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Resumen

Las nanoparticulas de plata se han ido constituyendo como un tratamiento novedoso contra
infecciones bacterianas que presentan resistencia contra los agentes antibidticos
tradicionales generando como consecuencia enfermedades infecciosas de evolucion
compleja. Sin embargo, este tipo de nanoparticulas exhiben citotoxicidad sobre células
eucariotas, asi como generan contaminacién en el agua donde han sido empleadas, por
falta de un mecanismo para su remocion del medio. Como una alternativa de solucién a
estas problematicas, se propone el desarrollo de un nanocompuesto constituido por un
nucleo magnético de oxido de hierro, recubierto con silica y decorado con nanoparticulas
de plata. La capacidad del compuesto nanoestructurado producido como agente
bactericida, fue evaluado sobre cepas Gram positivas y Gram Negativas. La caracterizacion
se realizdé a través de microscopia electrénica de barrido y microscopia electronica de
transmision de barrido para determinar su morfologia, su composicidon quimica fue
determinada de forma semicuantitativa por espectroscopia de rayos X de energia dispersa

y las propiedades magnéticas por magnetometria de muestra vibrante. El estudio evidencio
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que los nanocompuestos desarrollados pueden aplicarse como agentes bactericidas y/o
bacteriostaticos, siendo una alternativa en los procesos de desinfeccion para el control
microbiano. Finalmente, por su propiedad magnética facilitarian su remocién del medio en
el que han sido aplicadas, permitiendo asi realizar un proceso de desinfeccion sin adicionar
agentes contaminantes adicionales al medio, previniendo la acumulacién de estos en el

ambiente.

Abstract

Silver nanoparticles are a novel treatment against bacterial infections that exhibit resistance
against traditional antibiotic agents resulting in infectious diseases of complex evolution.
However, this type of nanoparticles exhibit cytotoxicity on eukaryotic cells, as well as are a
substance that generates contamination in the water where it has been used, due to lack of
a mechanism for its removal from the environment. As a solution alternative to these
problems, it is proposed to develop a nanocomposite consisting of a magnetic core of iron
oxide, coated with silica, and decorated with silver nanoparticles. The capacity of the
nanostructured compound produced as a bactericidal agent, was evaluated on Gram
positive strains and Gram Negatives. The characterization was carried out through by
scanning electron microscopy and scanning transmission electron microscopy to determine
its morphology, its chemical composition was determined semi-qualitatively by dispersed
energy X-ray spectroscopy and its magnetic properties by vibrant sample magnetometry.
The study showed that developed nanocomposites can be applied as bactericidal and/or
bacteriostatic agents, being an alternative in disinfection processes for microbial control.
Finally, by their magnetic property they would facilitate their removal from the environment
in which they have been applied, thus allowing to perform a disinfection process without
adding additional contaminants to the environment, preventing the accumulation of these in

the environment.
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Introduccion

En 2015, la organizaciéon mundial de la salud (OMS) puso en marcha el Sistema Mundial
de Vigilancia de la Resistencia a los Antimicrobianos, denominado GLASS. En enero del
2018 se publicaron los primeros resultados, indicando la presencia generalizada de
resistencia a los antibidticos para diversas bacterias generando infecciones en una
poblacion de 500.000 personas en 22 diferentes paises (Lindmeier, 2018). En noviembre
del 2018 se presentaron elevadas tasas de mortalidad por esa causa en particular en
algunos paises como Italia (18,17/100.000 habitantes al afo), Grecia (14,79/100.000
habitantes alafio), Portugal (11,34/100.000 habitantes al afo), Francia (8,61/100.000

habitantes al afio) y Estados Unidos (8,98/100.000 habitantes al afio) (Herrera, 2018).

En Colombia se haidentificado la relevancia de la resistencia a los agentes antimicrobianos,
como en el frecuente hallazgo de infecciones intrahospitalarias a causa de cepas
bacterianas Klebsiella pneumoniae (Echeverri-Toro et al., 2012), Pseudomona aeruginosa
(Valderrama et al., 2016) y Escherichia coli (Alvarez et al., 2020) cuya resistencia a los
antimicrobianos (como carbapenémicos y betalactamicos) es de gran preocupacion
terapéutica, lo cual ha aumentado en los ultimos afios alcanzado un 90% del total de las
infecciones. Asi mismo, con el Enterococcus faecium la tasa de resistencia que exhibe
frente a la vancomicina en Bogota es menor al 20% (Gaviria et al., 2018). De igual manera
el Staphylococcus aureus, es considerado un microorganismo altamente patdégeno con gran
capacidad de generar un amplia gama de enfermedades (Alejo Riveros et al., 2011);
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generado una potente resistencia a la meticilina gracias a las toxinas y serotipos que
desencadena (Sanchez Lerma et al., 2016). Este hecho resulta preocupante por las
implicaciones en la mortalidad, al igual que aumenta los costos en los servicios de salud

(Barros et al., 2020).

Desafortunadamente, las bacterias evolucionan rapidamente, y sus mecanismos de
resistencia también, llevando estos mecanismos ha extenderse frente a cada antibiotico
después de su introduccion en los esquemas terapéuticos (Rajeev, 2018), debido a que la
mayoria de estos provienen de un pequefo conjunto de andamios moleculares (OMS,
2017). Las bacterias multirresistentes al generar enfermedades que no pueden ser
controladas con agentes antibioticos ponen en peligro la eficacia de estos (Rajeev, 2018),
como la penicilina, aislada de Penicillium chrysogenum que han transformado la medicina

y salvado millones de vidas (Miranda & Costa Almeida, 2020).

Los microrganismos patdgenos que desarrollan resistencia a los antibidticos son una
amenaza para la salud publica, debido a que algunas bacterias con importancia clinica no
solo exhiben resistencia a un solo farmaco, si no que presentan una multirresistencia
(Dagbasgi, 2017). La crisis generada por la resistencia a los antibidticos se ha atribuido a
varios factores entre ellos al empleo indiscriminado de esta tipo de sustancias
farmacolodgicas (Ventola, 2015), por la eliminacion de metabolitos del antibiotico que no son
absorbidas por el cuerpo y terminan siendo excretados y desechados a través de la tuberias
que recolectan las aguas sucias, acumulandose estos, llevando a que estos residuos se

vuelvan a consumir a través de estas aguas (Ben et al., 2019).

El frecuente aumento de los genotipos de resistencia a los antimicrobianos, se debe
principalmente a genes adaptativos que pueden ser "movilizados" (Zhao et al., 2017) dentro

y entre especies microbianas (Juhas, 2019), a mutaciones a través de genes especificos



uURAN

UNIVERSIDAD
ANTONIO NARINO

por plasmidos que modifican las proteinas de union al antibiético (Botelho et al., 2019),
residuos de antibiéticos descartados y acumulados en el medio ambiente que alteran el
microbioma (Ventola, 2015) y promueven la resistencia de las bacterias que habitan el
cuerpo humano (Ben et al., 2019). Actualmente la mayoria de los farmacos que se estan
desarrollando de ultima generacion como las cefalosporinas, carbapenémicos,
fluoroquinolonas, linezolid y daptomicina (Calderén & Aguilar, 2016), con el propdsito de
combatir infecciones bacterianas son modificaciones de antibioticos ya existentes que
ofrecen soluciones a corto plazo, cuyas vidas funcionales se han extendido por

generaciones de sastreria sintética (Michael & Christopher, 2009).

