nAg (Fig. 7.20-a) produce un ligero incremento en la
fluorescencia en comparacion con el control, comportamiento semejante que ocurre con la
interaccién de nCu (Fig. 7.20-b), a una concentracion menor (5 pug/mL). Lo anterior sugiere
que las células responden al dafio al ADN celular, independientemente si este dafio se esta

reparando por los sistemas de auto reparacion bacterianos#®.
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Figura 7.20. Respuesta del biosensor RecA al dafio al ADN generado por nAg y nCu.
Fluorescencia producida por E. coli bajo el control del promotor RecA en respuesta a: a)
nAgy b) nCu.

De acuerdo con los resultados obtenidos con los diferentes biosensores bacterianos, las nCu
y las nAg generan un dafio primario generalizado, ya que hubo respuesta por dafio a
membrana, proteinas, ADN y se generaron ROS. Sin embargo, es claro que la respuesta al
dafio generada por la interaccion con nCu es mayor con respecto al dafio producido por nAg.
Asimismo, los biosensores expuestos a nCu mostraron una respuesta significativa de dafio a

membrana.
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7.5.2. Efecto de la Interaccion de nAg y nCu sobre la Integridad de

la Membrana

Para evaluar la integridad de la membrana celular de E. coli en una etapa temprana de
interaccion con nAg y nCu, se utilizaron fluorocromos que emiten fluorescencia cuando estos
penetran la membrana celular. Para ello se emple6 la mezcla de los fluorocromos Syto
9/ioduro de propidio. El fluorocromo Syto 9 presenta la capacidad de difundir libremente
dentro de la membrana celular emitiendo fluorescencia verde en todas las bacterias, mientras
que el ioduro de propidio (IP) Unicamente penetra en las bacterias que perdieron la integridad
de su membrana por dafio o ruptura. En la Figura 7.21 se presentan las imagenes de las
bacterias que fueron tefiidas con los 2 fluorocromos, en donde se observa que después de 2
horas de interaccion con 50 pg/mL de nAg y nCu, se incrementa la proporcion de bacterias
dafiadas con respecto a las células vivas, en comparacién con el control. Lo anterior sugiere
que la interaccién de nAg y nCu con E. coli produce alteracion en la integridad de la

membrana bacteriana, lo que podria desencadenar la muerte de las bacterias®!?,
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Figura 7.21. Efecto de NPs metalicas sobre la integridad de la membrana bacteriana

después de 2 horas de interaccidn con fluorocromos vitales. Imagenes de microscopia de
epifluorescencia de células de E. coli expuestas a nAg y nCu. Fluorescencia verde (Syto 9)

para células integras y fluorescencia roja (IP) para células dafiadas.

Se incubaron diferentes concentraciones de nCu con E. coli durante 2 horas y se determind
la integridad de la membrana bacteriana. En la Figura 7.22 se presenta el incremento en la
cantidad de células dafiadas a medida de que se incrementa la concentracion de NPs, lo que
indica que el efecto es dependiente de la concentracion. Sin embargo no se aprecian

diferencias significativas en tiempos inferiores a 1 hora de interaccion.
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Figura 7.22. Efecto de diferentes concentraciones de nCu sobre la integridad de la
membrana bacteriana después de 2 horas de interaccion con fluorocromos vitales.
Imagenes de epifluorescencia de células de E. coli expuestas a diferentes concentraciones
de nCu. Fluorescencia verde (Syto 9) para células integras y fluorescencia roja (IP) para

células dafiadas.

Choi y col.?> mencionan que el contacto de 1 pg/mL de iones y nAg con E. coli no modifica
la integridad de la membrana celular a partir del marcaje con fluorocromos, por lo que
consideran que la concentracion de NPs es predeterminante para poder apreciar un efecto

significativo. En comparacion con las nAg, se puede observar que el incremento en la
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cantidad de celulas dafiadas se presenta en menores concentraciones al contacto con nCu, por
lo que éstas ultimas producen mayor actividad antimicrobiana al contacto con E. coli, lo cual
coincide con los resultados obtenidos de actividad antimicrobiana de NPs y su posterior

evaluacion al ser incorporadas en la matriz de PP.

Bajo estas condiciones, es posible que la presencia de nAg y nCu en una etapa inicial de
interaccion con bacterias produzcan dafos significativos sobre la membrana bacteriana, lo

que conlleva a la muerte celular.

