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Resumen

En la actualidad es muy comun el aislamiento de bacterias resistentes y multiresistentes a
los antibibticos mas comunmente utilizados para el tratamiento de enfermedades
infecciosas, teniendo grandes repercusiones en el sector salud y econdémico, esto ha
generado la necesidad de buscar alternativas eficaces que ayuden a combatir a estos
microorganismos y disminuir el surgimiento de mayor resistencia antibiética. En el campo
de la nanotecnologia, las nanoparticulas plasménicas han tomado una gran relevancia,
especialmente las de plata y oro, ya que se ha estudiado su capacidad antimicrobiana y
se ha comprobado sus efectos contra distintas cepas bacterianas. En este trabajo se
sintetizaron por medio de reduccion quimica, nanoparticulas de plata (AgNPs) de 12 nmy
dos muestras de nanoparticulas de oro (AuNPs de 14 nm y 28 nm), se caracterizaron por
espectroscopia UV-Vis, microscopia electronica de transmision, DLS y potencial zeta. Se
evalu6 su actividad bactericida contra Escherichia coli y Staphylococcus aureus
determinando concentracién minima inhibitoria y concentracion minima bactericida,
curvas de crecimiento y viabilidad en ausencia y presencia de luz blanca. Se evalué el
dafio a la bacteria por microscopia de fuerza atémica y cuantificacion de proteinas totales
y proteinas extracelulares. Se sintetizaron esferas de diéxido de silicio por sus posibles
aplicaciones en ciencias de materiales y se evalué si la combinacion de esferas de SiO, y
nanoparticulas modificaba la actividad bactericida de estas ultimas.

En este trabajo se encontré que las nanoparticulas de plata tienen mejor efecto
bactericida contra E. coli que las nanoparticulas de oro, con una CMB de 5.58 pg/ml. Por
otra parte, las nanoparticulas de oro presentaron mejor efecto bactericida contra S.
aureus con una CMB de 1.31 pg/ml para AuNPs Ay 5.24 ug/ml para AuNPs B. Al irradiar
las nanoparticulas con luz blanca y evaluar su CMI y CMB, se observé que en general
estos valores disminuyeron comparados a las muestras sin exposicion.

Las imagenes de AFM demostraron un dafio en la superficie de la membrana de ambas
especies bacterianas, asi como un cambio en la morfologia, este dafio permite la
permeabilidad de la membrana, lo que se observa en la cuantificacibn de proteinas
extracelulares.

La actividad bactericida de nanoparticulas metalicas no se ve afectada por la combinacion
con esferas de dioxido de silicio, siendo las CMI y CMB igual al control sin nanopatrticulas,
por lo que pueden ser utilizadas como soporte para las NPs y mantener su capacidad

antimicrobiana.



1. Introduccidn

El descubrimiento de la penicilina y su uso alrededor del afio 1940 marcé un gran
cambio en el tratamiento de enfermedades infecciosas, que fue evolucionando
hasta los dias actuales, sin embargo debido al uso y abuso de antimicrobianos y la
evolucién de los microorganismos, estan apareciendo nuevos mecanismos de
resistencia y se propagan a nivel mundial, por lo que es mas dificil el tratamiento
de infecciones, esto es de vital importancia en enfermedades nosocomiales, que
se han convertido en un gran problema a nivel mundial (OMS, 2017). Por eso es
necesario encontrar alternativas eficaces que ayuden a combatir a los
microorganismos multirresistentes que causan enfermedad en el humano. Una de
las posibles alternativas y que ha tenido un gran auge en los ultimos afios, es el
uso de nanomateriales, como las nanoparticulas metalicas (NPs) ya que poseen
una gran versatilidad y se ha demostrado su capacidad bactericida contra distintas

especies de importancia clinica (Seil y cols., 2012).

1.1. Nanotecnologia y nanomateriales

La nanotecnologia se define como el desarrollo e investigacion de tecnologia a
escala atomica, molecular o macromolecular, que lleva a la creacion de materiales
0 estructuras de escala de 1 a 100 nandmetros (nm) y que poseen nuevas
caracteristicas fisicas y quimicas, debido a su tamafio. Ejemplos de estos
materiales son las nanoparticulas, nanotubos, puntos cuanticos, etc. Por su
tamafio se sugiere que estos hanomateriales pueden interactuar con
macromoléculas de los organismos vivos o0 usarlos como vehiculo de
medicamentos, como sensores 0 actuar sobre determinadas células, ofreciendo
una amplia gama de aplicaciones en el desarrollo de medicamentos, equipos de
diagndstico, etc. (McNeil, 2005).

Entre los nanomateriales disponibles, para este trabajo son de interés las
nanoparticulas, pues son comunmente utilizadas en el ambito de las ciencias

bioldgicas.




1.2. Nanoparticulas

Las nanoparticulas (NPs) son materiales que poseen en sus tres dimensiones un

rango de 1 a 100 nm, lo que ocasiona que sus caracteristicas fisicas y quimicas

difieran de su conformacién de bulto porque poseen una mayor superficie

especifica (relacion area/volumen) y el nimero de atomos en su superficie es

mucho mayor que el del interior. Estas caracteristicas pueden variar dependiendo

de su tamafio y su forma (Chaudhuri y cols., 2012).

Las nanoparticulas se pueden sintetizar de distintas formas:

Métodos quimicos. Son los métodos de sintesis mas utilizados debido a
su capacidad de ser escalados, entre ellos el mas comun es el método de
reduccion quimica donde se utiliza un agente reductor como el citrato de
sodio, borohidruro de sodio, polietilenglicol, hidrogeno, entre otros. Estos
métodos pueden dar una distribucion mayor de tamafios y forma, por lo que
el control de cada etapa en el proceso es crucial.

Métodos fisicos. La ablacion laser y el método de evaporacion-
condensacion son los métodos fisicos mas empleados, las ventajas que
presentan es que no existe contaminacién por solventes utilizados y se
puede controlar mejor la distribucién del tamafio y forma.

Métodos biologicos. Ya que los métodos quimicos son poco amigables
con el medio ambiente, se ha investigado el uso de organismos vivos ya
sea eucariotas o procariotas para la sintesis. Por ejemplo, se ha sintetizado
nanoparticulas de oro, plata, zinc y cadmio utilizando levaduras, hongos y
bacterias (Iravani y cols., 2014), a través de su metabolismo o productos

metabdlicos.

De las nanoparticulas de mayor interés en el area de la microbiologia, son las de

plata y de oro, ya que estos materiales se han caracterizado por tener actividad

bactericida.




1.2.1. Nanoparticulas de platay oro

Desde hace tiempo se conocen los efectos bactericidas de la plata, se ha utilizado
para el tratamiento de quemaduras o para desinfectar catéteres, dentaduras, etc.
(Kim y cols., 2007). Estudios han demostrado que la sal de plata tiene un efecto
bactericida en cepas de E. coli y S. aureus (Feng y cols., 2000), incluso contra
Pseudomonas aeuroginosa y hongos como Candida albicans (Low y cols., 2011).
Se busca que la plata en forma de nanoparticulas y dadas sus caracteristicas,
como una mayor superficie relativa y su actividad plasménica, presente efecto

bactericida y pueda ser usada en situaciones donde no se puede usar en bulto.

Los mecanismos por los que las AgNPs causan dafio a los microorganismos no
estan del todo claros, aunque se proponen algunos; entre ellos podriamos
mencionar el dafio a la membrana celular bacteriana producido por la unién de
nanoparticulas metalicas o la unién de la plata a nitrogeno, oxigeno y azufre que
son compuestos que forman parte de macromoléculas indispensables para la vida

celular (Juany cols., 2010).

Aunque las nanoparticulas de plata pueden resultar toxicas para células de
mamiferos (AshaRani y cols., 2009), la concentracion téxica necesaria en
comparacion a bacterias suele ser muy alta, e incluso estan sujetas a las
caracteristicas de las NPs como el tamafio, forma, recubrimiento, etc. Por lo que
en pequefias concentraciones pueden ser letales para los microorganismos y no

causar dafo significativo en mamiferos.

De la misma forma que sucede con la plata, el oro como ion o0 en forma de NPs
presenta cierta actividad bactericida, aunque se ha reportado que ésta es mucho

menor en comparacion con la de nanoparticulas de plata (Zhang y cols., 2015).

Las nanoparticulas de oro (AuNPs) también poseen las caracteristicas de una
mayor area superficial y actividad plasmoénica, y quizas pueden resultar Gtiles para

su actividad antimicrobiana.

Tampoco el mecanismo de accién de las NPs de oro esta totalmente descrito, se

proponen dos principales formas por las que causan dafio: una es inhibiendo la




ATP sintasa ocasionando una disminucion en los niveles de ATP y la otra es
inhibiendo la subunidad 50S del ribosoma evitando la unién del tRNA (Cui y cols.,
2012).