A nivel nanotecnoldgico, el desarrollo de nanomateriales (material en la escala
nanométrica) ha permitido realizar la sintesis de variados materiales que exhiben
propiedades unicas, capaces de aportar a la solucion de diversos problemas que han ido
surgiendo, como la resistencia bacteriana (Huang et al., 2018). Las caracteristicas que
presenta cada nanomaterial dependen en gran parte del tamafio (entre 1 y 100nm) y de la
forma que se presentan (nanotubos, esféricas, grafenos, fullerenos, entre otros) (Kulkarni,
2015), estos se clasifican segun sus dimensiones exteriores a nano-escala: nanocapas

(una), nanotubos (dos) y nanoparticulas (tres) (Pdsniak, 2020).

Las propiedades de las nanoparticulas se derivan principalmente de la relacién entre su
area superficial y el volumen del material que ha sido empleado para su sintesis
(propiedades extensivas) (Llamosa, 2018), como ejemplo las nanoparticulas a partir de
oxido de titanio exhiben propiedades fotocataliticas (Singh & Mehata, 2019), las de hierro
exhiben caracteristicas magnéticas (Escobar et al., 2018) y las de oro presentan
propiedades Opticas (Kolavekar et al., 2018). Adicionalmente, se ha identificado el empleo
de nanoparticulas como catalizadores, en procesos de separacion (Kharisov et al., 2019),

remediacion (Ruiz et al., 2019), biosensores y nanomedicina (Vallabani & Singh, 2018). Los
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avances recientes en antibidticos basados en el empleo de la nanotecnologia han generado
nuevos horizontes para combatir la resistencia que algunos microorganismos han

desarrollado frente a multiples antibi6ticos (Ssekatawa et al., 2020).

Se ha reconocido la actividad antibacteriana de diferentes nanoparticulas de metales como
el Zn (Happy Agarwal et al., 2018), Cu (Nabila & Kannabiran, 2018), el Au (Diaz et al., 2018)
y la Ag (Changanaqui Barrientos et al., 2019). En especial se ha identificado el empleo de
las nanoparticulas de plata (AgNPs) como un potente agente antibacteriano, generando
alta expectativa por la importancia a nivel clinico que representa (Travieso et al., 2018).
Las AgNPs exhiben su potencial antimicrobiano a través de diferentes mecanismos como:
formacion de especies de oxigeno reactivo (ROS) (Dakal et al., 2016; Zhang et al., 2018),
produccion de radicales libres, y por ultimo la modulacién de las vias de transduccion de
sefales (Dakal et al., 2016), llevados a cabo a través de la adhesion de las AgNP a las
membranas de las células microbianas y con el ingreso al citoplasma (Ben et al., 2019)

(Nlustracién 1).

GRAM NEGATIVA GRAM POSI'gVA
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comida

llustracién 1. Mecanismos que llevan a cabo las AgNPs en el proceso biocida.
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Las nanoparticulas de plata (AgNPs) pueden generar consecuencias negativas por su
toxicidad para el organismo por la generacién de radicales libres afectando las células
eucariotas (mutagenicidad) (Vera Nuiez & Tamo Cornejo, 2018), generando
consecuencias inflamatorias, oxidativas y genotoxicas (Yan Li et al., 2017), dentro de estas
consecuencias se encuentra la pérdida de su morfologia tipica de la célula, propiedad de
adhesion e integridad de la membrana, de igual manera se ha identificado que las AgNPs
inducen una peroxidacién de lipidos (Chen et al., 2015) con la degradacion de acidos grasos
insaturados y una reduccion de lipidos polares en las células, provocando alteraciones en
la morfologia celular de los linfocitos humanos (Dey Bhowmik et al., 2019). De igual manera
las AgNPs se han constituido como un contaminante para el medio debido a que
permanecen activas en este (Changanaqui Barrientos et al., 2019), por falta de un
mecanismo para su remocion, teniendo un punto de investigacién importante en la

nanotecnologia para solucionar este tipo de problematicas.

Los nanocompuestos son materiales que presentan mas de un componente, dentro de los
cuales al menos uno de sus dominios presenta una dimension en el orden de los
nanémetros (Lizarazo Salcedo et al., 2018), con base en lo mencionado anteriormente en
este estudio planteamos como solucién a la problematica que generan las AgNPs, formar
un nanocompuesto con un nudcleo magnético, que permitiria mejorar los procesos de
separacion vy reutilizacién de las nanoparticulas de plata en el medio (Fang et al., 2019;
Yanlin Li et al., 2019). A nivel nanotecnolégico las nanoparticulas magnéticas de 6xido de
hierro (NPIO) desempefian un papel importante en el area ambiental (Yano et al., 2017)
presentando una utilidad como absorbentes de contaminantes organicos para el tratamiento
de aguas residuales (Gupta et al., 2018; Peralta et al., 2020), como la remocion del arsénico
(Kane et al., 2017) y el linuron, un pesticida que contamina el medio ambiente (Belaroui et

al., 2018).
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La combinacion de las propiedades mencionadas anteriormente con relacion a las
nanoparticulas de hierro y plata, da como producto los nanocompuestos de plata (AgNCs),
(Changanaqui Barrientos et al., 2019), dando como resultado nanocompuestos con
propiedades antibacteriales (Padilla Cruz, 2018) y magnéticas (Dadfar et al., 2019) dotando
a las AgNPs de un mecanismo que facilitaria su remocion del medio en que se hayan
aplicado. Por lo anterior, el objetivo de nuestro trabajo es determinar la dosis minima biocida
de un nanocompuesto de plata (AgNCs) sintetizado sobre cepas bacterianas resistentes a
antibioticos (Staphylococcus aureus y Escherichia coli) y como ultimo paso realizaremos
una revision tedrica de la toxicidad que genera en células eucariotas, contribuyendo a la
busqueda de nuevos tratamientos efectivos y especificos contra la resistencia bacteriana a

los antibidticos.

1. Materiales y Métodos
FeCl2'4H20 Merck No. CAS 13478-10-9, FeCl3'6H20 Merck No. CAS 10025-77-1,
alcohol isopropilico Merck No. CAS 67-63-0, etanol (C,H;OH) Merck No. CAS 64-
17-5, tetraetilortosilicato (TEOS) Merck No. CAS 78-10-4, metiltrietoxisilano (MTES)
Merck No. CAS 2031-67-6, acido cético (CH;COOH) Merck No. CAS 200-580-7,

AgNOs3 de Merck No. CAS 7761-88-8.