7.5.3. Efecto de la Interaccion de nAg y nCu sobre las Estructuras

Celulares de P. aeruginosa

Con el objetivo de visualizar cambios estructurales en células bacterianas por la presencia de
NPs metélicas en diferentes concentraciones, se utiliz6 como modelo la bacteria Gram (-) P.
aeruginosa y se llevo a cabo la interaccion con diferentes concentraciones de nAg y nCu
durante 1 hora a 37 °C, para posteriormente ser procesadas para la obtencion de imagenes a
partir de microscopia electronica de transmision (TEM). Se analizaron cortes longitudinales
y transversales de las bacterias interaccionadas embebidas en una resina epoxica y su
comparacion con las bacterias sin NPs. En la Figura 7.23 se pueden observar las imagenes
del control en diferentes magnificaciones y el efecto de la interaccion de nAg en
concentraciones de 100 pug/mL y 200 pg/mL. En las Figs. 7.23-a y 7.23-b se aprecia que las
bacterias presentan una longitud promedio de 1.45 pum por un ancho de 0.5 um, ademas
presentan una pared celular de alrededor de 30 nm de espesor, lo cual coincide con la
morfologia caracteristica de P. aeruginosa'*’. Por otro lado, la interaccion de 100 pg/mL de
nAg (Figs. 7.23-c y 7.23-d) produce la interaccion de las NPs con la estructura de la pared
celular bacteriana. Al incrementar la concentracion a 200 pg/mL (Figs. 7.23-e y 7.23-f) se
puede apreciar a las nAg adheridas y agregadas sobre la superficie bacteriana, y que en
algunas zonas de la bacteria existe penetracion de las particulas en la pared celular. El

comportamiento de adhesién y posible penetracion de las nAg sobre la pared celular
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bacteriana sugiere la alteracion de la permeabilidad bacteriana y, por lo tanto, dafio

irreversible en las células, lo que puede dar como resultado la muerte celular®1%,

Para determinar la interaccion de nCu con P. aeruginosa, se obtuvieron las micrografias TEM
después de incubar con 50 pg/mL y 100 pg/mL (Figura 7.24) En la imagen se puede apreciar
que en la concentracion de 50 pg/mL se presentan algunos aglomerados de NPs que se
encuentran localizados en la periferia de las bacterias (Fig. 7.24-c). Con la concentracion de
100 pg/mL se observa una saturacion de NPs en el &rea (Fig. 7.24-¢) y se observan bacterias
dafadas, las cuales pierden su morfologia caracteristica. En la Figura 7.24-f se puede
apreciar que las nCu tienden a adherirse al contorno de la pared celular, y que esta adhesién
produce una alteracion irreversible de la membrana, induciendo la penetracion de las NPs
dentro de la bacteria. Es importante mencionar que las bacterias interaccionadas con nCu a
una concentracion de 100 pug/mL presentan una cantidad significativa de restos celulares, en
donde se observa la presencia de NPs aglomeradas, atribuido al posible dafio y ruptura celular

de las bacterias al interaccionar con altas concentraciones de nCu.
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Figura 7.23. Micrografias TEM de P. aeruginosa y su interaccién con nAg. Efecto de la
interaccion de 100 pug/mL (cy d) y 200 pg/mL (e y f) de nAg durante 1 horaa 37 °C y su
comparacion con bacterias sin nanoparticulas (a 'y b).
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Fig. 7.24. Micrografias TEM de P. aeruginosa y su interaccion con nCu. Efecto de la

interaccion de 50 pg/mL (c y d) y 100 pg/mL (e y f) de nCu durante 1 horaa 37 °C y su
comparacion con bacterias sin nanoparticulas (a 'y b).
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Es posible que en una etapa inicial de interaccion de nAg y nCu con bacterias (1 hora) el
proceso de dafio se lleve a cabo por la adhesion de las NPs a la membrana celular, lo que
coincide con los resultados obtenidos a partir de TEM, dando como resultado cambios en la
composicion estructural de las células y por lo tanto la modificacion de su permeabilidad*,
corroborado por resultados obtenidos a partir del marcaje con fluorocromos. De acuerdo a lo
anterior, es posible que en una etapa inicial de interaccion se produzcan dafios principalmente
a nivel de membrana y proteinas asociadas con la pared celular bacteriana. Los cambios en
la estructura de la membrana y la permeabilidad celular podran permitir la posible
penetracion de las NPs y sus iones correspondientes con el objetivo de ejercer su efecto toxico

en funcion del tiempo de interaccion hasta inducir la muerte celular.