1.2.2. Plasmon de superficie

La Ag y el Au presentan buena respuesta plasmonica, ello se debe a que en los
metales los electrones se encuentran altamente deslocalizados (menos
confinados) esto debido a que la separacion entre la banda de conduccién y la
banda de valencia desaparece, permitiendo que el material absorba la radiacion
electromagnética en un amplio rango de energia, sin embargo, cuando un metal
se encuentra en una escala nanomeétrica donde la longitud de onda es mayor que
la particula metalica, la separacion o “gap” entre las bandas de valencia y de
conduccion aumenta, por lo tanto el espacio que tienen los electrones para
moverse es menor y ocurre un confinamiento cuantico, en este momento cuando
la luz incide sobre la particula se da un movimiento oscilatorio colectivo de los
electrones de conduccion que se encuentren en o cerca de la superficie de la
nanoparticula (Figura 1) a esto se le llama plasmén de superficie localizado (PSL).
Para nanoparticulas de oro y plata este PSL se encuentra en la region visible del
espectro electromagnético lo que confiere un color caracteristico a ambos tipos de
particula cuando se encuentran en solucion, tonalidades amarillas para la Ag y
rojizas para el Au (Daniel y cols., 2004; El-Sayed y cols., 2001; Maier y cols.,
2007).

Cada nanoparticula presenta este plasmon de superficie a una longitud de onda
determinada, dependiendo de su composicion, forma, tamafo, asi como de la
sustancia en la que se encuentre dispersa. Esta longitud de onda en la que se
presenta el plasmén de superficie se puede conocer utilizando un
espectrofotometro ultravioleta-visible (UV-Vis), por ejemplo, para AgNPs el
plasmén de superficie se encuentra en aproximadamente 420 nm y para AuNPs

en 520 nm.




El plasmoén de superficie ademas de conferir las caracteristicas de color, puede
ocasionar un aumento de temperatura de la nanoparticula cuando se irradia luz a
la longitud de onda necesaria, este aumento de temperatura puede ser causante

de dafio celular (Dykman y cols., 2012).

27

Nanoestructura
metalica

Figura 1. Esquema del plasmoén de superficie dipolar de la NP a un tiempoty t'.
Modificado de Bozzola y cols., 2017.

1.3. Dioxido de silicio (SiOy)

Sanders en 1964, encontr6 que la gema llamada 6palo estaba conformada por
dioxido de silicio (SiO,) y mostraba una tendencia a ordenarse en una estructura
cubica. Debido a este ordenamiento, el dpalo es la Unica gema capaz de refractar
la luz y al hacerlo podemos apreciar una amplia gama de colores que asemejan a
los del arcoiris. Por otra parte Stober y cols. en 1968 fueron los primeros en
investigar la sintesis de 6palos artificiales, estos se forman a partir de reacciones
guimicas con compuestos que contengan silicio, como el tetraetilortosilicato
(TEOS). El SiO, también es un compuesto muy utilizado en la industria y
fabricacion de materiales como cemento, ceramica y principalmente vidrio
(Ojovan, 2004) ademas de que es inerte y no téxico (Oopmann y cols., 1975).

Astratov y cols en 1995, demostraron que en los arreglos ordenados de SiO, como




el que se muestra en la Figura 2 se pueden incrustar distintos tipos de materiales,

aumentando las aplicaciones de ambos.

Microesferas de 400 nm de diametros a 36190X

Figura 2. Arreglo ordenado de micro
esferas de SiO,. Tomado de Cruz,
2013.

1.4. Nanoparticulas con actividad antimicrobiana

Se han desarrollado nanoparticulas inorganicas que presentan un efecto
antimicrobiano sobre una gran variedad de microorganismos como bacterias,
hongos y virus. Esta actividad se encuentra ligada al tipo de material del que estan
formadas las NPs y caracteristicas propias de la escala manomeétrica a la que se
encuentran, como el tamafio que permite la internalizacion con mayor facilidad de
las NPs al interior de los microorganismos y la relacion area-volumen que permite
un mayor contacto e interaccion con los microorganismos. Las NPs presentan
mecanismos diferentes al que presentan la mayoria de los antimicrobianos
utilizado hoy en dia lo que los convierte en una buena opcién para el combate de
microorganismos multiresistentes. La accidn bactericida dependerda de varios
factores como el tamafio, composicion quimica, recubrimiento, forma, carga,
medio en el gue se encuentren dispersas y concentracion utilizada de NPs (Seil y

cols., 2012; Hajipour y cols., 2012).




Para este trabajo nuestros microorganismos de estudio son Escherichia coli y
Staphylococcus aureus, por su gran importancia tanto en el campo de la

investigacion como en el de salud publica.

1.4.1 Staphylococcus aureus

Fue primeramente descrito por el cirujano escocés Sir Alexander Orgston en 1882,
quien lo aisl6 de un absceso supurativo (Wilson, 1987), pero no fue llamado
Staphylococcus aureus hasta 1884 cuando Friedrich J. Rosenbach identificd una
colonia con una coloracion amarilla (Rosenbach, 1884).

S. aureus es un coco Gram positivo, regularmente se encuentra agrupado en
forma de racimos irregulares, es inmovil, catalasa y coagulasa positivo, no
esporulado. Suele encontrarse como parte de la microbiota normal de la piel y

mucosas, aunque en ocasiones puede causar enfermedad (Brooks y cols., 2011).

Es de los principales causantes de enfermedades nosocomiales y con importante
emergencia de resistencia a lo antimicrobianos, se ha estimado que 1 de cada 3
personas es portadora de S. aureus y 2 de cada 100 son portadoras de S. aureus
resistente a meticilina (MRSA) por lo que representa un gran problema de salud
especialmente en ambientes intrahospitalarios (Control Disease Center, 2016).
Este microorganismo suele causar enfermedades como neumonia (Frazee y cols.,
2005), endocarditis (Charlebois y cols., 2002) e infecciones de la piel y tejidos
blandos (Stenstrom y cols., 2009) tales como abscesos, celulitis y furinculos, por

mencionar algunas.

1.4.2 Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA)

S. aureus es una especie que ha desarrollado rapidamente resistencia a muchos
de los antibidticos utilizados para su tratamiento, por ejemplo; en estudios
realizados en 1942, se observé la resistencia a la penicilina, solo un afio después
de que se introdujera su uso en el ser humano, para los afios 50s ya era resistente
a la mitad de las penicilinas utilizadas y pronto lo fue para eritromicina,

tetraciclinas y estreptomicina. Para combatir al microorganismo se introdujo el uso




de la meticilina, pero solo dos afios después se comenzaron a aislar cepas

resistentes (Stryjewski y cols., 2014; Rammelkamp y cols., 1942).

Los mecanismos por los que S. aureus es resistente a la meticilina, son la
produccién de R-lactamasas y la proteina de unién a penicilinas 2A (PBP2a),
codificadas por los genes blaZ y mecA respectivamente. El uso de PBP2a es de
los mecanismos mas importante, ya que es una PBP de baja afinidad a R3-
lactdmicos, por lo que cuando estos se unen a la PBP normal de S. aureus, la
PBP2a puede reanudar la sintesis de la pared celular (Morell y cols., 2010).

Otra enzima que contribuye a la multiresistencia de S. aureus es la enzima Cfr
(cloranfenicol-florfenicol resistente), codificada en el gen cfr, ésta es una
metiltransferasa que metila el sitio A2503 de la subunidad mayor ribosomal 23S
rRNA y evita que pueda ser blanco de varios antibiéticos (cloranfenicol, florfenicol
y clindamicina), se encuentra junto al gen ermB, que codifica para otra rRNA
metiltransferasa que metila los sitios A2058 por lo que también contribuye a la

resistencia (Hao y cols., 2012).

1.4.3 Escherichia coli

Se describid inicialmente por Theodor Escherich en 1885, es un bacilo Gram
negativo perteneciente a la familia Enterobacteriaceae, es oxidasa negativo,
puede ser moévil por flagelos o inmadvil y su temperatura optima de crecimiento es a
37°C (Jorgensen y cols., 2015).

En general la familia Enterobacteriaceae contiene una estructura antigénica muy
compleja, con mas de 150 tipos de antigeno O (lipopolisacarido), 100 antigenos K
(capsular) y 50 antigenos H (flagelar), de los cuales la mayoria son identificables y

nos permiten clasificar a las cepas en serotipos (Brooks y cols., 2011).

E. coli es principalmente una bacteria comensal que se encuentra colonizando el
intestino de la mayoria de los mamiferos. Sin embargo, debido a eventos de
recombinacién y transferencia horizontal de genes por elementos genéticos
méviles como plasmidos, bacteriéfagos e islas de patogenicidad, E. coli ha sufrido

modificaciones que permitieron el surgimiento de distintos patotipos como E. coli




enterotoxigénica (ETEC), enterohemorrdgica (EHEC), enteroinvasiva (EIEC),
enteropatogena (EPEC), enteroagregativa (EAEC), adherencia difusa (DAEC) y
uropatégena (UPEC) que poseen la capacidad de colonizar e infectar el sistema
gastrointestinal provocando diarrea u otras regiones del cuerpo humano como el
tracto urinario y sistema circulatorio, lo que conlleva a la aparicion cada vez mas

frecuente de infecciones extraintestinales (Croxen y cols., 2012; Friedmann, 2006).