Métodos: Sintesis asistida por ultrasonidos empleando dos sistemas de ultrasonidos
directo con un sonicador UP400St de la marca Hielscher Ultrasonics y ultrasonidos
indirecto con un bafio de ultrasonidos Elmasonic S 30 H de la marca Elma ultrasonic,
por ultimo para el analisis a nivel microbiolégico se empled un espectrofotometro UV-

VIS equipo SQ4802.
a) Sintesis de AgNCs

Sintesis del nucleo Fe30q4



uURAN

UNIVERSIDAD
ANTONIO NARINO

Para la sintesis de los AQNCs se realizé como primer paso la sintesis del nucleo
compuesto por hierro (NPIO), en donde se emple6 como precursores el
FeCl2'4H20y de FeCl3'6H20 en una relacién de 1:2 respectivamente, el proceso
fue llevado a cabo a través de ultrasonido directo (US). Los ultrasonidos en
liquidos producen el fendmeno de la cavitacion acustica, que intensifica y acelera
las reacciones quimicas como la sintesis y la catalisis, por la formacién, el
crecimiento y el colapso implosivo de las burbujas en un liquido. El colapso de la
cavitacion produce un intenso calentamiento local (~ 5000 K), altas presiones (~
1000 atm) y enormes tasas de calentamiento y enfriamiento (>109 K/ s) y

chorros de liquido (~ 400 km / h) (Suslick et al., 1999).

Para la sintesis se disolvi6 cada cloruro en 75 mL de agua milli-Q. Las
disoluciones se mezclaron en US durante los 30 seg en modo de pulso 90% y
amplitud 60%, posteriormente se adiciono NH4OH (25%) en dos tiempos
llevando a un pH £10,33, finalmente se disperso6 por 7:21 min con una energia

total transferida de 6,510 kW/h y un pH final de +8,8.

Todas las NPIOs obtenidas se lavaron 3 veces con acetona. Se realizé un
proceso de centrifugacion a 4000 rpm por 10 min, retirando el sobrenadante y

almacenandolas al vacio en un desecador.

Sintesis de NPIO@SiO:

Para la funcionalizacion de las NPIOs se empled una capa de silice (por medio
del método Stdber, obteniendo NPIO@SiO2) (Hsieh et al., 2015) dispensando
gota a gota por ultrasonidos la silice (37 Hz) durante 15 min, en alcohol

isopropilico en relacion 1:1 con 0,64 mg de NPIOs. Como ultimo paso se realizé

10



un tratamiento térmico a 55°C durante 1 hora a presién reducida, eliminado de

esta manera la mayor parte del disolvente.

Sintesis de AgNCs

Al obtener las NPIOs funcionalizadas con SiO2 (NPIO@SiO2) se generd un
cambio de medio de etanol por NH4OH (100 mL) y citrato de sodio (324 mg), en
un tratamiento por ultrasonido a 37 Hz preparando de esta manera la superficie.
Se elaboré una suspension de plata coloidal a partir 10 mL de citrato de sodio
(Na3CsHs07) y 10 mL de acido ascorbico (CeHsOs), de esta manera, se llevo la
solucién a un pH 11 con la adicion de hidréxido de sodio (NaOH). Por ultimo,
gota a gota se adicion6 2,5 mL de nitrato de plata (AgNO3), obteniendo una
solucion con una concentracion de 10 mM. Posteriormente, se adiciono la
suspension coloidal de nanoparticulas de Ag en porcentajes de 2%, 4% y 6% del
total de las NPIO@SiO2 (0,63 g), aplicando ultrasonidos (30 min a 37 Hz),
obteniendo concentraciones de 0,126 mg/mL, 0,252 mg/mL y 0,378 mg/mL
respectivamente. Como ultimo paso se llevé a cabo un tratamiento térmico a
55°C durante 1 hora a presion reducida, obteniendo como resultado final
nanocompuestos magnéticos de plata (AgNCs). A continuacion, se realizé 3

lavados con alcohol isopropilico (IPA) y se dejaron en caldo nutritivo.

Tabla 1. Codificacién de las diferentes muestras de NPs sintetizadas.

NOMENCLATURA

DE LA NPs COMPOSICION CONCENTRACIONES

NPIO@SiO: NPIO recubiertas con una 0,0063 mg/mL
Control capa porosa de Si.
NPIO recubiertas con una 29 de A
AgNCs; capa porosa de Siy Ag en N 9.
i 0,126 mg/mL
la superficie de esta.
NPIO recubiertas con una o
AgNCsy capa porosa de Siy Ag en pecclsd]
. 0,252 mg/mL
la superficie de esta.
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[ NPIO recubiertas con una 6% de A
AgNCsvy capa porosa de Sien la 0 3708 m /?ﬁL
superficie de esta. ’ 9

a) Caracterizaciéon quimica y morfolégica de las AgNPs

Las fases cristalinas de los AgNCs se determinaron a través de difraccion de
Rayos X (DRX), se emple6 el equipo de la marca Bruker modelo D2 PHASER
dotado de una fuente de Rayos X con anodo de cobre de alta estabilidad. Para
este analisis se empled una muestra en polvo de 30 mg de NPIO@SIO:2
formando una superficie uniforme sobre el portamuestras de DRX, obtenido
diagramas de difraccion en polvo de 10.002 a 80.002 °26, con tamano de paso
de 0,05 °26 y tiempo de medida de 4 segundos por paso. El tiempo total de

medida fue de 1 hora y 33 minutos.

La distribucion de tamafo de las nanoparticulas (analisis morfolégico) fue
determinado por microscopia electrénica de barrido (SEM) mediante un equipo
Tescan Lyra 3 de catodo de emision de campo tipo Schottky, con un detector de
microscopia electronica de transmision de barrido (STEM) empleado para
determinar el tamafio y la morfologia interna de las nanoparticulas. Este equipo
presenta una resolucion de 1,2 nm en el modo alto vacio a 30 kV. Para el analisis
se utilizd una pequena cantidad de la muestra de NPIO@SiO2 (30 mg en una
disolucién 1:100 en agua milli-Q) depositada sobre rejillas convencionales para
TEM. Las imagenes obtenidas fueron analizadas empleando el programa de
procesamiento de imagen Imaged. Se utiliz6 el programa Origin para obtener
histogramas de distribucion de tamafo ajustados a funciones LogNormal y

determinar los diametros medios de las nanoparticulas.
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Para el analisis morfolégico y caracterizacion quimica semicuantitativa se
empled un microscopio electronico de barrido (SEM) de la marca Teascan
modelo Lyra 3 con una resolucion de 1,2 nm a 30 keV, equipado con un
espectrometro de energia dispersiva (EDS), empleando como sustrato cinta de

carbono adherida a los porta muestras de aluminio.

Para la caracterizacion magnética de las nanoparticulas se empled un
magnetometro de muestra vibrante (VSM) de la marca Quantum Design modelo
VersalLab que permite realizar medidas de magnetizacién en funcidon de la
temperatura en un rango entre 50 K a 350 K, y medidas a temperatura constante
variando el campo aplicado entre -3 T a 3 T. En las curvas de histéresis
magnética en funcion del campo magnético aplicado se empleé un campo
maximo de 3,0 T a una temperatura de 300 K. Se empleo 30 mg de NPIO@SiO2

polvo.