7.5.4. Inhibicion de Crecimiento de P. aeruginosay E. coli producido

por nAgy nCu

Con el objetivo principal de establecer las condiciones dptimas de tiempos de incubacién y
concentracion de NPs para la evaluacion de dafio en funcion del tiempo de contacto, se
obtuvieron las cinéticas de crecimiento correspondientes a la interaccion de diferentes
concentraciones nAg y nCu con P. aeruginosa y E. coli. En la Figura 7.25 se presenta la
cinética de inhibicion de crecimiento de P. aeruginosa al contacto con diferentes
concentraciones de nAg y nCu. En el caso de la interaccion con nAg durante 6 h (Fig. 7.25-
a) se aprecia que la concentracion de 100 pg/mL presenta un crecimiento similar al control,
mientras que la concentracion de 200 pg/mL inhibe el 70 % del crecimiento bacteriano. Por
otro lado, en la interaccion con diferentes concentraciones de nCu (Fig. 7.25-b) se observa
que la inhibicién de crecimiento es directamente proporcional a la concentracién de NPs en
el medio de interaccion. Bajo las mismas condiciones de evaluacion, las nCu presentan una

mayor actividad antimicrobiana que las nAg.
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Figura 7.25. Efecto de nAg y nCu sobre el crecimiento de P. aeruginosa. Cinética de

crecimiento de cultivos de P. aeruginosa en ausencia y presencia de diferentes

concentraciones de: a) nAg y b) nCu evaluadas a 37 °C.

Por otro lado, se obtuvieron las curvas de inhibicién de crecimiento de E. coli portadora de

ADN extracromosomal (plasmido) en presencia de diferentes concentraciones de nAg y nCu

(Figura 7.26). En la interaccion con nAg (Fig. 7.26-a) se puede observar que la

concentracion de 100 pg/mL se inhibe el 60 % de crecimiento de bacterias, mientras que la

concentracion de 200 pug/mL ya no presenta crecimiento bacteriano. En la interaccion de

diferentes concentraciones de nCu durante 6 h (Fig. 7.26-b) se aprecia que la concentracion

de 100 pg/mL inhibe el 10 % de crecimiento, mientras que la concentracion de 200 pg/mL

inhibe el 50 % de crecimiento bacteriano. Finalmente, la concentracién de 400 pg/mL no

presenta crecimiento de microorganismos.
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Figura 7.26. Efecto de nAg y nCu sobre el crecimiento de E. coli. Cinética
decrecimiento de cultivos de E. coli en ausencia y presencia de diferentes concentraciones

de: a) nAg y b) nCu evaluadas a 37° C.

De acuerdo con las curvas de inhibicion de crecimiento obtenidas, se seleccionaron los
tiempos de 2 y 6 horas de interaccidn para la evaluacion de la integridad del material genético
(ADNg y ADNp), dafio en proteinas totales y la integridad de la estructura bacteriana, en

funcién de su exposicion frente a diferentes concentraciones de NPs.

7.5.5. Efecto de la Interaccion de nAg y nCu sobre la Integridad del
ADNg

El ADN se define como un polinucledtido que contiene toda la informacién genética e
instrucciones de desarrollo y funcionamiento de todos los organismos vivos, en donde su
principal funcion es heredar de una generacion a otra las caracteristicas que definen a un
organismo. En el caso especifico de bacterias, esta informacion se encuentra distribuida en
el ADN genomico (ADNQ)**°, el cual contiene toda la informacion necesaria para el
funcionamiento celular y el ADN plasmidico (ADNp) que se define como el material
extracromosomal circular que puede conferir algunas ventajas adaptativas a las bacterias,

principalmente relacionadas con las resistencia a antibioticos™™.
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Con el objetivo de evaluar el dafio al material genético bacteriano, se realizé la extraccion y
purificacion del ADNg de las muestras de P. aeruginosa cultivadas en presencia de diferentes
concentraciones de nAg y nCu durante 2 y 6 horas de interaccion. Las muestras fueron
obtenidas a partir de las curvas de inhibicidn de crecimiento presentadas en la Figura 7.25.
El ADNg obtenido fue sometido a electroforesis en geles de agarosa, tefiido y visualizado
con luz UV. La degradacién del ADNg se produce cuando la cadena helicoidal presenta
rupturas significativas, las cuales se ven directamente reflejadas en la disminucion de la
intensidad de la banda principal, acompafada de un barrido, que es el indicativo de
degradacion. En la Figura 7.27 se presentan las imagenes de los geles obtenidos a partir de
la interaccién de P. aeruginosa con nAg y nCu en diferentes concentraciones. En la Fig.
7.27-a se puede observar el ADNg de P. aeruginosa que no fue expuesto a NPs (control), en
donde se encuentra una banda de un tamafio por encima de los 12 000 pb, lo cual refleja la
integridad del material. EI ADNg obtenido de bacterias expuestas a diferentes
concentraciones de nAg presenta una banda similar a la del control sin sefiales aparentes de
degradacidn. Es de resaltar que P. aeruginosa a pesar de que su crecimiento fue totalmente
inhibido a las 6 horas de interaccion en las concentraciones de 400 pg/mL y 800 pg/mL
respectivamente, no se observan sefiales de degradacion del material genético. Resultados
similares fueron obtenidos al interaccionar P. aeruginosa con diferentes concentraciones de
nCu (Fig. 7.27-b), en donde no se aprecian cambios significativos en la intensidad de las
bandas asociados a procesos de degradacion del ADNg obtenido. La disminucion de la
intensidad de la banda de ADNg procedente de bacterias expuestas a altas concentraciones
de NPs, se debe principalmente a que la cantidad de bacterias bajo esas condiciones es muy
baja.
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Figura 7.27. Evaluacion de la integridad del ADNg de P. aeruginosa al interaccionar
con nAg y nCu. Extraccion del ADNg de bacterias incubadas a 2 y 6 horas con diferentes