2. Antecedentes

En diversos reportes de investigacion se han presentado estudios sobre la
actividad antimicrobiana de nanoparticulas de plata y oro, diferenciandose
principalmente en el método de sintesis utilizado y el rango de tamafo de
particulas obtenido, atribuyendo a este dltimo la diferencia en los resultados
observados en distintos trabajos. Shrivastava y cols., en el 2007 observaron que
concentraciones de 25 pg/ml de nanoparticulas de plata, en un rango de tamafio
de 10-15 nm podian inhibir por completo el crecimiento de E. coli, y Salmonella
typhi, aunque no obtuvieron resultados positivos contra S. aureus. Por otra parte,
Yuan y cols en 2017 concluyeron que, para nanoparticulas de plata de un tamafo
promedio de 20 nm, la concentracion minima inhibitoria (CMI) contra
Pseudomonas aeruginosa y S. aureus fue de 1 y 2 pg/ml respectivamente

(Shrivastava y cols., 2007; Yuan y cols., 2017)

Shamaila y cols en 2016, utilizaron nanoparticulas de oro de un rango de tamafos
de 7 a 34 nm contra E. coli, Bacillus subtilis, S. aureus y Klebsiella pneumoniae, y
encontraron que la CMI fue de 2.93 pg/ml, 7.56 pg/ml, 3.92 pg/ml y 3.15 pg/ml
respectivamente. Mohammed y cols. en 2017 trabajaron con nanoparticulas de oro
de un tamafio de 25 nm contra Corynebacterium pseudotuberculosis, encontrando
gue la CMI fue de 200 pg/ml (Shamaila y cols., 2016; Mohamed y cols., 2017)

Con respecto a la sintesis de nanoparticulas, en el Instituto de Fisica de la
Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla, Cruz en 2013 sintetizo AgNPs y
AuNPs utilizando borohidruro de sodio y citrato de sodio como agentes reductores,
respectivamente (Cruz., 2013). Se sintetizaron microesferas de SiO, por Flores en
el 2014 siguiendo la metodologia descrita por Stéber y obtuvo un tamafio

promedio de particula de 364 nm (Flores., 2014).
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3. Justificacion

El aumento de la resistencia a antimicrobianos por microorganismos de
importancia médica que se ha presentado en los Ultimos afios principalmente por
el uso indiscriminado de farmacos, representa un gran problema de salud publica
a nivel mundial, por lo que el estudio del efecto bactericida de nanoparticulas
metalicas irradiadas con luz blanca podria ser una alternativa en el combate contra

estos microorganismos.

El estudio de las microesferas de SiO, en presencia de AgNPs y AuNPs podria
generar mas aplicaciones para el uso de las NPs y mejor aprovechamiento de sus

efectos antimicrobianos.
4. Hipotesis

Las nanoparticulas plasmoénicas de oro y plata tienen mejor actividad bactericida al
ser irradiadas con luz blanca y su efecto no se ve alterado por la presencia de

microesferas de SiO».
5. Objetivos

5.1. Objetivo general

Evaluar la actividad bactericida de nanoparticulas plasmonicas de plata y oro.
5.2. Objetivos especificos
» Sintetizar nanoparticulas de plata y oro por método de reducciéon quimica y
posterior caracterizacion.

+ Realizar pruebas biol6gicas con nanoparticulas de plata y oro en

suspension contra E. coliy S. aureus.
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Estudiar el efecto antimicrobiano de las nanoparticulas de Ag y Au

fotoactivadas con luz blanca, sobre E. coliy S. aureus.

Estudiar el efecto antimicrobiano de las nanoparticulas de Ag y Au en

presencia de microesferas de SiO..

Analizar por Microscopia de Fuerza Atomica (AFM), los posibles cambios
morfolégicos en la membrana de E. coli y la pared celular de S. aureus,

causados por las nanoparticulas de Ag y Au.

Determinar la profundidad del dafio (membrana externa o citoplasma)

sufrido por el efecto de las nanoparticulas de Ag y Au.
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6. Materiales y métodos

6.1. Material biolégico

La cepa de E. coli MC4100 fue donada por la Dra. Margarita Maria de la Paz
Arenas Hernandez, del laboratorio de Biologia Molecular de Enteropatégenos, del
Centro de Investigaciones en Ciencias Microbioldgicas del Instituto de Ciencias de
la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla.

La cepa de S. aureus L27 fue donada por la Dra. Rosa del Carmen Rocha Gracia,
del laboratorio de Microbiologia Hospitalaria y de la Comunidad, del Centro de
Investigaciones en Ciencias Microbiologicas del Instituto de Ciencias de la
Benemeérita Universidad Autonoma de Puebla.

6.2. Sintesis de nanoparticulas de plata en solucion

Las nanoparticulas de plata fueron sintetizadas por método quimico, siguiendo la

metodologia descrita por Turkevich (Turkevich., 1951).

20 ml de una solucién 1mM de nitrato de plata (AgNO3) se llevo a una temperatura
de 98°C en agitacion vigorosa constante sobre una plancha de calentamiento,
posteriormente se agregaron de forma rapida 2 ml de citrato de sodio (NazCgsHsO7)
al 1%. La solucién se mantuvo en agitacion hasta que un color amarillo oscuro o

café fue evidente. Se retiré de la plancha y se dejé enfriar a temperatura ambiente.

6.3. Sintesis de nanoparticulas de oro en solucion

Para este trabajo se utilizaron dos muestras de AuNPs (muestra A y B) que
difieren en su tamafo. Se sintetizaron por método quimico en el Centro de
Nanociencias y Nanotecnologia (CNyN) de la UNAM, en Ensenada, Baja

California Norte, por el Dr. José Manuel Romo Herrera.

Primero se sintetizaron “semillas” de oro (AuNPs de 3-4 nm de diametro). Estas se
obtuvieron agregando rapidamente 450 ul de una solucién 10 mM de Borohidruro

de sodio (NaBHy,) recién preparada, a 30 ml de una solucién 0.125 mM de HAuCl,
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y 0.250 mM de citrato de sodio en agitacion. La solucién resultante se agito
lentamente a 45°C para remover el exceso de NaBH,. Una vez obtenidas las
semillas de oro, se prepararon 40 ml de una solucion de crecimiento mezclando 40
mM de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) y 0.125 mM de HAuCl,; seguido por la
adicion de 100 pl de &cido ascérbico 100 mM, produciendo un cambio de color de
amarillo palido a transparente. Finalmente, cierta cantidad de semillas de oro,
previamente sintetizadas, se agregaron a la solucién de crecimiento. Para la
preparacién de AuNPs de distintos tamafios, se usaron 1.8 ml de semillas de oro
de 3-4 nm para la muestra A de AuNPs; mientras que 5 ml de AuNPs A se

utilizaron como semillas para la preparacion de las AuNPs B.

6.4. Sintesis de esferas de SiO,en solucidn

La preparacion de las esferas de dioxido de silicio (SiO;) se hizo siguiendo la
metodologia descrita por Stober (Stdber y cols., 1968). Se partié de la solucion 1
compuesta por 20 ml de hidréxido de amonio (NH4OH), 38.4 ml de etanol y 41.6
ml de agua desionizada, se mantuvo en agitacion por 5 min. De igual forma se
preparo la solucién 2 compuesta de 6.6 ml de tetraetilortosilicato (TEOS) y 93.4 ml
de etanol y se dej6 en agitacion por 5 min. Posteriormente se mezclaron las
soluciones 1y 2, la mezcla se dejo en agitacion vigorosa por 1 hora a temperatura

ambiente hasta obtener un color blanco lechoso.

6.5. Caracterizacion de nanoparticulas y microesferas de SiO,

6.5.1. Espectroscopia ultravioleta-visible

La espectroscopia UV-Vis nos permite identificar la posicion del plasmén
superficial, incidiendo luz con diferentes longitudes de onda y determinando para
cuél de estas existe la mayor absorcidon. La posicién del plasmon de superficie
varia dependiendo del material de la nanoparticula metélica, asi como de su

tamafo y su forma.

Para este trabajo se utiliz6 un espectrofotometro UV-Vis Cary 100 Scan marca

Varian del laboratorio de cromatografia del Instituto de Fisica de la Benemérita
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Universidad Auténoma de Puebla, se realizé un barrido con luz de longitud de
onda en el rango de 800 a 200 nm sobre nanoparticulas de oro y plata dispersas
en agua, utilizando celdas de polimetiimetacrilato (PMMA). Se utilizé agua

desionizada (dH,O) como blanco y para la linea base.

6.5.2. Microscopia Electréonica de Transmision

Para poder observar algo tan pequefio como las nanoparticulas se suele recurrir al
microscopio electrénico de transmision (TEM), este a diferencia de un microscopio
optico, utiliza un haz de electrones que es el que pasa a través de la muestra,
permitiendo aumentar un objeto hasta un millén de veces, asi podemos determinar

la forma y el tamafio aproximado de particula (lowa, 2017).

Las nanoparticulas se observaron en un TEM JEOL JEM-2010 en el CNyN de la
UNAM en Ensenada, Baja California Norte. Se utilizaron rejillas de cobre tipo
Holey en las que se depositd una gota de las muestras previamente diluidas y

dispersadas.

6.5.3. Dispersion de Luz Dinamica (DLS)

Para la determinacion del tamafio de particula tanto de oro, plata y SiO, se utilizé
la técnica de dispersion de luz dinamica (DLS), donde luz laser incide sobre las
particulas en solucion haciendo que la primera se disperse en distintas
intensidades (Malvern, 2017). El analisis de las fluctuaciones de intensidad debido
al movimiento Browniano de las particulas, permite determinar el tamafio de la

particula mediante la relacion de Stokes-Einstein.

La determinacion del tamafio se llevd a cabo en el equipo automatizado Zetasizer
ZS90 marca MALVERN utilizando cubetas DTS0012.