Determinacién de la dosis minima inhibitoria (DMI) de los AgNCs

Se seleccionaron como cepas bacterianas modelo cepas de referencia (ATCC)
de las bacterias Staphylococcus aureus (ATCC 25922; Gram positiva) y
Escherichia coli (ATCC 25923; Gram negativa) adquiridas de colecciones

reconocidas, con su correspondiente certificado de origen.

Para el recuento de unidades formadoras de colonia se prepard un inoculo de
cada bacteria con una turbidez de 0,5 con respecto a la escala McFarland,
preparando una dilucién en 100 mL de caldo nutritivo (10°), llevando a cabo el
método de recuento en placa (Sanchez et al., 2017). Se realizé un pase de cada
tubo (100 uL) a cajas de Petri con agar nutritivo (se emple6 un agar sin ningun

cultivo bacteriano como control) y por ultimo se colocaran en la incubadora a
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37°C por 24 - 48 horas, pasado este tiempo se contaran las colonias mediante

conteo manual.

Para las curvas de crecimiento microbiano de cada una de las cepas, se incubo
cada especie bacteriana en caldo nutritivo (0,5 en la escala McFarland) y se
realizaron lecturas cada hora por espectrofotometria UV-VIS a 560 nm durante
24 horas (caldo nutritivo como blanco y cada una de las mediciones se realiz6

por triplicado).

Por ultimo, se determind la dosis minima inhibidora (DMI) (concentracién mas
baja (mg/ml) de un antimicrobiano que inhibe el crecimiento bacteriano de una
determinada cepa (IDDEX, 2018)), de los AgNCs en las dos cepas bacterianas,
por medio de la técnica Kirby Bauer, mediante un cultivo en caldo nutritivo con
diluciones para determinar el crecimiento poblacional bacteriano equivalente a
0,5 en la escala de McFarland. Posteriormente, se tomé el indculo y se sembré
sobre la superficie de Agar Mueller Hinton con un asa de Drigalsky, haciendo
una siembra masiva. Por ultimo, se colocaron sensidiscos previamente
impregnados con los nanocompuestos NPIO@SiO2, AgNCsi, AgNCsiv y
AgNCsv sobre las siembras, para finalmente llevarlos a incubar a 36°C por 24
horas. Se realiz6 el andlisis cuantitativo de DMI por el método de Kirby Bauer en
disolucién en caldo Mueller Hinton, utilizando una serie de 5 disoluciones de igual
concentracién bacteriana a las cuales se les agregdé los nanocompuestos
preparados previamente (0,126 mg/mL, 0,252 mg/mL y 0,378 mg/mL),
realizando 4 mediciones en periodos de 30 min cada una, durante 120 min en
un espectrofotémetro convencional con un filtro 540 nm, con base en la siguiente

referencia (Sobhani-Nasab et al., 2017).
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Los datos obtenidos se presentaron en forma descriptiva a través de un
tratamiento estadistico en Excel y el programa GraphPad Prism determinando el
promedio y la desviacion estandar para representar los resultados en forma de

diferentes graficas y tablas.

c) Citotoxicidad
La evaluacion de la toxicidad generada por los AgNCs se llevo a través de una
investigacion teorico-descriptiva de los estudios mas actuales en un periodo
comprendido desde el 2015 hasta el 2020 relacionados con la citotoxicidad

generada por nanocompuestos de plata.

Se realizd la busqueda de los documentos en bases de datos como Scopus,
ScienceDirect y SpringerLink, donde se seleccionaron los articulos con los
siguientes criterios de inclusién y exclusién (incluyeran palabras como
citotoxicidad, nanocompuestos de plata, células mamiferas no cancerosas y
cancerosas, asi como articulos que presentaban ensayos experimentales de la
toxicidad de nanocompuestos de plata en células eucariotas de los ultimos 5
anos,). No se tomaron en consideracion para el analisis aquellos articulos que

no hacian alusién a los nucleos tematicos.

2. Resultados y Discusién

Caracterizacion de los nanocompuestos de plata

El patron de DRX a temperatura ambiente de las nanoparticulas de hierro recubiertas
con silice (NPIO@SIiOz2), se muestra en la Figura 1. Para este estudio se empleé la
técnica de refinamiento Rietveld utilizando el software Powdercell 2.4 y de esta
manera poder confirmar las fases cristalinas presentes. Se identificaron dos picos

amplios asignados en los planos de difraccién (110) y (200) que pertenecen a 26 ~
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44,7° y 65,0° siendo planos de difraccion que corresponden al Fe (JCPDS tarjeta N°
65-4899). Los parametros seleccionados en el DRX, tamano de paso alto y el tiempo
de paso bajo, ocacionaron una relacién ruido/intensidad baja, como se observa en
la Figura 1. Sin embargo por el refinamiento de Rietveld se muestran los picos en
18.15° (111), 35.17° (311), 56.50° (511), 62.03 (440) correspondientes al Fe3O4
(JCPDS tarjeta no 19-0629), que se encuentran opacados por el ruido generado en

DRX debido al recubrimiento con SiO2 amorfa.

Fe @ . DRX
—Fe
) —— Diferencia

Intensidad (u.a.)

10 20 30 40 50 60 70 80
26 (°)

Figura 1. Patron de difraccién y refinamiento Rietveld de NPs de NPIO@SiOz.

Del refinamiento se determiné que el 98% W% corresponde a la fase de hierro puro
(ferrita) y el 2% W% a la fase de Fes3Os4 (magnetita). Asi mismo, el resultado

demuestra que la estructura cristalografica del nucleo de hierro es cubica centrada
16



en el cuerpo que se mantiene posterior a su recubrimiento con SiO2 amorfa lo cual
concuerda con los estudios llevados a cabo por Silva et al y Lee y colaboradores con
el recubrimiento con silice amorfa (Lee et al., 2018; Silva Calpa et al., 2020),
indicando de esta manera que el recubrimiento de silice no afecta la estructura

cristalina.

La ecuacion de Scherrer L = KA1/f cos 0; donde A es la longitud de onda del haz
incidente, B el ancho de altura promedio, 8 el angulo de reflexion de la sefal mas
intensay K= 0,9 es un coeficiente, se adoptd para determinar el tamano del cristalito.
Reemplazando el valor de la sefial mas intensa que corresponde a 20 = 44,7° con
direccién (110) en la ecuacién y usando el valor del ancho de altura promedio se
obtuvo un tamafo de grano cristalino de 35,87 nm. Los resultados obtenidos se

muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Parametros estructurales y tamarfio de grano de los cristalitos de

nanoparticulas NPIO@SiOa.