concentraciones de a) nAg y b) nCu. M: marcadores de tamafio molecular en pares de bases
(pb).

El hecho de no observar una degradacion aparente en el ADNg, no descarta la posibilidad de
que el material genético haya sufrido rupturas especificas en la cadena helicoidal, las cuales
no se alcanzan a visualizar a partir de un barrido en el ADNg*®*. Martinez-Gutiérrez y col.*>
demostraron que la exposicion de altas concentraciones de nAg al contacto con células
humanas producen dafios al material genético, determinado a partir de ensayos cometa. A
partir de los resultados obtenidos en el presente trabajo, se sugiere que el ADNg se encuentra
fisicamente protegido de un dafio producido por potenciales agentes genotoxicos, tales como
las NPs metélicas. Lo anterior no descarta que se estén llevando a cabo alteraciones
especificas y que incluso puedan estar siendo reparadas por parte de sistema de auto-
reparacion bacteriano, por lo cual es necesario la implementacion de nuevas estrategias para

la evaluacion especifica del dafio al material genético celular.
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7.5.6. Evaluacion del Efecto Genotéxico de nAg y nCu sobre P.

aeruginosa mediante RAPDs

Con el objetivo de determinar alteraciones especificas al material genético bacteriano
asociados al dafio generado por el contacto con diferentes concentraciones de nAg y nCu, se
realizaron ensayos conocidos como RAPDs a partir del ADNg obtenido de las bacterias
interaccionadas a diferentes tiempos. En el caso de que el ADN presente ruptura de cadenas
asociadas a dafio, el patron de amplificacion de bandas se vera modificado, incrementando
la amplificacion de bandas de bajo peso molecular. Bajo este criterio, el andlisis de dafio al
ADN mediante RAPDs resulta ser una herramienta con mayor sensibilidad para la deteccion
de la ruptura de cadena helicoidal. Para ello, se realiz6 un ensayo de amplificacion aleatoria
RAPDs a partir de ADN purificado de P. aeruginosa, en donde se probaron un total de 16
oligonucleottidos. El objetivo del ensayo fue seleccionar aquellos oligonucle6tidos con los
que se amplifique un mayor numero de bandas en el ADNg control que permita visualizar la
presencia de diferentes pesos moleculares de las bandas y, por lo tanto, al colocar el templado
sometido a interaccion con NPs, poder apreciar cambios en la amplificacion de bandas por

efecto de las NPs.

En la Figura 7.28 se presentan las iméagenes obtenidas a partir de geles de electroforesis de
los RAPDs de P. aeruginosa con los diferentes oligonucle6tidos evaluados, en donde se
observa que lo oligonucle6tidos denominados EO1, E03, E09 y 2 Gnicamente presentan una
banda, por lo que su uso para la evaluacién de dafio al material genético no es de utilidad,
mientras que los oligonucleétidos denominados E02, EO5 y 6 presentan un amplio patrén de
bandas de diferentes pesos moleculares, por lo que resultan candidatos efectivos para la

evaluacion del dafio al material genético celular.
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Figura 7.28. RAPDs de P. aeruginosa en presencia de diferentes oligonucleotidos.
Amplificacion mediante reacciones de PCR del ADNg de P. aeruginosa con la presencia de
16 oligonucleotidos de 10 bases. M: Marcador de diferentes tamafios moleculares en pares
de bases (pb).