6.5.4. Determinacién de potencial zeta
El potencial zeta es una medida de la magnitud de la atraccion/repulsién por carga

en las particulas, su medicion nos puede dar una idea de la estabilidad de las

particulas en solucion. Se midi6 el potencial zeta de las muestras de
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nanoparticulas de oro, plata y SiO, en el equipo Zetasizer ZS90, utilizando
cubetas DTS1070.

6.5.5. Determinacion de la concentracidén de nanoparticulas de plata

Para la determinacion de AgNPs, se hizo una digestién acida de la muestra de
NPs, se llevé a cabo en un horno de microondas DIG-1 marca Prendo bajo las
siguientes condiciones: Tiempo de 30 min, temperatura de 160°C y potencia del
60%. Para 2 ml de muestra se utilizé una relacién de 9 ml de &cido nitrico (HNO3)
y 3 ml de &cido clorhidrico (HCI) concentrados.

Se prepar6 una curva de calibracion de 0.4, 0.6, 0.8, 1 y 1.2 ppm, a partir de una
solucion estandar de 10 ppm de Ag (marca Perkin Elmer, CAS 7697-373- 2), las
cuales fueron aforadas con una solucion de HNO; al 5%. Se utilizd un
espectrofotometro de absorcién atomica con una lampara multi elementos de
catodo hueco, la flama generada fue a base de acetileno como combustible (10

L/min) y aire (2.5 L/min) como oxidante.

Se llevo a cabo la alineacion del quemador de 10 cm del accesorio de atomizacion
por flama del espectrofotometro de absorcion atobmica con una solucion de cobre

(Cu) de 1.5 ppm, a una longitud de onda de 324.75 nm.

Después de calibrar con Cu ionico, se verifico la sefial (absorbancia) con una

solucion estandar de 1 ppm de Ag, a una longitud de onda de 328.08 nm.

6.5.6. Espectroscopia RAMAN

La espectroscopia Raman emplea radiacion laser y nos da informacién sobre los
modos de vibracién caracteristica de las moléculas proporcionadas por los
cambios de energia asociados con la polarizabilidad de las moléculas. El espectro
Raman de microesferas de SiO, se obtuvo utilizando un equipo Micro Raman
Horiba Jobin Yvon modelo lab RAM HR el cual tiene un microscopio Optico

acoplado.
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6.5.7. Espectroscopia Infrarroja

La interaccion de la muestra con la radiacion infrarroja provoca un cambio en el
estado vibracional de las moléculas, este espectro vibracional es una propiedad
fisica Gnica y caracteristica de las moléculas por lo que funciona como una “huella
dactilar” que nos permite identificar las moléculas en una muestra mediante la
comparacién con espectros de referencia. El equipo utilizado fue un espectrémetro

Perkin Elmer FTIR Spectrum One, en la regién de 4500 cm™ a 250 cm™.

6.5.8. Microscopia de Fuerza Atémica

Para determinar el tamafo de las esferas de SiO, se fij0 una cantidad pequefia de
muestra sobre un sustrato de vidrio y se observé utilizando un microscopio de

fuerza atomica Nanosurf Easyscan?2.

6.6. Determinacion de la concentracibn minima inhibitoria (CMI),
concentracion minima bactericida (CMB) y cinética de crecimiento
bacteriano

La CMI y CMB de nanoparticulas de plata, oro y microesferas de SiO; se llevo a
cabo siguiendo el protocolo establecido por el Instituto de Normas Clinicas y de
Laboratorio (CLSI, The Clinical and Laboratory Standards Institute, 2016)

Preparacion del inoculo: el inoculo bacteriano para ambas cepas, se prepar6
partiendo de un cultivo previo en agar de 24 horas, se resuspendieron colonias en
un tubo de caldo Luria-Bertani (LB) hasta obtener una turbidez comparable al 0.5
de la escala de McFarland (1x10® Unidades Formadoras de Colonia/ml o UFC/ml),
esta turbidez se puede medir en un espectrofotdmetro dando un valor de D.Ogoonm
= 0.08-0.1 Abs. Este inoculo se diluyé 1:20 en un volumen final de 1 ml para
obtener un aproximado de 5x10° UFC/ml, finalmente de este inoculo se tomaron
10 ul que al ser agregados a los 100 pl de la sustancia a probar, obteniendo una

concentracion final de 5x10° UFC/m.

Preparacion de las nanoparticulas: se centrifugaron 1 ml de nanoparticulas de

oro, plata y SiO, de la concentracibn maxima a probar, a una velocidad de 13000
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rpm durante 20 minutos en una centrifuga marca eppendorf modelo 5415R. Se
descart6 el sobrenadante y se agreg6 1 ml de medio liquido LB, se resuspendieron
las nanoparticulas y se realizaron diluciones seriadas 1:2 para obtener las
siguientes concentraciones para cada tipo de nanoparticula. Tabla 1

Tabla 1. Concentraciones de nanoparticulas de plata y oro y de las microesferas de SiO,
utilizadas para CMI, CMB y cinética de crecimiento.

Tipode NP Conc.1 Conc. 2 Conc. 3 Conc. 4 Conc. 5

AgNPs 22.39 pg/ml 11.19 pg/ml 5.59 pg/ml 2.79 pg/ml 1.39 pg/ml
AuNPs 10.51 pg/ml 5.25 pg/ml 2.62 pg/ml 1.31 pg/ml 0.65 pg/ml
SiO; 6 mg/ml 3 mg/ml 1.5mg/ml 0.75mg/ml 0.37 mg/ml

Finalmente se tomaron 100 pl de cada muestra de nanoparticulas y se agregaron
en una placa de ELISA de 96 pozos, a estos se afadieron 10 ul de inoculo
bacteriano. Se hicieron mediciones cada hora por un tiempo de 12 horas en un
lector automatizado de placas ELx800 Bio-Tek a 620nm. Las placas se incubaron
a 37°C.

Se observaron las placas después de 24 horas de incubacion y se determiné la
CMI con base a la turbidez aparente del medio. Para la determinacién de la CMB
se sembro en agar LB cada una de las muestras para ver si habia crecimiento. Se

utiliz6 HAuCl, y AgNO3; como control.

La CMI, CMB y cinética de crecimiento se realizaron también en presencia

nanoparticulas y luz blanca.

Para la curva de viabilidad se sigui6 el procedimiento de preparacion de muestra e
inoculo anteriormente descrito y se tomaron muestras cada 3 horas por un lapso
de 12 horas y se sembr6 por goteo en agar LB y se incubaron por 12 horas a
37°C. Después se contaron las colonias para calcular las UFC/ml. Este ensayo

también se realizo en presencia de AQNPs-SiO, y AuUNPs-SiOs.
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6.7. Cuantificacion de proteina intracelular y del sobrenadante

La cuantificacion de proteinas del sobrenadante se llevd a cabo como se
menciona en trabajos previos (Yuan y cols., 2017). El procedimiento fue el
siguiente: en 500 pl de medio LB con las concentraciones de nanoparticulas a
probar, se inoculé por separado 1x10° UFC/ml de las cepas de E. coliy S. aureus,
se incubaron en agitacion a 175 rpm, 37°C por 6 horas. Los cultivos se
centrifugaron a 4°C por 15 minutos a 10000 rpm y se obtuvo el sobrenadante para
cuantificacion de proteinas utilizando la técnica de Bradford. Las células que
guedaron en el tubo se resuspendieron en solucion de buffer de fosfatos (PBS por
sus siglas en ingles) y se lavaron 2 veces, se resuspendio la pastilla y se llevo a
sonicar en hielo por 15 minutos con pulsaciones de 10 segundos utilizando un
sonicador Ultrasonic Processor. Se centrifugaron a 4°C por 15 minutos a 10000
rom para remover restos celulares y se tomd el sobrenadante para la
cuantificacion de proteinas totales. Se utilizd una curva estandar con Albumina de

suero bovino (Ver Anexo).

6.8. Microscopia de Fuerza Atémica (AFM)

Para la determinar el dafio a la membrana por accion de nanoparticulas de plata y
oro, se tomaron muestras de ambas cepas y se pusieron en contacto con distintas
concentraciones de NPs, después de 6 horas de incubacidén se observaron en un
microscopio de fuerza atomica Nanosurf Easyscan2 y se utilizd una muestra sin

NPs como control.
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7. Resultados

7.1. Sintesis de nanoparticulas de platay oro

Para este trabajo se utilizaron nanoparticulas de plata y de oro, sintetizadas por
métodos quimicos de acuerdo con los procedimientos descritos anteriormente.
Como se puede apreciar en la Figura 3, las nanoparticulas de plata tienen el color
caracteristico amarillo o café, esto se debe a la forma en que la luz interactia con

ellas, también puede apreciar el color rojo o rosado de nanoparticulas de oro.

b)

Figura 3. a) muestra de nanoparticulas de plata. b)
muestra de nanoparticulas de oro.

7.2. Caracterizacion de nanoparticulas

7.2.1. Posicién del plasmon por espectroscopia ultravioleta-visible

Se obtuvo el espectro UV-Vis de las muestras de nanoparticulas para identificar el
punto maximo de absorcion, cuya longitud de onda se asocia a la excitacion del el
plasméon de superficie y cuyo rango es caracteristico del material de la

nanoparticula.