Muestra Porcentaje Grupo Parametro Volumen Tamano
NPIO@SiO2 delafase W | Espacial de red (A) | de celdaV del
(%) a=b=c (A3) cristalito
Fe 98 % Im-3m 2,805 (3) 22,070 (5) 35,87
(229)
Fes3O4 2% Fd-3m 8,463(1) 589,32 (4) NA
(227)

En la Figura 2A se observa la dispersiéon de las nanoparticulas NPIO por STEM. La
morfologia exhibida fue de forma esférica con aglomerados. El analisis de la imagen
fue llevado a cabo por el software ImageJ, el ajuste de las distribuciones de tamafos
es realizado asumiendo una distribucion del tipo lognormal como se observa en la

Figura 2B, a partir de la cual se calculé el tamafo promedio obteniendo 10,74 + 2,25
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nm de diametro, al comparar los resultados con el tamafio de grano cristalito se
observa que este es mayor, generado por la exposicién a una temperatura de 55°C
durante un tiempo prologado (1 hora), asi como el ruido y los picos empleados en la
ecuacion Scherrer para determinar el tamano, afectan considerablemente el dato

determinado (Goyeneche, 2018; Neciosup Zavaleta & Ulloa Zavaleta, 2019).

[l Distribucion de tamarios
LogNormal

Tamafio promedio
10,74 £2,25 nm

Frecuencia

7

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Tamafio de NPIO (nm)
Figura 2. A) Imagen de STEM de nanoparticulas NPIOs B) distribucién de tamano

de las nanoparticulas NPIO.

La micrografia de STEM para las NPIO@SiOz2 se muestra en la Figura 3A. Al
comparar estos con resultados de las NPIO (Figura 2B) se corrobora la morfologia
esférica y se evidencia el crecimiento del tamafio en las nanoparticulas NPIO@SiO:2
después del recubrimiento con SiO2 como se evidencia en la Figura 3B donde se
observa que las NPIO@SIiO2 se encuentran embebidas dentro de una matriz de
silicio remanente, por la alta cantidad de SiO2 que se adiciond para el recubrimiento
(20 mL) asi como la sintesis del mismo por un método que no fue in-situ con la

sintesis de las NPIO, de igual manera se identifico aglomeraciones en algunas
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nanoparticulas de NPIO@SIOz2, lo cual se encuentra relacionado con lo publicado

por Fuentes Garcia y colaboradores (Fuentes Garcia et al., 2018).

Contrastando esto con la distribucion de tamafio obtenida por el analisis de imagen
(Imaged y Origin) asumiendo una distribucion del tipo lognormal se identifica que el

tamano promedio de las NPIO@SIiO:2 es de 76,38 + 9,98 nm de diametro.

[ Distribucion de tamafios
—— LogNormal

Tamaiio promedio
76,38 £ 9,98 nm

Frecuencia

24

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
GRS Tamafio NPIO@SIO, (nm)

1 pm

Figura 3. A) Imagen de STEM de nanoparticulas NPIO@SiO2 B) Distribucion de

tamano de las nanoparticulas NPIO@SIO:..

La Figura 4A muestra la micrografia de SEM para las nanoparticulas NPIO@SiOx.
El analisis de la imagen se realizdé por medio del software Imaged. En la Figura 4B
se muestra el analisis quimico semicuantitativo por EDS. En el recuadro se muestra
la micrografia de SEM analizada de forma puntual (punto rojo) y la composicion
semicuantitativa de una particula. El alto contenido de carbono se correlaciona a la
cinta de carbono que se empled para adherir la muestra al portamuestras, la

presencia de Fe y Si comprueba la composicion de nanoparticula NPIO@SIiOz.
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Figura 4. A) Imagen de SEM de nanoparticulas NPIO@SiO2 B) Espectro EDS y

datos semicuantitativos elementales representativos de NPs de NPIO@SiOx.
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Figura 5. Ciclo de histéresis magnética a temperatura ambiente de NPIO@SIiO:..

Recuadro ciclo de histéresis magnética aumentado.

En la Figura 5 se muestra el bucle de histéresis magnética a temperatura ambiente

de nanoparticulas NPIO@SiO2, variando el campo aplicado (H) de -30 kOe a 30 kOe.
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La histéresis exhibe pequefios valores de campo de coercitividad mostrados en el
recuadro de la Figura 5. Esto confirma que la mayoria de las particulas NPIO@SiO2
exhiben propiedades superparamagnéticas y solo unas pocas presentan un
comportamiento ferromagnético a temperatura ambiente. Las nanoparticulas
NPIO@SiO:2 presentan saturacién total en un campo magnético de 20 kOe. Ademas,
a medida que aumenta el campo magnético externo la magnetizacion primero

aumenta rapidamente y luego alcanza la saturacion.

Las magnetizaciones de saturacién (Ms), de remanencia (Mr) y campos coercitivos
(Hc) se muestran en la Tabla 2. Estos resultados demuestran que a pesar de que la
silice podria llegar a apantallar las propiedades magnéticas de nucleo de hierro, este
sistema es susceptible a ser manipulado al interactuar con un campo magnético
externo. Adicionalmente, se identifica que el comportamiento presentado en el bucle
de histéresis (superparamagnetico) proviene tanto del 6xido de hierro como del Fe
puro que esta presente en nuestras nanoparticulas evidenciado con el valor de la
magnetizacion de saturacion (173,134 emu/g con un campo magnético 20 kOe).

Tabla 3. Parametros magnéticos de nanoparticulas NPIO@ SiO2

Muestra Ms Mr Hc
emu/ (emul/g) Oe

NPIO@SiO2 | 173,134 | 19,232 | 302,564

Dosis minima inhibitoria (DMI) exhibida por los nanocompuestos

En la Técnica de Kirby Bauer a nivel cualitativo (Figura 6) y a nivel cuantitativo
(Grafico 1 y 2) se empled una suspension bacteriana de la cepa modelo
Staphylococcus aureus y Escherichia coli obtenida previamente a través de las
curvas de crecimiento de cada cepa con mediciones durante 24 horas en una

longitud de onda a 540nm, punto en donde se identificé que para esta absorbancia
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la bacteria se encontraba en una fase estacionaria (momento en el cual el
crecimiento bacteriano se mantiene de forma constante), la cual para

Staphylococcus aureus fue de 0,721 y 0,91 para Escherichia coli.

Figura 6. Técnica Kirby Bauer a nivel cualitativo para Staphylococcus aureus (A) y
Escherichia coli (B). Tratamiento con NPIO@SIiO:2 (sensidisco 1), AQNCsi

(sensidisco 2), AgNCsv (sensidisco 3) y AgNCsv (sensidisco 4).