De acuerdo con estos resultados, se seleccionaron los oligonucleétidos E02, EO5 y 6 puesto
que presentaron perfiles de amplificacion con diversas bandas que permiten la evaluacion
tanto de bandas de alto peso molecular como de mediano peso para realizar los ensayos de
RAPDs con el ADNg que estuvo en contacto con diferentes concentraciones de nAg y nCu
en funcion del tiempo. En la Figura 7.29 se presentan los perfiles de amplificacion de los
oligonucleotidos E02, EO5 y 6 a partir del ADNg de P. aeruginosa cultivada con diferentes
concentraciones de nAg durante 2 y 6 horas de interaccion. Con los oligonucleétidos E05 y
6 no se aprecian cambios significativos en los perfiles de amplificacion, mientras que con el
oligonucledtido EO2 se aprecia un cambio en el perfil de bandas a altas concentraciones de
nAg Yy en un tiempo de 6 horas, en donde de acuerdo a la curva de crecimiento, se inhibe por
completo el crecimiento bacteriano. Con base a lo anterior, solo en condiciones extremas se
alcanza a detectar un cambio en el perfil de amplificacion, lo que sugiere un dafio al ADNg

al contacto con nAg en condiciones extremas de tiempo y concentracion de particulas.
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Figura 7.29. RAPDs de P. aeruginosa cultivadas en presencia de diferentes
concentraciones de nAg. Amplificacién por PCR usando como templado el ADNg de
bacterias incubadas con diferentes concentraciones de nAg y la separacién de los productos
en un gel de agarosa al 0.8 %. E02, E05 y 6 son los oligonucledtidos de 10 bases, M:
Marcadores de tamafio molecular en pares de bases (pb).

Bajo las mismas condiciones, se obtuvieron los perfiles de amplificacion del ADNg de P.
aeruginosa al contacto con diferentes concentraciones de nCu (Figura 7.30), en donde se
observé un cambio en el perfil de amplificacidn con los tres oligonucle6tidos empleados,
encontrandose en todos los casos un cambio significativo en el perfil de bandas de
amplificacion a la mayor concentracion de nCu analizada (400 pg/mL) en los tiempos de 2
y 6 horas de interaccion. De acuerdo con estos resultados, es posible que la interaccion de
nAg y nCu produzca dafios especificos sobre el ADNg de P. aeruginosa evaluado mediante
RAPDs, y que este dafio es superior con las nCu en comparacion con el efecto producido por
las nAg.
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Figura 7.30. RAPDs de P. aeruginosa cultivadas en presencia de diferentes

concentraciones de nCu. Amplificacion por PCR usando como templado el ADNg de

bacterias incubadas con diferentes concentraciones de nCu y separacion de los productos en
un gel de agarosa al 0.8 %. E02, EO5 y 6 son los oligonucle6tidos de 10 bases. M:

marcadores de tamafio molecular en pares de bases (pb).

Los dafios al ADN que pueden ser detectados mediante el uso de la técnica RAPDs son la
generacion de rupturas en una de las hebras de la cadena helicoidal, o en un caso severo la
ruptura de las 2 hebras, por lo que se pierde la integridad del material genético y se induce la
muerte celular. En el caso particular de NPs de éxido de cobre (CuO), se ha reportado que su

interaccion con celulas humanas produce estrés oxidativo, debido principalmente a la

formacion de ROS lo que ocasiona dafios al material genético por cortes o cambios en los
pares de bases, induciendo la muerte celulart>3-154,
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7.5.7. Efecto de nAg y nCu sobre el ADNp

Se efectud el andlisis de la interaccion de diferentes concentraciones de nAg y nCu
directamente en contacto con el ADN plasmidico (ADNp) purificado libre de células vy,
ademas, se realizé el andlisis sobre bacterias que contienen el plasmido y su posterior
purificacion para su evaluacion a partir de la obtencion de geles de agarosa y su separacion
en sus distintas formas estructurales. Para la evaluacion directa de las NPs sobre el plasmido,
éste se purifico a partir de células transformadas de E. coli TOP 10 con el plasmido pTZ19R.
Se realiz6 la exposicion con diferentes concentraciones de nAg y nCu durante 2 horas a
temperatura ambiente. En la Figura 7.31 se puede apreciar que el ADNp control presenta 3
bandas principales, las cuales corresponden a las tres conformaciones caracteristicas de un
plasmido: circular relajada (banda superior), enrollada (banda intermedia) y super enrollada
(banda inferior)'*®. Los cambios en la intensidad de las bandas después de la interaccion con
NPs indican una alteracién del plasmido, generalmente asociadas con el corte de una cadena,
que produce la relajacion del enrollamiento que generalmente presenta el plasmido. La
interaccion con nAg favorece la conformacion enrollada, la cual es dependiente de la
concentracion de NPs en el medio, mientras que las nCu inducen un efecto superior al

compararse con las nAg, bajo las mismas condiciones experimentales.
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Figura 7.31. Efecto de la interaccion directa de nAg y nCu sobre el ADNp de E. coli.
ADNp purificado de bacterias e incubado durante 2 horas con la presencia de diferentes
concentraciones de nAg y nCu y separado mediante un gel de agarosa al 0.8 %. M:
marcadores de diferentes tamafios moleculares en pares de bases (pb).