En la Figura 4, se observa el espectro de absorbancia de las AgNPs, donde la
banda de absorcion se localiza a 429 nm que es caracteristico de las mismas y en

la Figura 5 se ve el espectro de AuNPs, se aprecia que en muestra A tiene su
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banda de absorcion en 525 nm y la muestra B en 529 nm, lo que es caracteristico

de las nanoparticulas de oro.

1.2 — Ag NPs
1 429nm

1.0+

0.8 1

0.6

0.4 -

Absorbancia

0.2

0.0+

200 300 400 500 600 700 800
Longitud de onda

Figura 4. Espectro UV-Vis de nanoparticulas de plata. La
banda de absorcién esta centrada en 429 nm.
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Figura 5. Espectro UV-Vis de nanoparticulas de oro. Se
observa la muestra A, con una banda de absorcién centrada
en 525 nm (en azul) y la muestra B con una banda de

absorcion centrada en 529 nm (en rojo).
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7.2.2. Determinacion de la formay tamafio de las NPs por TEM

Para determinar la forma y tamafio de las nanoparticulas se obtuvieron imagenes
por TEM y por medio del andlisis de imagen utilizando el software Image-J se
obtuvo una distribucion de tamafio aproximado. En la Figura 6A, se observa la
forma cuasi esférica de nanoparticulas de plata, con una distribucién de tamafio
promedio de 12 nm (Figura 6B) y en la Figura 6C y 6E correspondiente a las
nanoparticulas de oro, tanto en la muestra A como en la B, se observa una forma
principalmente esférica con una distribucion de tamafio de aproximadamente 14

nm para la primera (Figura 6D) y 28 nm para la segunda (Figura 6F).
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Figura 6. A) Imagen de TEM de AgNPs; B) Histograma de AgNPs; C) Imagen de TEM de
AuNPs A; D) Histograma de AuNPs A; E) Imagen de TEM de AuNPs B; F) Histograma de
AuNPs B. Los conteos se realizaron a partir de varias imagenes de TEM.

7.2.3. Determinacién del tamafio por DLS

Ademas de la determinacion de tamafio utilizando las imagenes de TEM se
recurrio a la técnica de dispersion de luz dinamica que nos permite analizar una
poblacién mas grande de particulas en suspension. En la Figura 7 se presenta la
curva de distribucién de tamafio de la muestra de nanoparticulas de plata, donde

se observan dos picos correspondientes a dos poblaciones de tamafio, una de 58




nm = 25 nm y otra de 4 nm + 2 nm. En la Figura 8 vemos la muestra A de
nanoparticulas de oro donde se observan dos rangos de tamafio, uno de 44 nm %
10 nm y otro de 373 nm = 155 nm y en la Figura 9 la muestra B de AuNPs, con

tamanos de 55 nm =18 nmy 2 nm £ 0.37 nm.

Size Distribution by Intensity

AT rrr e R R :
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Figura 7. Grafica de la distribucién de tamafio de las nanoparticulas de plata obtenida por
la técnica de DLS.
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Record 4: Nanoparticulas de oroc muestra A|

Figura 8. Grafica de la distribucién de tamafio de las nanoparticulas de oro (muestra A)
obtenida por la técnica de DLS.
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Size Distribution by Intensity
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Figura 9. Grafica de la distribucién de tamafio de las nanoparticulas de oro (muestra B)
obtenida por la técnica de DLS.

7.2.4. Determinacién de la estabilidad de las NPs por potencial zeta

Para conocer la estabilidad de las particulas en solucién se determind el potencial
zeta, este debe tener un valor absoluto mayor a 20 lo que indica una mayor
estabilidad. El potencial zeta de nanoparticulas de plata fue de -35 mV (Figura
10); para las nanoparticulas de oro en la muestra A, se obtuvo un valor de 57 mV
(Figura 11) y dos valores para la muestra B, uno de 45 mV y otro de 18 mV
(Figura 12). Estos resultados indican una buena estabilidad de las particulas en

solucién.
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Figura 10. Gréfico de potencial zeta de nanoparticulas de plata.
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Figura 11. Gréafico de potencial zeta de nanoparticulas de oro (muestra A).
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Figura 12. Gréfico de potencial zeta de nanoparticulas de oro (muestra B).

7.2.5. Determinacién de la concentracion de nanoparticulas de plata

Se obtuvo la concentracion de AgNPs por medio de espectroscopia de absorcion
atomica, utilizando como control la solucion de AgNO3; empleada para la sintesis

de las mismas, los resultados para ambos se pueden observar en la Tabla 2.

Tabla 2. Concentracién de a) Nanoparticulas de plata. b) Solucién de AgNO;. Expresados
en ppm y molaridad.

Muestra ppm Desviacion Molaridad
estandar (DS)
a) Nanoparticulas de plata | 11.2 ppm | 0.0661 103.8 £ 0.00613 pM
b) Sol. AgNO3 12.4 ppm | 0.1195 114.9+.01107 pM
(CONTROL)

7.2.6. Determinacién de concentracion de oro en muestras de AuNPs

La cuantificaciéon de oro de las muestras de AuNPs se realiz6 en el Centro de
Nanociencias y Nanotecnologia de la UNAM por el Dc. José Romo Herrera., se

obtuvieron los siguientes resultados para las dos muestras (Tabla 3).
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Tabla 3. Concentracion de a) muestra A de nanoparticulas de oro. b) muestra B de
nanoparticulas de oro, resultados expresados en molaridad.

Muestra Molaridad

a) Nanoparticulas de oro. (MuestraA) | 97.5+ 1.4 uM

b) Nanoparticulas de oro. (MuestraB) | 96.8+ 2 uM

7.3. Sintesis de esferas de SiO»

Se realiz6 la sintesis de esferas de SiO,, teniendo como resultado una solucién
color blanco lechoso, a la que posteriormente se le realizaron lavados por
centrifugacion para eliminar el solvente y re dispersar las esferas en dH,O. En la
Figura 13 se observa el color caracteristico de las esferas de SiO,

Figura 13. Muestra de esferas de diéxido de silicio (SiO,)




7.3.1. Espectroscopia de infrarrojo

Para la caracterizacion de las esferas de SiO, se utilizO espectroscopia de
infrarrojo, donde se observo el espectro caracteristico del SiO, con picos
localizados en las posiciones aproximadas de 780 cm™, 980 cm™® y 1100 cm™,

como se observa en la Figura 14.

—— Espectro de esferas de Si0z2
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Figura 14. Espectro infrarrojo de esferas de SiO..
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7.3.2. Espectroscopia RAMAN

Se obtuvo el espectro RAMAN de las esferas de SiO, donde se observo el
espectro caracteristico del Silicio donde se observan las siguientes bandas
centradas en 431, 494, 607 y 713 cm™, correspondientes a las uniones Si-O.
(Figura 15).
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S 100+ ! 607 .
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0 -
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Corrimiento Raman (cm™)

Figura 15. Espectro RAMAN de esferas de SiO,
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7.3.4. Microscopia de fuerza atdmica (AFM) de esferas de SiO;

Las esferas de silicio de observaron por AFM para determinar el tamafio. En las
imagenes se observa la forma esférica del SiO, con un tamafio aproximado de
270 nm, Figura 16.

Z-Axis - Scan forward Line fit

Z-Axis - Scan forward Line fit

10um
2.01um

Line fit 473nm
A
Line fit 467nm

Om

Om X* 10pm Om X* 2.01pum

Figura 16. Imagenes de AFM de esferas de SiO,. Tamafio aproximado de 270 nm.

7.4. Andlisis microbioldgico
7.4.1. Determinacion de la CMly CMB

Para determinar la concentracidn mas baja de nanoparticulas y esferas de SiO;
gue inhibe el crecimiento bacteriano a simple vista (CMI) y la concentracion mas
baja que inhibe el crecimiento en placa (CMB), se trataron ambas cepas con
distintas concentraciones de nanoparticulas de plata y oro siguiendo los
lineamientos del CLSI. Se usaron la AgNO3; y de HAuCIl, como controles. Los

resultados se presentan en la Tabla 4.




Tabla 4. CMIy CMB de S. aureus L27 y E. coli MC4100 con nanoparticulas de plata, oro
y esferas de SiO,. Se utilizé AgNO3 y HAuCl, como control.

CMI
Cepa AgNPs AuNPs A AuNPs B AgNOs HAuCl, SiO,
E_ coli MC4100 5.59 pg/ml 10.51 pg/ml 10.51 pg/mi 11.17 pg/ml 13.01 pg/ml > 6 mg/ml
S. aureus L27 11.19 pg/ml 2.62 pg/ml 5.25 pg/ml 11.17 pg/ml 26.03 pg/ml > 6 mg/ml
CMB
E. coli MC4100 5.59 pg/ml 10.51 pg/m 10.51 pg/ml 11.17 pg/ml 13.01 pg/ml > 6 mg/ml
S. aureus L27 11.19 pg/ml 2.62 pg/ml 5.25 pg/ml 11.17 pg/ml 26.03 ug/ml > 6 mg/ml

7.4.2. Cinética de crecimiento y curva de viabilidad bacteriana en presencia
de nanoparticulas

Se realizd una cinética de crecimiento en presencia de las distintas
concentraciones de las nanoparticulas y una muestra sin nanoparticulas como
control (C+) mediante las lecturas de absorbancia a 600 nm cada hora por un
lapso de 12 horas, también se realiz6 la cuantificacion de UFC para determinar la
viabilidad celular. En la Figura 17A se muestra la cinética de crecimiento de E. coli
MC4100 en presencia de nanoparticulas de plata, se observa que las
concentraciones de 22.39 pg/ml a 5.59 pg/ml inhiben el crecimiento, mientras con
las concentraciones de 2.79 pg/ml y 1.39 pg/ml hay un retraso en el crecimiento,
donde la cepa comienza a recuperarse a partir de las 10 y 8 horas
respectivamente, estos datos son comparables con la curva de viabilidad celular

mostrada en la Figura 17B.