La susceptibilidad de las cepas modelo S. aureus y E. coli después de 48 horas con
cada tratamiento se observa en la Figura 6A y Figura 6B, el halo de inhibicion que
exhibieron los diferentes nanocompuestos sobre las bacterias Gram positiva y Gram
negativa no es de forma apreciable a través de la placa con una matriz de agar
Mueller Hinton, siendo generado por diferentes aspectos dentro de los que se
encuentra la gravedad especifica que presentan los AQNCs (Khan, 2018) generando
un bajo indice de fluidez (Ziabka et al., 2020), por lo cual al actuar sobre un medio
con alta densidad (agar), no logran difundirse correctamente. Por otro lado, el

recubrimiento que presentan los AgNCs con SiO2z genera que este tipo de
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nanocompuesto no pueda difundirse facilmente a temperaturas bajas (menos de
36°C temperatura en la cual se encuentra almaceno previo al ensayo Kirby bauer),
ya que es en este punto el SiO2 que hace parte de estos se encuentra estabilizado
formando un grupo Si-O-Si (Siloxano) (Veprek & Veprek-Heijman, 2012). Por ultimo,
los AgNCs presentan una carga neta positiva (Guadarrama-Reyes, 2013) que al
encontrarse sobre un soélido sin carga como es el agar la relacion de estas cargas
impide la difusién de los AgNCs del sensidisco a través del agar, ya que nuestros
nanocompuestos de plata al ser positivos producen que las cargas de la matriz de

agar (neutro) se redistribuyan generando que ambos se atraigan.

En la Figura 6A en los cuatro tratamientos empleados no hay una tendencia en el
grado de susceptibilidad de la bacteria S. aureus, con respecto al aumento de la
concentraciéon de plata, obteniendo que el halo de inhibicién mas grande (15 mm) se
encuentra relacionado con los AgNCsiv (0,252 mg/mL) donde se logra apreciar el
efecto biocida generado por los AQNCs en comparacion con los demas (después de
retirar el sensidisco con halos de inhibicién de 9,17 mm para las NPIO; 12,5 mm para
AgNCsii y 13,3 mm para los AgNCsvi). En esta técnica el nanocompuesto presentd
una interaccion limitada con la superficie bacteriana por la dificultad de difusion
mencionada anteriormente generando que no se transporte de forma facilitada a

través de la membrana de este tipo de bacteria Gram positiva (Cardoso, 2016).

En la Figura 6B, se precisa como a medida que aumento la concentracion de plata
en los AQNCs empleados la susceptibilidad de la cepa E. coli aumentd obteniendo

un halo de 13,6 mm de diametro generado por el AQNCsvi (0,0378 mg/mL).

La susceptibilidad generada por el S. aureus a través de la técnica Kirby Bauer en

dilucion en caldo se logra apreciar en el Grafico 1. En primer lugar, las
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nanoparticulas NPIO@SiO2, desempenan un papel menor en la actividad
bactericida (Tung et al., 2016), generando un efecto inhibitorio leve en el crecimiento
en comparacion con los AgNCs, debido a que destruyen las bacterias presentes en
el periodo inicial de aplicacién (x 25%) y finalmente terminan deteniendo Ila
proliferacion o crecimiento bacteriano, de tal manera que no produce una muerte

celular bacteriana total (tendencia constante).

Grafico 1. Susceptibilidad del Staphylococcus aureus con diferentes
concentraciones de AgNCs por el método Kirby Bauer en dilucion. Tratamiento con
NPIO@SIiO2 (linea naranja), AgNCsy (linea gris), AgNCs (linea verde claro) y
AgNCsv (linea verde oscuro).
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Los AgNCs con 2%, 4% y 6% de Ag (0,126 mg/mL, 0,252 mg/mL y 0,378 mg/mL
respectivamente), manifestaron un comportamiento bactericida frente a la cepa
modelo S. aureus, ya que lograron inhibir el crecimiento bacteriano de forma
irreversible. En el Grafico 1 (linea gris) se identifico que al emplear los AgQNCs con
2% de plata no generaban una muerte celular total (0%), de igual manera sucedié
con los AgNCs al 6% (Grafica 1 (verde oscuro)), por la agregacion de los
nanocompuestos por la alta concentracion empleada, por lo cual no son
concentraciones optimas en el comportamiento inhibitorio que se esperaba obtener
a los 120 min de exposicidn para el S. aureus. Finalmente, se determiné que la dosis
minima inhibitoria (DMI) para la cepa modelo S. aureus, que genero una lisis celular
en su totalidad, es el AgNCs al 4% como se observa en la Grafica 1 (verde claro),
eliminando completamente las bacterias de manera que, en 120 min redujo a un 0%
la concentracién de bacterias presentes en el caldo. La tendencia que presenta linea
correspondiente a este nanocompuesto carece de fluctuaciones significativas por lo
que es posible determinar que las bacterias no presentan periodos de adaptacion,

ya que actuan al momento de ser aplicados (Dai et al., 2018).

El efecto antimicrobiano de los nanocompuestos de plata también ha sido validado
en otros tipos de cepas modelo Gram positivas de importancia clinica, como fue
publicado por Hinojos, Lépez, Espinosa, Donohue, & Reyes (Lopez-Esparza et al.,
2016) en 2016, donde determinaron que con concentraciones de 1 — 100 mM de los
nanocompuestos de plata se obtenian de 6 — 8 mm en la zona de inhibicion sobre el
Streptococcus pyogenes. Este tipo de ensayo también se ha llevado a cabo por
Ghiut y colaboradores en 2018 (Ghiuta et al., 2018), identificando que para una cepa
Gram positiva como el Streptococcus pyogenes, se producian halos de inhibicién por

la técnica Kirby Bauer a nivel cualitativo superior a los 30 mm con nanocompuestos
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de plata de tamano entre los 10 - 20 nm, asi como en el 2019 Masri, Anwar, Khan,
Shahbaz, Khan, Shahabuddin & Siddiqui (Masri et al., 2019) reconocieron que los
nanocompuestos de plata con una concentracion de 5 yM y tamanio de 100 nm

reducian hasta un 4% la viabilidad celular bacteriana del S. pyogenes.

Por otro lado, Dhafer, Dhahri, Mezni & Smiri en 2018 (Dhafer et al., 2018) observaron
que los nanocompuestos de plata presentaban un efecto bactericida sobre cepas
Gram positivas como el Enterococcus faecium y el Staphylococcus aureus. De la
misma manera Lopez, y colaboradores en el 2020 (Lépez-Carrizales et al., 2020)
identificaron que con un tamano de los nanocompuestos de plata de 10 - 12 nm se
erradicaba en su totalidad la cepa Enterococcus faecium del medio en el cual se
realizo la evaluacién. Por ultimo, en el 2020 Piras, Mahon & Smith (Piras et al., 2020)
obtuvieron zonas de inhibicion con 10 mm con respecto a cepas bacterianas de

Enterococcus faecium resistente a vancomicina.

En el Grafico 2 se confirma que las nanoparticulas NPIO@SiOz presentan un efecto
antibacteriano leve (30%) con la capacidad de controlar el crecimiento bacteriano,
tanto para cepas Gram positivas (Grafico 2) como Gram negativas (Grafico 1),
debido a que el hierro de la nanoparticulas NPIO@SiO: funciona como un nutriente

para estas, por lo cual no lleva a muerte celular bacteriana (Puntes, 2015).