Por otro lado, al evaluar el efecto de nAg y nCu sobre el plasmido contenido en bacterias, y
su posterior purificacién para su analisis, no se apreciaron cambios significativos en la
intensidad de las 3 conformaciones plasmidicas (Figura 7.32). Esto confirma que las

bacterias por si solas representan una barrera fisica que impide el contacto directo entre el

ADNp y las NPs.
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Figura 7.32. Efecto de la interaccion de bacterias E. coli con nAg y nCu y la posterior
extraccion del ADNp. Obtencién de ADNp de bacterias incubadas durante 2 y 6 h con 100
pug/mL y 200 pg/mL de nAg, y su separacién mediante gel de agarosa al 0.8 %. M:
marcadores de diferentes tamafios moleculares en pares de bases (pb).

La interaccion directa entre plasmidos purificados y NPs metélicas produce cambios
conformacionales asociados con la relajacion del plasmido, lo cual puede ser atribuido a un
posible dafio, en donde las nCu producen un dafio superior en comparacion con el efecto
obtenido por las nAg. Diversos autores sefialan que los dafios producidos al ADNp se
encuentran directamente asociados con el estrés oxidativo que producen las NPs, en
particular las que se encuentran en su estado oxidado, tales como 6xido de cobre (CuO) y
dioxido de titanio (TiO2)™%%7, que al liberar ROS generan mutaciones y la ruptura de

cadenas de ADN, que dan como resultado la muerte celular.

De acuerdo con los resultados obtenidos, es posible que el material genético se encuentre
fisicamente protegido por la estructura celular bacteriana, por lo que no se alcanzan a percibir
dafios en el ADN total, Gnicamente se presentan cambios significativos al poner en contacto
altas concentraciones de NPs de cobre como se demostré a partir de los ensayos RAPDs. Por
otro lado, se determind que el ADNp expuesto directamente con diferentes concentraciones

de NPs sufre alteraciones en su conformacion, lo cual significa que el material genético sufre
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alteraciones al contacto con nAg y nCu. De acuerdo a lo anterior, es posible que la muerte
bacteriana no sea una consecuencia directa de la interaccion de NPs con su material genético,
lo cual puede ser considerado como un evento secundario, relacionado con el dafio previo a
la membrana celular obtenido a partir de las imagenes TEM y los resultados encontrados con

el uso de biosensores bacterianos.

7.5.8. Efecto de nAg y nCu sobre el Perfil de Proteinas Totales de P.

aeruginosa

Con el objetivo de determinar si se presentan cambios significativos en el perfil de proteinas
totales de P. aeruginosa que reflejen su degradacion como consecuencia de su interaccion
con NPs, se realizo la extraccion de proteinas totales de bacterias incubadas con diferentes
concentraciones de nAg y nCu interaccionadas durante 2 y 6 h. Las muestras procesadas
fueron cargadas en un gel de acrilamida para la separacion de proteinas totales de acuerdo a
su peso molecular. En la Figura 7.33 se presentan los perfiles de proteinas que comprenden
principalmente a las proteinas que se encuentren entre 20 a 250 kDa. En este caso no se
aprecia un cambio significativo en el perfil de proteinas a las 2 y 6 horas de interaccion con
diferentes concentraciones de nAg y nCu. Estos resultados indican que las bacterias que
permanecen integras después de la interaccion con NPs presentan un perfil de proteinas
totales aparentemente normal. La evaluacion de proteinas especificas y/o su actividad debera

ser evaluada.
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Figura 7.33. Perfil de proteinas totales de P. aeruginosa después de su interaccion con
nAg y nCu. Efecto de la incubacion de bacterias con diferentes concentraciones de a) nAg
y b) nCu durante 2 y 6 h. Separacion de productos mediante geles de acrilamida al 10 % y

tefiidos con azul de Comassie. Carril 1 marcador de pesos moleculares en kDa.
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7.6. Mecanismo Antimicrobiano de NPs Metalicas

Existen varios reportes en la literatura que mencionan los procesos de interaccion de nAg y
nCu, asi como los dafios que éstas generan sobre algunos procesos o biomoléculas de las
células bacterianas®*1%, En el presente trabajo se propone una estrategia integral para
estudiar el mecanismo antibacteriano de NPs metalicas (nAg y nCu) bajo las mismas
condiciones experimentales en una etapa inicial de interaccion (mecanismo primario) y en
bacterias ya afectadas irreversiblemente en una etapa tardia de interaccion (mecanismo
secundario). De acuerdo con los resultados obtenidos, el mecanismo antimicrobiano de NPs
metalicas puede ser abordado en funcién del tiempo de interaccion con las bacterias y los

dafos producidos por el contacto entre ambos.