En la Figura 17C se muestra la cinética de crecimiento de S. aureus L27 en
presencia de nanoparticulas de plata, se observa que a partir de una
concentracion de 11.19 pg/ml hay inhibicion en el crecimiento y un retardo de
aproximadamente 5 horas a comparacion del control a una concentracién de 5.59
png/ml. Ambas concentraciones inhibitorias se correlacionan con lo obtenido en la
curva de viabilidad celular observada en la Figura 17D, donde se ve una pérdida
de viabilidad en la concentracién de 22.39 pg/ml y 11.19 pg/ml a partir de las 6

horas de contacto y también se observa el retardo en el crecimiento a 5.59 pug/ml .
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En ambas curvas se evidencia un retraso en el crecimiento con la concentracion
de 2.79 pg/ml a partir de las 3 horas de contacto, aunque tiende a recuperarse

mas rapido que la concentracién anterior.
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Figura 17. A) Curva de crecimiento de E. coli con AgNPs; B) Curva de viabilidad de E. coli
con AgNPs; C) Curva de crecimiento de S. aureus con AgNPs; D) Curva de viabilidad de S.
aureus con AgNPs. Los ensayos se realizaron por triplicado. Graficos realizados en Origin
8.6.

De igual forma se obtuvo la cinética y curva de viabilidad para nanoparticulas de
oro con E. coli MC4100, en la Figura 18A se muestra la cinética de crecimiento
con AuNPs muestra A, se observa que la concentracién de 10.51 pg/ml es la Gnica
gue inhibe el crecimiento mientras que con las demas concentraciones no hubo

diferencia significativa con respecto al control. Esto coincide con la curva de
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viabilidad celular mostrada en la Figura 18B, donde la concentracion de 10.51

pg/ml inhibe el crecimiento celular a partir de las 3 horas de contacto.

En la Figura 18C se observa la inhibicion de crecimiento de S. aureus L27 frente a
AuNPs muestra A, con concentraciones de 10.51 pg/ml, 5.25 pg/mly 2.62 pg/ml y
no se ve diferencias significativas entre las otras dos concentraciones y el control.
De igual forma estos resultados se correlacionan con la curva de viabilidad
mostrada en la Figura 18D, donde en la concentracibn mas elevada de 10.51
pg/ml se observa inhibicion de crecimiento a partir de las 3 horas de contacto, y

las concentraciones de 5.25 pg/ml y 2.62 ug/ml a partir de las 6 horas de contacto.
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8 020 —+—C+ 8 008 —+—C+
c c
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o o
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Figura 18. A) Curva de crecimiento de E. coli con AuNPs A; B) Curva de viabilidad de E.
coli con AuNPs A; C) Curva de crecimiento de S. aureus con AuNPs A; D) Curva de
viabilidad de S. aureus con AuNPs A. Ensayos realizados por triplicado. Los ensayos se
realizaron por triplicado. Graficos realizados en Origin 8.6.
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En la Figura 19A se muestran los resultados obtenidos de la cinética de
crecimiento al probar la muestra de AuNPs B contra E. coli, la concentracion de
10.51 pg/ml es la que inhibe el crecimiento, esto coincide con la curva de
viabilidad mostrada en la Figura 19B, donde la inhibicion completa de crecimiento
es a partir de las 6 horas de contacto, también podemos observar que las
concentraciones de 5.25 pg/ml y 2.62 pg/ml ocasionan un retraso en el
crecimiento a partir de las 3 horas de contacto, sin embargo tiende a recuperarse

a partir de las 12 horas.

En el caso de S. aureus, se observa en la Figura 19C la cinética de crecimiento
donde la cepa es susceptible a las concentraciones de 10.51 pg/ml y 5.25 pg/ml y
se observa un retraso en el crecimiento a una concentracion de 2.62 ug/ml, de
igual forma se corrobora con lo encontrado en la curva de viabilidad en la Figura
19D donde la concentracion de 10.51 pg/ml presenta una inhibicion completa de
crecimiento a partir de las 3 horas de contacto y la concentracion de 5.25 pg/ml a
partir de las 9 horas. Las demas concentraciones no muestran cambios

significativos comparados con el control.
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Figura 19. A) Curva de crecimiento de E. coli con AuNPs B; B) Curva de viabilidad de E.
coli con AuNPs B; C) Curva de crecimiento de S. aureus con AuNPs B; D) Curva de
viabilidad de S. aureus con AuNPs B. Ensayos realizados por triplicado. Los ensayos se
realizaron por triplicado. Gréficos realizados en Origin 8.6.

Después se mezclaron en solucion las mismas concentraciones de nanoparticulas
metélicas con 6 mg/ml de esferas de SiO,y se realizaron las pruebas de viabilidad
celular por un periodo de 12 horas, los resultados se observan en las siguientes
graficas. En la Figura 20A se observa a S. aureus en presencia de AgNPs y SiO,,
se aprecia un comportamiento similar al encontrado solo en presencia de AgNPs
donde las concentraciones mas altas de 22.39 pg/ml y 11.19 upg/ml tienen un
efecto bactericida. En la Figura 20B y 20C se observa a S. aureus con AuNPs Ay
AuNPs B respectivamente en presencia de didéxido de silicio, se ve que mantienen

el mismo comportamiento que presenta cuando se exponen solo a nanoparticulas
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de oro. En la Figura 20D tenemos a E. coli con AgNPs y SiO», que de igual forma
mantiene el mismo comportamiento que la muestra solo con nanoparticulas,
donde las concentraciones bactericidas pertenecen a 22.39 pg/ml, 11.19 pg/ml y
5.59 pg/ml. En las Figuras 20E y 20F se observa a E. coli en presencia de AuNPs
A-SiO, y AuNPs B-SiO; respectivamente, donde la concentracion de 10.51 pg/ml
se mantiene como la CMB.
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Figura 20. A) Curva de viabilidad de S. aureus con AgNPs y SiO,; B) Curva de viabilidad
de S. aureus con AuNPs A y SiO,; C) Curva de viabilidad de S. aureus con AuNPs B y
SiO,; D) Curva de viabilidad de E. coli con AgNPs y SiO,; E) Curva de viabilidad de E. coli
con AuNPs Ay SiO;; F) Curva de viabilidad de E. coli con AuNPs B y SiO,. Los ensayos
se realizaron por triplicado. Gréficos realizados en Origin 8.6.
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7.4.3. CMI, CMB y cinética de crecimiento con nanoparticulas en presencia
de luz blanca

Las nanoparticulas metédlicas al tener caracteristicas plasmonicas, pueden
fotoactivarse con la luz, aunque el plasmoén de superficie se observa mejor a una
determinada longitud de onda que depende de las caracteristicas de cada
nanoparticula, esta suele ubicarse en el espectro de la luz visible, por lo que para
este trabajo las muestras de bacterias con nanoparticulas se pusieron en contacto
con luz led blanca en una placa de 96 pozos ELISA, para determinar si habia
algun cambio en las concentraciones inhibitorias en comparacion a las muestras

sin luz.

En la Tabla 5 se muestran las CMI y CMB obtenidas tras 24 horas de exposicion
de las bacterias y nanoparticulas a luz blanca. En la Tabla 6 se muestran las CMI
y CMB sin exposicion a la luz.

Tabla 5. CMI y CMB bactericida de S. aureus L27 y E. coli MC4100 con de nanoparticulas
de plata y oro en presencia de luz blanca.

CMI
AUNPs A AUNPs B AgNPs
E. coli MC4100 10.51 pg/mi 10.51 pg/mi 2.79 pg/mi
S. aureus L27 2.62 ug/ml 5.25 ug/ml 5.59 ug/ml
CMB
E. coli MC4100 10.51 pg/mi 10.51 pg/mi 2.79 pg/mi
S. aureus L27 2.62 ug/ml 5.25 ug/ml 5.59 ug/mi

Tabla 6. CMly CMB de S. aureus L27 y E. coli MC4100 con nanopatrticulas de plata y oro
sin luz.

CMI |
AUNPs A AUNPs B AgNPs
E. coli MC4100 10.51 pg/mi 10.51 pg/ml 5.59 pg/mi
S. aureus L27 2.62 pug/ml 5.25 pug/ml 11.19 pg/mi
CMB |
E. coli MC4100 10.51 pg/mi 10.51 pg/mi 2.79 pg/ml
S. aureus L27 2.62 pug/ml 5.25 pug/ml 11.19 pg/mi
[ =)



Donde se observé una diferencia en la CMI y CMB fue en la muestra de
nanoparticulas de plata para ambas cepas, los valores de la CMlI y CMB se
redujeron a 2.79 pg/ml para E. coli MC4100 y 5.59 pg/ml para S. aureus L27.