Los AgNCs con una concentracion del 2% de Ag (0,126 mg/mL) reducen la
concentracion de bacterias presentes en el medio en aproximadamente el 50%
(Grafica 2 (gris)). Sin embargo, en el periodo evaluado (120 min) no se considera
como un efecto inhibitorio significativo, ya que no lleva a la eliminacion total de las
células bacterianas lo cual permite determinar que la cepa modelo de E. coli logra

sobrevivir bajo esta concentracion de plata, por lo que la misma es insuficiente para
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hablar de un comportamiento bactericida. Por otro lado, los AgNCs con una
concentracion del 4% (0,252 mg/mL) de plata, logran una actividad biocida con una
disminucién bacteriana hasta menos de un 20% en 120 min como se observa en la
Grafica 2 (verde claro).

Grafico 2. Susceptibilidad del Escherichia coli con diferentes concentraciones de
AgNCs por el método Kirby Bauer en dilucion. Tratamiento con NPIO@SiOZ2 (linea
naranja), AgNCsl| (linea gris), AgQNCslV (linea verde claro) y AGQNCsVI (linea verde

oscuro).
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Finalmente, para los AgNCs con 6% de Ag (0,378 mg/mL), se evidencio el

comportamiento biocida que se presentaron frente a la cepa bacteriana E. coli, lo

27



uURAN

UNIVERSIDAD
ANTONIO NARINO

gue determina que a esta concentracion de plata los hanocompuestos son capaces
de generar una lisis celular total después de un periodo de 120 min de aplicacion
(Grafica 2 (verde oscuro)), presentando la mayor susceptibilidad bacteriana con
respecto a los nanocompuestos evaluados, razén por la cual, se considera a los
AgNCs con 6% (0,378 mg/mL) de plata es la dosis minima inhibitoria (DMI) para E.

coli.

Por consiguiente, se evidencio que se requiere un mayor porcentaje de plata sobre
los AgNCs (6%, 0,378 mg/mL) para poder generar una inhibicion total de la cepa E.
coli siendo una bacteria Gram negativa en comparacién con el S. aureus, en donde
con 4% (0,252 mg/mL) de plata se llevd a cabo un efecto inhibitorio total, este
fendmeno se presenta gracias a las diferencias en la estructura de estas dos cepas
bacterianas en cuanto a su fisiologia, estructura celular o el grado de contacto de los
nanocompuestos con los microorganismos (Reyes, 2012). La E. coli, al ser un
microorganismo Gram negativo, posee en principio una membrana plasmatica,
seguido por una pared celular que consta de un espacio periplasmico constituido por
bajos niveles de péptido-glucano y una membrana externa constituida por
lipopolisacaridos, fosfolipidos y proteinas (Arzate, 2016). Por lo cual, se genera una
menor interaccion de los AGNCs con la E. coli debido a la morfologia que presentan,
razon por la cual la dosis minima biocida para este tipo de bacterias requiere una
mayor concentracion de plata para llevar a cabo un efecto biocida en un 100% de la
concentraciéon de bacterias en el medio. Siendo insuficiente los AgNCs con
concentraciones relativamente bajas (0,126 — 0,252 mg/mL) para lograr irrumpir y

permear las tres zonas de la estructura de estas bacterias descritas anteriormente.
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De la misma manera este tipo de ensayo ha sido llevado a cabo sobre cepas Gram
negativas como la Pseudomonas aeruginosay el Acinetobacter baumannii, como fue
reportado por Silva, Mendonga, Pereira, Santos, Prior & Ferreira en 2016 (Silva
Santos et al., 2016) quienes comprobaron el efecto antimicrobiano de los
nanocompuestos de plata a nivel cualitativo con una concentracion de 500 mg/mL
sobre Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter baumannii resistentes a multiples
farmacos, obteniendo halos de inhibicion mayores a 10 mm, asi como Freirea y
colaboradores en 2016 (Freire et al., 2016) quienes determinaron que la
concentracién minima inhibitoria (MIC) de los nanocompuestos de plata para la P.
Aeruginosa, se encontraba en un rango de 30 — 50 ym/mL generando una lisis total.
Chang, Chen, Cheng, Chin, Chen, Chen, Sun, Joven & Chiueh en 2017 (Chang et
al., 2017) identificaron que para Pseudomonas aeruginosa y el Acinetobacter
baumannii se presentaba una inhibicién total con una concentracion de 3,06 ug/mL
de los nanocompuestos de plata, siendo esta la dosis minima biocida. Finalmente,
Shah, Buabeid, Arafa, Hussain, Li, Murtaza en 2019 (Shah et al., 2019) comprobaron
que con nanocompuestos de plata con tamafos entre 500 — 600 nm generaban

zonas de inhibicién entre 16 - 40 mm con respecto al Acinetobacter baumannii.

La diferencia encontrada entre los diferentes estudios se basa principalmente en la
relacion tamano/concentracion, por lo cual se encuentran diferentes concentraciones
de los nanocompuestos que generan la dosis minima inhibitoria (MIC) en las
diferentes cepas bacterianas analizadas dependiendo del tamafo empleado, ya que
pueden generar una perturbacion en el entorno de las bacterias (Gonzales Flores,

2017; Ouahid Hessissen, 2016).

Citotoxicidad
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Con respecto a las nanoparticulas de plata se ha venido investigando las
aplicaciones que pueden tener por sus propiedades, especificamente en el campo
de la biomédicina en el cual se ha identificado su empleo como vectores de
suministro, inhibidores de angiogénesis e inhibidores del crecimiento tumoral
determinado a través del estudio llevado a cabo por Ong, Lim, Ng, Li, Yung & Bay,
en 2013 (Ong et al., 2013), de igual manera se ha evaluado la citotoxicidad que
pueden presentar como fue reportado por Porenczuk y colaboradores en 2019
(Porenczuk et al., 2019) determinando que ademas de contar con la actividad
antimicrobiana contra Streptococcus mutans, Streptococcus salivarius 'y
Lactobacillus acidophilus eran incompatibles hacia células madre de la pulpa dental
(DPSC) (por ensayos de MTT (sal de tetrazolio)), esto se encuentra relacionado con
lo publicado por Vellore & Nadu en 2016 (Vellore & Nadu, 2016), donde se logré
identificar que el nivel toxico que presentan este tipo de nanoparticulas depende en
gran parte de su concentracion, observando que a concentraciones de 100 pg/mL,
las nanoparticulas de plata exhibian efectos citotoxicos significativos, pero que por
el contrario dentro del rango de concentraciones de 5 — 50 ug/ml, con tamanos entre
5 - 40 nm, no presentaban efectos citotdxicos para lineas celulares de osteoblastos,
este tipo de analisis también fue llevado a cabo por Nayak, Ashe, Rauta, Kumari &
Nayak en 2016 (Nayak et al., 2016) donde se sintetizaron nanoparticulas que
mostraron actividad antimicrobiana prometedora contra las bacterias Gram-
negativas (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Vibrio cholerae) y Gram-
positivas (Bacillus subtilis), como actividad antiproliferativa contra la linea celular de

osteosarcoma MG-63 de una manera dependiente de la dosis.