En la Figura 7.34 se presenta el modelo propuesto para el mecanismo primario de nAg y
nCu sobre las bacterias. En una etapa temprana de interaccion se produce la adhesion de las
NPs en la superficie de la pared celular bacteriana y la posible liberacion de iones en solucién,
demostrado a partir de imagenes de microscopia electrénica de transmision, lo que produce
cambios importantes en la permeabilidad de la membrana ya que incorpora fluorocromos
vitales para células dafiadas (ioduro de propidio) en funcién de la concentracion de NPs,
demostrando la muerte celular por la presencia de nAg y sobre todo de nCu. Producto de esta
alteracion inicial a nivel de membrana, las bacterias responden al estrés expresando el gen
FabA de respuesta a dafio membranal, lo cual fue determinado a partir del uso de biosensores
bacterianos que emiten fluorescencia cuando se altera la membrana celular. Se ha descrito
que las NPs tienen la capacidad de liberar iones en un medio liquido, lo que genera estrés
oxidativo en las células®>*'> lo cual fue evidenciado por la emision de fluorescencia del
biosensor KatG, que regula la expresion del gen KatG en respuesta a la formacién de ROS y
la induccidn al estrés oxidativo. Como consecuencia de la alteracion a la membrana celular
y/o del estrés oxidativo, algunas proteinas ya sea membranales o del citosol pueden perder
su estructura u oxidarse, lo cual fue detectado por un biosensor que expresa el gen DnaK
cuando se dafian las proteinas. Aunque el ADN también es un blanco del estrés oxidativo®®,
no se detectd una alteracion significativa en la etapa inicial. El dafio y la respuesta de las
bacterias en una etapa inicial en general dieron respuesta al contacto con nAg y nCu en
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funcién del dafio a proteinas, membrana, ADN y estrés oxidativo. Es importante mencionar
que la respuesta al dafio fue superior en todos los casos al contacto con las nCu en
comparacion con nAg, lo que sugiere que las nCu tienden a ser mas toxicas al contacto con

microorganismos Yy, por lo tanto, presentan mayor efecto antimicrobiano.
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Figura 7.34. Modelo propuesto para el mecanismo primario de actividad

antimicrobiana de NPs metalicas. Propuesta formulada a partir de la interaccion de nAg y

nCu con bacterias Gram (-) en una etapa inicial.
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En la Figura 7.35 se presenta la propuesta correspondiente al mecanismo secundario de
actividad antimicrobiana de NPs metéalicas. A partir del anélisis de RAPDs se determin6 que
Unicamente se presenta dafio en el ADNg de las bacterias en concentraciones que inhiben por
completo el crecimiento bacteriano y en tiempo de interaccion largos. En particular, la
evidencia del dafio al ADN generado por nAg se observd solamente con la mayor
concentracion y a tiempos largos de incubacion, mientras que con nCu el dafio se aprecia
desde una etapa inicial (2 h) a diferentes concentraciones de NPs. Debido a que no se observo
una respuesta significativa de dafio a ADN como mecanismo primario a partir del uso de
biosensores, se sugiere que esta biomolécula puede estar fisicamente protegida por la
estructura celular, ya que inicialmente no existe un contacto directo entre el ADN y las NPs,
lo cual fue corroborado cuando se realiz6 la exposicion directa entre el ADNp y diferentes

concentraciones de nAg y nCu.
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Figura 7.35. Modelo propuesto para el mecanismo secundario de actividad
antimicrobiana de NPs metalicas. Propuesta formulada a partir de la interaccion de nAg y
nCu con bacterias Gram (-) en una etapa tardia.
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Bajo este criterio, es posible que en etapas tardias de interaccion entre NPs metalicas y
bacterias se estén llevando a cabo diversos fendmenos de manera simultanea: la penetracion
de las NPs y la liberacion en el interior de la célula de los iones y especies reactivas de la
superficie de las NPs, y posteriormente la interaccion y en consecuencia el dafio a
biomoléculas como el ADNg y el ADNp por la formacion de ROS capaces de alterar el

metabolismo celular, y en consecuencia la muerte bacteriana.

7.7.Mecanismo Antimicrobiano de Nanocompuestos Poliméricos

Erosionados con Plasma

La interaccion de NPs metalicas con bacterias Gram (-) en diversas etapas de contacto,
determiné que es posible que las nanoparticulas liberen iones de su superficie, los cuales son
capaces de producir ROS que al contacto con bacterias producen dafios en biomoléculas
especificas y en corto plazo, la muerte celular. En el caso de nanocompuestos poliméricos,
la presencia de cargas nanométricas restringe esta interaccion, puesto que las NPs quedan

embebidas en el polimero, interfiriendo en el proceso de interaccion®.