Para dar un seguimiento a la diferencia en el crecimiento de las cepas frente a la

exposicion con luz blanca, se llevé a cabo una cinética de crecimiento.

En la Figura 21A se observa la curva de crecimiento de E. coli con AgNPs
expuesta a luz visible, donde se ve la inhibicion de crecimiento a una
concentracion de 2.79 pg/ml comparada con la curva de crecimiento previa donde
a esta concentracion se tenia un efecto bacteriostatico. En la Figura 21B tenemos
a S. aureus con AgNPs, donde de la misma forma que E. coli hay una inhibicion
de crecimiento a una concentracion de 5.59 ug/ml comparada con los datos de la
curva de crecimiento previa. La muestra A de AuNPs se muestra en la Figura 21C
para E. coli, no hubo cambios significativos en el crecimiento comparado con la
curva de crecimiento anterior, aunque hubo una ligera inhibicion en el crecimiento
a una concentracion de 5.25 pug/ml comparada con el control. Para S. aureus
(Figura 21D) no hubo diferencias significativas comparadas con datos anteriores.
Para AuNPs B con E. coli hubo una diferencia en el crecimiento especialmente a
concentraciones bajas de 1.39 pg/mly 2.79 ug/ml (Figura 21E) y para S. aureus

(Figura 21F) no hubo cambios significativos a ninguna concentracion.
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Figura 21. Curva de crecimiento en presencia de luz blanca. A) E. coli con AgNPs; B) S.
aureus con AgNPs; C) E. coli con AuNPs A; D) S. aureus con AuNPs A; E) E. coli con
AuNPs B; F) S. aureus con AuNPs B. Los ensayos se realizaron por triplicado. Graficos
realizados en Origin 8.6.
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7.4.4. Determinacion del dafio a la envoltura celular por microscopia de
fuerza atdbmica

Para determinar el dafio que producian las nanoparticulas de plata y oro sobre la
envoltura celular de las bacterias, se utilizé microscopia de fuerza atomica. En la
Figura 22A y 22B se muestra S. aureus sin nanoparticulas donde se observa la
forma semi esférica y una estructura que rodea a la célula que posiblemente sea
la capsula. En la Figura 22C y 22D se observa a S. aureus en presencia de
nanoparticulas de plata que, aunque conserva un poco la forma semi esférica se
observan pliegues en la superficie y deformacién de la membrana. En la Figura
22E y 22F se observa a S. aureus en presencia de nanoparticulas de oro y se ven
nuevamente la formacion de pliegues y deformacion de la membrana y ya no se
ve la estructura que envuelve a la célula en comparacion con la imagen de S.

aureus sin NPs.

En el caso de E. coli, en las Figuras 23A y 23B se observa la cepa sin
nanoparticulas, podemos ver la forma bacilar caracteristica de E. coli asi como
una superficie uniforme, en las Figuras 23C y 23D que pertenece a E. coli con
nanoparticulas de plata, se observan células redondeadas donde se ha perdido
por completo la forma bacilar caracteristica e incluso se observan algunas células
unidas. En las Figuras 23E y 23F se observa a E. coli en presencia de AuNPs, se

puede observar la superficie mas rugosa y deformada en comparacion al control.
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aureus L27 con nanoparticulas de oro.

43

——
| —



A) | B) .
=1 =
2 &
R £
1= @D
g g
= =
o o
E= @
= =

e s
u ‘
f=]

(=
s
=
£
[=1
g
|
o
[=1
[=]
E = E
{=] o
10.2um
C) D) Topography - Scan forward Line fit

£ £

= =

- 2

@D 3

@ £
g " &
2 3
& &
2 2
Z | -

> =

£ E

o 4 L o

Oom X* 19.9um Oom xe 2.46um
E) . F) .
o £ o .
& =
=2 @
- ~
& &
2 2
= =
s
o
o)
c
g
o
3
[=}

E

o S E i S k:

X* 2.37um om X* 2.37um

Figura 23. Imagen de microscopia de fuerza atdbmica de A y B) E. coli MC4100
sin nanoparticulas; C y D) E. coli MC4100 con nanoparticulas de plata; Ey F) E.
coli MC4100 con nanoparticulas de oro.




7.4.5. Cuantificacion de proteina intracelular y de sobrenadante

Se cuantificdé la cantidad de proteina extracelular encontrada en el medio de
cultivo y la proteina total producida por ambas cepas bacterianas por el método de
Bradford mencionado anteriormente. Se obtuvieron los siguientes resultados; para
E. coli MC4100 con AgNPs la cantidad de proteina total obtenida con las cinco
diferentes concentraciones de nanoparticulas fue mucho menor comparada con el
control (Figura 24A), en el caso de la proteina extracelular liberada al medio solo
la concentracion de 22.39 pg/ml tuvo un ligero incremento comparado con el
control, en las demas concentraciones no hubo diferencias significativas (Figura
24B).

En el caso de E. coli MC4100 con AuNPs A también se observa una disminucion
considerable de la proteina total (Figura 24C) a todas las concentraciones
empleadas y la cantidad de proteina excretada (Figura 24D) es
considerablemente mayor a las concentraciones de 10.51 pg/ml y 5.25 pg/ml en
comparacion al control. Los resultados con Au NPs B son muy parecidos, pues se
observa una disminuciéon de la proteina total (Figura 24E) a todas las
concentraciones probadas con respecto al control, ademas se observa en las
proteinas excretadas (Figura 24F) al medio un considerable incremento a las

concentraciones de 10.51 pg/ml y 5.25 pg/ml.

En el caso de la cuantificacion de proteina total de S. aureus con AgNPs
observamos que concentraciones de 22.39 pg/ml, 11.19 pg/ml y 5.59 upg/ml
ocasionan una caida en la produccion de proteina (Figura 25A) y la cantidad de
proteina excretada también se ve disminuida (Figura 24B). Para AuNPs A la
cantidad de proteina total y extracelular también disminuye, especialmente con las
4 concentraciones mas altas (Figuras 25C y 25D) y se observa un

comportamiento similar para AuNPs B (Figuras 25E y 25D).
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Figura 24. A) Cuantificacion de proteina total de E. coli MC4100 en presencia de AgNPs; B)
Cuantificacion de proteina de sobrenadante de E. coli MC4100 en presencia de AgNPs; C)
Cuantificacion de proteina total de E. coli en presencia de AuNPs A; D) Cuantificacion de
proteina de sobrenadante de E. coli MC4100 en presencia de AuNPs A; E) Cuantificacion de
proteina total de E. coli MC4100 en presencia de AuNPs B; F) Cuantificacion de proteina de
sobrenadante de E. coli MC4100 en presencia de AuNPs B. Los ensayos se realizaron por
triplicado. Graficos realizados en Origin 8.6.
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Cuantificacion de proteina de sobrenadante de S. aureus L27 en presencia de AgNPs; C)
Cuantificacion de proteina total de S. aureus L27 en presencia de AuNPs A; D) Cuantificacion de
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triplicado. Graficos realizados en Origin 8.6.
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8. Discusion

Para este trabajo se sintetizaron nanoparticulas de plata y oro por métodos de
reduccién quimica, en cuanto a las nanoparticula de plata, las imagenes de TEM
muestran una forma esférica con un diametro promedio de 12 nm, un tamafo
menor comparado con el de 44 nm obtenido por DLS. Algo similar ocurrié con las
nanoparticulas de oro, donde las imagenes de TEM mostraron un tamafio
promedio de 14 nm y 28 nm para AuNPs A y AuNPs B respectivamente, mientras
gue con la técnica de DLS el tamafio determinado fue mas pequefio, esta
discrepancia puede deberse al movimiento browniano de las particulas en solucion
y al tipo de dispersante en el que las nanoparticulas se encuentran suspendidas
(Souza y cols., 2016). Aunque el resultado observado por TEM puede acercarse
mas a la realidad puesto que se observan directamente las particulas, el resultado
dependera en medida de la cantidad de campos y de nanoparticulas que se
cuenten para tratar de hacer un conteo significativo. Por otra parte, la técnica de
DLS es util cuando se trabaja con particulas en solucion ya que se realiza el
conteo a partir de una cantidad mayor de la muestra, lo que permite contar una
cantidad mucho mayor de particulas a diferencia del TEM. Cabe mencionar que en
trabajos previos se sintetizaron nanoparticulas utilizando los mismos métodos de
reduccion quimica, obteniendo tamafios aproximados de 10-20 nm (RATYAKSHI y
cols, 2009) y de 30 nm (Zhou y cols., 2012) para AgNPs y tamafios de 66 nm y
100 nm fueron reportados para la sintesis de AuNPs (Rodriguez-Fernandez vy
cols., 2006). La distribucion de tamafios se controla ajustando la temperatura, pH 'y

la concentracion de los precursores a utilizar (Gurunathan y cols., 2009).

Las concentraciones minimas inhibitorias y minimas bactericidas que
determinamos en este trabajo contra E. coli fueron de 5.58 pug/ml para AgNPs,
10.48 pug/ml para AuNPs Ay 10.48 ug/ml para AuNPs B y para S. aureus de 11.17
pg/ml para AgNPs, 1.31 pg/ml para AuNPs Ay 5.24 ug/ml para AuNPs B. Siendo
S. aureus menos susceptible a nanoparticulas de plata que E. coli, estos
resultados se correlacionan con aquellos reportados por Kim y cols (Kim y cols.,

2011), donde observaron una mayor inhibicion de E. coli que S. aureus, aunque su
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CMI fueron mas altas que las obtenidas en este trabajo. Resultados similares
fueron obtenidos por Ruparelia y cols. (Ruparelia y cols., 2008), donde observaron

una CMI menor contra E. coli que S. aureus, aunque fue dependiente de la cepa.