Wang, Ji, Li, Guan, Zhang & Feng en 2017 (Wang et al., 2017) verificaron el efecto

bactericida de nanocompuestos de carbono y plata contra bacterias Gram-negativas
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y Gram-positivas, asi como la toxicidad celular de los mismos evidenciando una
buena biocompatibilidad, y poca toxicidad en las células de ovario de hamster, este
estudio se encuentra relacionado con lo obtenido por Reddy, Saha, Shimoga,
Kronekova, Slavikova & Saha en 2017 (Palem et al., 2017) quienes determinaron
que los nanocompuestos de quitosano-plata no presentaban un efecto toxico contra
una linea celular de fibroblastos 3T3 normal con una viabilidad celular de mas del
70%. De igual manera se encuentra de acuerdo con lo publicado por Ivashchenko,
Wozniak, Coy, Peplinska, Gapinski & Jurga en 2017 (lvashchenko et al., 2017)
identificando que la citotoxicidad de los nanocompuestos de magnetita/Ag
/Rifampicina dependia de la concentracion empleada, en donde 0,5 mg
/mL generaba una viabilidad celular de mas del 90% mientras que con 1,5 mg/mL y
2,5 mg/mL se obtiene una viabilidad de 70% y 50% respectivamente en células de

rindn embrionario humano 293 (HEK293T) en un tiempo de 72h.

En los ultimos afos este tipo de ensayo citotoxicolégico de antimicrobianos se ha
adelantado en diferentes lineas celulares evaluando su citotoxicidad sobre lineas
celulares cancerosas como se realizé en 2017 por Moghayedi y colaboradores
(Moghayedi et al., 2017), evaluando la actividad antibacteriana en Escherichia coli y
la citotoxicidad contra las células cancerosas de glioblastoma, se identificé que las
propiedades antibacterianas del nanocompuesto como la reduccion de viabilidad de
glioblastoma dependian del tiempo y la concentracion, de igual manera este tipo de
estudio fue llevado a cabo por Choi, Gurunathan & Kim (Choi et al., 2018) donde en
2018 se logré determinar que los nanocompuestos de Ag-oxido de grafeno eran
eficaces contra células de cancer de ovario humano generando especies reactivas
de oxigeno, potencial de membrana mitocondrial reducido y expresion mejorada de

genes apoptaticos, que muy posiblemente desencadenaria en apoptosis, lo cual
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también fue determinado por Yuan & Gurunathan en 2017 (Yuan & Gurunathan,
2017) en células de cancer de cuello uterino humano (HeLa). Liu y colaboradores en
2018 (Liu et al., 2018) emplearon nanocompuestos de Ag-Fes3O4 modificados con Tat
(peptido) en la evaluacion antitumoral, evidenciando efectos inhibidores mas
significativos en tumores MCF-7, reduciendo la tasa de crecimiento en un 29,6%, con
un rendimiento superior en la administracion del farmaco al tumor en comparacién

con los nano-vehiculos de control.

La citotoxicidad de nanocompuestos de Fe3Os@Ag fue determinada a través de un
estudio llevado a cabo por Pieretti, Rolim, Ferreira, Lombello, Nascimento & Seabra
(Pieretti et al., 2020) quienes en el 2020 lograron identificar que este tipo de
nanocompuestos presentaban una mayor toxicidad en las células tumorales SW-
1353 disminuyendo su viabilidad celular en menos del 30% con respecto a las células
no tumorales (Vero) presentando una viabilidad celular superior al 60% en todas las

concentraciones empleadas (1 — 150 pg/mL).

Segun los estudios analizados a través de la revision bibliografica el nanocompuesto
modelo para disminuir los efectos citotdxicos que generan estos nanocompuestos en
células eucariotas de mamiferos seria con una concentracion menor a 3 mg/mL y

con tamanos de +40 nm.

. Conclusiones

Los AgNCs sintetizados en este estudio demostraron ser eficaces contra
Staphylococcus aureus 'y Escherichia colilas cuales fueron susceptibles a estos, con
concentraciones de 4% y 6% de plata respectivamente, obtenido a través de la
técnica Kirby Bauer a nivel cualitativo y cuantitativo. Determinando que con una

exposiciéon de 80 min es suficiente para inhibir mas de un 80% las cepas modelo
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ensayadas.

Las nanoparticulas NPIO@SIiO2 presentan una morfologia esférica de 40 - 60 nm de
diametro con un nucleo de hierro de 10,74 £ 2,25 nm de diametro (NPIO) y que dota
al agente antimicrobiano de propiedades superparamagnéticas, las cuales no
interfieren con la accién como agente antibidtico que generan los nanocompuesto de
plata tanto en cepas Gram positivas y Gram negativas, susceptible de ser una
alternativa como tratamientos en procesos de desinfeccion con caracteristicas

antimicrobianas, siendo efectivos contra microorganismos multirresistentes.

Las propiedades exhibidas por estos nanocompuestos de plata los convierten en
posibles tratamientos para ser empleados en procesos de desinfeccién con la
posibilidad de evitar contaminacién del medio en el que sean empleadas.
Susceptibles de una amplia gama de aplicaciones, como por ejemplo en
biomedicina, donde pueden usarse para un transporte dirigido hacia un agente

antimicrobiano y su posterior recuperacion por un campo magneético externo.

En estudios futuros se aconseja llevar a cabo el proceso de recubrimiento de las
NPIO con SiO2, a través de la sintesis del sol-gel (SiO2) con las nanoparticulas
NPIOs ya presentes en la sintesis y no adicionado el sol-gel previamente preparado
sobre las NPIO. Adicionalmente, se sugiere en trabajos futuros el empleo de los
AgNCs sobre cepas de importancia clinica como el Streptococcus Pyogenes,
Enterococos faecium (Gram positivos), Acinetobacter Baumannii y Pseudomona
Aeruginosa (Gram negativo). Por ultimo, se recomienda realizar una investigacion
que se enfoque en un método de recuperacion de los AQNCs con el fin de verificar
su capacidad de ser reutilizables y llevar a cabo los ensayos que permitan identificar

la toxicidad generada por lo nhanocompuestos sobre lineas celulares cancerosas y
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normales, que permitan establecer la posibilidad del empleo de este tipo de

nanocompuestos como una terapia alternativa contra el cancer.
Limitaciones y fortalezas

Las limitaciones durante el desarrollo del presente estudio fue el tiempo limitado por la crisis
de la pandemia generada por el SARS-CoV2 restringiendo de esta manera los ensayos
relacionados con la validacion de los AgNCs sobre cepas bacterianas Gram positivas y
Gram negativas. De la misma manera el tiempo necesario para realizar los ensayos acerca
de la citotoxicidad exhibida de los AgNCs en lineas celulares tanto cancerosas como

normales.

Las fortalezas de este proyecto incluyen la participacion de otros miembros del semillero de
Nanomateriales de la Universidad Antonio Narifio que permitieron llevar a buen término
algunos de los ensayos propuestos, asi como las intervenciones de los profesores
relacionados con este proyecto. Pese a todos los inconvenientes enfrentados este proyecto
aporta nuevos materiales que permitirian combatir infecciones bacterianas generadas por
microorganismos de importancia clinica, asi como la posibilidad de emplear los

nanocompuestos desarrollados como tratamientos anticancerigenos.
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