Bajo este criterio, el presente trabajo describe el proceso de erosion y activacion superficial
de nanocompuestos a partir de plasma de argdn con el objetivo de incrementar la exposicion
superficial de las NPs sin que sean desprendidas del polimero. De acuerdo a lo anterior, el
modelo propone gue la interaccion de los nanocompuestos PP/nAg y PP/nCu erosionados
con bacterias suspendidas en un ambiente liquido incrementa la liberacién de iones de la
superficie de las particulas, aunado al incremento en la rugosidad superficial y la
hidrofilicidad de la pelicula que promueven el contacto entre los nanocompuestos y las
bacterias (Figura 7.36). Esta interaccidn incrementa el contacto entre las bacterias y los iones
metalicos que pueden adherirse a la pared celular y producir dafios irreversibles, que en
consecuencia inhiben por completo el crecimiento microbiano en un tiempo inferior a las 3

horas de interaccion.
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Figura 7.36. Modelo propuesto para el mecanismo de actividad antimicrobiana de
nanocompuestos PP/nAg y PP/nCu erosionados con plasma. Efecto antibacteriano de
peliculas formuladas con diferentes cantidades de nAg y nCu y su interaccidn con bacterias
patdgenas en un ambiente liquido que favorece la liberacion de iones en la superficie de los

nanocompuestos y produce la inhibicion de crecimiento bacteriano.
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8. CONCLUSIONES

El presente trabajo describe la actividad antimicrobiana y el mecanismo de interaccion entre
bacterias y NPs metélicas incorporadas a polipropileno, los cuales fueron erosionados con

plasma. De acuerdo a lo anterior, se puede concluir:

Las nAg y nCu empleadas presentan actividad antimicrobiana bajo diferentes condiciones de
crecimiento, siendo las nCu mas efectivas sobre P. aeruginosa y S. aureus en comparacion

con las nAg.

La incorporacion de NPs en PP mediante mezclado en fundido asistido con ultrasonido
incremento la dispersion de las nCu en comparacion con las nAg en el polimero, ademas de
que el tratamiento con plasma de argdon incrementa la exposicion superficial de las NPs y la
rugosidad de los nanocompuestos sin afectar sus propiedades en masa.

El plasma de argon produce sitios activos capaces de reaccionar con el aire, promoviendo la
insercion superficial de nitrégeno y oxigeno, lo que incrementa la polaridad de los
nanocompuestos. ElI cambio en la superficie por efecto del tratamiento con plasma
incremento el efecto antimicrobiano de los nanocompuestos. Bajo las mismas condiciones se
determind que la exposicion de NPs y el efecto antimicrobiano fue superior en los

nanocompuestos formulados con nCu comparado con los formulados con nAg.

La interaccion de nAg y nCu con bacterias Gram (-) en etapas tempranas de contacto
producen dafios en la membrana celular, en proteinas asociadas a membrana y al material
genético, obtenido a partir de la respuesta de biosensores bacterianos. El andlisis de
microscopia TEM demostré la adhesion de NPs a la pared celular y alteraciones en la
membrana. De acuerdo a lo anterior, la estructura celular representa una barrera fisica que

impide la interaccion de NPs con el material genético, ya que en etapas tardias las NPs y sus
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iones liberados penetran a las bacterias, ocasionando dafios severos en el ADN celular, lo

que induce a la muerte celular.

Se propone un modelo del mecanismo antimicrobiano de nAg y nCu en funcion del tiempo
de interaccion y del dafo producido a biomoléculas. Bajo las mismas condiciones de
crecimiento, las nCu producen un dafio superior comparado con el efecto producido por nAg.
De acuerdo con los resultados obtenidos, es posible que el mecanismo antimicrobiano de
nanocompuestos poliméricos se efectle por efecto idnico de las nanoparticulas expuestas en
la superficie y la interaccién con microorganismos suspendidos en un ambiente liquido, lo
que evita la difusion de las NPs al exterior y, por lo tanto, se disminuyen los efectos toxicos

de nanomateriales funcionales sin intervenir en sus caracteristicas antimicrobianas.
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9. TRABAJO A FUTURO

e Determinacién del dafio a proteinas y actividades enziméticas especificas.

e Realizar pruebas de dafio a biomoléculas especificas (ADNg, ADNp y proteinas)
empleando iones metalicos de Ag y Cu, con el objetivo de comparar el efecto idnico
contra el efecto de las nanoparticulas al contacto con microorganismos patdgenos.

e Efectuar pruebas de liberacion de iones de los nanocompuestos poliméricos
erosionados con plasma a corto, mediano y largo plazo con el objetivo de cuantificar
los iones liberados y relacionarlos con el efecto antimicrobiano.

e Evaluacion del efecto citotoxico y genotdxico de nanocompuestos poliméricos al
contacto con lineas celulares especificas, en funcion del tiempo de contacto y de su

aplicacion final.
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