En el caso de nanoparticulas de oro ambas muestras tuvieron la misma CMI,
aunque esta fue mayor que la reportada por Cui y cols. (Cui y cols., 2012) Estos
no reportaron el tamafio de las nanoparticulas utilizadas. Zhou y cols. (Zhou y
cols., 2012) reportaron una CMI de 0.1 pg/ml contra E. coli, siendo esta mucho
menor que la reportada aqui, esto puede deberse al nivel de agregacion de las
particulas que depende de la concentracién, agente estabilizante y el tamafo.
Resultados muy diferentes pueden observarse contra S. aureus, donde particulas
mas pequeiias de AuNPs mostraron un mejor efecto bactericida, esto puede ser
debido a que las particulas mas pequefias penetran la membrana celular mas
facilmente, esto se relaciona con lo encontrado por Agnihotri y cols en 2014 donde
compararon diferentes tamafos de nanoparticulas contra E. coli y S. aureus y
demostraron que particulas mas pequeiias tienen mejor efecto antimicrobiano
(Agnihotri y cols., 2014), otros trabajos de comparacion de tamafio mostraron

resultados similares (Ahmad y cols., 2013).

En la mayoria de los trabajos se ha reportado que tanto AgNPs como AuNPs
tienen mejor efecto contra Gram negativos que contra Gram positivos, esto se
atribuye al hecho de que las nanoparticulas atraviesan con mayor facilidad la
membrana de Gram negativos. Nosotros encontramos que las AuNPs no siguen
este comportamiento, ya que se observéo un mejor efecto inhibitorio contra S.
aureus que E. coli, esto nos hace pensar que hay otros mecanismos importantes
involucrados en el efecto antimicrobiano en AuNPs aparte de la penetracion de la

particula.

La gran variabilidad de resultados observados en los trabajos antes mencionados,
puede atribuirse al proceso de sintesis y tamafio de las nanoparticulas, asi como a
las cepas utilizadas, por lo que es necesario seguir ampliando la base de datos de
este tipo de estudios para poder dilucidar el tipo de nanoparticula y sus

caracteristicas que mas convengan en el combate de microorganismos.
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Como se menciond anteriormente, el plasmén de superficie es una caracteristica
importante de nanoparticulas metélicas, y ha sido utilizado para terapia foto
térmica y otras aplicaciones en el area de fisica, en este trabajo se activaron las
nanoparticulas utilizando luz blanca, ya que ésta incluye todo el espectro visible,
en el cual se encuentra el plasmon de superficie de las particulas. Encontramos
gue en general el efecto antimicrobiano se ve ligeramente aumentado comparado
con nanoparticulas no expuestas a la luz, esto se observo especialmente en
nanoparticulas de plata, donde la CMI disminuyé tanto para E. coli como para S.
aureus. Actualmente hay pocas investigaciones donde se registre este efecto,
Mocan y cols (Mocan y cols., 2014), demostraron un incremento en el efecto de
AuNPs contra S. aureus después de ser foto activadas con luz laser en el rango
de luz visible, por otra parte, Ismail y cols. (Ismail y cols., 2011) probaron una
cubierta de azul de metileno con AuNPs, y la foto activaron con luz blanca
demostrando un incremento en el efecto antimicrobiano. Es importante seguir
investigando el efecto de la luz sobre la capacidad antimicrobiana de
nanoparticulas metalicas, ya que representan una alternativa sencilla y segura

para potenciar el efecto de las NPs.

Se observo la envoltura celular de ambas cepas por medio de microscopia de
fuerza atomica con AgNPs y AuNPs, Son pocos los trabajos en los que se ha
utilizado AFM para determinar el dafio a membrana por accién de NPs, aunque
podemos citar el realizado por Ketchart y cols en 2012 (Ketchart y cols., 2012),
ellos observaron la envoltura de S. aureus en presencia de AgNPs y reportaron la
formacion de rugosidades o pozos en la superficie celular. La mayoria de los
trabajos observan esta interaccién utilizando microscopia electrénica de
transmision, pues tiene una mejor resolucion que el AFM. Salvioni y cols en 2017
(Salvioni y cols., 2017), observaron la acumulacion de AgNPs vy lisis celular por
medio de TEM en E. coliy S. aureus. Alavi y col (Alavi y cols., 2017), observaron
en E. coli un aumento en el tamafio de las celulas, asi como lisis de la membrana
con AgNPs. Aunque los estudios de AuNPs son mas escasos, Ahmad y cols. en
2017 (A. Ahmad y cols., 2017), probaron estas nanoparticulas contra E. coli y B.

subtilis y por medio de imagenes de TEM demostraron la alteracion y dafio de la
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envoltura de ambos géneros. En nuestro trabajo encontramos que las
nanoparticulas de plata sobre E. coli ocasionan que la célula se redondee, asi
como rugosidad sobre la superficie y agrandamiento de las células. En el caso de
S. aureus tanto para AgNPs como AuNPs, se observé la formacion de
rugosidades y pliegues en la envoltura y ya no se observa la capsula a diferencia
del control positivo. Aunque no se observa una evidente lisis o salida de material

citoplasmatico, sabemos por los ensayos previos que no hay viabilidad celular.

Observamos que las proteinas totales de S. aureus, disminuyen con las
concentraciones mas altas de nanoparticulas, especialmente en presencia de
AuNPs lo que concuerda con el hecho de que tienen mejor actividad contra esta
cepa. En el caso de las proteinas obtenidas del sobrenadante también disminuyen
en comparacion al control, esto puede deberse al hecho de que las proteinas o su
sintesis se ven afectadas por las NPs, y al no haber una lisis completa de la
membrana celular tampoco hay salida de estas al medio. Estos resultados de
proteina en el sobrenadante no coinciden con los reportados por Yuan y cols.
(Yuan y cols., 2017), donde S. aureus en contacto con AgNPs producian una
liberaciéon mayor de proteinas al medio en comparacion al control, esto atribuido a

la lisis celular, aunque no presentan micrografias relacionadas a este dafo.

Para el caso de E. coli observamos nuevamente que la cantidad de proteinas
totales se ve disminuida a concentraciones altas tanto de AgQNPs como AuNPs,
aunque a diferencia de S. aureus se ve un aumento en la cantidad de proteinas en
el sobrenadante en comparacion con el control, esto se relaciona mejor con lo
reportado por Yuan y cols (Yuan y cols., 2017), asi como por Kim y cols. (Feng y
cols., 2000), donde la cantidad de proteina en comparacion al control era mayor,
esto puede deberse a que en las micrografias de AFM de E. coli se observa una

mayor lisis celular que en S. aureus.

En este trabajo también se sintetizaron esferas de SiO;, y se comprob6 su efecto
contra E. coli y S. aureus asi como la sintesis de una pelicula utilizando estas
esferas, como posible candidato para la formacion de una matriz SIO,-Ag y SiO,-

Au que mantenga un efecto bactericida. Se probaron concentraciones muy
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elevadas de SiO, comparadas con las usadas de AgNPs y AuNPs y no hubo dafio
contra los microorganismos, ni tampoco alteraron el efecto de las nanopatrticulas al
ser utilizadas juntas en solucién, por lo que pueden ser utilizadas como matrices

para insertar AgNPs y AuNPs y ampliar las posibles aplicaciones de estas
nanoparticulas.
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9. Conclusiones

» Las nanoparticulas de plata de un tamafio promedio de 12 nm presentaron
mejor actividad bactericida contra E. coli que contra S. aureus. Esta
actividad bactericida se ve potenciada por el efecto de la luz visible.

» Las nanoparticulas de oro tuvieron mejor actividad bactericida contra S.
aureus que contra E. coli. Esta actividad bactericida se ve potenciada por el
efecto de la luz visible.

» Las nanoparticulas de oro de menor tamafio presentaron mejor actividad
bactericida contra S. aureus que las de mayor tamaiio.

» Las nanoparticulas metalicas de plata y oro afectan la envoltura celular,
alterando su forma, su permeabilidad y su grado de lisis.

» Las nanoparticulas metalicas de Ag y Au afectan la produccion de proteinas
de ambas especies.

» La actividad bactericida de las nanoparticulas metalicas de Ag y Au no se

ve afectada por la combinacion con microesferas de SiO; en solucion.
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10. Perspectivas

Como perspectivas para este trabajo es necesario profundizar mas en el efecto de
la luz sobre las nanoparticulas y el consecuente aumento en su eficiencia como
agente bactericida, comparando los resultados obtenidos con una foto activacién
por luz laser a la longitud de onda exacta del plasmén de superficie de las

nanoparticulas.

También es necesario realizar la sintesis de las capas de SiO,-Ag y SiO,-Au y
probar su efecto antimicrobiano para determinar si este se ve afectado por la
movilizacion de las nanoparticulas sobre la matriz de SiO; y si es factible el uso de

este sistema para aplicaciones medicas, industriales, etc.
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12. Anexos

Curva de calibracién de BSA

Curva de calibracion de BSA
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